VNIVERSIDAD
B SALAMANCA

CAMPUS DE EXCELENCIA INTERNACIONAL

Departamento de Medicina
Doctorado en Biociencias: Biologia y Clinica del Cancer y Medicina
Traslacional

TESIS DOCTORAL

Analisis Dinamico del Perfil Inflamatorio
e Inmune de Pacientes con Sindrome de

Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)

Directores:
Prof. Dr. Fermin Sanchez-Guijo Martin
Dra. Sandra Muntion Olave
Prof. Dr. Juan Francisco Blanco Blanco

Gerardo Javier Marti Chillon

Salamanca, 2023

CIC % vniversipan  TBSATE™

& o©
Biomédica de Salamanca O

. DSALAMANCA incesoccmmngringos
Centro de Investigacién del Cancer O %@’ nstituto de Iinves 'ga@
& b






Prof. Dr. Fermin Sinchez-Guijo Martin, con D.N.I. 07869479Y, Doctor en Medicina,
Profesor Titular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Salamanca, Jefe de
Unidad del Area de Terapla Celular y Jefe de Servicio de Hematologla del Hospital Clinico
Universitario de Salamanca.

Dra. M.? Sandra Muntién Olave, con D.N.I. 16567353Q Doctora en Biologia por la
Universidad de Salamanca e Investigador Postdoctoral en el laboratorio de Terapia
Celular del Serviclo de Hematologla del Hospital Clinico Universitario de Salamanca.

Prof. Dr. Juan Francisco Blanco Blanco, con D.N.I, 101901921 Doctor en Medicina,
Profesor Titular de la Universidad de Salamanca y Jefe de Servicio de Traumatologla del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca.

CERTIFICAN:

Que el presente trabajo titulado “Analisis Dindmico del Perfil Inflamatorio e Inmune de
Pacientes con Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)” realizado por D.
Gerardo Javier Martl Chillén bajo su direccién en el Departamento de Medicina de la
Universidad de Salamanca, reune a su juicio méritos suficientes y originalidad para que
su autor pueda optar 2l grado de Doctora de la Universidad de Salamanca.

Y para que asi conste, firman |a slguiente certificacion en Salamanca a 6 de octubre de
2023

Uil >

Prof, OF, F. Sdnchez-Guljo Dra. S. Muntién Prol. Dr. J.F. Blanco






Este trabajo de investigacion ha sido financiado por:

= Ayudas complementarias de movilidad destinadas a beneficiarios del programa
FPU de caracter competitivo en la convocatoria 2023 (EST23/00099 BMED).

=  Contrato Predoctoral del Ministerio de Universidades del Gobierno de Espafa en
el Marco de Plan de Formacion de Profesorado Universitario (FPU) con
referencia FPU18/03533.

* El Fondo Europeo de Desarrollo Regional (FEDER) “A way to make Europe” /
“Investing in your future”, y el Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS) del
Instituto de Salud Carlos Ill, Ministerio de Sanidad (P119/01455).

= Gerencia Regional de Salud de Castilla y Leon (GRS 164/A/17) y el Ayuntamiento
de Salamanca (2019/00098/001).



Los resultados obtenidos a lo largo de este proyecto de Tesis Doctoral han sido
publicados en los articulos cientificos:

Gerardo J. Marti-Chillon, Sandra Muntidn, Silvia Preciado, Lika Osugui,
Almudena Navarro-Baildn, Javier Gonzalez-Robledo, Victor Sagredo, Juan F.
Blanco, Fermin Sanchez-Guijo. Therapeutic potential of mesenchymal
stromal/stem cells in critical-care patients with systemic inflammatory
response syndrome. Clin Transl Med. 2023;13(1): e1163.

Raul Lépez*, Gerardo J. Marti-Chillén*, Juan F. Blanco, Carmen da Casa, Javier
Gonzélez-Robledo, David Pescador, Silvia Preciado, Sandra Muntidon, Fermin
Sanchez-Guijo. MSCs from politrauma patients: preliminary comparative study
with MSCs from elective-surgery patients. Stem Cell Research & Therapy,
2021. 12, 451.

Los resultados obtenidos a lo largo de este proyecto de Tesis Doctoral han sido
presentados en los siguientes congresos y seminarios cientificos:

Comunicacion oral y presentacion de pdéster en la Il Jornada de Encuentro entre
Grupos de Investigacidn del IBSAL celebrado el 13 de junio de 2023 en el edificio
Discdrides de la Universidad de Salamanca. El titulo del trabajo presentado fue
"Analisis multiparamétrico de la respuesta SIRS: ldentificacion de nuevos
biomarcadores y potenciales dianas terapéuticas".

Comunicacién oral del trabajo titulado “Estudio comparativo de las vesiculas
extracelulares de pacientes con Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica”
en el Il Congreso Anual Internacional de Estudiantes de Doctorado en la
Universidad Miguel Hernandez celebrado el 2 y 3 de febrero de 2023.

Presentaciéon del podster "Sequential multiparametric assessment of the
dynamics of leukocytes, serum biomarkers and extracellular vesicles in septic
patients admitted into the intensive care unit" en el 15th World Congress on
Inflammation celebrado en Roma (ltalia) el 5-8 de junio de 2022.

Comunicacion oral y presentacion de pdster en la | Jornada de Encuentro entre
Grupos de Investigacion del IBSAL celebrado el 27 de mayo de 2022 en el edificio
Discdrides de la Universidad de Salamanca. El titulo del trabajo presentado fue
"Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica de origen traumatico: perfil
inflamatorio y papel regulador de las células estromales mesenquimales".

Presentaciéon del podster titulado "Estudio comparativo del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica entre pacientes politraumatizados y sépticos"
en el Il Congreso Anual Internacional de Estudiantes de Doctorado en la
Universidad Miguel Hernandez celebrado el 3 y 4 de febrero de 2022.









ABREVIATURAS






A

ALP: Fosfatasa Alcalina

ALT: Alanina transaminasa

APACHE llI: Acute Physiology and Chronic Health disease Classification System I
ARDS: Acute Respiratory Distress Syndrome

AST: Aspartato transaminasa

AUC: Area Bajo la Curva

C

CARS: Compensatory Antinflammatory Response Syndrome
CCL-n: CC motif Chemokine Ligand “n”

CD: Cluster of Differentiation

Células NK: Células Natural Killer

CFU-F: Unidad Formadora de Colonias de tipo Fibroblastico
CMF: Citometria de Flujo

cMo: Monocitos Clasicos

CRRP: Terapia de reemplazo renal continuo

CXCR-n: CXC motif Chemokine Receptor “n”

CXCL-n: CXC motif Chemokine Ligand “n”

D

DAMPs: Damage associated molecular patterns
DIC: Disseminated Intravascular Coagulation
DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO: Dimetil Sulféxido

DCs: Células Dendriticas

E

ECMO: oxigenacidon por membrana extracorpérea
EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético
ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay

F

FasL: Fas Ligand

FC: Fold Change

FceRI: Receptor de IgE de alta afinidad
FiO2: Fraccion inspirada de oxigeno
FITC: Fluoresceina-5-Isocianato

FMO: Fluorescencia menos uno

FSC: Forward Scatter



G

G-CSF: Factor Estimulante de Colonias Granulociticas

GCS: Glasgow coma score

GGT: Gamma-glutamil transferasa

GM-CSF: Factor Estimulante de Colonias Granulomonociticas

H

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution
HSC: Célula Progenitora Hematopoyética

ICCA: IntelliSpace Cuidados Criticos y Anestesia

IDO: Indoleamine 2,3-dioxygenase

IFNy: Interferon Gamma

IL-n: Interleucina “n”

IMDM: Iscove’s Modified Dublecco’s Medium

iMo: Monocitos Intermedios

ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular

ISEV: Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares

ISS: Injury Severity Score

L

LDH: Lactato deshidrogenasa
LST: Lymphocyte Screening Tube

M

M-CSF: Factor Estimulante de Colonias Monociticas
MARS: Mixed Antagonist Response Syndrome
mDCs: Células Dendriticas Mieloides

MDSCs: Myeloid-derived Suppressor Cells

MET: Microscopio Electrénico de Transmisiéon

MFI: Mediana de Intensidad de Fluorescencia

MHC Iy II: Complejo Mayor de Histocompatibilidad-1y -2
MIF: Macrophage Migratory Inhibitory Factor
miRNAs: microRNAs

MNCs: Células Mononucleadas

MO: Médula Osea

MSCs: Célula Estromales Mesenquimales



N

ncMo: Monocitos no clasicos

NETs: Neutrophil Extracellular Traps
NK: Natural Killer

NLRs: NOD-like receptors

NOS: Especies reactivas de nitrégeno
NP: No politrauma

NTA: Nanoparticle Tracking Analysis

o)
O/N: Overnight

P

Pa0,: Presidn parcial de oxigeno

PAMPs: Pathogen associated molecular patterns
PBMCs: Células mononucleadas de sangre periférica
PBS: Tampon Fosfato Salino

PCR: Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

PCR: Proteina C reactiva

PCT: Procalcitonina

pDCs: Células dendriticas plasmocitoides

PICS: Persistent inflammation immunosuppression and catabolism syndrome
PT: politrauma

PVDF: Difluoruro de polivinilideno

R

RAGE/AGER: Receptor de productos finales de glicacién avanzada
RNA: Acido Ribunocléico

ROS: Reactive Oxygen Species

RPMI: Roswell Park Memorial Institute Medium

S

SBF: Suero Bovino Fetal

SDF-1: Factor derivado del estroma 1

SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome
SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

SP: Sangre Periférica

SSC: Side Scatter


https://en.wikipedia.org/wiki/Receptor_(biochemistry)
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product
https://en.wikipedia.org/wiki/Advanced_glycation_end-product

T

Tamb: Temperatura ambiente

TCE: Traumatismo craneoencefalico

TCRyé&: Receptor de células T gamma y delta

TGFB1: Transforming Growth Factor 1

TLRs: Toll-like receptors

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa

TP-INR: Tiempo de protombina - ratio internacional normalizado
TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activada

U

UCI: Unidad de cuidados intensivos

Vv

VCAM-1: Molécula de Adhesidn a Célula Endotelial
VEs: Vesiculas Extracelulares
VEGF: Factor de Crecimiento Endotelial Vascular
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Introduccion

1.1. Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)

El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS, de sus siglas en inglés Systemic
Inflammatory Response Syndrome) consiste en wuna reacciéon exacerbada y
descontrolada del sistema inmunitario como respuesta a una lesion fisica (ej.
traumatismo, agresion interpersonal, precipitacion, cirugia severa), una infeccion u otra
afectacién severa (ej. pancreatitis, hemorragia, tumor) 2. Inicidndose como un proceso
inflamatorio localizado, este puede evolucionar rdpidamente hacia una respuesta
generalizada alterando la homeostasis sistémica a nivel hemodindmico, respiratorio,
cardiaco y nervioso 3. Sumado a la lesidn inicial, el SIRS puede inducir un estado de shock

y de fallo multiorganico agravando la condicion clinica del paciente °.

La prevalencia del SIRS es muy elevada en los pacientes ingresados en el hospital (15-
30%) ¢8. A diferencia de los pacientes que no presentan SIRS, requieren mayor soporte
médico, tienen mas probabilidades de ingresar en la unidad de cuidados intensivos (UCI)
y presentan una mayor tasa de mortalidad °*1. Clinicamente, el SIRS se identifica por la
presencia de dos o mas signos en los que se consideran: fiebre o hipotermia, taquicardia,
taquipnea y alteracién en el recuento de leucocitos. Se ha observado que el riesgo de
mortalidad aumenta de manera proporcional al numero de criterios SIRS que se

cumplen en el momento de admisién 1213,

La gran mayoria de los casos reportados que inducen el estado del SIRS son los
derivados por un proceso infeccioso (conocido como sepsis), seguido por el de los
traumaticos %4, Por esta razdn, es comun que en la literatura haya un mayor énfasis en
el estudio de la sepsis. Estas afectaciones hacen que el SIRS esté entre las causas mas
comunes de mortalidad entre los pacientes graves &%, En la Figura 1 se muestra la
interrelacion de los diferentes origenes con el proceso de SIRS/sepsis y su evolucion

hacia el estado de shock y de fallo multiorgdnico.
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Figura 1. Diagrama de relacion de los posibles origenes y los estados de evolucién del SIRS. Entre los
principales origenes del SIRS prevalecen los derivados de infecciones (bacterianas, viricas, fungicas) y
traumatismos (accidentes de trdfico, precipitaciones, agresiones interpersonales), seguido por:
pancreatitis, quemaduras, cirugia invasiva, radiacion, intoxicacion quimica, cdncer, enfermedades
autoinmunes, andfilaxia, entre otros.

En este trabajo toda referencia a este proceso inflamatorio se simplificara al término
de SIRS. De manera convencional, se han considerado diferentes niveles de riesgo de
SIRS/sepsis, sepsis severa (en desuso) y shock séptico 3. Esta estratificaciéon viene
determinada principalmente por el riesgo de padecer alteraciones hemodindamicas

(hipotensién), metabdlicas (hipoxia) y de fallo multiorganico 6.

La respuesta SIRS es un proceso complejo debido a que estdn involucrados multiples
factores tanto externos (tipo de lesidn) como intrinsecos de cada paciente /'8, En el
caso de los politraumatismos, el paciente sufre dafios en multiples tejidos y érganos con
diferente grado de lesidn (fractura, laceracion, rotura de visceras, lesiones cerebrales)
L19 Por otro lado, durante un proceso infeccioso, las lesiones suelen ser mas localizadas
afectando a érganos o tejidos concretos. A esto se le afiade la diversidad de agentes
infecciosos posibles (bacterias, virus, hongos), drganos afectados inicialmente
(pulmones, rifiones), tratamientos, entre otros factores *”2°. A pesar de las diferencias
entre los insultos y la evolucién multifacética del SIRS, existen patrones fisiopatoldgicos

de respuesta que se mantienen.
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1.2. Fisiopatologia del SIRS
1.2.1 Evolucion clinica

Convencionalmente, el SIRS se ha definido como una respuesta de tipo
proinflamatoria ante un evento puntual, seguido de un estado de compensacién
inflamatoria (CARS, del inglés Compensatory Inflammatory Response Syndrome) 2. El
organismo ante un estado de inflamacion promueve mecanismos (liberacién de
glucocorticoides, citocinas antinflamatorias) que revierten la situacién con el objetivo
de recuperar la homeostasis. Por otro lado, se ha planteado que la respuesta del
organismo es mds compleja y que esta condicién hiperinflamatoria es la combinacién de
multiples sefiales tanto proinflamatorias como antinflamatorias (MARS, del inglés Mixed
Antagonist Response Syndrome), que se pueden prolongar a lo largo de las primeras
semanas/meses (PICS, del inglés Persistent Inflammation, Immunosuppresion and

Catabolism Syndrome) desde el inicio del SIRS %223 (Fig. 2).

Inflamacion persistente
- -

Respuesta Proinflamatoria

Estado Basal

Respuesta Antinflamatoria |,

Inmunosupresidn (inmunoparalisis, anergia, susceptibilidad infeccion)

Figura 2. Representacion temporal de los diferentes cuadros de evolucion inflamatoria posibles tras una
afectacion severa. Desde el inicio del SIRS, el organismo debe compensar la respuesta hiperinflamatoria
para recuperar el estado de homeostasis. Si la inflamacion no supera un valor umbral, la inflamacion se
podrd revertir y controlar (linea discontinua negra). En el caso de afectaciones mds severas (ej.
politraumatismo) el umbral inflamatorio es superado (linea continua roja), donde compensar esta
situacion requiere de mayor esfuerzo (linea continua azul) pudiendo persistir a lo largo del tiempo (linea
discontinua azul). Otros escenarios descritos son la coexistencia de los estados SIRS y CARS (MARS)
prolongados durante semanas e incluso meses (PICS).



La desregulacién inflamatoria que se produce durante el SIRS no solo condiciona la
funcién del sistema inmune, sino que compromete la actividad y la integridad de
multiples tejidos y érganos. El shock (o choque) hipovolémico es el estado mas grave del
SIRS. Este se produce por la pérdida de tensién vascular, que lleva a un estado de
hipotensidn, hipoperfusién tisular e hipoxia generalizada %. El organismo ante esta
situacion de shock responde con un aumento del gasto y de la frecuencia cardiaca,
pudiendo ocasionar alteracién de la funcién diastdlica, taquicardia o arritmias 2*. Esta
bajada de tensién viene marcada principalmente por la pérdida de fluidos al medio
extravascular (aumento de la permeabilidad vascular) y la vasodilatacion de los capilares
2526 En este sentido, el endotelio juega un papel critico en la evoluciéon del SIRS porque,
ademas, es regulador directo de la coagulacién (hemostasia primaria) y de la migracién

especifica leucocitaria (migracion transendotelial) 27.

La inflamacién y la activacién inespecifica del endotelio (factor tisular) pueden inducir
un trastorno de coagulacion intravascular diseminada (DIC) caracterizado por la
formacién de mualtiples trombos 28, Los codgulos pueden bloquear capilares y reducir el
aporte de oxigeno y nutrientes a los tejidos. Si el estado de hipotensién se prolonga
puede llevar a un colapso circulatorio sistémico y la consecucion de un fallo
multiorgdnico (Sindrome de disfuncién multiorganica, MODS) 1. En esta situacion la
integridad y la funcién de los érganos vitales pueden verse comprometidas, incluso de
aquellos érganos no afectados directamente por el traumatismo o por el proceso

infeccioso, tales como los pulmones, los rifiones, el higado o el corazon.

Los pacientes con SIRS también suelen desarrollar una lesién aguda de rifién (AKI),
donde la actividad e integridad normal de este drgano pueden verse afectadas,
provocando una bajada en el rendimiento de eliminacién de compuestos de desecho
(téxicos) de la sangre 2°. Otros drganos como los pulmones, el higado, el tracto
gastrointestinal, el sistema nervioso o el endocrino también se ven afectados durante el

SIRS 30-32,

Junto con el proceso inflamatorio, la hipoxia, la hipovolemia y la hipoperfusién tisular
generalizada condicionan una situacion celular hostil en los tejidos. Las células ante esta
situacidon promueven cambios en el metabolismo de la glucosa ante la falta de oxigeno

y cofactores (precursores) para obtener energia. Este hecho se caracteriza por un
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aumento del lactato (hiperlactemia si lactato = 2mmol) y por una acidosis sistémica 33,
Debido a la rapida evolucidn hacia el estado de shock y la gravedad es crucial hacer un

seguimiento y tratamiento del paciente desde los primeros instantes del SIRS.

1.2.2 Marcadores clinicos

En la actualidad no se dispone de un marcador biolégico o criterio clinico Unico que
permita predecir la evolucion del paciente hacia el estado de SIRS. Sin embargo, existen
marcadores que permiten hacer un seguimiento de la evolucion inflamatoria y del
estado del paciente mas alla de los que definen el SIRS. Los reactantes de fase aguda
(proteina C reactiva (PCR), procalcitonina (PCT)) son marcadores que se relacionan con
procesos inflamatorios o de infeccidon y que permiten conocer el estado inflamatorio
3435 Complementarios a estos marcadores se ha propuesto el estudio de moléculas
involucradas en la inflamacidn como las citocinas IL-6, IL-8, TNFa, IL-10, o la ratio
neutréfilo/linfocitos como indicadores de prondstico 36738, Sin embargo, actualmente
son la PCR y la PCT (combinadas entre si o junto con otras) las biomoléculas de mayor

referencia 3°3°.

Otros marcadores como las transaminasas, creatinina o la bilirrubina son indicadores
utilizados para medir el nivel de dafio o disfuncidn orgdnica. Un indicador clave en el
seguimiento de los pacientes con SIRS es la concentracidon de lactato en sangre, ya
mencionado, porque sirve de indicador del estado de shock %°. Ademds, estos
marcadores se emplean para ver si el tratamiento estd haciendo efecto o si se precisa
de un ajuste o cambio. Acompafiado a la monitorizacién de constantes, se miden los
valores del hemograma, bioquimica, pruebas de imagen, diuresis, coagulacién,

gasometria, cultivo bacteriano (sospecha de infeccidn), entre otras pruebas.

Diferentes sistemas de puntuacién se emplean para evaluar el estado del paciente y
su prondstico a corto/medio plazo. Entre los mas utilizados se encuentran el APACHE I
(del inglés Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il) o el SOFA (Sequential
Organ Failure Assessment) 442, El primero se calcula justo en el ingreso del paciente, y
permite al personal sanitario conocer el riesgo de muerte en base a un conjunto de
variables fisioldgicas como la presion arterial media (PAM), la frecuencia cardiaca y
respiratoria, y valores de concentracién de sodio, potasio y de recuento leucocitario,

entre otros #1. El SOFA es un sistema de puntuacién que permite conocer la aparicion y



evolucién del fallo multiorganico (MODS cuando SOFA > 2) midiendo la actividad y
estado de los aparatos/sistemas vitales como: el sistema nervioso (Glasgow Coma Score,
GCS), respiratorio (presidon parcial de oxigeno/fraccion inspirada de oxigeno, terapia
respiratoria) de coagulacién (recuento plaquetario), cardiovascular (PAM, y el uso de
vasopresores), renal (concentracién de creatinina sanguinea, o volumen de miccién
diaria) y hepatico (niveles de bilirrubina sanguinea) #>. Un aumento en los valores de
estos sistemas de puntuacion se relaciona con un mayor riesgo de mortalidad %3. Por
otro lado, los propios criterios del SIRS también se han propuesto como indicadores de
prondstico . Sin embargo, el sistema de puntuacidon SIRS se emplea en menor medida
puesto que no se alcanza el mismo grado de sensibilidad que con el APACHE Il o el SOFA
4445 Otro sistema de puntuacion empleado en la clinica enfocado en medir la gravedad
de las lesiones traumaticas es el ISS (Injury Severity Score), considerandose
politraumatismo cuando al menos dos regiones del cuerpo son afectadas y el grado de

lesidn conjunta presenta un ISS > 16 .

1.2.3 Tratamiento y soporte
A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento, la morbimortalidad continua
elevada, siendo la sepsis (SIRS con sospecha o confirmacién de infeccién) la causa de
mayor ingreso en la UCl y de muerte 4. El pronéstico de los pacientes con SIRS ha
mejorado debido al avance en los tratamientos y en el cuidado #’. Sin embargo, todavia
no se dispone de una terapia adecuada para el control de la respuesta inflamatoria y los

efectos colaterales de esta.

Tras el accidente, la estabilizacion (hemodindmica y respiratoria) es crucial para la
supervivencia del paciente. El tratamiento de los pacientes con SIRS depende de la
clinica y la evolucion, pero es habitual el uso de vasopresores (vasoactivos como la
noradrenalina o la dopamina) combinado con reanimacién fluidica para revertir el
estado de hipotensién (shock), antibioterapia empirica de amplio espectro o el soporte
ventilatorio. Otras terapias empleadas son el reemplazo renal (hemodidlisis) o
transfusion de concentrados plaquetarios o de hematies 2>*8. El uso de corticoides o
farmacos antinflamatorios en estos pacientes no es adecuado y solo se administra en
casos concretos de fallo suprarrenal #°. El tratamiento con corticoides no ha demostrado

evidencias claras de su beneficio bajo esta condicion hiperinflamatoria por lo que su uso
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en los casos SIRS en la UCI es reservado *°. Siguiendo esta linea de intentar regular la

respuesta exacerbada del sistema inmune, se han propuesto estrategias mas especificas
dirigidas contra moduladores de la respuesta inflamatoria como las citocinas #¢. Este

tema se tratard mas adelante.

1.3. Mecanismo bioldogico de respuesta y modulacion
inflamatoria
1.3.1 Seializacion de alarma, activacidon y movilizacién celular

A pesar de la diversidad de origen del SIRS; la evolucién y |la escalada inflamatoria siguen
un patrén comun. Este proceso inflamatorio comienza con el reconocimiento por parte
del sistema inmune de factores liberados por los tejidos afectados o la identificacion de
cuerpos extrafios (Fig. 3). Los factores liberados por la lisis o muerte celular se conocen
como DAMPs (Damage associated molecular patterns). Otros factores que también son
desencadenantes de la respuesta inflamatoria son aquellos procedentes de patdgenos
0 que son reconocidos como cuerpos extrafios (PAMPs, Pathogen associated molecular

patterns) como puede ser el lipopolisacarido (LPS) °.

Tras la lesién inicial estos factores son reconocidos por célula inmunitarias tanto
residentes en el tejido afectado como en circulacién a través de receptores de
membrana o PRRs (pathogen-recognition receptors). Los receptores de cuerpos
extrafios o de alarminas mds importantes son los Toll-like receptors (TLRs), los NOD-like
receptors (NLRs) y los receptores de AGE (advanced glycosilated end products). Los TLRs
es la familia de receptores mas estudiada por tener la capacidad de reconocer gran
variedad de factores tanto PAMPs como DAMPs 152, Los NLRs centran su actividad en
el reconocimiento de moléculas de alarma y son potenciales activadores del
inflamasoma (involucrado en la liberacion de las citocinas inflamatorias IL-1B e IL-18 y
en la piroptosis) >3. Los receptores de AGE conocidos como RAGE o AGER son proteinas
similares a las inmunoglobulinas que se unen exclusivamente a los DAMPs (S100A8-9,

HMGB1) 5.

La unidn de una molécula a un PRRs activa una cascada de sefializacidn intracelular a

través de las vias de NF-KB, AP-1, STAT o IRF3 °°. Esta activacién se traduce en la



produccién y liberacién de compuestos defensivos y citotdxicos (granzimas, perforinas),
proteinas involucradas en la migracién (adhesinas, integrinas), en la diferenciacién
celular, en la producciéon de factores inflamatorios (citocinas, quimiocinas) o en la
secrecion de moléculas (vesiculas extracelulares) >>°6, Més alld del tipo de estimulo y la
célula inmunitaria en situacidn, se debe entender la respuesta celular como un conjunto
(o balance) de seiales inflamatorias que se presentan en el microambiente en un

momento dado (Fig. 3).

Lesion (hipoxia,
__necrosis, apoptosis)

Liberacion de 4
proteinas citotoftasg °
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or?

13 ceular
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Figura 3. Mecanismos de senalizacion celular y escalado inflamatorio del SIRS. Estimulo originado por la
liberacion de componentes celulares (DAMPs) o por el reconocimiento de un cuerpos extrafios (PAMPs)
por células del sistema inmune. Vias de sefializacion intracelular (NF-kB, AP-1, IRF3) que resultan en la
secrecion de citocinas (también quimiocinas y factores de crecimiento), vesiculas extracelulares,
compuestos citotdxicos, proliferacion y activacion celular.

En condiciones inflamatorias las células inmunitarias son movilizadas de los nichos
productores o del reservorio celular (ej. médula dsea) al torrente sanguineo °7°8. La
sefializacion masiva no solo activa a las células inmunes, sino que también estimula a
células de otros tejidos. En concreto, la inestabilidad y la activacién inespecifica
endotelial juegan un papel clave en la migracion transendotelial leucocitaria hacia
organos afectados por la lesidn/infeccién, pero también a dérganos no afectados
inicialmente. Este proceso migratorio se da tras el contacto célula inmune con células
endoteliales activadas (expresion de VCAM), seguido del rodamiento o rolling, adhesiéon
y anclaje celular, y terminando con extravasacién leucocitaria (diapédesis) >° (Fig. 4).

Durante el SIRS se produce una activacién inespecifica del endotelio, incluso en tejidos



Introduccion

alejados del foco de infeccidn o dafio, debido principalmente a la liberacidn de citocinas
a nivel sistémico ®°. Junto con esta activacidn, la liberacién de vasodilatadores (6xido
nitrico, histamina) aumentan la permeabilidad capilar provocando la salida de plasmay
de células del torrente sanguineo hacia el espacio intersticial (del inglés vascular

leakage) de forma descontrolada ©2.
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Figura 4. Migracion transendotelial leucocitaria hacia el foco de infeccion o dafo. a) Tras un
traumatismo, herida o infeccion leve se produce una sefializacion y activacion endotelial especifica
favoreciendo la migracion controlada y dirigida (por gradiente) de células inmunes al tejido afectado. Las
etapas de la migracion transendotelial controlada son: i) contacto, ii) rodamiento, iii) adhesion y iv)
extravasacion leucocitaria. b) Durante el SIRS se produce una hipercitocinemia que induce la activacion
inespecifica del endotelio, y aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos. Esto provoca la liberacion
de células inmunes de manera descontrolada y no dirigida al foco de infeccion o dafio. La flecha indica el
sentido del flujo sanguineo dentro del vaso sanguineo.

La migracién descontrolada inmune y la activacién inflamatoria generalizada junto con
la hipovolemia (por el estado de shock), la hipoperfusién tisular, la coagulacién
intravascular diseminada y el dafo inicial, afectan a la homeostasis sistémica
desencadenan finalmente el proceso de fracaso multiorganico 2. Los mecanismos de
respuesta inmunitaria que alteran la homeostasis tisular, que tienen efectos sobre el
desarrollo del SIRS y que inducen dafio colateral a nivel sistémico se comentan en los

siguientes apartados.

1.3.2 Citocinas y comunicacion intercelular
La movilizacién y activacion de células del sistema inmune esta mediada por una
compleja red de sefalizacion a través de citocinas. Las citocinas son proteinas
involucradas en la sefalizacidon y comunicacidn intercelular producidas mayormente por

células inmunitarias, pero también por células del endotelio, epiteliales y del estroma
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6364, Estas moléculas son liberadas al medio extracelular y son reconocidas por
receptores especificos de células cercanas (sefializacién paracrina) o por receptores de
la misma célula productora (sefializacion autocrina). La unidon de este ligando a su
receptor activa una cascada de sefializacién intracelular induciendo cambios en la

actividad de la célula receptora (Fig. 3).

Dentro de las citocinas se conocen diferentes familias de proteinas que se clasifican
segun el origen y funcién. Los factores de crecimiento son citocinas capaces de inducir
la proliferacién y la diferenciacidén celular, ademas de inducir la regeneracidén de tejidos
(o de células especificas) y en algunos casos promueven la movilizacion celular. Ejemplos
de estos se encuentran los factores de estimulacidn de crecimiento de colonias
granulomonociticas (GM-CSF), granulociticas (G-CSF) o monociticas (M-CSF) . Ademas,
de haber moléculas inductoras de la proliferacién celular, en condiciones fisioldgicas
existen otras citocinas que regulan la expansién e inducen la muerte celular o la
apoptosis, como es el caso de la FasL o el TRAIL, encargadas de mantener un balance

celular ©6,

Por otro lado, las quimiocinas son moléculas que inducen la movilizacién direccionada
de células siguiendo un gradiente quimico. Estas proteinas inducen cambios en la
magquinaria de migracion en la célula receptora (proteinas de adherencia, de anclaje
como las integrinas, etc.) promoviendo su movilizacién o retencidon del tejido ®’. En
condiciones inflamatorias, este mecanismo permite el reclutamiento de células inmunes
hacia los focos de infeccién o de dafio. Ejemplo de estas citocinas quimiotdcticas son las

CCL2, CCL4 o la CXCLS.

Respecto a otras citocinas involucradas en el control de la inflamacion se encuentran la
familia del interferén y de las interleucinas. Estas citocinas producidas mayormente por
células del propio sistema inmunitario son clave para el control de la actividad
proinflamatoria frente a posibles amenazas (patdgenos), pero también para el control
del propio estado inflamatorio (citocinas antinflamatorias) 8. Dentro de las citocinas de
cardcter proinflamatorio se encuentran: el interferén gamma (IFNy), la interleucina 1 (IL-
1B), IL-2 o el factor de necrosis tumoral (TNFa). Entre las citocinas con capacidad de

revertir la inflamacion se destacan la IL-4 o IL-10 Sin embargo, existen citocinas (ej. IL-6)
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cuyo caracter pro- o antinflamatorio de una citocina esta condicionado por el estado del

tejido, el tipo celular o la presencia de otras citocinas (balance) ©°.

Por ello, el estudio de las citocinas permite monitorizar el estado inflamatorio y conocer
cdmo se regula respuesta inmune tras el inicio SIRS 7°. Ademds, numerosos estudios han
planteado el estudio de estas como biomarcadores de enfermedad, e incluso se han

propuesto como dianas terapéuticas ’%72.

1.3.3. Poblaciones leucocitarias involucradas en SIRS
En la respuesta inflamatoria juegan un papel crucial tanto el sistema inmune innato
como el adaptativo. Sin embargo, debido a la agudeza de la respuesta inflamatoria, las
células inmunitarias innatas son mas determinantes en la fisiopatologia en las primeras
horas del SIRS 73. La rapida activacién y respuesta de las células innatas favorece la
defensa y eliminacion rdpida de posibles agentes patogénicos (infecciones,

traumatismos con perforacién abdominal, heridas, etc.).

En condiciones fisioldgicas los granulocitos son la poblacién leucocitaria mayoritaria
en sangre, y tienden a aumentar en condiciones inflamatorias 4. Estas células se
producen en la médula ésea (granulopoyesis) a partir de una célula progenitora comun
donde maduran (promielocito, mielocito, metamielocito y neutréfilo bandeado) antes
de salir al torrente sanguineo (Fig. 5) 7>’. Durante el proceso de maduracién los
neutrdfilos, como poblacidn mayoritaria, sufren cambios en la expresion de marcadores
de membrana con el aumento de CD11b, CD16 y CD33 y salen de la médula dsea ya
maduros (nucleo segmentado) ’’. Los neutréfilos son uno de los primeros actores
durante procesos inflamatorios debido a su rdpida movilizacion y respuesta defensiva.
Esta poblacién juega un papel clave durante la inflamacién con capacidad fagocitica, de
desgranulacion (liberacidén de enzimas proteoliticas), secrecidn de especies reactivas de
oxigeno (del inglés Reactive Oxygen Species — ROS), citocinas inflamatorias y de NETosis
(del inglés proceso formador de Neutrophil Extracellular Traps - NETs) 8. Esta actividad
originalmente de defensa puede también afectar a células cercanas, por lo que una
produccién descontrolada de estos compuestos tiene efectos deletéreos sobre los

tejidos.
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Procedentes de una célula progenitora comun en médula dsea, las células se diferencian a células
mieloides o linfoides antes de migrar al torrente sanguineo y drganos linfdticos.

Otra poblacién granulocitica son los eosinéfilos que actian especificamente contra
pardsitos y patdgenos no fagocitables (de gran tamafio). Junto con los basdfilos,
granulocitos menos abundantes de la sangre, desencadenan una reaccion inflamatoria
contra alérgenos. En este proceso el complejo proteico receptor de lainmunoglobulina E
(FceRl), presente en eosindfilos y basofilos, desencadena la desgranulacion de

citotdxicos y liberacidon de componentes inflamatorios, como la histamina 7920,

También de origen mieloide, los monocitos juegan un rol fundamental en el inicio de la
escala de inflamacién. Estan implicados en la eliminacién por fagocitosis de patdgenos
y cuerpos celulares (cuerpos apoptéticos). Son células clave en la identificacién de
agentes patogénicos y en la comunicacién leucocitaria mediante liberacién de multiples

moléculas sefalizadoras (citocinas) y la presentacion de antigenos.

En circulacion se distinguen tres subpoblaciones de monocitos siendo los clasicos (cMo)
los mas abundantes en circulacién, los intermedios (iMo) y los no cldsicos (ncMo) 8182,
Esta clasificacion cominmente establecida por el patrdn de expresion de los marcadores
CD14 y CD16, también viene determinada por presentar diferentes perfiles
transcriptémicos y una actividad fisioldgica diferente 838, Los cMo son la poblacién mas
abundante de monocitos en circulacién y se caracterizan por tener una mayor respuesta

contra antigenos como el LPS bacteriano, alta capacidad de fagocitosis y activacion de
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linfocitos T 828, Los iMo tienen un perfil mas inflamatorio con alta produccion de

citocinas y especies reactivas de oxigeno (ROS) 828 Su prevalencia en sangre es baja
teniendo valores similares a los de ncMo. Los ncMo caracterizados por una expresion
baja del CD14 (marcador convencional de los monocitos/macréfagos), se consideran los
monocitos mas diferenciados (maduros) por tener un perfil similar al de los macréfagos
con expresion alta del CD16 y por patrullar los tejidos 8. Todos los monocitos se pueden
diferenciar a macréfagos, aunque todavia se desconoce cual puede ser la relacidn para
diferenciarse a macréfago hacia un perfil M1 (proinflamatorio) o M2 (antinflamatorio)
88 Se ha visto que los monocitos se diferencian hacia un perfil inflamatorio u otro en
funcién de las condiciones del microambiente 8%°°, Conocer cémo se distribuyen y se
diferencian las poblaciones leucocitarias es crucial para entender su actividad en los

tejidos en condiciones patolégicas y poder desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.

Las células dendriticas (DCs) son wuna poblacion heterogénea de origen
mayoritariamente mieloide que juega un papel fundamental en la transicién y activacién
de la respuesta inmunitaria adaptativa °1. Las DCs tienen alta capacidad para presentar
antigenos mediante el complejo mayor de histocompatibilidad de tipo Il (como el HLA-
DR). Salen de la médula 6sea en busca de cuerpos extrafos, fagocitan, procesan el
antigeno y los presentan ante linfocitos T situados en los drganos inmunoldgicos

secundarios (ej. ganglios linfaticos) 2.

Se han descrito multiples subdivisiones de DCs segun los perfiles transcriptémico e
inmunofenotipico °3>°%. Las DCs mieloides (mDCs) es la poblacion de DCs mas
representativa con dos subconjuntos: en cDC1 (CD141P° o DC1) y cDC2 (CD1cP%) 5, La
diferenciacién a un tipo u otro viene determinado por una mayor expresion en los
precursores (CD100P° CD34%™) de ciertos factores de transcripcidn (IRF8, BATF3, ID2) y
(IRF4, KLF4) %6, Las DC1 se caracterizan por la expresién de TLR3 y una mayor capacidad
de presentacion de células muertas (presentacién cruzada) mediante Clec9A 8. La
poblacion c¢DC2 se encargan de la activacion de los linfocitos T a través de la
presentacion de antigenos, con alta produccién de citocinas (TNFa, IL-6, IL-8) y se
pueden dividir en funcién de la expresién del marcador CD5. Las mDCs CD5P° (también
identificado como DC2 o CD1cP°_A) presentan mayor capacidad migratoria, produccién

de IL-10 pero son menos abundantes que las CD5"8 (DC3 o CD1cP°_B) %97, Los CD5"¢8
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potencian la produccién de IFNy a partir de la activacion de las células T, mientras que
los CD5P° promueven la produccidon de IL-10 7. DC4 es otra subpoblacién descrita en la
bibliografia caracterizada por la expresién de CD16 y la falta de CD141 y CD1c y que

comparte un perfil transcriptdmico similar a los ncMo SLANPOs 93,

Otra poblacion de células dendriticas son las DC5 (DCs AxIP* o ‘AS’ DC) que
corresponden a aquellas que tienen alta expresién de la lectina SIGLEC6 y el receptor
tirosina quinasa Axl consideradas como precursoras de las DCs 4. Por otro lado, se
encuentran las DCs de origen linfoide (plasmocitoides — pDCs o DC6) que tienen un perfil
transcriptomico diferente (no expresion de SIGLEC6 ni Axl), pero si presentan una alta
produccidon de IFNy °°. Ademads, se ha descrito que en condiciones inflamatorias se
pueden encontrar las mo-DC o las Inflammatory DCs, con un perfil intermedio entre
monocitos y DCs 3. Siendo la poblacion de DCs clave para la activacién de los linfocitos
T, la distribucién de estas poblaciones durante el SIRS puede ser determinante en la

evolucion de la inflamacién y del proceso infeccioso.

Otra poblacion muy interesante para estudiar son las células supresoras derivadas
mieloides (MDSCs). Las MDSCs son un grupo heterogéneo de células mieloides
inmaduras cuyos niveles aumentan en circulacién en diferentes patologias inflamatorias
%8 Estas células juegan un papel clave en la regulacién de la actividad inflamatoria,

presentando una alta capacidad inmunosupresora sobre la poblacién de linfocitos T °°.

Se entiende la respuesta inmune como un proceso con fases en las que primeramente
actua el sistema inmune innato de forma rdpida e inespecifica, seguida de la adaptativa
con un actividad mas dirigida. Entre la clasica division de las dos respuestas (innata y
adaptativa) se encuentran poblaciones linfocitarias que presentan una actividad mas
tipica de la innata. Entre estas poblaciones se destacan los linfocitos con TCRy& que no
requieren de presentacién mediante el complejo mayor de histocompatibilidad y tienen
capacidad fagocitica, aunque si tienen cierto reajuste de proteinas de reconocimiento
de antigenos y presentan memoria 1%, Se encuentran en las mucosas y juegan un papel
clave en las infecciones con una respuesta aguda mediante la liberacidén de citocinas
como IFNy y TNFa 109191 En sepsis se ha visto que la reduccidn de esta poblacién estd

relacionada con un mayor riesgo de mortalidad 12,
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Las células natural killer (NK) y las células T NK (NKT) de origen linfoide, también tienen
un respuesta directa ante células infectadas, patdégenos o células cancerigenas. Las
células NK se caracterizan por tener una produccién alta de IFNy de forma rdpida y una
respuesta contra células infectadas mediante la liberacién de productos citoliticos
(perforinas, granzimas) 1%, Segun la expresién de los marcadores CD16 y CD56 se
pueden distinguir varios subtipos con diferente perfil de maduracion, de produccion de

perforinas y granzimas, y de migracidn especifica 04,

El sistema inmune adaptativo es crucial para la evolucién y resoluciéon del proceso
inflamatorio e infeccioso. Este actia como centro coordinador de la actividad celular
dirigida tras la presentacién y reconocimiento del antigeno. Los linfocitos T, poblacién
mayoritaria de células mononucleadas en sangre periférica, tienen la capacidad de
controlar la respuesta del sistema inmune con alta produccién de citocinas y actividad
citotoxica. Segun el estado de activacion celular las linfocitos pueden presentar un perfil
mas o menos proinflamatorio. La subpoblaciones mayoritarias de linfocitos T se dan

segln la expresion de CD4 (T helper o colaboradores y reguladores) y CD8 (citotdxicos).

Los linfocitos B son las células encargadas de la respuesta humoral tras el contacto con
un antigeno. Los linfocitos B maduran a células plasmaticas en el bazo y se especializan
frente a un determinado antigeno. A través de un complejo mecanismo de
especializacion (recombinaciéon somatica) y maduracion, las células plasmaticas liberan
gran cantidad de anticuerpos al torrente sanguineo '%. Los anticuerpos especificos al
reconocer al antigeno facilitaran la actividad del complemento, la opsonizacion, la
fagocitosis, y la respuesta citotdxica contra el antigeno o microorganismo. Tras un
primer contacto con el microorganismo se mantienen células de memoria que

permitirdn una respuesta rapida y superior en un futuro contacto.

Otras células que se pueden identificar en circulaciéon y que pueden participar en la
regulaciéon del SIRS son las células progenitoras hematopoyéticas (HPC), células
progenitoras endoteliales o las células mesenquimales, aunque la concentracién de

106-109 * Estudios previos

estas poblaciones en circulacion es baja y estd poco descrita
aseguran el aumento en el numero de células progenitoras y células mesenquimales
circulantes justo después de un proceso inflamatorio, como trauma, quemadura, lesién

de rganos o en sangre periférica movilizada 108119112 A pesar de los resultados, todavia
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existe una falta de conocimiento sobre la presencia circulatoria de las células
mesenquimales debido a la escasez y variabilidad de los estudios: técnica seguida para

el procesado de la muestra, factores intrinsecos de los pacientes o la patologia 07113~

115

1.4. Vesiculas extracelulares como mediadores de inflamacion
Un mecanismo alternativo para la comunicacién intercelular presente en la mayoria
de las células del organismo es a través de vesiculas extracelulares (VEs). Estas
nanoparticulas esféricas son secretadas por las células eucariotas, son compartimentos
de membrana lipidica que transportan moléculas potencialmente reguladoras ancladas
en la superficie o en su interior como RNA mensajeros, microRNAs y proteinas 6. El
proceso de formacion de estas vesiculas se da principalmente por procesos de
invaginacién de la membrana celular (microvesiculas) o a partir de endosomas tardios
(exosomas), siendo liberados mediante exocitosis. Otro mecanismo implicado en la
formacidn de vesiculas es el proceso de apoptosis, que consiste en la formacién de
cuerpos celulares (apoptosomas o cuerpos apoptéticos) durante el proceso de muerte
programada. Segun el mecanismo de formacidn, las VEs presentan tamafos diferentes
siendo los apoptosomas de mayor tamafio (1.000-4.000 nm), seguido por las
microvesiculas (200-1000 nm) y los exosomas (30-200 nm), aunque no existe un rango
del todo definido (Fig. 6) 117118, Hasta hace unos afios se pensaba que estas particulas
eran portadores de desechos celulares. Sin embargo, se ha visto que tienen una alta

implicacién en el control de la homeostasis y la regulacién del microambiente 119120,
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Figura 6. Tipos de vesiculas extracelulares segtin su biogénesis y contenido de membrana e interno de
estas vesiculas.
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Estas particulas son liberadas pudiendo diseminarse rapidamente y ser captadas tanto

por células proximas como de tejidos remotos °. El estado de la célula productora de
las VEs (estrés, hipoxia, activacion) es determinante en el contenido y en la regulacién
que ejerceran sobre la célula receptora 1. Siguiendo esta idea, se ha propuesto el
estudio de las VEs y de su contenido (ej. microRNAs) como biomarcadores de

diagndstico en enfermedades como el cancer o patologias de base inflamatoria 122123,

Entre los componentes reguladores que se transportan se encuentran los microRNAs
(miRNAs). Los miRNAs son secuencias cortas de nucledtidos (19-24 nucleédtidos) de
cadena simple no codificantes que reconocen secuencias de RNA especificas 4. Estos
factores regulan la expresidon génica a través de su complementariedad de bases con la
secuencia del RNA mensajero (mRNA). La unién completa o parcial del miRNA impide la
traduccién del mRNA (bloqueo del acople de la maquinaria ribosémica) y puede inducir
su degradacién. Son reguladores clave a nivel postranscriptémico pudiendo bloquear la
expresion de gran variedad de proteinas 12°. Es por ello importante conocer que la
transferencia de miRNAs mediante la liberacién de VEs puede ser un potencial

mecanismo de la regulacidn inflamatoria 2.

1.5. Nuevas dianas terapéuticas y tratamientos para el SIRS
1.5.1 Nuevas propuestas de terapia del SIRS

Ante la necesidad de tener un tratamiento frente a la respuesta descontrolada del
SIRS, se han planteado diferentes estrategias que controlen cada una de las etapas de
la escalada inflamatoria, con el objetivo de reducir la inflamacién exacerbada del
sistema inmune y con ello disminuir los efectos colaterales de esta sobreactivacion 1?7,
Uno de los mecanismos propuestos ha sido el bloqueo de las moléculas inductoras de la
respuesta inflamatoria como las endotoxinas circulantes (LPS) o los DAMPs con
inhibidores especificos, asi como el bloqueo de los receptores (ej. TLR4) de estas
moléculas 1287130 Estas estrategias pretenden reducir la respuesta descontrolada
inmunitaria evitando la activacion de las vias de NF-kB y AP-1 %/, También, se ha

probado el uso de diferentes antagonistas para reducir la escalada de la inflamacién

sistémica, actuando sobre ciertas citocinas como la IL-1 o el MIF 131,132,
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Sin embargo, los resultados obtenidos en estos ensayos clinicos no han demostrado
grandes mejoras en el estado inflamatorio, ni en la calidad de vida ni en la mortalidad
de los pacientes tras el inicio del SIRS 131133, Como se ha comentado con anterioridad, la
respuesta inflamatoria del SIRS es multifactorial y compleja, en la que estan involucrados
gran cantidad de factores (patdgenos, endotelio, coagulacién). Por lo que, una adecuada
terapia para pacientes con SIRS podria ser una que actuase sobre diferentes dianas.
También deberia provocar un ajuste inflamatorio, proteger frente al dafio orgdnico y
promover la recuperacién rapida de la homeostasis tejidos afectados 133134, Siguiendo
esta idea, se ha propuesto el uso de la terapia con células estromales mesenquimales

(MSCs) en condiciones SIRS 131135,

1.5.2 Células mesenquimales estromales y su potencial
terapéutico

Las MSCs son células multipotentes no hematopoyéticas que se encuentran en la
mayoria de los tejidos desempefiando un papel de regulacion del microambiente y de
mantenimiento de la homeostasis 3. Entre sus principales caracteristicas destacan su
capacidad inmunorreguladora y su potencial regenerativo en condiciones inflamatorias
y de estrés 137, Las MSCs migran a los tejidos dafiados respondiendo a factores de
sefializacion secretados como los DAMPs y las quimiocinas 38149, Tanto las MSCs
residentes en el tejido como las movilizadas (por ejemplo, al pulmén) responden a las
condiciones inflamatorias promoviendo un estado antinflamatorio (Fig. 7) %42, Las
MSCs pueden bloquear o reducir la activacidn leucocitaria a través de la secrecion de
citocinas antinflamatorias (IL-10, IDO, PGE-2) 143, Las MSCs también regulan la actividad
inmune a través del contacto directo con proteinas de membrana (CD54, PDL-1) 144,
Otros mecanismos reguladores de las MSCs descritos son la liberaciéon de VEs, la
transferencia de mitocondrias y a través del proceso de eferocitosis (fagocitosis de las

MSCS) 145,146.
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Figura 7. Representacion de la actividad antinflamatoria y regenerativa de la terapia con células
estromales mesenquimales (MSCs) en el contexto del SIRS. La administracion de MSCs tiene efectos
locales y a nivel sistémico debido a su capacidad migratoria hacia tejidos dafiados y la secrecion de
moléculas reguladoras (citocinas, vesiculas extracelulares).

Durante el SIRS, las MSCs reducen los efectos colaterales de la sobreactivacion del
sistema inmune reduciendo la escalada de la tormenta de citoquinas y modulando la
actividad de las células inmunitarias (Fig. 8 1) '*. Las MSCs acttian no sdélo por sus
factores paracrinos, sino también por el efecto sinérgico de otras poblaciones
inmunitarias reorientadas. Ejemplo de esta actividad reguladora es la que se da sobre
los macréfagos. Las MSCs direccionan la diferenciacion y maduracidn de los monocitos
hacia macréfagos tipo M2 (antinflamatorio) mediante la expresion de factores
antinflamatorios como el PGE-2 %, Se ha descrito que las MSCs pueden inducir también
la transformacion de los M1 (proinflamatorio) hacia el perfil M2 18, Ademas, se ha
demostrado que la fagocitosis de las MSCs por parte de los macréfagos es otro
mecanismo de induccién del fenotipo M2 149130 Mediante estos mecanismos, las MSCs
pueden controlar la respuesta de los macrofagos, educandolos para que imiten su

actividad antinflamatoria 147/1°1,
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Figura 8. Potencial inmunorregulador, de proteccién y regulador de las MSCs.

1) Las MSCs en condiciones inflamatorias promueven un estado antinflamatorio a través de la regulacion
de la actividad de células del sistema inmune como los neutrdfilos, monocitos o los linfocitos T. Con la
liberacion de citocinas como TGF-6, IL-10 o IDO, las MSCs reducen la capacidad citotdxica o liberacion de
citocinas inflamatorias durante el SIRS. 1) Las MSCs desempefian un papel clave en la proteccion de los
tejidos en condiciones de estrés (ej. hipoxia, inflamacion) promoviendo la angiogénesis, reduciendo la
necrosis y favoreciendo una adecuada regeneracion del tejido afectado.

Las MSCs, ademds, proporcionan proteccion tisular promoviendo la supervivencia de
células afectadas (por la lesidn, el estrés) (Fig. 8 11). Las MSCs pueden responder ante la
hipoxia generada (por la hipoperfusidn tisular y el DIC) durante el SIRS liberando factores

proangiogénicos (VEGF, HIF-1), los cuales favorecen la formacién de nuevos vasos
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sanguineos y la oxigenacion tisular '°%. Las MSC tienden a proteger la integridad

endotelial ante especies reactivas de oxigeno (ROS), reduciendo asi la salida masiva de

leucocitos hacia los tejidos °3

. Ademas, las MSCs juegan un papel clave en la
regeneracion de los tejidos dafiados favoreciendo una adecuada reorganizacién de la
matriz extracelular, reduciendo el proceso de fibrosis y secretando factores de

crecimiento celular 1>41>,

Basandose en sus propiedades, la terapia con MSCs ha demostrado su potencial en la
regeneracion de tejidos y el control de la inflamacidn en multitud de ensayos preclinicos
y clinicos en enfermedades como la enfermedad de injerto contra huésped (EICH), la
diabetes, la enfermedad de Crohn y otras patologias de base inflamatoria 1°*1>7, Ademas
de las propiedades inmunorreguladoras y regenerativas a nivel sistémico, la posibilidad
de expansién en cultivo y su baja inmunogenicidad (tratamiento alogénico) hacen de las

MSCs una terapia prometedora para los pacientes con SIRS 1%,
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2. HIPOTESIS






En los pacientes que desarrollan SIRS al ingresar en la UCI existe la necesidad clinica de
predecir qué pacientes evolucionaran favorablemente y cuadles desgraciadamente
moriran o quedardn con secuelas graves. Teniendo en cuenta que en la fisiopatologia
del SIRS intervienen multiples actores (células del sistema inmune innato, células
estromales mesenquimales, citocinas, quimiocinas, vesiculas extracelulares, etc.), se
podria hipotetizar que una evaluaciéon multiparamétrica y dindmica de la mayoria de
estos pardametros podria ser util para arrojar algo de luz en la busqueda de tales

predictores.

Y lo que es mds importante, dado que la mayoria de los tratamientos actuales no se
dirigen a estos factores fisiopatoldgicos del SIRS y no estan exentos de toxicidad
adicional, existe la necesidad médica de explorar el papel potencial de nuevos enfoques
terapéuticos. Se plantea el tratamiento con células estromales mesenquimales
alogénicas sanas podrian ser una estrategia atractiva para reducir los efectos colaterales
de la respuesta inflamatoria del SIRS debido principalmente al potente efecto

inmunosupresor y antinflamatorio de estas células.
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3. OBJETIVOS






Objetivos

Objetivo general

Analizar de forma multiparamétrica la respuesta SIRS de distinto origen y a diferentes
tiempos, en pacientes de la unidad de cuidados intensivos con el fin de encontrar nuevos
marcadores de prondstico, y evaluar el potencial inmunomodulador de las células

estromales mesenquimales sobre la maduracién de los macroéfagos.
Objetivo 1

Caracterizar y comparar la respuesta inflamatoria segln su origen a través del estudio

de multiples poblaciones celulares circulantes y secrecién de citocinas.

Objetivo 2

Identificar potenciales marcadores de sangre periférica para conocer el prondstico de

pacientes con SIRS.

Objetivo 3

Cuantificar y caracterizar las vesiculas extracelulares plasmaticas de los pacientes de

estudio y analizar su contenido en microRNAs.

Objetivo 4

Evaluar el potencial inmunomodulador de las células estromales mesenquimales sobre

la poblacién de macréfagos en el contexto del SIRS.
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4. MATERIALES Y METODOS






Materiales y Métodos

4.1 Pacientes y muestras

Previo a la inclusién de los pacientes en el estudio, los pacientes o sus familiares en
caso de incapacidad del sujeto, firmaron el consentimiento informado aprobado por el
Comité de Etica del Hospital Universitario de Salamanca (cédigo de referencia
201912400) (Fig. Suple. 1). El estudio se desarrollé siguiendo los principios éticos de la
Declaracién de Helsinki. A cada paciente incluido se le asignd un cédigo de identificacion
que permitiera la trazabilidad de las muestras y asegurara un total anonimato. Los
criterios de inclusién/exclusion utilizados en el estudio fueron los siguientes: edad entre
18-80 afios, ausencia de infeccién croénica activa de origen virico (virus de la
inmunodeficiencia humana, SARS-CoV-2, ...), y ausencia de tratamiento inmunosupresor
crénico. Los pacientes elegibles en el estudio debian presentar 2 o mas criterios SIRS en

el momento de inclusién (Tabla Suple. 1).

Para este trabajo se incluyeron muestras de 50 pacientes SIRS todos ellos ingresados
en la unidad de cuidados intensivos (UCI). La mitad de ellos derivados de un
politraumatismo (ISS, Injury Severity Score > 16) y los otros 25 pacientes SIRS de otro
origen (No Politrauma, ej. infecciones). De todos los pacientes se obtuvieron muestras
de sangre periférica en tres tiempos, a las 0, 24 y 72 horas desde el inicio del SIRS. El

esquema general seguido en este trabajo se representa en la Fig. 9.

Pacientes SIRS en UCI
]

I |
Politrauma No Politrauma Sujetos Sanos
N=25 N=25 N=23

Sangre periférica [SP)
I
| | |

Citometria de flujo Citocinas VEs
| plasmiticas |
I 1
: ' ! " s .
Mieloides Linfoides M5Cs Luminex Cual‘ltlﬁ[:.ﬂtlt?rj Y Es..tudm de
(MoDC) (LsT) caracterizacion microRMAs

MET NTA WBa

Figura 9. Esquema principal seguido para la obtencion y andlisis de las muestras de estudio de sangre
periférica.
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Las variables empleadas para el cdlculo de los sistemas de puntuacion de ISS,
APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health disease Classification System Il) y SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) se recogen en las Tablas Suplementarias 2, 3y 4,
respectivamente. Los datos clinicos y bioldgicos (hemograma, bioquimica, coagulacién,
tratamientos, etc.) se recopilaron accediendo al repositorio de datos clinicos
electrénicos ICCA (IntelliSpace Cuidados Criticos y Anestesia), Modulab y Jimena v.4.
Pasado un mes desde el alta hospitalaria se contacté con los pacientes incluidos en el
estudio para conocer el estado y la calidad de vida mediante los cuestionarios (Tablas
Suple. 5 y 6) para el calculo del indice Katz y el sistema de puntacién EUROQOL-5D
(EQ5D). En los apartados de Resultados y Anexos se recoge informacién adicional sobre

las caracteristicas de los pacientes incluidos (Tabla Suple. 7).

Como controles se obtuvo sangre periférica de donantes sanos. Para los estudios de
diferenciacién de macrdéfagos se utilizaron concentrados de leucoaféresis (Buffy Coat)
procedentes Centro de Hemoterapia y Hemodonacidon de Castilla y Ledn. Para la
obtencién y expansion de células estromales mesenquimales (MSCs) se extrajeron

muestras de médula dsea (MO) igualmente de donantes sanos.

4.2 Procesado de las muestras sangre periférica

Inicialmente, se separd el plasma de la fraccidn celular mediante centrifugacién (800 g
durante 10 min a temperatura ambiente (Tamb). El plasma se centrifugd en dos ocasiones
a 3000 g durante 20 min, con el fin de eliminar el debris (restos celulares, plaquetas, u
otras moléculas de gran tamafio) y se recogié en todo momento el sobrenadante.

Finalmente, se almacené a -80°C hasta su posterior utilizacién (Fig. 10).
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Heparina EDTA
. . Estudio de poblaciones
circulantes por
i

citometria de flujo

Figura 10. Esquema de trabajo seguido para el procesado de las muestras de sangre periférica en tubos
de heparina (gris) y EDTA (morado) de pacientes con SIRS y los sujetos sanos.

4.2.1 Poblaciones leucocitarias circulantes

Para el estudio de las poblaciones leucocitarias circulantes mediante citometria de
flujo (CMF) se siguid el protocolo de lisis-marcaje-fijacion de los leucocitos recomendado
por EuroFlow Consortium °2, A partir de 20-30x10° células, se lisaron los eritrocitos con
Bulklysis (Cytognos S.L ref. CYT-BL) durante 15 min a Tamb €n agitacion, se centrifugaron
los tubos a 800 g 10 min. Seguidamente, se retird el sobrenadante y los precipitados
celulares se resuspendieron en PBS (Phosphate-Buffered Saline, Gibco ref. 14190-094)
para su lavado y posterior marcaje. Las células se dividieron en dos tubos para estudiar
por separado las subpoblaciones mieloides y las subpoblaciones linfoides. Para el
primero se marcd con los anticuerpos del panel mieloide MoDC de 14 colores *>° y 50 pl
de Brilliant Stain Buffer (BD ref. 563794). Para el estudio de subpoblaciones linfocitarias
las células se incubaron con los 12 anticuerpos liofilizados del panel LST (OneFlow
Lymphoid Screening Tube, BD ref. 658619) €, Las especificaciones de los anticuerpos

conjugados y los fluorocromos empleados para cada panel se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Combinacion de los anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos dirigidos frente a
los antigenos cluster of differentiation (CD) especificos para el tubo MoDC y LST.

Tubo MoDC Tubo LST
Anticuerpo | Fluorocromo Anticuerpo Fluorocromo
Slan PE CD8 FITC
FceRl PE Cadena A FITC
CD36 PerCp-Cy5.5 CD56 PE
CD34 PE-CF594 Cadena k PE
CD33 PE-Cy7 CD5 PerCp-Cy5.5
CD303 APC TCRy6 PE-Cy7
EE:&%Q APC D19 PE-Cy7
CD45 AF700 CD3 APC
CD14 APC-H7 CD38 APC-H7
CD141 BVv421 CD4 PB
CD5 BV510 CD20 PB
CD192 BV605 CD45 PO
CD62L BV650
HLA-DR BV711
CD16 BV786

Tras 30 min de incubacién en oscuridad y a Tamb, las células se fijaron 10 min con 2 ml
de FACSLysing solution (BD ref. 349202). El sobrenadante se retird tras centrifugar a
560 g durante 5 min y se repitié el lavado con PBS. Ambos tubos se resuspendieron con

un volumen de PBS determinado para su adquisicidn en el citdmetro.

Del tubo de MoDC se adquirieron aproximadamente 5-10x10° eventos en el citémetro
FACSymphony (BD) empleando el software FACSDiva (BD). En el tubo de LST se
adquirieron 3-5x10° de eventos en el citdémetro FACSLyric (BD) con el software FACSuite

(BD).

Los resultados exportados en formato (.fcs) fueron analizados en el programa Infinicyt

2.0 (Cytognos). Previo a la identificacién de las poblaciones leucocitarias, se eliminaron
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del analisis los dobletes usando el diagrama FSC-A/FSC-H y el debris con la fraccion CD36
positivo/CD45 negativo para el tubo MoDC, y con la fraccion CD45 negativa para el tubo
LST.

Finalizada la identificacién de todas las poblaciones siguiendo la guia de expresién de
marcadores estudiados (Tabla Suple. X), se determind el numero absoluto de
células/mililitro de la muestra a partir del valor del hemograma (leucocitos/ul). Los
valores de las poblaciones de eosinéfilos, baséfilos, neutrofilos, monocitos (Mo), células
dendriticas (DCs) y células progenitoras hematopoyéticas (HPC) se obtuvieron del
analisis del tubo MoDC. Los valores de las poblaciones de linfocitos T, linfocitos B y

células NK se obtuvieron del tubo de LST.

Ademas, se estudié la mediana de intensidad de fluorescencia (MFI) para marcadores
que pueden servir para conocer la actividad migratoria, la capacidad de presentar
antigenos o el grado de maduracién (CD62L y HLA-DR) de las principales poblaciones

leucocitarias a partir del tubo MoDC.

4.2.2 Células mesenquimales circulantes

El procedimiento para la identificacion de células con perfil mesenquimal es similar al
comentado en el apartado de las poblaciones leucocitarias. En este caso, las células
(aproximadamente 20-30x10°) fueron lisadas con solucidon BulkLysis. Tras la
centrifugacién a 800 g durante 10 min, el precipitado celular se resuspendié con 50 ml
de PBS se lavaron dos veces y se cuantificaron de nuevo. Tras la centrifugacion a 560 g
por 5 min, las células se resuspendieron en PBS para el marcaje con 1 ul del marcador
de viabilidad celular Fixable Viability Stain 700 - AF700 (BD ref. 9139527) durante 15 min
en oscuridad a Tamp. Tras la incubacion se afadié Running Buffer (Miltenyi Biotec ref.
130-091-221) para lavar a 560 g durante 5 min y se marcaron las células con los
anticuerpos conjugados con fluorocromos especificados en la Tabla 2, durante 30 min
en oscuridad y 50 pl de Brilliant Stain Buffer. Se retiré el excedente de anticuerpos

afadiendo Running Buffer y se lavaron en las condiciones mencionadas.
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Tabla 2. Panel de anticuerpos empleados para la identificacion de células mesenquimales circulantes.

Marcador Fluorocromo
CD34 FITC
MSCA1/TNAP PE
CD146 PE-Cy7
CD271 APC
Viabilidad APC-R700
CD73 APC-H7
CD45 PerCP
CD105 BV421
HLA-DR BV510
CD10 BV605
CD13 BV711
CD90 BV786

Aproximadamente 10x10° células fueron adquiridas en el FACSymphony (BD) bajo una
compensacion especifica para este panel y los controles de calidad diarios del citémetro.
El archivo de citometria se analizé empleando el mismo software de analisis Infinicyt

v.2.0.

La estrategia de analisis consistio en eliminar las células muertas por presentar
positividad ante el marcaje con el Viability Stain 700, y también los dobletes con el
diagrama FSC-A/FSC-H. Seguido, se identificé la poblacion de células progenitoras
hematopoyéticas circulantes (CD34P°, CD45%™), que sirvid de referencia para los
siguientes cortes. Después se selecciond la poblacidn que cumple los criterios de perfil
mesenquimal propuesto por la ISCT (CD34"¢¢, CD45"¢¢ CD73P°, CD90P°s, CD105P%,
CD13P°s y HLA-DR"®g). El resto de los marcadores de membrana estudiados descritos en
la bibliografia (CD271, MSCA-1, CD10 y CD146) se emplearon para conocer cémo era su
expresidn en los eventos finalmente identificados. Se consideré poblacion celular a una
agrupacion o cluster de células con un minimo de 10 células que cumpliesen todos los

criterios mencionados por cada 10x10° eventos adquiridos. La cuantificacidn de células
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hematopoyéticas y aquellas células con perfil mesenquimal fue determinada utilizando

los valores del hemograma de cada muestra y tiempo.

4.3 Estudio de la concentracion de citocinas en plasma
sanguineo mediante Luminex

Para conocer como es la evolucion de la inflamacion a nivel sistémico en los pacientes
con SIRS se estudié la concentracién de multiples factores (citocinas, quimiocinas y
factores de crecimiento). La concentraciéon de 21 factores solubles (Tabla 3) en las
muestras obtenidas de todos los pacientes a las 0, 24 y 72 horas desde el inicio del SIRS,
se determind mediante la técnica de Luminex siguiendo las especificaciones del
fabricante. También se analizé la concentracién en 5 muestras de sujetos sanos en un
solo tiempo como grupo control. El ensayo de Luminex es un procedimiento que permite

la cuantificacidn simultanea de multiples moléculas de una solucién.

Para ello, el plasma recogido previamente de los tubos de EDTA, de cada muestra y
tiempo se descongeld y se centrifugd a 16000 rpm durante 4 min a 10°C para eliminar
posibles agregados formados durante el proceso de congelacién. Se emplearon 25 pl del
sobrenadante por muestra y tiempo. Para el estudio de factores celulares se siguié el
protocolo de Luminex Multiplex Bead Assay (R&D Systems ref. LXSAHM-21), empleando
para el analisis el instrumento LX-200 (R&D Systems) y el software eXPONENT (R&D
Systems). Brevemente, se prepard un curva patron con dilucion 1:3 de los estdandares
del kit para un total de 6 puntos de la curva y un blanco (control). Al mismo tiempo, las
muestras se diluyeron (1:2) con el correspondiente diluyente. Todas ellas se incubaron
por dos horas junto con esferas (Unicas para cada panel) empleadas para la adhesién
especifica e identificacién de las citocinas presentes en el plasma. Tras los sucesivos
lavados con la solucidn al 1X sobre una placa magnética, se aiiadié la solucidn de biotina
(1 hora) usada para la cuantificacién de las citocinas adheridas al formarse un complejo
tipo sandwich (esfera especifica — anticuerpo - citocina plasma — anticuerpo-biotina). Se
lavd y se afadié la solucion de estreptavidina-PE por 30 min para completar el ensayo
inmunoenzimatico biotina-estreptavidina (Fig. Suple. 2). Tras los ultimos lavados se
procedid a la lectura de la placa. Para la determinacién de las concentraciones se

importaron los valores de MFI neta (valores con la sefial del ruido de fondo descartada)
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sobre una curva patrén logistica de 5 pardmetros (no lineal) para cada una de las
moléculas analizadas. Para aquellas muestras que presentaron un valor por debajo del
minimo detectable (<LLOQ — Lower Limit of Quantitation) se les asignd el valor

correspondiente indicado por la casa comercial.

Tabla 3. Listado de citocinas analizadas mediante la tecnologia de Luminex y el valor minimo detectable
por la sensibilidad de la técnica.

S100A8 IL-6 CCL4/MIP-1b
RAGE/AGER IL-8/CXCL8 CXCL1/GROa
TNFa IL-10 MIF
IFNy IL-12/IL-23 p40 G-CSF
IL-1B/IL-1F2 IL-18/IL-1F4 GM-CSF
IL-2 CCL2/MCP-1 FasL/TNFSF6
IL-4 CCL3/MIP-1a VEGF

4.4 Estudio de las vesiculas extracelulares (VEs) plasmaticas
4.4.1 Obtencion de VEs por ultracentrifugacion (UC)
Las vesiculas extracelulares (VEs) se aislaron mediante ultracentrifugacion. Para los
ensayos de cuantificacién, de imagen por microscopia electrénica y cocultivos, se utilizd
plasma procedente de tubos de heparina. Para el estudio de proteinas y para el andlisis

del contenido en microRNAs se emplearon los plasmas procedentes de tubos EDTA.

El protocolo de obtencién de las VEs fue comun para todas las muestras, tiempos y
ensayos, cambiando simplemente el diluyente final (determinado por el tipo de ensayo).
Se apunto el volumen de plasma de partida empleado para la obtencién de las VEs. El
plasma almacenado a -80°C se descongeld y se centrifugd a 3800 g durante 30 min en la
microcentrifuga 5415R (Eppendorf) para eliminar restos celulares o agregados de mayor
tamafio (Fig. 11). El sobrenadante se filtré empleando filtros de 0,22 um de tamafio de
poro (Millipore ref. SLGVO33RB) y se paso6 el volumen a tubos de ultracentrifuga de
policarbonato (Beckman Coulter). Los tubos completos con PBS (doblemente filtrado) y
equilibrados por parejas (siempre con < 0,1 gramos de diferencia) se centrifugaron a
39000 rpm (100000 g) durante 120 min a 4°C en la ultracentrifuga Optima L-90K
(Beckman Coulter) empleando el rotor 70Ti y en la ultracentrifuga CP100NX (Himac) con

el rotor P70AT-1648 161, Se retird el sobrenadante, se realizé un lavado adicional
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completando de nuevo con PBS (doblemente filtrado) y se centrifugd en las mismas

condiciones durante 70 min. El pellet se recogid en el diluyente determinado.

Microscopia electrdnica de
Ultracentrifugacion del - Vs P

plasma o Trasmision (MET)
e
e —
C gD e /|
Cn

Nanoparticle Tracking
Analysis (NTA)

VEs
Western Blot

Figura 11. Esquema representativo de la obtencion, caracterizacion y cuantificacion de las VEs
procedentes de plasma de pacientes SIRS.

4.4.2 Cuantificacion y caracterizacion de las VEs

44.2.1 Estudio morfolégico mediante Microscopia Electrénica de
Trasmision (MET)

Para el estudio morfolégico de las VEs aisladas, el precipitado formado tras las
ultracentrifugaciones se resuspendido en 50 ul de PBS (doblemente filtrado) y se
almacend a -80°C hasta su analisis. El estudio mediante MET se realizé en el Servicio de
Microscopia de la Universidad Auténoma de Madrid empleando un microscopio
electréonico FEITecnai G2 (Spirit Biotwin). Para la captura de imagenes, las muestras
fueron fijadas con paraformaldehido al 2% y 1% glutaraldehido sobre rejillas recubiertas
de carbono (Formvar). Se empled una soluciéon de uraniloxalato como solucién de

contraste previo a la toma de las imagenes con una cdmara digital.

4.4.2.2  Anadlisis del tamaiio medio y de la concentracién de las VEs con la
tecnologia Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

Para la cuantificacion y determinaciéon del tamafio medio de las VEs se empled la
técnica de NTA en el instrumento Nanosight NS300 equipado con una cdmara sCMOS,
laser azul 488 y el software NTA de andlisis v.3.4. Para este analisis se emplearon las VEs
aisladas a partir de 1 ml de plasma a los tiempos 0 y 72 horas de cada muestra SIRS, y
Unicamente a un tiempo en las muestras del grupo control. Las VEs aisladas se

resuspendieron en un total de 150 ul de PBS (doblemente filtrado) y se congelaron a -
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80°C hasta su andlisis. Todas las capturas se realizaron en la cdmara de flujo continuo
bajo las condiciones de: 23-25°C de temperatura a 25 FPS (imagenes por segundo). La
cuantificacion y andlisis del tamafo de las VEs fue realizado en el servicio
SOFT-ICMAB/U6-Nanbiosis del Instituto de Ciencia de Materiales de Barcelona (ICMAB-
CSIC). Los resultados se expresan como numero de particulas por mililitro de plasma 'y

el tamafio medio en handmetros.

4.4.2.3 Identificacion de la tetraspanina CD63 por Western Blot

Tras la ultracentrifugacion las VEs se resuspendieron en 150 ul de Lysis Buffer (RIPA
ChemCruz ref. sc-24948) con inhibidor de proteasas, 200mM PMFS 100 mM SOV) Tras
20 min en hielo y agitdndose con vértex, se centrifugd a 13000 rpm durante 15 min, se

recogié y almacend el sobrenadante a -20°C.

Para la preparacion del gel de electroforesis, 50 ul de cada muestra se combind con
50 ul de sample buffer (Bio-Rad ref. 1610747) con B-mercaptoetanol (3 ml con 60 pl,
respectivamente) y se desnaturalizé a 100°C durante 10 min. Para la separacion por peso
molecular del contenido proteico se corrieron las muestras mediante electroforesis en

un gel de acrilamida al 12%.

La transferencia del contenido proteico a membrana desde el gel de acrilamida se hizo
mediante la técnica de sandwich por transferencia himeda sobre una membrana de
PVDF. Tras 2 horas de transferencia, la membrana se extrajo y se bloqued con leche;
Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad ref. 170-6404) durante 1 hora. Tras este periodo se
incubé durante la noche el anticuerpo primario anti-CD63 (1:500System Biosciences ref.
EXOAB-CD63A-1). Después de la incubacién, se hicieron 3 lavados y se afiadid el
anticuerpo secundario (1:5000). Se incubé en agitacion durante 2 horas, y se lavo 3 veces

previo a la revelacién de la membrana en el iBright Imaging Systems (Invitrogen).

4.4.3 Analisis bioinformatico del contenido en microRNAs
443.1 Extraccion de RNA
Para el estudio del contenido interno de microRNAs (miRNAs), se aislaron VEs de un
minimo de 4 ml de plasma en el tiempo 0 horas desde el SIRS y se resuspendié el

precipitado en 500 pl de la solucién de trizol (Tripure Isolation Reagent, Roche ref.
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15596026). Siguiendo el protocolo de separaciéon de RNA por gradiente con Trizol-
cloroformo, se afadieron 200 ul de cloroformo. Después de 20 min en hielo, se
centrifugé 10000 rpm durante 30 min a 4°C en la microcentrifuga, y se recogié la fase
superior transparente (RNA total). Se afiadieron 500 ul de isopropanol y se almacend
durante toda la noche a -20°C o 1 hora a -80°C, para después centrifugarlo a 12000 rpm
durante 15 min a 4°Cy conseguir precipitar el RNA extraido. Se eliminé el isopropanol y
se hidraté el RNA con 100 pl de etanol al 70% y centrifugando a 12000 rpm por 5 min.
Tras dejar evaporarse el excedente de etanol se recompuso el RNA con 12 pul de agua
libre de RNAsas. El contenido y la pureza del extracto de RNA de todas las muestras se
midié con el NanoDrop (Thermo Fisher) a una longitud de onda de 260 nm. El extracto
en RNA se almacend a -80°C hasta su posterior uso. Hasta este punto son contantes los
pasos del protocolo para cualquier estudio de RNA que se realizdé en este trabajo de

tesis.

4.4.3.2  Arrays de microRNAs

Para el estudio del contenido en miRNAs fue necesario hacer las reacciones de
retrotranscripcion o transcripciéon reversa (RT-PCR), preamplicacién y de PCR
cuantitativa (qPCR). Con la primera fase de RT-PCR se transformo las cadenas de miRNAs
en cDNA empleando y siguiendo las indicaciones del kit Megaplex RT Reactions (Applied
Biosystems ref. 4366596) en el termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystems).
Parte del producto de esta reaccién (2,5 ul) se utilizé para hacer la amplificaciéon de
material genético y asi conseguir una mayor sefial (detectable) utilizando los reactivos
del Megaplex PreAmp (Applied Biosystems ref. 4399233) y siguiendo las instrucciones
del fabricante. La cuantificacidn del contenido especifico de 384 miRNAs para cada
muestra se midid empleando la tarjeta de array tipo A TagMan (Applied Biosystems) y
los reactivos del kit (TagMan Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems ref.
4324018). El instrumento 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) con
el software SDS v.2.2.2 se empled para la cuantificacion a tiempo real y transformacién

de los resultados obtenidos.

Para determinar la expresion relativa de cada miRNA por muestra, se utilizé el
software de analisis DataAssist v.2.2 (Thermo Fisher) tomandose los valores de Cr (ciclo

en el que se consigue sefial detectable y es relativo a la concentracién especifica de cada
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miRNA). La expresion de cada miRNA se normalizé con los valores del U6 snRNA vy el
RNU48 (controles enddgenos o de referencia). Para el analisis de la expresién de los
miRNAs, se utilizé el paquete Limma del software R. Ademas, se calcularon los valores
del ACt (ACt mirna Grupo SIRS — ACt mirna Grupo Control) y el Fold Change (FC; 2°2¢7). Se
consideraron que los miRNAs diferencialmente expresados entre los grupos fueron
aquellos que presentaron un g-valor (o p-valor ajustado) < 0,05 y tuvieron un rango de
expresion diferencial o Fold Change (FC) [ 0,5y = 2] y de [£0,1y = 10] con respecto al
grupo de referencia. Las bases de datos miRPath v.3 (Diana Tools) 62 y miRBase (febrero
del 2023) %3 se emplearon para conocer el papel de los miRNAs. Ademas, se estudiaron
los genes que estaban regulados por estos miRNAs, las vias de sefializacion intercelular

en las que participan, asi como su relevancia en otras patologias.

4.5 Estudio de diferenciacion de macréfagos en condiciones
SIRS

4.5.1 Obtencion, cultivo y maduracion de macréfagos a partir de
monocitos

Para la obtencién de un gran nimero de monocitos de sangre periférica se optd por
procesar concentrados de leucoaféresis (Buffy Coat) de donantes sanos. Para ello, se
aislaron células mononucleadas (MNCs) mediante centrifugacién en gradiente de
densidad con Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich ref. GE17-1440-02). Las MNCs se marcaron
con esferas de separacion inmunomagnéticas anti-CD14 (MACS ref.130-050-201)
siguiendo el protocolo de la casa comercial. La separacién de la fraccidén de interés se
hizo en un equipo AutoMACS (Miltenyi). De todas las separaciones se hizo un control de
calidad de la fraccion positiva y negativa para conocer el grado de eficiencia pureza de
la separacién. Se contaron los monocitos separados (CD14°°) y se plantaron
aproximadamente 5x10° cél/cm? (por pocillo) en una placa de 48 pocillos durante 5 dias
(Fig. 12). Como medio base para todos los cultivos se utiliz6 RPMI suplementado (con
10% de FBS (suero bovino fetal, Gibco ref. 11560636) inactivado, 1% de L-glutamina
(Corning ref. 25-005-Cl) y 1% antibidtico (Gibco ref. 15140-122)). A este medio se le
afiadié 5 ng/ml de GM-CSF (PeproTech ref. 300-03) o 50 ng/ml de M-CSF (Gibco ref.

PHC9504) cada 2 dias para la diferenciacion a macréfago. De esta manera se obtuvo un


https://www.sigmaaldrich.com/ES/es/product/sigma/ge17144002
https://www.fishersci.es/shop/products/fetal-bovine-serum-qualified-united-states/11560636
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cultivo in vitro de macréfagos diferenciados Unicamente con GM-CSF (control M0). En el
ultimo dia se activaron/maduraron los macréfagos, con 20 ng/ml IFNy (PeproTech ref.
300-02) al pocillo de GM-CSF para generar un perfil M1 (proinflamatorio) y con 50 ng/ml
de IL-4 (R&D Systems ref. 204-IL) al pocillo de M-CSF para obtener un perfil M2

(antinflamatorio).

Separacion ivacio

P Yo Cultivo (RPMI suplementado + GM-CSF AC’EIV?CIOH
Inmunomagnética Macrofagos

Ficoll o M-CSF)
Buffy Coat Monocitos Macréfagos ——— Macrfago
Mlo
(Mo0)
IFNy o
IL-4

Figura 12. Esquema seguido para la obtencion de macréfagos derivados de monocitos de Buffy Coat.

Para simular las condiciones que ocurren en los pacientes SIRS, se cocultivaron los
monocitos (CD14P°) directamente con el plasma de los pacientes. Para ello los
monocitos se cultivaron desde el primer dia con 250 pl de plasma de los pacientes SIRS
politrauma, plasma de pacientes no politrauma o plasma de los sujetos sanos (Fig. 13)
junto con 250 ul de RPMI suplementado y la citocina GM-CSF (como se indica arriba).
Estos experimentos se realizaron con el plasma recogido a tiempo 0y 72h después del
SIRS con el fin de comprobar si el efecto era el mismo o transcurrido un tiempo la

capacidad de activacién variaba.

Activacion Macréfagos
unicamente controles M1y M2

a)

Separacion controles!
Inmunomagnética con IFNy o IL-
Ficall Cultive (RPMI suplementado) + GM-CSF
Buffy Coat Monocitos Macréfagos —— ﬂ":::rofago
' . o
Plasma de sujetos Sanos, Politrauma o
Mo politrauma
b)
S PT ¢

Control MO + GM-CSF
Control M1 + GM-CSF + IFNvO/N
Control M2 + M-CSF + IL-4 O/N

Condicidn + GM-CSF 1 1 1
Obtencion de monocitos Plasma
de Buffy Coat
Macrofagos

Figura 13. Esquema seguido para evaluar el efecto de las condiciones SIRS sobre la maduracion y
activacion de los monocitos sanos. a) Esquema lineal sequido para el cultivo de los monocitos sanos en
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condiciones SIRS. Los controles M1y M2 fueron los unicos que recibieron una dosis de IFNy o IL-4. b) Representacion
de los controles y todas las condiciones de cultivo estudiadas. S: sano, PT: Politrauma, NP: No politrauma.

Tras el cocultivo del apartado anterior se realizaron los siguientes procedimientos
(Fig. 14): estudio de la morfologia, el inmunofenotipo de macréfagos tipo M1/M2, la
secrecién de citocinas en el sobrenadante, la expresion de genes implicados en Ia
maduracién, metabolismo, regulacién inflamatoria, migracidn, etc. También se midi6 la

capacidad fagocitica.

Plasma

CD147= Obtencién de monocitos
de Buffy Coat

\
“

= Citocinas de

cultivo

2 —
Inmunofenotipo Expresion genética oV )
Estudio morfoldgico Capacidad Fagocitica

Figura 14. Metodologia seguida para evaluar el efecto que tiene el plasma SIRS de diferente origen
sobre la diferenciacién y activacion de monocitos sanos.

4.4.4 Caracterizacion macrofagica
4441 Estudio morfoldgico de los macréfagos
Durante el desarrollo del cultivo se realizaron fotos con el microscopio Leica CTR6000
con el software de imagen Leica Application Suite (Leica). Se evalué la morfologia

(redonda o irregular), el tamafio celular, la aparicién de colonias y la densidad del cultivo.

4.4.4.2 Estudio del inmunofenotipo de los macréfagos
Tras retirar el sobrenadante, se procedio a la separacién de las células de la superficie
de cultivo con PBS en frio durante 30-45 min. Las células se lavaron y se marcaron con
el panel de anticuerpos monoclonales que se indica en la Tabla 4. Las células se
adquirieron en el citdmetro FACSCanto Il, y el andlisis se realizé con el software Infinicyt

v.2.0. El marcador 7AAD se utilizé para excluir a las células no viables del analisis.
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También se eliminaron del andlisis los dobletes con el diagrama FSC-A/FSC-H. En este

apartado se midié principalmente la expresion media (MFI) de los antigenos estudiados.

Tabla 4. Panel de anticuerpos utilizado para el estudio del perfil de macrofagos tipo M1/M2 por
citometria de flujo.

Marcador CD36 CD64 7AAD Chl163 CD14 CCR7 CD206 CD&0
Fluorocromo FITC PE PerCP PE-Cy7 APC APC-H7 P.B. BV510

4.4.4.3 Analisis de citocinas del sobrenadante por Cytometry Bead Assay
(CBA)

Tras el cultivo, el sobrenadante de cada pocillo se retiré y se centrifugd a 2000 g
durante 5 min y se almacend a -80°C hasta su analisis. Para el estudio de las citocinas
expresadas durante el cultivo se empled el kit de Cytometric Bead Assay (CBA
Th1/Th2/Th17 para muestras humanas (BD ref. 560484) que analiza IFNy, TNFa, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17. Las muestras se adquirieron en el citbmetro FACSCanto Il bajo
una compensacién adecuada, y se analizé la concentracidn (segun la curva estandar) en

el software FCAP Array (BD).

4.4.4.4 Estudio del perfil de expresion genética de los macréfagos
Una vez obtenidos los macréfagos se extrajo el RNA con Trizol siguiendo los mismos
pasos del apartado 4.4.3.1). Se sintetizé el cDNA utilizando el kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem ref. 4368813) y se procedid a hacer la PCR
cuantitativa con el kit TagMan Universal PCR Master Mix 2x, No AmpErase (Applied
Biosystem ref. 4352042) para los primers indicados en la Tabla 5. El gen ACTB
(housekeeping gene) se utilizé6 como gen de referencia para normalizar los célculos de

expresion entre las muestras.

Tabla 5. Genes estudiados para la caracterizacion del perfil M1/M2 de los macréfagos.

GEN CcODIGO
IDO1 Hs00984148
CD209 Hs1588349
CXCR4 Hs00607978
ACTB Hs01060665
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4.4.4.5 Estudio de la capacidad fagocitica de los macréfagos

Para evaluar la capacidad fagocitica de los macréfagos activados con plasma de
pacientes SIRS o donantes sanos, las células tras 5 dias de cultivo se levantaron con PBS
en frio y se cuantificaron. En pocillos de placa de 96 con fondo opaco se afiadieron 1x10*

células de cada condicion con 100 ul de RPMI suplementado.

Al mismo tiempo se prepararon las particulas fagocitables pHrodo S. aureus
Bioparticles (Invitrogen ref. P35382). Las particulas se reconstituyeron con 1 ml de
plasma de donante sano previamente centrifugado para eliminar el debris, se mezclaron
y se dejaron reposar durante 1 h a 37°C en agitacion (proceso de opsonizacién). Pasado
este tiempo se lavaron 2 veces las esferas opsonizadas con PBS (1500 g durante 5 min a
4°C). Las esferas se cuantificaron para afiadir a cada pocillo 100 unidades por macréfago.
Este kit permite detectar la fluorescencia que se emite solamente cuando las particulas
estan en un ambiente 4cido (pH<5). Las particulas al ser fagocitadas pasan al complejo
del fagolisosoma y su fluorescencia aumenta siendo detectable y proporcional al

numero de particulas fagocitadas.

Para la deteccién de fluorescencia, la placa se leydé cada 30 min en el lector de placas
de fluorescencia Infinite 200 PRO Plate Reader (Tecan) a una longitud de onda de
excitacion/emision de 509/533 nm. Pasadas 3 horas, la actividad fagocitica se detuvo
poniendo las células sobre hielo, se lavaron con PBS y se fijaron las células
paraformaldehido al 4% en una placa de 96 pocillos con fondo transparente. Las
imagenes se adquirieron en el microscopio de fluorescencia Thunder Imaging System

(Leika) y se analizaron con el programa ImageJ.
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4.6 Células mesenquimales (MSCs) de médula Oésea
procedentes de donantes sanos como agentes
moduladores.

4.5.1 Cultivo y expansion de MSCs de médula 6sea
Para obtener MSCs procedentes de médula dsea de sujetos sanos se aislaron las MNCs
mediante centrifugacidén en gradiente de ficoll y cultivo posterior en placa. Brevemente
la MO se diluyé 1:3 en HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Lonza 10-543F) y se realizd
la centrifugacidn en Ficoll en condiciones estandar. Tras obtener las MNCs, se plantaron

a razén de 1x108 cél/cm? en frascos de cultivo (flask) con DMEM (Dulbecco’s Modified

Eagle Medium, Gibco ref. 13345364) suplementado con 10% de FBS y 1% de penicilina-

estreptavidina (Gibco ref. 11568876) (Fig. 15). Tras 2-3 dias de cultivo a 37°C, 5% CO, y

90% humedad se cambié el medio de cultivo y se siguid expandiendo hasta alcanzar una

confluencia del 80-90%. En ese momento las células se lavaron y se levantaron de la

superficie usando tripsina (Gibco ref. 11580626) durante 5 min a 37°C. Se cuantificaron

y se volvieron a plantar a una densidad de 5000 cél/cm?, y asi continuamente hasta P3,

momento en el que se utilizaron para los experimentos.

Aspirado Medular Cultivo celular

‘ 2 &&=
mo SN | g s
*l lq s oY
&o
Separacion de MNCs por )
gradiente de densidad Expansion de MSCs a P3

W

Figura 15. Esquema de trabajo para la obtencion de células mesenquimales estromales (MSCs) de
médula dsea de sujetos sanos.

4.5.2 Efecto de las MSC sobre los macrofagos en condiciones SIRS
Con el fin de conocer la capacidad inmunorreguladora de las MSCs se realizaron
cultivos de transwell sobre los macréfagos activados de la misma forma que en el
apartado 4.5.1. Para ello, primero se cultivaron los macréfagos en las condiciones SIRS

previamente descritas. Pasados 4 dias, se prepararon los insertos transwell plantdndose
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5x10* MSCs por inserto durante 4 horas en 200 pl de DMEM suplementado para
favorecer la adhesiéon. Seguido se pusieron los transwell sobre los pocillos y se

cocultivaron overnight (Fig. 16).

a) Activacion Macréfagos
Separacion N Cultivo (RPMI suplementado) unicamente ::f:tmlﬁs;ﬂl y M2
o Inmunomagnética + GM-CSF coniFiNy o
Buffy Coat Monocitos Macrofagos s Macréfago
L - M1oM2
Plasma o VE de Sanos, Politrauma
o No politrauma Transwell con
MSCs
b)
1.
Plasma ™

2.MSCs  O/N_»
-~ » o

. [ aﬂ
Estudio mO"ff’légiCO Perfil M1/M2 de los macrofzgos y perfil
de los macrofagos .% % inmunomodulador de las MSCs

COI" 1. Obtencion de monocitos de
> Buffy Coat

Figura 16. Esquema seguido para el medir el efecto inmunomodulador de las MSCs sobre los macrofagos
en condiciones SIRS. a) Esquema lineal sequido para evaluar el efecto de las MSCs sobre los macréfagos
cultivados en condiciones SIRS. Los controles M1y M2 fueron los unicos que recibieron una dosis de IFNy
olL-4. b) 1. Los monocitos se cultivaron con plasma de pacientes SIRS o de donantes sanos. 2. El ultimo dia
se cocultivaron overnight (O/N) con MSCs en un injerto de transwell. 3. Se analizé la morfologia y el
inmunofenotipo de los macrofagos. Ademds, se estudio el perfil inmunomodulador de las MSCs por CMF.

Al dia siguiente, se tomaron imagenes con el microscopio de la poblacion de
macrdéfagos. Los macréfagos se separaron posteriormente con PBS frio para estudiar su
perfil M1/M2. Ademas, las MSCs se tripsinizaron evaluar potenciales cambios en su

perfil inmunomodulador tras el cocultivo (ver siguiente apartado).

4.5.3 Estudio del perfil inmunomodulador de las MSC en condiciones
SIRS

Para el estudio del fenotipo inmunomodulador de las MSCs en condiciones SIRS, las
MSCs del cocultivo overnight durante la noche (Fig. 16) se levantaron con tripsina, y se

lavaron para el marcaje intracitoplasmatico y de membrana siguiendo las indicaciones
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del kit FIX&PERM (Nordic MUbio, GAS-002-1). El panel de CMF empleado para el estudio

del perfil inmunomodulador de las MSCs se recoge en la Tabla 6.

Tabla 6. Combinacion de anticuerpos monoclonales utilizados para la caracterizacion
inmunomoduladora de las MSCs cocultivadas con plasma y macréfagos.

Marcador CD274 (CD106 CD273 CD90 IDO CD54 - Live/Dead

Fluorocromo FITC PE PerCP  PE-Cy7 APC APC-H7 - BV510

Para este apartado se estudié a modo de control el efecto que podia tener el plasma
de pacientes SIRS o de sujetos sanos sobre el perfil inmunomodulador de las MSCs
sanas. Para ello, se cultivaron las MSCs con plasma de diferente origen overnight en

ausencia de macréfagos y se analizé el perfil por CMF.

4.7 Analisis estadistico

El estudio estadistico para todos los resultados de este trabajo se realizo
mayoritariamente con el software SPSS v.23 (IBM). Para la organizacién de los datos y
representacién de los resultados se emplearon ademads del SPSS, los programas de Excel
(Microsoft), Ry GraphPad Prism v.6 (GraphPad). Para el andlisis estadistico se empled la
mediana como valor de tendencia central para un conjunto de datos (grupo) y el rango
intercuartilico como medida de dispersién de los datos. Para el estudio comparativo de
muestras independientes (entre grupos) se utilizé la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney y para la comparacion de mds de tres grupos la prueba de Kruskal-Wallis
(analisis no paramétrico). Para los estudios de cinética o cambios en dos tiempos de
muestras dependientes (relacionadas) se empled la prueba estadistica de Wilcoxon.
Para los andlisis de variables cualitativas se empled el test de Fisher. La determinacion
de puntos de corte para los estudios de subagrupacién en funcién de una variable se
determiné mediante el estudio por curvas ROC (segun sensibilidad y especificidad) y por
agrupacion visual (bloques de muestras definidos). Ademas, se utilizé el modelo de

Kaplan-Meier para la estimacion de la supervivencia de los pacientes.

Los estudios de relacion y medida del grado de dependencia de dos variables,
empleado para el analisis estadistico de la relacién entre parametros clinicos y biolégicos
se hicieron empleando el coeficiente de correlacién de Spearman o el de Pearson
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(si n>30). Para la identificacion de variables relacionadas/dependientes y conocer el
grado de determinacién de un conjunto de variables sobre una variable independiente
se emplearon modelos de regresion logistica lineal multiparamétrica. Ademas, se
emplearon modelos de escalado multidimensional para la agrupacion de las muestras

segln un conjunto de variables especificas (dendrograma, PCA).









5. RESULTADOS






Resultados

5.1 Demografiay evolucidn clinica de los pacientes con SIRS

De todos los pacientes incluidos en el estudio se recogieron las muestras de sangre a
las 0, 24 y 72 horas desde el inicio del SIRS. La primera muestra de cada paciente se
obtuvo justo al ingreso del paciente en la UCI (mayoritariamente entre las primeras 0-

12 h desde el ingreso) tras obtenerse el consentimiento informado.

Se incluyeron 25 pacientes que desarrollaron SIRS tras un politraumatismo (ISS > 16)
con una mediana de ISS de 26 (22-29) y de APACHE Il de 18 (14-24) de riesgo de
mortalidad. El 56% de estos pacientes presentaron un traumatismo craneoencefalico
(TCE). En el otro grupo de estudio (no politrauma, NP) se incluyeron también 25
pacientes que desarrollaron SIRS derivados de otro origen (mayormente de infeccién
urinaria, Fig. Suple. 3), con un APACHE Il de 22 (17-26). Los valores de marcadores de
evolucidn clinica (bioquimica, coagulacion, hemograma) del momento de inclusién de
los pacientes en el estudio, y el soporte médico y los tratamientos recibidos en los

primeros 3 primeros dias y otras caracteristicas se recogen en la Tabla 7.

Tabla 7. Demogradfia, evolucion y marcadores clinicos de los sujetos en el momento de la inclusién en el
estudio.

Sanos Politrauma No Politrauma
(n=29) (n=25) (n=25) p-valor
Demografia y scores clinicos
Edad 56 (50-58) 50 (44-62) 66 (53-73) 0,01
Hombres/Mujeres 15/14 23/2 15/10 0,009
APACHE Il - 18 (14-24) 22 (17-26) ns
ISS - 26 (22-29) - -
SOFA (0 horas) - 7 (6-10) 8 (6-10) ns
SOFA (72 horas) - 6 (5-10) 4 (4-9) ns
TCE (%) - 14 (56) - -
Evolucidn clinica
Dias en UCI - 16 (11-21) 5 (4-10) <0,001
Dias en hospital - 27 (18-37) 11 (7-25) <0,001
Mortalidad (28 d) - 2/25 (8) 4/25 (16) ns
Terapia de soporte y reemplazo organico

Ventilacion mecanica (%) - 24 (96) 22 (88) ns
Resucitacidn fluidica (%) - 25 (100) 23 (92) ns
Vasopresores (%) - 23 (92) 23 (92) ns
CRRP (%) - 1(4) 5(20) ns
Transfusion plaquetas (%) - 5(20) 5(20) ns
Transfusién hematies (%) - 14 (756) 5(20) 0,019

59



Poblaciones leucocitarias y marcadores de inflamacion

Rango de referencia

Leucocitos (x103/pl) 4,5-10,8 16 (12-18,1) 20,3 (12-28,6) 0,013
Neutréfilos (x103/ul) 1,4-6,5 13,1 (9,3-15,2) 14,9 (9,6-21,8) 0,007
Linfocitos (x103/ul) 1,2-3,5 1(0,8-1,6) 0,6 (0,5-1) ns
Monocitos (x103/ul) 0,3-0,9 1(0,6-1,2) 0,7 £(0,5-1) ns
PCR (mg/dL) 0-0,5 1,5(0,4-5,2) 24,9 (18,8-30) <0,001
Procalcitonina (ng/mL) 0-0,5 2,1(1,3-13) 32,3 (15,3-83) <0,001
Marcadores de dafio y funcién orgdnica
Lactato <2 mmol/L 2,8 (2-3,9) 2,1(1,6-3) 0,045
AST 0-40 U/L 221 (76-505) 131,5 (66,5-646,5) ns
ALT 0-41 U/L 73 (35-233) 22 (16-44,5) 0,004
GGT 0-60 U/L 38 (17-51,5) 75 (25-101,5) ns
Bilirrubina (mg/dL) 0,15-1,2 0,5 (0,4-0,7) 0,8 (0,4-1,1) 0,028
Creatinina (mg/dL) 0,7-1,2 1(0,8-1,2) 1,6 (1,1-2,8) 0,002
Urea (mg/dL) 17-49 35(31-41) 64 (47-104) <0,001
Coagulacion
Plaquetas (x103/ul) 150-450 174 (148-226) 188 (137,5-249,3) ns
Fibrinégeno (mg/dL) 200-400 209 (172,6-242,8) 533 (401-702,6) <0,001
TP INR (s) 0,8-1,2 1,2 (1,1-1,3) 1,3(1,2-1,5) ns
Otros marcadores

LDH (U/L) 135-280 491 (305-708) 208 (168-257) <0,001
Glucosa (mg/dL) 76-110 181 (149-208) 148 (105-180) 0,008

Nota: Los valores representados corresponden a la mediana y el rango intercuartilico, o el
numero de sujetos seguidos del porcentaje entre paréntesis en el primer dia de inclusién en el
estudio. El seguimiento de los tratamientos se hizo para los 3 primeros dias. APACHE II: Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation score, ISS: Injury Severity Score, SOFA: Sequential
Organ Failure Assessment, UCI: unidad de cuidados intensivos, CRRT: Terapia de reemplazo renal
continuo, PCR: Proteina C Reactiva, PCT: Procalcitonina, AST: aspartato transaminasa, ALT:
alanina transaminasa, GGT: gamma-glutamil transferasa, TP INR: tiempo de protombina ratio
internacional normalizado, LDH: Lactato deshidrogenasa.

Los valores de SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), fueron de 7 (6-10) en el
grupo politraumay de 8 (6-10) en el grupo no politrauma en el inicio del SIRS. Los valores
de SOFA calculado en los primeros dias desde el inicio del SIRS en ambos grupos de

estudio fue similar (Fig. 17).
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Figura 17. Evolucién de los valores de los sistemas de puntuacion SOFA utilizados para determinar el
prondstico de los pacientes evaluando el nivel de daio multiorgdnico. p-valor: ‘*’ <0,05; ‘**’ <0,01;
***'<0,001.

En cuanto a la evolucidn clinica, se observaron diferencias significativas entre los dos
grupos SIRS en el tiempo de estancia de los pacientes en la UCI y los dias de
hospitalizacién, que fue mayor en politraumatizados. La mortalidad tras los 28 dias
desde la inclusiéon en el estudio fue similar en ambos grupos. Respecto a la calidad de
vida de los pacientes tras un mes desde el alta hospitalaria, los pacientes con SIRS
derivados de un politrauma presentaron un menor indice de Katz (mayor dependencia
en el cuidado personal), y una peor calidad de vida (menor valor EQ5D) que los pacientes

no politrauma (Fig. 18).
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Figura 18. Valores del grado de dependencia (ayuda personal) y calidad de vida tras 1 mes desde la
salida de los pacientes del hospital. p-valor: ‘*’ <0,05; “**’ <0,01; “***’<0,001.

Respecto a los pardmetros de inflamacién, los pacientes del grupo no politrauma
mostraron niveles superiores de PCR y PCT. La evolucién en los primeros 3 dias de estos
marcadores fue diferente entre ambos grupos de estudio (Fig. 19). En el grupo
politrauma el valor mds alto de PCR se obtuvo a las 48 horas, mientras que el del grupo
no politrauma fue dentro de las primeras 24 horas. La PCT se mantuvo elevada en el
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grupo no politrauma (significativo frente al grupo politrauma) durante la primeras 72

horas.
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Figura 19. Evolucion en la concentracion en sangre de marcadores inflamatorios: proteina C reactiva
(PCR) y procalcitonina. Las lineas horizontales grises son indicadores del rango de referencia en sujetos
sanos. p-valor: “*’ <0,05; **’ <0,01; “*** <0,001.

Los niveles de glucosa, lactato y de la lactato deshidrogenasa (LDH) fueron superiores
en los pacientes politrauma. Los pacientes no politrauma presentaron niveles superiores
de creatinina y urea. En ambos grupos SIRS los valores de la transaminasa AST fueron
superiores a los niveles de referencia. Por otro lado, la ALT (expresada especialmente en
el higado), solo se vio aumentada significativamente en el grupo politrauma en las
primeras 48 horas con respecto al grupo no politrauma. Inversamente, los valores de la
GGT se vieron aumentados significativamente en los pacientes no politrauma y por

encima de las concentraciones normales en las primeras 48 horas.

El tiempo de protombina (TP INR; ratio internacional normalizado) y el tiempo de
tromboplastina parcial activada (TTPa) se mantuvieron cerca de los valores normales
durante el SIRS. El fibrindgeno fue superior en los pacientes no politrauma frente a los

politrauma durante las primeras 48 horas.

Respecto a los cuidados y terapias recibidas en los primeros 3 dias desde el inicio del
SIRS, ambos grupos de pacientes requirieron en su mayoria la administracion de
vasoactivos (noradrenalina), ventilacién mecanica y fluidoterapia. Algunos pacientes de
cada grupo (similar en numero) requirieron de soporte renal y de transfusiéon de
plaquetas. Por otro lado, el grupo politrauma (56%) requirié de mas transfusiones de

hematies frente al grupo no politrauma (20%).
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5.2 Analisis de poblaciones celulares de sangre periférica
5.2.1 Poblaciones leucocitarias mieloides

Los resultados analizados de las poblaciones mieloides proceden de los observados
con el tubo MoDC. Para la poblaciones de linfocitos T, B y células NK, se utilizaron los
resultados obtenidos del tubo de Lymphocyte Screening Tube (LST).

Tras el inicio del SIRS el recuento de leucocitos en circulacion aumenté
significativamente en todos los casos respecto a los donantes, siendo todavia mayor en
los pacientes no politrauma (Fig. 20). Sin embargo, a las 72h el recuento leucocitario en
muestras de pacientes politrauma disminuyé significativamente hasta alcanzar valores
dentro del rango normal. Este hecho no se observd en los pacientes no politrauma,
aungue presentaron menor nimero de leucocitos totales que en el inicio. Este aumento
de los leucocitos en circulacion fue debido principalmente por la alta movilizacion de la

poblacion de neutréfilos (Fig. 20)
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Figura 20. Recuento de leucocitos totales y neutrofilos en sangre periférica desde el inicio del SIRS.
p-valor: ¥’ <0,05; “** <0,01; “***’ <0,001.

Ademas del aumento de neutréfilos maduros (CD16P°5/CD62LP%s), se observd una
liberacion masiva de neutrdfilos inmaduros (CD16"°8/CD62L"*¢ y CD16"°8/CD62L %)
principalmente en las primeras horas tras el SIRS (Fig. 21). En condiciones basales estas
poblaciones inmaduras de neutréfilos fueron minimas en sangre periférica. Del mismo
modo que la poblacién de neutréfilos maduros, estas poblaciones inmaduras tendieron

a normalizarse pasadas 72h.
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Figura 21. Recuento de poblaciones de neutrodfilos inmaduras. p-valor: ‘*’ <0,05; ‘“**’ <0,01; “***’ <0,001.

El recuento de otras poblaciones de granulocitos como los eosindfilos y baséfilos
disminuyé significativamente después del inicio de SIRS en ambos grupos en
comparacion con los sujetos sanos (Fig. 22). Las concentraciones de las dos poblaciones

aumentaron significativamente a las 72h en ambos grupos llegando a los niveles

normales.
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Figura 22. Cuantificacion de las poblaciones de eosindfilos y basdfilos en sangre periférica. p-valor: “*’
<0,05; “** <0,01; “*** <0,001.

Con respecto a otras poblaciones mieloides, los niveles de monocitos totales solo se
vieron incrementados en el grupo de pacientes politrauma en las primeras horas del
SIRS respecto al resto de grupos. A las 72h ambos grupos presentaron niveles normales
de esta poblacion. Esta distribucion de monocitos fue determinada por el aumento de
la poblacidn mayoritaria en circulaciéon, la de monocitos clasicos (cMo,

CD14posCD16neg). El balance en las otras dos poblaciones de monocitos vino
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determinado por un aumento en la subpoblacién de monocitos intermedios o
inflamatorios (iMo, CD14posCD16pos) en los no politrauma respecto a los otros grupos
durante los 3 dias compensado con la disminucion de la subpoblacion de los monocitos

no cldsicos (ncMo, CD14%mCD16P°) en ambos grupos (Fig. 23).
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Figura 23. Recuento de poblaciones de monocitos en circulacion. p-valor: ‘*’ <0,05; “** <0,01; “***’
<0,001.

Dentro de las subpoblaciones de monocitos clasicos (cMo, determinados por la
expresion de los marcadores CD62L/FceRI) se observé un aumento significativo en la
poblaciéon mayoritaria (CD62LP°FceRI"®8) Unicamente en el grupo politrauma. Por otro
lado, las poblaciones minoritarias se redujeron en el grupo no politrauma. Por otro lado,
todas las subclases de los monocitos no clasicos (ncMo, seguin la expresién de
CD36/Slan) disminuyeron justo después del inicio de SIRS y permanecieron bajos
después de las 72h con respecto al grupo control. Sin embargo, estas diferencias solo
fueron significativas en las subpoblaciones ncMo CD36"8Slan"®8 y CD36P°*Slan"*8 (solo

en las muestras del grupo politrauma).

A diferencia de la poblacién de monocitos, otras células claves en la presentacién de
antigenos y en la activacién del sistema inmune adaptativo son las células dendriticas
(DCs), las cuales disminuyeron tras el inicio del SIRS (Fig. 24). Siguiendo la misma
tendencia que las DCs, las DC AxIP°¢ (células precursoras de las DCs) también se vieron
reducidas por debajo de los niveles normales desde el inicio del SIRS. La poblacion de
DCs mas abundante son aquellas de origen mieloide (mDCs) seguida por las DCs

plasmocitoides (pDCs). Ambas disminuyeron de forma mas aguda en los pacientes del
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grupo no politrauma (Fig. 24). Dentro de los pacientes politrauma se observé una alta

heterogeneidad en el recuento de las pDCs. Estos niveles se mantuvieron bajos incluso

pasadas 72h desde el inicio del SIRS. Este mismo perfil de evolucion se observo en el

resto de las subpoblaciones de las mDCs (segun la expresion de CD5/CD14) vy las
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Figura 24. Recuento de subclases de células dendriticas y las subclases. p-valor: ‘*’ <0,05; **’ <0,01;

“k*#<0,001.

Las células supresoras derivadas de mieloides (MDSCs) claves en la regulacion de la

inflamacién aumentaron en las primeras horas en el grupo politrauma con respecto a

los valores del grupo sano y recuperaron los valores basales al cabo de las 72h (Fig. 25).

En el caso de los pacientes no politrauma los niveles de la poblacion de MDSCs no

variaron en las primeras horas, aunque pasadas 72 horas fueron superiores a los de los

pacientes politrauma y los sujetos sanos.
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Figura 25. Recuento de células supresoras derivadas mieloides (MDSCs) en pacientes SIRS. p-valor: “*’
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5.2.2 Poblaciones leucocitarias linfoides

A pesar del incremento de leucocitos en sangre, la concentracion de otras poblaciones
se vio muy reducida tras el inicio del SIRS. Un parametro empleado en la clinica que sirve
de referencia para conocer la distribucién de las principales poblaciones leucocitarias es
la ratio neutrdfilo/linfocito. Siguiendo la misma tendencia ya descrita de los neutrofilos,
la ratio de la poblacion de neutrdfilos con respecto a la de linfocitos se vio incrementada
en las muestras del grupo no politrauma, siendo muy heterogénea, seguido por los
pacientes politrauma al inicio del SIRS (Fig. 26). Las diferencias se mantuvieron a las 72h
para los pacientes no politrauma, aunque la ratio descendié de forma significativa.
También se observa que los niveles de linfocitos no se recuperan incluso pasados 3 dias

en ninguno de los grupos patoldgicos.
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Figura 26. Valores del cociente entre el numero absoluto de neutrdfilos y linfocitos (Ratio
neutrdfilos/linfocitos) y los linfocitos en general. p-valor: ‘*’ <0,05; “**’ <0,01; “***’ <0,001.

Esta reduccion en las poblaciones linfocitarias durante el SIRS se debié principalmente
al descenso agudo de poblaciones de linfocitos T, aunque también, en menor medida
por cambios de las poblaciones de linfocitos B y NK. Todas las subpoblaciones de células
T identificadas con la estrategia de analisis descrita para el tubo LST (CD4P°sCD8"¢¢,
CD4"eeCD8P%, CDA4"*8CD8"*eTCRybdP°s, CD4"8CD8"*ETCRy6"°8) disminuyeron desde el
inicio del SIRS (similar en ambos grupos) (Fig. 27). En ambos grupos patoldgicos las
poblaciones de linfocitos T se mantuvieron por debajo de los niveles normales en el

rango de tiempo de estudio.
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Figura 27.Recuento absoluto de las subpoblaciones de linfocitos T. p-valor: ‘*’ <0,05; “**’ <0,01; “***’

<0,001.

Los linfocitos B claves en la repuesta adaptativa con capacidad de presentar antigenos

y producir anticuerpos en su forma madura (células plasmaticas) se redujeron en ambos

grupos patoldgicos (Fig. 28). La ratio de subpoblaciones de células B Lambda/Kappa se

mantuvo estable en los pacientes SIRS. A diferencia de los linfocitos B, las células

plasmaticas aumentaron después de 72h en el grupo de pacientes no politrauma como

respuesta al agente infeccioso.
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Figura 28. Recuento de linfocitos B y células plasmdticas. p-valor: ‘*’ <0,05; **’ <0,01; “***’ <0,001.

Con respecto a las células NK, éstas presentaron un descenso al cabo de 72h en ambos

grupos SIRS (Fig. 29). Las subpoblaciones de NK dependiendo de la expresion de CD56

(a menor expresion de este marcador mayor es la produccién de perforinas y menor

IFNy), se observé una tendencia similar a la descrita de la poblacidn general de células

NK en ambos grupos de SIRS.
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Figura 29. Subclases de células NK identificadas y cuantificadas mediante citometria de flujo. p-valor:
“* <0,05; “** <0,01; “*** <0,001.

Por ultimo, en la Fig. 30, se observa como los pacientes SIRS se separan bien en dos
grupos definidos segun el perfil de células analizadas por citometria de flujo. Por lo
tanto, la movilizaciéon leucocitaria viene condicionada por el tipo de lesién originaria del

SIRS.
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Figura 30.Agrupacién no supervisada (dendrograma) de las muestras SIRS segtn los resultados
obtenidos del estudio de poblaciones leucocitarias por citometria de flujo a las a) Oh 'y b) 72h del inicio
del SIRS. Se observa como existe una separacion entre las muestras con SIRS derivado de un politrauma
(PT, azul) de aquellas que proceden de pacientes con SIRS derivado de otro origen (NP, naranja) en funcion
de las principales poblaciones leucocitarias estudiadas (neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, monocitos,
células denderiticas, linfocitos T, B y células NK.

5.2.3 Células progenitoras hematopoyéticas y células mesenquimales
circulantes

Los pacientes politrauma presentaron mayor nimero de HSC a las Oh que los pacientes
no politrauma (Fig. 31). Sin embargo, con el tiempo se normalizé la concentracion de

esta poblacidn en circulacién para los dos grupos.
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Figura 31. Cuantificacion de células progenitoras hematopoyéticas en circulacion. p-valor: ‘*’ <0,05; “**’
<0,01; “*** <0,001.

Con respecto a las MSCs circulantes se observé un incremento en pacientes con
politrauma a las 0 horas (Fig. 32), que se normalizé 72h. Por otro lado, las muestras de
origen no politrauma siguieron una tendencia de crecimiento desde el inicio del SIRS con
una mayor proporcion con respecto al grupo control pasadas las 72h. Entre los dos

grupos SIRS no hubo diferencias significativas en ninguno de los tiempos de estudio.
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Figura 32. Resultados de la cuantificacion de células con perfil mesenquimal en circulacién en pacientes
SIRS (politrauma y no politrauma) con respecto a los de sujetos sanos. p-valor: ‘*’ <0,05; **’ <0,01; “***’
<0,001.

5.2.4 Analisis de expresion (MFI) de marcadores de actividad celular

Ademas de identificar y cuantificar las células circulantes a distintos tiempos desde el
inicio del SIRS, se estudid la expresidn de algunos marcadores de membrana que son
informativos sobre el estado de activacion o de respuesta celular. EI HLA-DR, el cual esta
presente de forma basal en las células presentadoras de antigenos (monocitos, DCs y los
linfocitos B), juega un papel clave en el control de la respuesta adaptativa. En la
poblacién de monocitos se observé una reduccién de este marcador desde el inicio del
SIRS siendo de forma mas acusada en el grupo de pacientes no politrauma (Fig. 33). Por

71



otro lado, hubo un aumento de expresidn de este marcador en la poblacién de linfocitos

B en las primeras horas tras el politrauma.
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Figura 33. Expresién (MFI) del marcador HLA-DR en poblaciones presentadoras de antigenos. La
proteina HLA-DR se presenta en condiciones basales en las poblaciones de monocitos, DCs y linfocitos B.

Otro marcador estudiado fue el CD62L, que aumentd en la mayoria de las células
leucocitarias en ambos grupos de SIRS (de forma similar) y se mantuvieron en valores
similares pasadas las primeras 72 horas (Fig. Suple. 4). En cambio, en las poblaciones
leucocitarias adaptativas (células T y B), el aumento de expresidon del marcador CD62L
fue progresivo alcanzandose los valores superiores al cabo de las 72 horas.

5.3 Concentracion de citocinas en plasma sanguineo
5.3.1 Citocinas involucradas en inflamacion

La concentracion en plasma de la mayoria de las citocinas estudiadas fue minima o
nula (por debajo del limite de deteccion) en condiciones basales (sujetos sanos), y solo
fueron detectables en los casos SIRS. La concentracién de algunas citocinas fue
indetectable en determinadas muestras (de ambos grupos SIRS), por lo que se les asigné
el valor del limite de deteccion (valor de referencia) de la técnica indicado por la casa
comercial. Los resultados indicaron que el pico maximo de mayor concentracion de
citocinas se presentd a las 0 horas del SIRS en ambos grupos patoldgicos. (Fig. Suple.
5-8). La evolucién de la concentracién de las moléculas detectadas fue similar en los
casos patolégicos, con un descenso desde el inicio del SIRS hasta las 72 horas, donde se
recuperaron los niveles basales en la mayoria de las moléculas estudiadas.

Algunas citocinas como la IL-2, IL-12, CXCL1/GROa, CCL3 o el GM-CSF solo fueron
detectadas en un porcentaje reducido de muestras del grupo no politrauma a las Oh, y

en menor numero de casos del grupo politrauma (no presentaron diferencias



Resultados

significativas entre los grupos). En la Fig. 34 se presenta la concentracion a las 0 horas
de las citocinas involucradas en el inicio de la sefializacion de alarma y promotoras de la
inflamacién. En la mayoria de los casos esta sefializacién fue superior en ambos grupos

SIRS, pero siendo mayor en los pacientes no politrauma.
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Figura 34. Concentracion plasmdtica de proteinas de fase aguda e inflamatorias en las 0 horas del SIRS
en comparacion con los de sujetos sanos. p-valor: ‘*’ <0,05; “**’ <0,01; “***’ <0,001.

Siguiendo la misma tendencia que las citocinas proinflamatorias, la concentracién de
las interleucinas IL-6, IL-10 e IL-4 (funcion reguladora en procesos inflamatorios) a las 0
horas aumentd en los casos SIRS con respecto al grupo control (Fig. 35). Ademas, fueron
los pacientes no politrauma los que presentaron una concentracién superior de las
citocinas antinflamatorias IL-4 e IL-10. Ambos grupos SIRS presentaron una mayor

concentracion de IL-6 e IL-10 con respecto al grupo control.
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Figura 35. Concentracion plasmdtica de proteinas involucradas en el control de la inflamacion tras el inicio del SIRS
en comparacion con los de sujetos sanos. p-valor: ‘*’ <0,05; **’ <0,01; “***’ <0,001.

5.3.2 Quimiocinas y moléculas involucradas en la migracidn celular

Referente a las quimiocinas involucradas en la movilizacion y reclutamiento
leucocitario, se observé un aumento significativo de la concentracién plasmatica de las
moléculas IL-8, CCL2 o CCL4 con respecto al grupo control a las 0 horas en ambos grupos
(Fig. 36). Esta ultima citocina ademads fue superior en el grupo de pacientes no
politrauma. Por otro lado, solo en los pacientes politrauma se observé una mayor

concentracion de MIF con respecto al grupo sano.
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Figura 36. Concentracion plasmdtica de quimiocinas en las primeras horas del SIRS en comparacion con
los de sujetos sanos. p-valor: “*’ <0,05; “**’ <0,01; “***’ <0,001.
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5.3.3 Otras moléculas implicadas en comunicacion y regulacion intercelular
Respecto a otros factores como el M-CSF y VEGF fueron altamente expresados en
ambos grupos SIRS a las 0 horas (Fig. 37). La concentracidn de FasL siguié una cinética
inversa fue significativamente menor en los pacientes no politrauma con respecto a los

politrauma a las Oh.
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Figura 37. Concentracion plasmdtica de factores de crecimiento y de regulacion de la actividad celular
en las primeras horas del SIRS en comparacion con los de sujetos sanos. p-valor: * <0,05; “**’ <0,01;
***<0,001.

5.4 Relacion de los valores de laboratorio con la clinica y
evolucion de los pacientes SIRS

5.4.1 Relacion de variables y subagrupacion

A través del andlisis de correlacion de todas las muestras SIRS se estudio el grado de
relacion entre las variables clinicas y los resultados de laboratorio. Esta estrategia
permitio identificar potenciales relaciones entre todas las variables estudiadas como se
observa en la Fig. 38. A pesar de existir una correlaciéon entre multiples variables con
significacion estadistica (p-valor < 0,05), no se observaron relaciones muy
determinantes (R> > 0,7 o R? < -0,7) entre las variables de prondstico (o de evolucién de
los pacientes) como APACHE II, SOFA o dias de hospitalizacion; con las poblaciones

leucocitarias, citocinas y marcadores clinicos estudiados.
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Figura 38. Mapas de calor del andlisis de correlacion de las variables de estudio a las 0 horas de todos
los pacientes SIRS. El grdfico de la izquierda representa el grado de significacion de la correlacion,
indicdndose en verde mds oscuro aquellas correlaciones que son significativas estadisticamente (p-valor <
0,05). El grdfico de la derecha representa el grado de relacion que existe entre dos variables, cuanto mds
cercano a 1 mayor es la relacion positiva (verde), y cuanto mds proximo a -1 mayor es la relacion inversa
(rojo). Las variables se agrupan siendo: i) Escalas de riesgo y dias de hospitalizacion, ii) recuento de
poblaciones linfocitarias, iii) eosindfilos, neutrdfilos y basdfilos, iv) poblaciones monociticas, v) poblaciones
de células dendriticas, vi) MDSCs y células progenitoras hematopoyéticas, vii) citocinas y viii) marcadores
clinicos (lactato, creatinina, glucosa, etc.). Este tipo de andlisis permite identificar agrupaciones o clusters
de variables que pueden estar relacionadas.

Para comprobar cédmo era la distribucidén de las correlaciones dentro de cada uno de
los grupos SIRS, se repitio el mismo analisis de correlacidn lineal bivariado (Fig. Suple. 9).
La correlacién de los resultados de pacientes politrauma tampoco mostré relaciones
relevantes entre los valores clinicos de evolucién y otras variables de estudio (Fig.
Suple. 9a). Referente al grupo no politrauma, este mostraba unas agrupaciones mas
definidas que el grupo politrauma. Sin embargo, tampoco se identificaron potenciales
relaciones. Ejemplo de una correlacion mas definida fue la de la concentracién de la
citocina MIF, la cual presenté cierta relacién positiva (R?> = 0,6) con los sistemas de

puntuacion APACHE Il y SOFA 72 horas (Fig. 39).
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Figura 39. Representacion de la correlacion dentro del grupo de muestras no politrauma entre los
sistemas de puntuacion APACHE Il (al ingreso) y SOFA a las 72h desde el inicio del SIRS con la citocina
MIF.

Con el fin de profundidad en el analisis, se observé que dentro de los grupos
politrauma, los pacientes se separaban en dos subgrupos segun el valor de algunas
variables. Esto mismo ocurria con el grupo no politrauma. En la Tabla 8 se recogen los
ejemplos mas significativos y las variables que tienen una relacién de expresion durante
la comparacion de los subgrupos (segun el punto de corte de la variable de agrupacion).
Ejemplo de ello es el punto de corte para la citocina G-CSF a una concentracion de
plasma de 500 pg/mL a las 0 horas. Este tipo de analisis permitié identificar patrones y

relaciones entre variables a partir de diferencias o similitudes dentro de cada grupo.

De manera general se puede concluir que en aquellos pacientes en los que la
concentracion plasmatica de citocinas como IL-6, G-CSF o CCL3, puede provocar un
aumento en los niveles de otras moléculas. Mds concretamente en los pacientes no
politrauma, un aumento en la concentracidn de citocinas podria relacionarse con un
mayor valor de APACHE Il (riesgo de mortalidad) y con una mayor afectacion organica

(SOFA) a distintos tiempos desde el inicio del SIRS.
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Tabla 8. Andlisis comparativo de diferentes subgrupos generados a partir de una variable.

Pacientes | Variable de Variables diferencialmente expresadas entre los subgrupos
incluidos | agrupacion generados
(punto de corte)
Politrauma
CCL3 (50 pg/ml) APACHE I, HSC, Neutrdfilos, TNFa, IL-18, Urea, PCT
G-CSF (500 pg/ml) CD4"¢CD8", iMo, pDCs, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2, CCL4, IL-2, IL-4, IL-18, Bilirrubina,
Creatinina
TCE (Si/No) SOFA 0h, Basdfilos, ncMo, pDCs, Neutroéfilos, Plaquetas
1SS Dias UCI (p-valor: 0,06), eosindfilos, pDCs
No
Politrauma

TNFa (200 pg/ml)

IL-6, IL-10, CCL2, IFNy, CCL3, CCL4, IL-2, G-CSF, IL-12 IL.-4

1L-6 (1000 pg/ml)

Linfocitos, Linfocitos T, CD4”*°CD8"¢, Linfocitos B, TNFa, IL-8, IL-10, CCL2, IL-1B, CCL3,
CCL4, IL-2, G-CSF, IL-12, IL-4

IL-18 (600 pg/ml)

SOFA 24h, SOFA 48h, Linfocitos, Linfocitos T, CD4P°*CD8"8, Linfocitos B, Células NK,
HSC

1L-10 (100 pg/ml)

SOFA 72h, Linfocitos B, iMo, DCs, TNFa, IL-6, CCL2, CCL3, CCL4

IL-4 (40 pg/ml)

Monocitos, cMo, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2, IL-1, CCL4, RBC

CCL4 (600 pg/ml)

SOFA 24h, SOFA 48h, SOFA 72h, SOFA 120h, Linfocitos, Linfocitos T, CD4°°°CD8"8,
CD4P°*CD8"%, Linfocitos B, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, IFNy, CCL2, CCL3, CCL4, IL-2, G-CSF,
IL-12, IL-4, IL-18

CCL3 (50 pg/ml)

SOFA 24h, SOFA 72h, Linfocitos, Linfocitos T, CD4P°*CD8"¢, ncMo, DCs, TNFa, IL-6, ILS,
IL-10, IFNy, CCL3, CCL4, FasL, IL-2, G-CSF, IL-4

G-CSF (500 pg/ml)

Eosindfilos, Neutrdfilos inmaduros, TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2, IL-1B, CCL3, CCL4, IL4

APACHE-II (22) SOFA Oh, SOFA 24h, SOFA 48h, SOFA 72h, Linfocitos T, CD4P°*CD8"¢, MDSCs, IL-10
Neutréfilos (2x10%/uL) Dias Hospital
Dias UCI (5) Dias Hospital, APACHE I, SOFA 24h, SOFA 48h, SOFA 72h, Linfocitos, Linfocitos T,

CD4™ECD8P, IL-8, MIF

SOFA 72 horas (4)

Dias UCI, APACHE I, SOFA Oh, SOFA 24h, SOFA 48h, SOFA 96h, SOFA 120h, HSC, IL8,
S100A8, IL-10, RAGE, MIF, G-CSF, lactato, bilirrubina

Nota: Estos subgrupos son determinados por la distribucion de las muestras en dos grupos en funcién de
una variable (punto de corte). Las variables estudiadas corresponden al tiempo 0 horas desde el
inicio del SIRS, salvo que se especifique el tiempo de estudio (Ej. SOFA 72h). Los puntos de corte
se seleccionaron de manera visual cuando la distribucién de las muestras en dos subgrupos
estaba muy definida o mediante el andlisis por curva ROC (se detalla mas adelante).

Siguiendo esta estrategia también se planted el estudio de variables que pudieran
predecir si los pacientes politraumatizados podian desarrollar una infeccién tras su
ingreso en la UCI. En la Fig. 40 se observan los marcadores que se expresaron
diferencialmente entre los subgrupos que presentaron o no una infeccion en los dias

posteriores al inicio del SIRS.
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Figura 40. Marcadores predictores de infecciones en pacientes SIRS derivados de un politraumatismo.
El grupo ‘No’ son aquellos pacientes politrauma que no presentaron infeccion, mientras que el grupo “Si”
son los pacientes que presentaron una infeccion tras su ingreso en la UCI.

5.4.2 Potenciales marcadores de prondstico

Con una idea mas definida de la distribucion de las variables de los grupos SIRS, se
continué el estudio para la identificacidn de biomarcadores de prondstico a través de
modelos de curva ROC (Receiver Operating Characteristic, modelo de clasificacién
binaria), modelos de supervivencia de Kaplan-Meier y modelos de regresién lineal.
Algunas variables como el APACHE Il (empleado en clinica para estimar la supervivencia)
y el SOFA al inicio del SIRS fueron marcadores altamente discriminativos para el estudio
de la supervivencia obteniendo en el andlisis un AUC (area bajo la curva) de 0,81y 0,69,
respectivamente (Fig. 41). De la misma manera el recuento de MDSCs v la citocina IL-8
presentaron un AUC de 0,84 y 0,74, alcanzando niveles similares a los sistemas de
puntuacion empleado en la clinica. Respecto al dafio multiorganico al cabo de 72 horas
desde el inicio del SIRS, se observd también que las variables APACHE Il y SOFA Oh
presentaban un AUC alto (0,79 y 0,82 respectivamente). Ademas, con este andlisis se ha
podido confirmar que la concentracidn de las citocinas RAGE y MIF también pueden

servir para estimar el valor de daino multiorgdnico al cabo de 72 horas.
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Figura 41. Andlisis ROC para el estudio de la supervivencia y fallo multiorgdnico (SOFA 72h) tras el SIRS.
En este andlisis se determina el poder discriminativo de las variables de estudio sobre un variable binaria:
supervivencia [Si / No] o SOFA 72h [ 5 / > 5]. AUC: Area Bajo la Curva.

Por otro lado, se observd que la combinacion entre los pardmetros anteriormente
definidos puede mejorar el valor de estimacion del prondstico de los pacientes, como

es el caso de la combinacidn del [APACHE Il + MIF] o [MDSCs + RAGE] (Fig. 41).

Con el andlisis de curvas ROC se pudieron establecer puntos de corte determinados
(segun la Sensibilidad y 1 - Especificidad) para cada variable que permitiesen separar los
pacientes con mayor riesgo de muerte. Ejemplo de estos valores fue la division en dos
grupos de los pacientes con SIRS segun el valor de APACHE Il > 0 < a 22. Con los andlisis
de supervivencia por Kaplan-Meier se corrobord que los marcadores como el APACHE I,
la poblacion de MDSCs y la concentracion de la citocina IL-8 presentaban un alto valor

de prondstico para los pacientes SIRS (Fig. 42).
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Figura 42. Enfoque de multiples marcadores para la prediccion de la mortalidad tras el inicio del SIRS
con todos los pacientes del estudio. Los andlisis de Kaplan-Meier muestran que las variables APACHE Il
(2 22), el recuento de MDSC (> 30 cél./ul) y la concentracion de IL-8 (> 40 pg/ml) pueden ser utiles para la
estimacion de la mortalidad de los pacientes con SIRS. Cuanto mayor sea la separacion entre las lineas,
mayor serd la capacidad de discriminacion.

Los modelos de regresidn permitieron conocer cuanto influye una variable sobre otra
variable dependiente (inferencia). Este tipo de andlisis ademads de informar sobre la
relacion de dos o mas variables, permitio predecir un valor, una respuesta o un resultado
determinado en funcidn de una variable o combinacién de varias. Para este proyecto se
empled esta herramienta con el objetivo de establecer modelos matemadticos que
predijesen la evolucion de los pacientes a partir de los resultados en las primeras horas
del ingreso como predecir el tiempo de estancia en la UCI. Con el analisis de regresion
lineal no se obtuvo una ecuacién 6ptima para predecir la evolucién de todos los
pacientes del estudio. Se decidid realizar este tipo de andlisis de cada grupo SIRS por
separado debido a la heterogeneidad existente entre los grupos. En el caso de los
pacientes politrauma se observd que el valor de linfocitos T en sangre periférica en el

ingreso se relacioné con el tiempo de estancia en la UCI (Fig. 43).
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Figura 43. Correlacion entre los dias de estancia en la UCI (reales) y los esperados de los pacientes
politrauma segun el modelo de regresion lineal. Siguiendo la ecuacion obtenida por este modelo de
prediccién (y=-2,503 + 0,034 x [Linfocitos T/ul]) se calcularon los valores esperados y se correlacionaron
con los valores obtenidos.

Sin embargo, se repitid esta estrategia estadistica para otros pardmetros de relevancia
clinica como el SOFA a las 72 horas y tiempo de estancia en el hospital de los pacientes
politrauma, pero no se obtuvieron variables con alto poder discriminativo. Tampoco se
observaron relaciones fuertes en el modelo de regresién lineal para las muestras de

pacientes no politrauma por separado.

5.5 Caracterizacion de las vesiculas extracelulares (VEs) y estudio
del perfil de microRNAs

5.5.1 Caracterizacion de las VEs aisladas de plasma
5.5.1.1 Morfologia de las VEs
Las particulas aisladas del plasma por ultracentrifugacion presentaron una morfologia
clasica de las vesiculas extracelulares (VEs) con forma esférica y una depresion central.
En la Fig. 44 se observan imdgenes de estas vesiculas tomadas con un microscopio

electrénico de transmision a escala nanométrica.
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Figura 44. Morfologia de las vesiculas extracelulares de plasma de a) donante sano, b) paciente
politrauma y c) paciente no politrauma.

5.5.1.2 Concentracion y tamaio medio de las VEs
Los resultados de la medicién de VEs de plasma mediante NTA mostraron un aumento
significativo en la concentracidn de particulas en los pacientes con SIRS respecto a los
controles sanos (Fig. 45). Los pacientes de origen no politrauma presentaron una
concentracion de VEs plasmaticas muy superior a la de los pacientes politrauma.
Pasadas 72 horas los niveles de estas particulas en plasma seguian siendo similares a las

encontradas tras el inicio del SIRS.
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Figura 45. Resultados de la cuantificacion mediante NTA de vesiculas extracelulares en el plasma en
pacientes con SIRS en comparacion con los de sujetos sanos. p-valor: ‘*’ <0,05; “**’ <0,01; “***’ <0,001.

Con la tecnologia del NTA también se pudo conocer el tamafio medio de las particulas.

En todos los casos y tiempos fue similar, con un tamafio cercano a los 180 nm (Fig. 46).
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Figura 46. Representacion del andlisis por NTA de la concentracion de VEs plasmadticas y la distribucion
segun el tamaiio de las particulas. a) VEs de plasma sano, b) politrauma y c) plasma no politrauma.
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5.5.1.3 Expresion de la proteina CD63 en las VEs

Para corroborar que el producto de la ultracentrifugacién del plasma correspondia a
las VEs, se estudié la presencia de la tetraspanina CD63. Como resultado de este
Western Blot, todos los aislados presentaron dos bandas en cada carril pertenecientes
a la proteina CD63 simple (banda inferior) y en su estado glicosilado (banda superior)
(Fig. 47).

S 95 PT PT PT NP NP NP

Figura 47. Andlisis de presencia de la tetraspanina CD63 por Western Blot en las vesiculas extracelulares
aisladas de plasma mediante ultracentrifugacion. S: sano, PT: politrauma, NP: No politrauma.

5.5.2 Analisis comparativo del contenido en microRNAs de las VEs
plasmaticas

5.5.2.1 Agrupacion de las muestras segun el perfil de microRNAs

El contenido genético de las VEs se analizé empleando un array que permitié conocer
la expresion de 377 microRNAs (miRNAs). Tras el andlisis de expresién, se observé que
las VEs procedentes de plasma de pacientes politrauma tenian un patrén de microRNAs
muy similar entre sus muestras (Fig. 48). Del mismo modo, las muestras de sujetos sanos
formaron una agrupacion separada de los dos grupos SIRS. En el caso de las VEs del
grupo no politrauma (diferentes origenes del SIRS) se observé una mayor dispersién de
las muestras segun su contenido en miRNAs. Estos resultados indican que el contenido
en microRNAs de las VEs plasmaticas fue dependiente de la condicidén de cada sujeto o

paciente.
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Figura 48. Agrupacion de las muestras segun el perfil de microRNAs de las vesiculas extracelulares de
plasma. Cada marca en el diagrama representa un muestra.

5.5.2.2 Analisis de expresion diferencial de los microRNAs entre los grupos

Analizando en detalle cudles fueron los miRNAs que estaban diferencialmente
expresados entre los grupos se encontraron diferencias en la expresién en 125 miRNAs
entre el grupo politrauma y el sano, siendo en su mayoria por una infraexpresion en el
grupo patoldgico. Por otro lado, las VEs del grupo no politrauma no presentaron grandes

diferencias con respecto al grupo sano ni con el grupo politrauma (Fig. 49).

Debido a la gran cantidad de miRNAs diferencialmente expresados, la busqueda se
redujo a aquellos que presentasen un FC de [< 0,01 y > 10]. Con este ajuste los miRNAs
diferencialmente expresados entre los grupos se redujo a 17 en la comparativa del grupo
sanoy el politrauma (Fig. 49). Dentro de este analisis, 4 miRNAs fueron sobreexpresados
en el grupo politrauma (Fig. Suple. 10). En el andlisis comparativo entre el grupo no
politrauma y el de sujetos sanos, solo se encontré el miRNA miR-23b, siendo este

infraexpresado en el grupo no politrauma.
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Figura 49. Numero y listado de los microRNAs diferencialmente expresados entre los grupos de estudio
politrauma (PT), no politrauma (NP) y los sujetos sanos (S). Se indica el nimero de miRNAs
diferencialmente expresados entre cada andlisis comparativo con un ajuste de FC de [< 0,01 y > 10].

5.5.2.3 Papel regulador de los microRNAs mas significativos

Para conocer cudl es la implicacién biolégica de los microRNAs mas diferenciados, se
realizdé una busqueda en diferentes bases de datos de los genes y vias celulares que
pueden ser regulados por los miRNAs diferencialmente expresados entre los grupos (FC

de [£0,01y > 10]).

Ejemplo de los genes que son regulados por los miRNAs sobreexpresados en las VEs
plasmaticas de pacientes politrauma con respecto al grupo sano se recogen en la
Tabla 9. Entre los genes regulados, se destacan algunos como SP1, AKT3 o MAPK1 por

estar involucrados en procesos inflamatorios.



Resultados

Tabla 9. Genes de algunas vias regulados por los microRNAs sobreexpresados en las VEs plasmadticas de

pacientes politrauma con respecto a los de sujetos sanos.

CSNKID, CCND1, CTNNA1, FRMD6, PPP2CB, WNT3A, LATS2, PPP2RIB, CTGF

Genes regulados por los miRNAs sobreexpresados por el grupo | Via/actividad
politrauma con respecto al grupo control Celular
GSK3B, SMC1A, YWHAH, CCNB1, SMAD2, CCNA2, CDC25B, STAG-2, WEE1, | Ciclo celular
CDK6, ATM, CCND1, E2F5, RBL1, RB1, EP300, CDKN1A, PRKDC, RAD21,

ORC5, MDM2

CCNB1, SMAD2, STK4, SIRT1, KRAS, IKBKB, ATM, NLK, PIK3R3, CCND1, | Via FoxO
PIK3R1, PRKAA1, EP300, AKT3, SOD2, CDKN1A, PTEN, SGK3, MAPK1,

GRB2, MDM?2, BCL2L11

GSK3B, YWHAH, YAP1, SMAD2, WNTSA, PPP1CC, ACTG1, AMOT, CDH1, | Via Hippo

SMAD2, THBS1, ACUR2B, E2F5, SMURF1, RBL1, SMADS5, SP1, EP300,
PPP2CB, MAPK1, PPP2R1B

Senalizacién
por TGFf

HBEGF, ATF2, CALM1, ATF6B, KRAS, PIK3R3, PIK3R1, PRKX, SP1, AKT3,
CREB3L2, HCNJ9, HSPA1B, MAPK1, GRB2

Sefalizacion
por estrégenos

Nota: los genes resaltados tienen una funcién relevante en el control de la activacion,

sefializacion, proliferacion celular y en la regulaciéon de la inflamacion.

Algunas de las principales vias que regulan los microRNAs diferencialmente

expresados en las VEs plasmaticas de los pacientes politrauma con respecto al grupo

sano son las de migracion celular (adhesién focal), ciclo celular (vias de FoxO e Hippo),

regulacion de la actividad celular (via de MAPK), sefializacion intercelular y liberacién de

TGFB. Se indican ademds otras vias relacionadas con procesos cancerigenos y

relacionados con la sefalizacién a través de hormonas (Fig. 50).
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Figura 50. Vias celulares reguladas por los microRNAs diferencialmente expresados en las VEs de plasma
de pacientes politrauma con respecto a los de sujetos sanos. a) Funcion de los genes que son regulados
por los microRNAs que estaban infraexpresados en el grupo politrauma con respecto al grupo control. B)
Vias pueden regular los microRNAs sobreexpresados en el grupo politrauma. Acceso a mirPath a fecha del

02/2023.
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Respecto al miR-23b, infraexpresado en el grupo no politrauma con respecto al sano,
se ha visto implicado en la regulacion de genes involucrados en la migracién celular
(uniones adherentes, adhesiones focales, interaccién con la matriz extracelular),

regulacion de la via de p53, metabolismo y ciclo celular.

5.6 Estudio de diferenciacion de macréfagos en diferentes
condiciones SIRS

5.6.1 Morfologia de los macréfagos en diferentes condiciones de
cultivo

Los monocitos durante el cultivo en las diferentes condiciones se diferenciaron y
maduraron hacia macréfagos MO (cultivados con GM-CSF), M1 (con GM-CSF + IFNy) y
M2 (con M-CSF + IL-4).

Respecto al andlisis de la morfologia, los macréfagos M2 presentaron una forma mas
alargada que los controles MOy M1 (Fig. 51). Estas dos ultimas condiciones presentaron
un numero alto de colonias (agregados celulares). Otra diferencia visible entre los
controles de estudio fue que en las condiciones M2 habia una mayor densidad de células

adheridas al plastico con respecto a los otros dos grupos y menor nimero de colonias.

x4

x10

x20

Figura 51. Morfologia de los monocitos cultivados y madurados a macréfagos en las condiciones
control. Las flechas blancas indican la formacidn de agregados o colonias celulares.



Resultados

Con el fin de ver si el plasma de los pacientes provocaba los mismos cambios que con
el uso de citocinas estimuladoras, analizamos la morfologia tras los 5 dias de cultivo con
el plasma. A grandes rasgos el origen del plasma no provocé cambios significativos en la
morfologia y crecimiento de los macréfagos (Fig. 52). Sin embargo, al comparar el
plasma a distintos tiempos (0 vs 72h), se observé que los macréfagos madurados con
plasma de las 72 horas desde el SIRS presentaron una forma ligeramente mds redonda,

asemejandose mas a la morfologia del macréfago M1.

Sano Politrauma Oh No Politrauma Oh Politrauma 72h No Politrauma 72h

x10

® x20

Figura 52. Morfologia de los macréfagos crecidos en cultivo con plasma de pacientes politrauma y no
politrauma recogidos a las 0 y 72 horas desde el inicio del SIRS.

5.6.2 Inmunofenotipo de los macréfagos
La diferenciacion de macréfagos hacia un fenotipo mas o menos inflamatorio también
se determind evaluando la expresion (MFI) de diferentes marcadores. El control MO no
mostré un aumento en la expresion de ninguno de los marcadores estudiados con
respecto a los otros controles (Fig. 53). El control M1 (proinflamatorio) presentd una
expresion alta en el marcador CD64. Por otro lado, el control M2 (antinflamatorio)

mostrd una expresion alta de los marcadores CD163 y CD206.

Los macréfagos madurados con plasma de pacientes no politrauma presentaron un
perfil similar al del control M2 (Fig. 53). Esto se observé con un aumento significativo en
el CD163 y una reduccion del CD64 y del CD36. Los macroéfagos cultivados con plasma
de pacientes politrauma mostraron un perfil intermedio entre aquellos crecidos con
plasma sano y los no politrauma para la mayoria de los marcadores estudiados. La
expresion de otros marcadores estudiados como el CCR7 y el CD80 no vario entre los

plasmas ni en los controles estudio. Por otro lado, se estudio el efecto del plasma de las
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72 horas sobre el inmunofenotipo de los macréfagos, y se observéd que los perfiles se

mantenian similares a los de las 0 horas, aunque con un ligero descenso del marcador

CD163.
CD36 CD64
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S P = Politrauma
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Figura 53. Expresion (MFI) de marcadores de diferenciacion de macréfagos a fenotipo M1y M2 tras el
cultivo con plasma. p-valor: “*’ <0,05; ‘**’ <0,01; *** <0,001.

5.6.3 Liberacion de citocinas de macréfagos en cultivo

Tras el cultivo, el sobrenadante se aislé para analizar la concentracidon de citocinas
involucradas en la inflamacidn. Los macréfagos cultivados con plasma de paciente no
politrauma secretaron gran cantidad de IL-6 Unicamente a las O horas (Fig. 54). Este
resultado solo se obtuvo con el plasma a las Oh y no con el de los mismos pacientes a las
72h. Los macréfagos cultivados con plasma de pacientes politrauma no presentaron
mayor secrecion de citocinas con respecto al resto de grupos de estudio. El resto de las
citocinas evaluadas como la IL-2, IL-10, IL-17, IFNy y TNFa fue muy baja o no presentaron

diferencias entre los grupos.
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Figura 54. Concentracion de la citocina IL-6 tras los cultivos de macrdfagos en diferentes condiciones. Se
representa la concentracion de las citocinas en los cultivos con plasma sano, plasma politrauma y plasma
no politrauma. p-valor: “*’ <0,05; **’ <0,01; “***’ <0,001.

5.6.4 Perfil de expresion genética de macréfagos
Referente a la expresidn de genes relacionados con el perfil macrofagico M1 (IDO) y
M2 (CD209, CXCR4), solamente los macréfagos cultivados con plasma de pacientes no
politrauma presentaron un aumento significativo en el marcador CXCR4, el cual esta
involucrado en el control de la movilizacién celular (Fig. 55). No se observaron

diferencias en los otros marcadores y condiciones.
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Figura 55. Niveles de expresion a nivel de RNA mensajero en macrdéfagos crecidos con plasmade
diferentes sujetos. p valor: ‘* <0,05; “**’ <0,01; “***’ <0,001.

5.6.5 Capacidad fagocitica y funcional de los macréfagos en
condiciones SIRS

En la Fig. 56 se observa la cinética de fagocitosis de las particulas pHRodo durante 3

horas. A diferencia de los controles MO y M1, los macréfagos de perfil M2 presentaron

baja capacidad fagocitica. Los macréfagos cultivados con plasma de pacientes

politrauma y de sujetos sanos presentaron una capacidad fagocitica similar. Sin

embargo, los macréfagos con plasma no politrauma requirieron de mas tiempo para
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alcanzar los niveles de intensidad de los otros dos grupos, asemejandose a la baja

capacidad fagocitica de los M2.
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Figura 56. Cinética de fagocitosis de los macrofagos cultivados con diferentes plasmas. A mayor
fagocitosis de particulas mayor es la intensidad de sefial. El simbolo “*’ indica si hay diferencias
significativas entre el grupo de plasmas sanos vs el grupo no politrauma, y el simbolo ‘#’ entre el grupo
politrauma y no politrauma. p-valor: “*’ <0,05; “** <0,01; “***’ <0,001.

En la Figura Suple. 11 se observan imagenes de esta internalizaciéon de particulas

dentro de los macréfagos en las diferentes condiciones de estudio.

5.7 Estudio del potencial inmunomodulador de las MSCs en
condiciones SIRS

5.7.1 Estudio morfologico de los macréfagos cocultivados con las MSCs
Se observaron cambios visibles en los controles (MO, M1 y M2) con una morfologia
mas fusiforme con la presencia de MSCs (Fig. 57), a diferencia de lo observado
anteriormente en la Fig. 51. Sin embargo, los macréfagos cocultivados con MSCs vy
plasmas presentaron una morfologia mas redondeada. Por lo tanto, tanto en las
condiciones control como en las de estudio, las MSCs condicionan la morfologia de los

macréfagos.
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Figura 57. Morfologia de los macrofagos tras ser cocultivados en transwell con MSCs en condiciones
SIRS.

5.7.2 Inmunofenotipo de los macréfagos en cocultivo con MSCs
Los macrdéfagos cocultivados con plasma y MSCs presentaron una reduccién general
en la expresion de los marcadores identificativos de M1 y M2 al compararlo con los
macréfagos crecidos Unicamente con plasma (Fig. 58). A pesar de esta reduccién de la
intensidad de estos marcadores, se redujeron los valores del marcador CD64 (tipo M1)

de aquellos macréfagos cultivados con plasma de ambos grupos SIRS.
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Figura 58. Expresion (MFI) de marcadores de membrana de diferenciacion de macrdéfagos en
condiciones SIRS en ausencia (izquierda) o cocultivo con MSCs (derecha).
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5.7.3 Perfil inmunomodulador de las MSCs en condiciones SIRS

El cultivo de las MSCs en presencia de macrofagos y plasma de pacientes no politrauma
mostrd una activacion de las MSCs con un incremento significativo en la expresion de
marcadores de inmunomodulacion como el IDO y el CD54 (Fig. 59). Las MSCs

cocultivadas unicamente con los diferentes plasmas (en ausencia de macréfagos) no

mostraron cambios en el perfil inmunomodulador.
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Figura 59. Expresion (MFI) de marcadores de inmunomodulacion de las MSCs en condiciones SIRS en

cocultivo con macroéfagos.









6. DISCUSION






El SIRS consiste en una reaccién inflamatoria aguda derivada de un traumatismo, una
guemadura, una pancreatitis o un proceso infeccioso (sepsis), que condiciona
criticamente el estado del paciente aumentando el riesgo de fallo multiorgdnico y de
muerte 422, A pesar de los avances en el tratamiento y en la supervivencia de los
pacientes ingresados en la UCI, actualmente no se dispone de una terapia adecuada para
el control de la respuesta inflamatoria sistémica ni para la reduccién de sus efectos
colaterales 47/'%%  Ademds, existe un gran desconocimiento sobre los principales
mecanismos de regulacion de esta respuesta debido principalmente a su alta
complejidad y heterogeneidad. Por ello, se plantea que una mayor comprensién de la
fisiopatologia del SIRS permitira la identificacidon de nuevos marcadores de prondstico y

potenciales dianas terapéuticas 1.

Uno de los objetivos principales de este trabajo es comparar de manera
multiparamétrica la respuesta SIRS y ver cdmo se regula segln el tipo de lesién o
afectacién inicial. El estudio a varios tiempos nos permite conocer mejor cdmo el
organismo responde de forma aguda, y cdmo tiende a recuperar la homeostasis. En este
trabajo observamos que el momento con mayor grado inflamatorio ocurre en las
primeras 24 horas del inicio del SIRS. En el caso de los pacientes politrauma, el proceso
inflamatorio ocurrié justo después del accidente. Por otro lado, el grupo no politrauma,
ademas de ser un grupo mas heterogéneo el proceso de inicio de la infeccion se
desconoce en la mayoria de los casos (comenzando dias antes del desarrollo del SIRS).
En un estudio comparativo entre pacientes se observa como en los pacientes trauma se
consigue el pico maximo de leucocitos aproximadamente tras 3 horas después del
accidente que en el modelo de endotoxina por LPS (también a las 3 horas) 6. Este
resultado se debe a la agudeza del traumatismo frente al proceso de escalado que
supone la presencia de un patégeno durante la infeccién. Sin embargo, a pesar de estas
diferencias entre los grupos, existidé un perfil inflamatorio conservado. Los resultados
mostraron que la respuesta SIRS en pacientes politrauma fue similar a la de pacientes
no politrauma, pero con un menor grado (movilizacidon de neutréfilos y concentracion

de citocinas, principalmente) 67168,

Los principales artifices de la respuesta inflamatoria de SIRS son las poblaciones

leucocitarias que, inducidas por una sefalizacion de alarminas, con un aumento
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significativo durante el SIRS de las proteinas S100A8 y RAGE como muestran nuestros
resultados, generan una cascada de activacion sistémica y movilizacién descontrolada
38169 Debido a la agudeza de la respuesta, el sistema inmune innato es el que juega un
papel clave en los primeros instantes del SIRS. En este sentido, identificamos vy
cuantificamos mas de 25 poblaciones celulares en circulacidn, siendo en su mayoria
poblaciones innatas. Estudios anteriores han mostrado el recuento de parte de estas
poblaciones, pero no en tanta profundidad 7170171 En nuestro estudio se incluyen
ademads poblaciones inmaduras de neutrdfilos, diferentes subclases de cMo y ncMo,

hasta 6 subclases de DCs, las poblaciones de MDSCs, HSCs y MSCs circulantes

Los niveles de leucocitos en general aumentaron durante el SIRS en ambos grupos
siendo determinado por la gran movilizacion de neutrdfilos (siendo del 80-90% de los
leucocitos en algunos casos). Los neutrdfilos en condiciones basales salen a circulacién
maduros (nucleo segmentado), pero en condiciones inflamatorias aparecen poblaciones
de neutrdfilos bandeados (inmaduros) debida a la movilizacién masiva desde la médula
Osea 172, La presencia de la poblacion de neutréfilos CD16™8 en sangre periférica se
conoce como desplazamiento hacia la izquierda (left shift) 173174, Este mismo proceso se
observé en gran parte de las muestras donde aumentaron los neutréfilos inmaduros en
los pacientes SIRS en las primeras horas. Se ha descrito que esta poblacién es susceptible
al estado inflamatorio y son activadas dando una poblacién CD16"°8/CD62LP% 175, La gran
movilizacion y activacion descontrolada de los neutréfilos (liberacion de ROS,
desgranulacion, NETosis) es determinante en la fisiopatologia (alteracidon barrera
endotelial, dafio orgdnico) de los pacientes con SIRS 172176177 Estos factores hacen que
esta poblacion se plantee como una diana para reducir los efectos colaterales de la

sobreactivacidon durante el SIRS 77:178.179,

Es importante destacar que en nuestro anadlisis observamos como en los pacientes SIRS
y en mayor medida en los pacientes no politrauma hay una tendencia de activacion y
maduracion desde los neutréfilos inmaduros (CD16"8/CD62L"*8) hacia un perfil
CD16P°/CD62LP%, pasando previamente por los CD16"8/CD62LP%, similar al
previamente descrito tras la administracion de LPS en sujetos sanos 8%, Ademas, se ha
descrito que aquellos pacientes traumatizados que presentan este perfil tienen un peor

prondstico 81,



En ambos grupos de pacientes SIRS se vio una reduccién aguda de los baséfilos y
eosindfilos en las primeras horas. Estas poblaciones a priori involucradas en procesos de
respuesta alérgica y eliminacién de pardsitos no fagocitables puede que no desempefien
un papel tan relevante en la fisiopatologia del SIRS (mas alld de la producciéon de
histamina como agente vasodilatador) como lo puedan hacer los neutrdfilos 79182,
Derivando todas las poblaciones granulociticas de una célula progenitora comun, se
podria plantear que la diferenciacidén de los progenitores y la movilizacién desde la
médula dsea esté promovida durante el SIRS hacia el tipo neutréfilo. Este aumento de
neutrdfilos puede estar directamente regulada por citocinas liberadas como el factor
G-CSF (aumentada en los pacientes SIRS) 8. Otro factor de crecimiento inductor de la
proliferacién de células mieloides es la GM-CSF. Esta molécula induce la formacion de
células tanto granulociticas como monociticas %*. Sin embargo, la concentracién de esta

molécula no fue detectable en circulacion en la mayoria de los pacientes.

Otra poblacion clave en la respuesta innata durante el SIRS son los monocitos por su
capacidad de fagocitosis, de presentacion de antigenos, la gran produccidn de citocinas,
migraciéon y diferenciacion a macréfagos en los tejidos 8%184 Segin el perfil
transcriptomico y la actividad celular se diferencian tres tipos (clasicos, intermedios y no
cldsicos) que varian su proporcion en sangre segun el estado del paciente 818, En los
pacientes no politrauma la cinética de las principales poblaciones de monocitos fue
similar a la descrita durante procesos inflamatorios en pacientes criticos con un
aumento en la poblacién de iMo 86187 Los iMo se consideran los méas proinflamatorios
por tener una alta capacidad de presentacion de antigeno y mayor produccién de
citocinas como TNFa e IL-6 8¢, citocinas incrementadas en el plasma de estos pacientes.
Pero también, bajos niveles de esta subpoblacién durante procesos infecciosos se han
relacionado con un peor prondstico 88, Por otro lado, los resultados mostraron que los
pacientes politrauma aumentaron la poblacién de monocitos. Se ha descrito que los
pacientes politrauma con traumatismo craneoencefdlico este aumento de los
monocitos es un buen marcador de prondstico #, pudiendo estar relacionado con el

aumento significativo de la quimiocina MIF.

Otra aportacidon no descrita hasta la fecha en este contexto es la distribucién de las

subpoblaciones de cMo y ncMo segun la expresion de CD62L/FceRl y CD36/SLAN,
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respectivamente. Un incremento en la poblacidn con CD62LP* se puede interpretar
como una respuesta a la movilizacidn leucocitaria y extravasacién regulada hacia tejidos
190 Los receptores FceRl y SLAN se relacionan con la actividad de presentacion de
antigenosy con una mayor produccion de citocinas como el TNFa y la IL-6 *°1. Asi mismo,
la expresién de SLAN por las poblaciones ncMo se relaciona también con mayor
capacidad fagocitica 8192, Por otro lado, el marcador CD36 se ha visto involucrado en
procesos de migracion, sefializacién y fagocitosis en los macréfagos 3. Los resultados
muestran que durante el SIRS la subpoblacién ncMo mantienen o disminuyen los niveles
mientras que la subpoblacién cMo mayoritaria en sangre (CD62LP°/FceRI"®€) aumenta
significativamente en los pacientes politrauma. Es interesante observar que las
poblaciones con positividad para los marcadores FceRl en los cMo y el SLAN en los ncMo
disminuyeron en ambos grupos SIRS. Estos cambios en las subpoblaciones de monocitos
pueden ser determinados por cambios en la expresidon de marcadores como el CD36 o
el CD62L involucrados en la movilizacidn (reclutamiento) de las células desde el torrente

sanguineo hacia los tejidos %4,

Estos ultimos marcadores al igual que el HLA-DR expresado por células presentadoras
de antigeno (como monocitos y células dendriticas) disminuyeron durante el SIRS. En un
estudio en pacientes politrauma, observaron que los monocitos disminuyen la expresién
de HLA-DR y no recuperaban los niveles normales hasta pasados 14 dias. Un cambio en
la expresion de este marcador puede servir para conocer la fase inmunoldgica de
respuesta . También se ha visto correlacion entre los valores del ISS (grado de lesion
traumatica) y el nivel de expresiéon de este marcador, siendo menor la expresién del
HLA-DR cuanto mayor en la gravedad del traumatismo 6. En estudios anteriores han
visto que una reduccién en la expresion de HLA-DR se relaciona con una mayor
predisposicién de infecciones nosocomiales y una mayor estancia en la UC| 38197198 Eg
por ello, por lo que el estudio de expresidn de esta proteina se ha planteado como
biomarcador en pacientes sometidos a cirugia que puedan desarrollar sepsis entre otros

escenarios 1%°.

Pero ademas de usar el HLA-DR como marcador de prondstico de los pacientes, es
interesante conocer que las células involucradas en la presentacién de antigenos tienen

una menor capacidad de activacion del sistema inmune adaptativo 2 y por tanto una



menor capacidad de respuesta 2%°. Una poblacidn relevante en la activacion del sistema
inmune adaptativo son las células dendriticas (DCs) a través de la presentacién de
antigenos y la secrecién de multiples citocinas °1. En este estudio se identificaron hasta
6 subpoblaciones de DCs. Todas ellas se vieron disminuidas en ambos grupos de estudio
a lo largo del SIRS, y sin recuperar cifras normales pasadas 72 horas. Esta reduccién
puede deberse también a la migracién de estas células a los ganglios linfaticos donde

presentan los antigenos y activan la respuesta inmune adaptativa 2%

Por otro lado, la reduccion de las DCs y otras poblaciones (linfocitos) en circulacién se
puede deber a que las células migren directamente a los tejidos afectados durante el
insulto o al foco de inflamacidn (siguiendo un gradiente de quimiocinas) 2%2. En este
sentido, se analizé la concentracion de ciertas quimiocinas para conocer qué relacién
existia entre la liberacion de las citocinas y la migracién leucocitaria. Entre las moléculas
analizadas destacaron la IL-8 y CCL4 con una alta expresion en la mayoria de los
pacientes SIRS. Es interesante comentar que, la mayoria de las quimiocinas se
mantuvieron con niveles similares entre los pacientes politrauma y no politrauma, salvo
la CCL4. Sin embargo, los valores en circulacién de los leucocitos si que variaron entre
los dos grupos SIRS. Por lo que, el control de la migracion de los leucocitos puede que

sea determinado ademas por otros factores.

Otro factor fundamental en la fisiopatologia del SIRS y que puede explicar la reduccién
de los valores leucocitarios en sangre es la alteraciéon en la integridad vascular. La
actividad descontrolada de los neutroéfilos altera el estado de la microvasculatura de
drganos como los pulmones 2%, El endotelio también es sensible a la hipercitocinemia
provocando su activacion inespecifica y favoreciendo la extravasacion celular y de
plasma incluso a tejidos no afectados inicialmente . En los pacientes SIRS se observé
un incremento del factor angiogénico VEGF que por un lado promueve la generacion de
vasos sanguineos en aquellos tejidos que estdn en condiciones de hipoxia (debido a la
inflamacidn, coagulacién diseminada), pero que durante el SIRS puede estar involucrado
en el aumento de la permeabilidad del endotelio 2°*. Ademas, el incremento de este
factor se relaciona con un peor prondstico en pacientes con infeccién 2%. . En este
trabajo se observé como la gran mayoria de poblaciones aumentan la expresién de este

marcador durante el SIRS.
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Otra de las hipdtesis que se plantea para explicar la disminucién de las células en
circulacidon es la necrosis o la apoptosis debido a las condiciones de estrés y de
inflamacion intensa 2%, Las células que reciben suficiente estimulo pueden entrar en un
estado de piroptosis (apoptosis inducida por excesiva inflamacidn) 2%7. Entre las citocinas
que pueden inducirlo se encuentran las citocinas del inflamasoma la IL-1B y la IL-18
aumentadas en la sepsis 328, Estas citocinas se vieron incrementadas en la mayoria de
los pacientes del grupo no politrauma. La piroptosis o muerte celular inflamatoria que
se da por la sobreactivacién celular y deteccién de PAMPs, puede ser otro condicionante

en la reduccion de ciertas poblaciones?%°,

Por otro lado, en el plasma de los pacientes SIRS, y con mayor diferencia en el grupo no
politrauma, se observé una reduccion del ligando FasL (proapoptético). Se interpreta
este descenso de concentracion desde el inicio del SIRS como una sefial promotora de
la supervivencia celular sobre todo en los tejidos afectados por las condiciones de estrés

y de inflamacién 2%

El sistema inmune adaptativo tiene un papel secundario en el inicio del SIRS, pero es
fundamental para la resolucion de la inflamacion y del proceso infeccioso 73?1, Como se
ha visto en estudios de células circulantes en cirugias severas, traumatismos y sepsis, las
poblaciones linfocitarias se ven disminuidas 2!2213, Los pacientes de este estudio
presentaron un descenso tanto de las células T, B y NK, y con recuperacién parcial de
solo algunas subclases al cabo de las 72 primeras horas tras el inicio del SIRS. Las células
plasmaticas (linfocitos B maduros), a diferencia del resto de linfocitos, sobrepasaron los
niveles basales con el paso del tiempo en el grupo no politrauma. Este incremento de
células plasmaticas corresponde a un respuesta secundaria y mads especifica (secrecién
de anticuerpos) contra el agente infeccioso 9°. Este descenso de poblaciones
linfocitarias se puede relacionar también con la no deteccién de las citocinas
inflamatorias como la IL-2 y la IL-12. El descenso en las poblaciones linfocitarias o una
inadecuada activacion pueden ser factores que condicionen la ausencia de estas
citocinas en plasma en la mayoria de los pacientes. En estudios previos, la expresién de
estas citocinas en pacientes criticos es heterogénea y dependiente del tipo de lesién

originaria del SIRS que se estudie 24215,



Otra situacion critica se da cuando las poblaciones leucocitarias no se recuperan al cabo
de unos dias desde el inicio del SIRS. Esta falta en la renovacién desde la médula ésea
puede inducir un estado de inmunodeficiencia 2*¢. Un claro ejemplo de ello es la
linfopenia prolongada que sufren ambos grupos de pacientes SIRS. Durante el SIRS se
produce una mielopoyesis de emergencia donde el nicho hematopoyético queda
alterado y donde las células progenitoras hematopoyéticas (HSCs) pueden entrar en un
estado de agotamiento 2927, Respecto a la poblacién de HSCs en circulacién, su
recuento fue bajo en condiciones basales y tendid a aumentar en los pacientes
politrauma con respecto a los pacientes no politrauma. Este aumento se pudo deber
ademas de por la sefializacion con G-CSF, por rotura de grandes huesos y liberacidn al
torrente sanguineo 1°©2!8, De manera similar, la poblacién con perfil de células
mesenquimales (MSCs) aumenté su concentracidn en circulacion al inicio del SIRS en los
pacientes politrauma 2°. En estudios anteriores se ha descrito que pacientes que han
sufrido un traumatismo con factura de hueso aumenta el nimero de esta poblacion tras
el accidente, siendo esta muy escasa en circulacidon 229221, Esta poblacién de MSCs
circulantes aumenté también en los pacientes no politrauma al cabo de 72 horas. Esta
movilizacion de las MSCs puede interpretarse como una respuesta de recuperacion o de

regulacién inflamatoria 110111,

Una poblacién muy interesante en el contexto del SIRS con capacidades de
inmunorregulacion similares a la de las MSCs es la de las células supresoras derivadas
mieloides o MDSCs. Estas células aumentaron durante el SIRS, siendo significativo en los
pacientes politrauma con respecto al grupo control. En el contexto del SIRS un aumento
de esta poblacion puede estar relacionada con un control compensatorio y de regulaciéon
de la respuesta inflamatoria °. Esta poblacidn, al igual que la MSCs, interacciona con
otras poblaciones leucocitarias promoviendo un efecto inmunosupresor a través del
metabolismo de la arginina, TGFB, IDO y NOS 2222, Por lo que, estas células pueden ser

claves en el control de la respuesta inflamatoria del SIRS.

En este sentido, junto con el aumento de citocinas proinflamatorias, también se observd
un aumento de citocinas que regulan el estado inflamatorio como la IL-6 (segun el
estado del microambiente este factor puede actuar de manera pro- o antinflamatoria)

y las que tienen un efecto antinflamatorio definido como la IL-4 e IL-10. Esta respuesta
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antinflamatoria se entiende como un mecanismo de respuesta para controlar el exceso
de inflamacién, proceso conocido como CARS 2. Sin embargo, la coexistencia de
moléculas tanto pro- como antinflamatorias (tormenta de citocinas) en las primeras
horas del SIRS denota una desregulacién en la respuesta inflamatoria a nivel sistémico

(MARS) 223,224.

Un aspecto importante para evaluar es el estado de activacién y funcional de las células
movilizadas). Se ha descrito que en condiciones inflamatorias prolongadas las células
inmunes pueden entrar en un estado de extenuacién o agotamiento (del inglés
exhaustion) dejando de ser inmunocompetentes 22>225, Ejemplo de ello es la menor
capacidad de producir IFNy e IL-12 por parte de poblaciones como las NK 2?7, Este estado
de disfuncién se caracteriza por un bajo rendimiento en la produccién de citocinas,
aumento en la expresion de moléculas inhibidoras (PD-1, CTLA-4) y una menor
capacidad de respuesta contra patégenos 206226228 por |o que serd interesante no solo
conocer cudles son los cambios a nivel poblacional sino también cémo se encuentran
estas células y cdmo puede afectar a la fisiopatologia del SIRS. Un estado de linfopenia
severa, alteraciones en el recuento celular y anergia del sistema inmune suponen un
aumento en la susceptibilidad a infecciones secundarias, readmision y un peor
prondstico 179213229 Es importante destacar que el estudio de poblaciones en sangre
periférica realizado es una aproximacién para comprender como se regula la respuesta
inflamatoria a nivel sistémico. Seria interesante, ademas del recuento celular, conocer
cdmo se encuentran y se comportan estas células cuando llegan a los tejidos 16°. Algunos
estudios se han aproximado a esta idea estudiando el comportamiento de poblaciones
como los monocitos o neutréfilos movilizados en érganos a partir del estudio de, por
ejemplo, el lavado bronco alveolar (pulmones) o directamente los érganos de pacientes

fallecidos 230231,

En los ultimos afios se ha visto que las VEs participan directamente en la comunicacion
y la regulacién intercelular 2%, En este trabajo observamos que la concentracién de las
vesiculas aisladas aumento significativamente en los pacientes con SIRS. Ademas, este
incremento en la concentracién de las VEs siguié el patron de inflamacidn visto
previamente con las poblaciones leucocitarias y citocinas, con un valor

significativamente superior en los pacientes del grupo no politrauma, seguido por los



pacientes politrauma en las primeras horas, similar al visto en otros trabajos 232233, En
estudios previos se ha visto que una concentracién alta de VEs se relaciona con mayor

fallo multiorganico y peor prondstico 234235,

La funcién de las VEs viene determinada por su origen, el estado de la célula productora
y la carga que transportan 23%237_ Se ha descrito que en condiciones basales la mayoria
de las VEs de plasma proceden de plaquetas, neutréfilos, células endoteliales vy

eritrocitos 232,

Por otro lado, se ha propuesto el estudio de las VEs y de su contenido como
biomarcadores de diagndstico y prondstico en sepsis y otras condiciones inflamatorias
%6, Los microRNAs transportados dentro de las VEs pueden jugar un papel clave en la
regulacion de la inflamacidn a nivel sistémico !'°. En este estudio observamos que el
contenido de las VEs en microRNAs viene muy determinado por el origen del SIRS. Los
pacientes con SIRS derivado de un politrauma presentaron un patrén de microRNAs muy
conservado y diferenciado del de los sujetos sanos. Este perfil fue mas heterogéneo en
el grupo no politrauma debido principalmente a la gran variedad de origenes del SIRS
(infeccidon urinaria, neumonia, pancreatitis, etc.). Referente a las vias celulares en las que
estan involucrados los microRNAs que aparecen diferencialmente expresados entre el
grupo politrauma y el sano, se destacan aquellas implicadas en la regulacién de la
migracion celular, inflamacion y sefalizacion intercelular. En procesos inflamatorios se
ha descrito que determinados miRNAs que aparecen sobreexpresados pueden ser
utilizados como biomarcadores de prondstico *°. Un aumento en el miR-133a, visto en
el grupo politrauma, se ha relacionado con un prondstico desfavorable en pacientes

criticos 239,

El estudio de multiples factores es fundamental para la identificaciéon de
biomarcadores de prondstico, la monitorizacién del paciente y la adecuacién del
tratamiento. Actualmente, hay descritos gran cantidad de factores relacionados con la
evolucidn de pacientes criticos 7#24°, Entre los marcadores descritos se destaca el
estudio de citocinas como la IL-6 o la IL-8, donde un incremento de estas se relaciona
con un peor prondstico en pacientes politrauma 2*1. Sin embargo, existen muchas
discrepancias entre los estudios debido principalmente a factores como el tiempo de

recogida de la muestra o el origen del SIRS 3°. En los pacientes politrauma se observa
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que estos marcadores son Utiles para determinar qué pacientes presentan un mayor
riesgo de infeccidn tras el inicio del SIRS, al igual que un incremento en TNFa o un bajo
numero de monocitos. Otros marcadores estudiados como las alarminas (S100A8), el
SOFA o MIF se han propuesto como complementarios a los valores de PCT, la PCR y el
lactato para la estimacion de mortalidad en pacientes criticos 3240242 En |os pacientes
SIRS se observo que las proteinas MIF y RAGE, o el recuento de MDSCs, al inicio del SIRS
son buenos marcadores para determinar si el paciente presentara altos valores de SOFA
pasadas 72 horas del inicio del SIRS. También, se ha visto que la combinacién de estos

marcadores con el APACHE o el SOFA mejoran la sensibilidad para estimar el prondstico.

De la misma manera, la cuantificacion de poblaciones leucocitarias se ha propuesto
como indicadores de prondstico 223. El recuento de las MDSCs y la concentracién de IL-
8 presentaron un gran potencial para determinar el prondstico de los pacientes con SIRS,
alcanzando niveles muy similares a los obtenidos por el sistema de puntuacién
APACHE I, empleado comUnmente en la clinica para estimar la supervivencia 4!. El
recuento de linfocitos también es un pardmetro que puede indicar la evolucion de los
pacientes como el desarrollo de un sindrome de disfuncion multiorganica, o como en
nuestro estudio, el tiempo de estancia en la UCI 223, En este trabajo se ha visto que a
pesar del origen y la heterogeneidad del SIRS existen patrones comunes, y que el estudio

de marcadores puede ser util para predecir la evolucién de los pacientes.

El estudio de multiples factores inflamatorios ademas permite plantear nuevas
alternativas terapéuticas que prevengan o reduzcan los efectos deletéreos de la
respuesta SIRS. La mayoria de las estrategias planteadas hasta la fecha se centran en el
bloqueo de factores condicionantes de la tormenta de citocinas con anticuerpos
dirigidos contra LPS, TNFa, IFNy o MIF 71243, Otra de las estrategias planteadas es la del
control de la movilizacion masiva y la actividad descontrolada de los neutrdfilos
mediante el bloqueo del factor G-CSF o de la produccidon de NETs 178, Sin embargo, estas
estrategias no han conseguido el rendimiento esperado mas alld de los estudios en
modelos animales 133, A pesar del avance en el tratamiento de soporte, el control de la
hemodinamia, la coagulaciéon, o de reemplazo organico, actualmente no se dispone de
una terapia dirigida al control de la inflamacidén sistémica que proteja del dafio colateral

de la respuesta inmune la integridad y la funcion de los érganos vitales.



El uso de corticoides en estos pacientes no es recomendable, y se reserva solamente
para casos concretos en los que hay indicios de insuficiencia suprarrenal #°. A pesar de
observarse una regulaciéon en la liberacidn de citocinas como la IL-6 y TNFa con el
tratamiento de corticoides, no se observan mejorias en la supervivencia ni en la
evolucidon de los pacientes 244246 Ademads, el tratamiento con corticoides se ha
relacionado con un mayor riesgo de hiperglicemia, una mayor incidencia en lesiones

gastrointestinales y con un aumento en la susceptibilidad a infecciones 247:248,

En este contexto, el empleo de células estromales mesenquimales (MSCs) sanas como
terapia para el control de la respuesta inflamatoria del SIRS suscita gran interés. Las
MSCs han demostrado un beneficio significativo en gran variedad de patologias de base
inflamatoria e inmunoldgica, como la enfermedad de injerto contra huésped, artritis o
la enfermedad de Crohn 2420, Actualmente, la terapia con MSCs se considera como un
producto de terapia medica avanzada (ATMP) siendo empleada en decenas de ensayos
clinicos %°1. En este articulo publicado durante el desarrollo de este trabajo por nuestro
grupo, se recogen las principales ventajas que puede tener la terapia con MSCs en el
contexto del SIRS %3°. Brevemente, las MSCs son capaces de responder ante esta
situacion inflamatoria presentando una gran capacidad inmunorreguladora, migratoria
y regenerativa 13>2°2, Durante el SIRS podrian reducir el dafio colateral del sistema
inmune, proteger y promover la regeneracién de los tejidos, asi como favorecer la
recuperacion del nicho hematopoyético 13>2°3, Las MSCs han demostrado una gran
capacidad inmunorreguladora en condiciones inflamatorias y en gran medida mediante
la modificacién de la actividad de otras poblaciones leucocitarias como los linfocitos T,

neutrofilos y monocitos 135254255,

Esta Ultima, la poblacién de los monocitos juega un papel clave en la regulacién del SIRS
por su gran produccion de citocinas, eliminacién de patdgenos y la interaccidén con otras
células del sistema inmune 2°®. La migracién y diferenciacion de los monocitos es clave
para la regulacion de la inflamacién y recuperacién de la homeostasis de los tejidos tras
el inicio del SIRS 2*’. En los pacientes SIRS se observé que los niveles de esta poblacion
en general no se vieron tan alterados como ocurrié en el resto de las poblaciones,

aungue si que aumentaron en los pacientes politrauma.
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En este marco, el ultimo apartado planteado de este trabajo fue conocer cémo las
condiciones SIRS pueden afectar en la diferenciacién y maduracién de macroéfagos, y
evaluar el potencial inmunomodulador de las MSCs en este contexto. Los resultados
mostraron que la exposicion de los monocitos a un ambiente inflamatorio severo induce
a su maduracion hacia un perfil antinflamatorio (tipo M2) a distintos niveles. En
condiciones inflamatorias, y en especial las del grupo no politrauma la activacién de los
macrofagos a tipo M2 se vio determinada con un aumento en la expresion CD163, en la
produccién de la citocina IL-6, alteracién en la capacidad fagocitica y en una expresién
alta de CXCR4. Este ultimo marcador forma parte del sistema CXCR4/CXCL12 clave en el
control de la migracién celular y la respuesta inmunitaria 2°8. Estos resultados informan
gue ante una exposicion prolongada de factores inflamatorios del SIRS, la poblacién de
macrofagos tiende a revertir la situacion de inflamacién mediante el control o
reprogramacion de los macréfagos a un fenotipo M2 pudiendo ser una alternativa

terapéutica en condiciones inflamatorias como se da en la sepsis 2°°.

Al igual que en otros estudios®12%9, nuestros resultados también demostraron que las
MSCs en condiciones SIRS promueven una activacion de los macréfagos hacia el perfil
M2. mediante la liberacion de mediadores como el TGF, la IL-10 o la prostaglandina-E2

(PGE—Z) 260,261.

Por otro lado, las MSCs sanas tras el cultivo directo con el plasma SIRS no mostraron una
activacion en el perfil inmunomodulador. Sin embargo, resultd6 muy interesante
observar unincremento en la expresion de IDO y CD54 (marcadores de inmumodulacién
en las MSCs) cuando se cocultivaron bajo las mismas condiciones SIRS, y en presencia
de los macrdéfagos. Este resultado podria indicar que en condiciones inflamatorias existe
una comunicacidn macréfago-MSCs a través de un factor soluble que induce la
activacion de las MSCs. La secrecidon de ciertas citocinas (ej. IFNy, IL-6, 1L-10) podrian
estar induciendo dicha activacion 26223, Espagnolle et al., describieron que la
interaccion de macrdéfagos crecidos en condiciones inflamatorias y cultivados
directamente con MSCs (en contacto célula-célula) induce la expresién de IDO en las
MSCs 264, Esta interaccidn entre las dos poblaciones celulares puede resultar en una
interesante sinergia hacia una respuesta que revierta la condicién inflamatoria del SIRS

a nivel local y favorezca la recuperacion de la homeostasis a nivel sistémico 136263,



Sin embargo, este trabajo no esta exento de limitaciones que han condicionado este
trabajo. Uno de ellos y quizas el mas importante es el tamafio muestral de cada uno de
los grupos es un factor limitante para detectar potenciales relaciones entre las variables
y la evolucion clinica (ej. mortalidad). También, se debe considerar la gran
heterogeneidad entre los origenes del SIRS en los pacientes de ambos grupos (tiempo

dependiente, patdgenos, tejidos afectados, etc.).

En resumen, en este trabajo se observa que la respuesta SIRS es dependiente del tipo
de afectacion sufrida, siendo alta en los pacientes politrauma, pero superior en aquellos
derivados de otro origen (infecciones). La respuesta inflamatoria es aguda presentando
el pico maximo dentro de las primeras 24 horas con una coexistencia de citocinas pro-y
antinflamatorias (tormenta de citocinas). Esta liberacion masiva de citocinas,
guimiocinas y otros factores se relaciona con un peor prondstico y una mielopoyesis de
emergencia, que desencadena un aumento de poblaciones de neutréfilos, una
movilizacion de los monocitos y un descenso acusado de poblaciones del sistema
inmune adaptativo. Por otro lado, se ha visto que observa que los pacientes politrauma
tienen una movilizacién de los monocitos y un incremento en poblaciones reguladoras
de la inflamacién como las MDSCs y las MSCs. Siguiendo esta cinética, la concentracién
de VEs se ve aumentada de manera significativa y cuya concentracién en microRNAs es
dependiente del origen del SIRS. El estudio de multiples citocinas y poblaciones
leucocitarias en sangre periférica ha permitido identificar nuevos marcadores con alto
valor pronéstico que pueden ser empleados para conocer la evolucidn clinica de los
pacientes criticos. Por otro lado, en este trabajo se han recreado las condiciones SIRS in
vitro y se ha observado que la exposicion a estas condiciones inflamatorias induce una
respuesta antinflamatoria por parte de los macréfagos. Por ultimo, se ha observado que
el potencial inmunorregulador y antinflamatoria de las MSCs se ve incrementado por la
interaccion sinérgica con los macréfagos, mostrandose como una potencial estrategia

terapéutica para los pacientes que desarrollan el SIRS.
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1. Regarding to the multiparametric and comparative analysis of the SIRS response

derived from different insults:

1.1. Both polytrauma and non-polytrauma SIRS presented a similar inflammatory
response pattern but being more severe in those patients with infection origin. Both
groups presented a higher inflammatory response after the SIRS onset and recovered

partially normal values after 72 hours.

1.2. Under SIRS conditions there is a massive mobilization of neutrophils, and a
continued decrease in dendritic and lymphoid populations. Interestingly, in polytrauma

patients there is an increase in monocytes, MDSCs and MSCs during the first hours.

1.3. SIRS reaction in characterized by a huge hypercytokinemia with an increase not only
on pro- and anti-inflammatory cytokines, but also by the release of potent cell

chemoattractants and growth factors during the first 24 hours after the SIRS onset.

2. Regarding the identification of potential markers for determining the prognosis of

SIRS patients:

2.1. High concentration values of IL-6, IL-8 and TNFa, and low monocytes counts at SIRS

onset are useful for reporting possible infections in polytrauma patients.

2.2. The plasma concentration of IL-8 and MIF, and the number of MDSC are related to

high SOFA values at 72 hours, indicative of a worse patient evolution.

2.3. Regarding the relationship of these parameters with APACHE I, we have observed

that IL-8 levels and the MDSCs count are good indicators of risk of death.

3. Regarding the characterization and quantification of the extracellular vesicles (EVs)

content in plasma and their microRNAs pattern:

3.1. During SIRS there is an increase of plasma EVs concentration being higher in non-

polytrauma group.

3.2. The microRNA content of EVs is directly determined by the SIRS origin and

differentiated from healthy controls, especially comparing to polytrauma group.
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4. Regarding the effects of SIRS conditions on macrophage differentiation and the

impact of the MSCs therapy:

4.1. Exposition to SIRS plasma of healthy monocytes induces their differentiation to
macrophages with an anti-inflammatory phenotype (M2), especially in non-polytrauma

SIRS conditions.

4.2. MSCs exhibited an interesting synergic activity with the macrophage population
promoting the immunoregulatory and anti-inflammatory phenotypes in order to

compensate the SIRS conditions.

4.3. MSCs possess unique features such as immunomodulatory and anti-inflammatory
capacities, making them a highly promising therapy for SIRS, enabling innovative and

effective therapy approaches in the future.
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Conclusiones

1. Respecto al analisis multiparamétrico y comparativo de la respuesta SIRS derivada

de diferentes insultos:

1.1. Tanto el SIRS politrauma como el no politrauma presentaron un patrén de respuesta
inflamatoria similar, pero siendo mas severo en aquellos pacientes con origen
infeccioso. Ambos grupos presentaron una mayor respuesta inflamatoria tras el inicio

del SIRS y recuperaron valores parcialmente normales a las 72 horas.

1.2. En condiciones SIRS se produce una movilizacién masiva de neutréfilos y una
disminucién continuada de las poblaciones dendriticas y linfoides. Curiosamente, en
pacientes politrauma se produce un aumento de monocitos, MDSCs y MSCs durante las

primeras horas.

1.3. La reaccion SIRS se caracteriza por una hipercitocinemia con un aumento no sdélo de
citocinas pro y antiinflamatorias, sino también por la liberacién de potentes
guimioatrayentes celulares y factores de crecimiento durante las primeras 24 horas tras

el inicio del SIRS.

2. En cuanto a la identificacion de potenciales marcadores para determinar el

prondstico de los pacientes con SIRS:

2.1. Valores elevados de IL-6, IL-8 y TNFa, y el recuento bajo de monocitos al inicio del

SIRS son utiles para indicar posibles infecciones en pacientes politrauma.

2.2. La concentracion plasmatica de IL-8 y MIF, y el nimero de MDSC se relacionan con

elevados valores de SOFA a las 72 horas, indicativos de una peor evolucion del paciente.

2.3. En cuanto a la relacién de estos pardmetros con el APACHE Il, hemos observado que

los niveles de IL-8 y el recuento de MDSCs son buenos indicadores de riesgo de muerte.
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3. En cuanto a la caracterizacion y cuantificacion del contenido de vesiculas

extracelulares (VEs) en plasma y su perfil de microRNAs:

3.1. Durante el SIRS se produce un aumento de la concentracién de VEs en plasma

siendo mayor en el grupo no politraumatizado.

3.2. El contenido de microRNAs de las VEs esta directamente determinado por el origen

del SIRS.

4. En cuanto a los efectos de las condiciones del SIRS sobre la diferenciacion de los

macroéfagos y el impacto de la terapia con MSCs:

4.1. La exposicidon al plasma del SIRS de monocitos sanos induce su diferenciacion a
macréfagos con fenotipo antiinflamatorio (M2), especialmente en condiciones de SIRS

no politrauma.

4.2. Las MSC mostraron una interesante actividad sinérgica con la poblacién de
macrofagos promoviendo los fenotipos inmunorregulador y antiinflamatorio para

compensar las condiciones de SIRS.

4.3. Las MSCs poseen caracteristicas Unicas como su capacidad inmunomoduladora y
antinflamatoria, lo que las convierte en una terapia muy prometedora para el SIRS que

permitird enfoques terapéuticos innovadores y eficaces en el futuro.









3. ABSTRACT






Dynamic Analysis of the Inflammatory and Immune Profile of Patients

with Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS)

Background:

Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) consists of an exacerbated and
uncontrolled reaction of the immune system to a critical event, such as polytrauma or
an infectious process (sepsis). Patients who develop this syndrome have a high
probability of going into shock and multiorgan failure, severely compromising the
patient's life. Due to the complexity, heterogeneity and acuity of the inflammatory
response, there is a great lack of knowledge about the pathophysiology and the main
regulatory factors of this response. Further studies focusing on its pathophysiology are
essential. Enhanced comprehension of the regulatory factors and their significance in
the physiopathology of SIRS will facilitate the discovery of novel prognostic markers and

the identification of promising therapeutic targets.

Despite notable advancements in supporting and treating ICU patients, there is still an
unmet medical need in effectively managing individuals with SIRS. Mesenchymal
stromal/stem cells (MSCs) are emerging as a potential therapy for severe ICU patients
due to their potent immunomodulatory, anti-inflammatory, regenerative and systemic
homeostasis-regulating properties. MSCs have demonstrated clinical benefits in several

inflammatory-based diseases, but their role in SIRS needs to be further explored.

Objectives:

The aim of this project is to characterize and compare multiparametrically the SIRS
response derived from polytrauma and non-polytrauma (infections) origins in order to

identify new biomarkers and evaluate a potential therapeutic approach.

The specific objectives proposed are: 1) to analyse the distribution of more than 20
circulant immune subpopulations. 2) To study the concentration of inflammatory
cytokines, chemokines and growth factors at different times since the SIRS onset. 3)
Relate clinical data and patient evolution with the results of the multiparametric analysis

in order to identify potential biomarkers 4) To count and characterize the plasma
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extracellular vesicles and to study their microRNAs content. 5) Study the effects of SIRS
inflammatory conditions on the maturation and differentiation of healthy macrophages,

and 6) evaluate the therapeutic potential of MSCs in this context.

Samples and Methods:

At different times since the SIRS onset (0, 24 and 72 hours) peripheral blood samples
were taken from 25 polytrauma (Injury Severity Score > 16) and from 25 non-polytrauma
patients (e.g., infections). As control samples from healthy donors were also studied.
Clinical data and evolution parameters were recorded for biostatistical and relationship
analysis. Scores for prognostic and organ damage such as APACHE Il or SOFA were

calculated.

Through centrifugation steps cells and plasma were isolated for different analysis. Blood
(0 and 72h) was treated for erythrocyte lysis, then cells were stained and fixed for flow
cytometry analysis. A combination of different conjugated antibodies was used for the
identification and quantification of circulant myeloid and lymphoid cell subsets and

others such as progenitor and mesenchymal cells.

Plasma concentrations and kinetics of multiple alarmins, both pro- and anti-
inflammatory cytokines, chemokines and growth factors at 0, 24 and 72h were studied

by Luminex technology under a customised panel for this inflammatory condition.

For plasma extracellular vesicles (EVs) isolation ultracentrifugation protocol was
followed. After plasma filtering and centrifugation, the precipitated EVs were
characterized by transmission electronic microscopy (for shape determination),
Western Blot (CD63 protein expression) and Nanoparticle tracking analysis (for size and
concentration determination). For microRNAs pattern expression from EVs a microarray
of up to 377 sequences was used. The bioinformatic analysis of the microRNAs content
was performed under R statistical software and information of the regulatory role of

more relevant microRNAs was obtained from specific databases.

Monocytes from buffy coats were isolated with anti-CD14 magnetic beads and then
cultured with GM-CSF and supplemented (50%) with plasma from 0 or 72 hours from

SIRS patients, or healthy donors’ plasma. After 5 days, cells were photographed and



detached for the immunophenotyping, mRNA expression, cytokine production and

phagocytosis analysis.

Furthermore, monocytes were cultured in the previous conditions and cocultured
overnight with MSCs in a transwell inserts. Following this culture morphology of
macrophages and their immunophenotype were analysed. Besides that, the

immunoregulatory profile of MSCs was studied.

Clinical data and ICU parameters were related with laboratory results in order to identify
strong connections among variables and the patient evolution. Statistical analysis for
comparison among group were performed under U-Mann-Whitney test. For the study
of kinetics or changes over time Wilcoxon test was performed. For identifying optimal
threshold values (cut-off values) of different variables ROC curves were used. Visual and
ROC based subgrouping was performed in order to identify specific patterns inside
pathologic groups. Correlation test (Spearman or Pearson) was used to identify
relationships among multiple variables. Kaplan-Meier curve was employed to estimate
the survival function according to selected variables. Multidimensional scaling models
were employed for clustering the samples based on a specific set of variables

(dendrogram, PCA).

Results:

SIRS patients presented a different clinical evolution depending on the insult.
Polytrauma patients showed higher ICU and hospital stay, but similar to non-polytrauma
group in number of deceases. Polytrauma patients presented higher values of lactate,
LDH and ALT, whereas non-polytrauma had higher values of bilirubin, creatinine and
fibrinogen after the SIRS onset. Referring to outcome prognostic scores APACHE Il and
SOFA were similar in both studied groups. Furthermore, polytrauma patients required
more ICU-stay days and showed worse values of quality of life after discharging from the

hospital.

SIRS reaction was characterized by an increase in total leukocytes due to the massive
release of neutrophils in the first hours of SIRS. This was determined by an increase in

both mature and immature (low expression of CD16) neutrophils subsets. However,
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there was a reduction in eosinophils and basophils. Monocytes remained stable
although polytrauma samples showed an increased during first hours. While
intermediate monocytes increased comparing to healthy values, non-classical
monocytes were reduced. Respecting to the myeloid derived suppressor cell population

increased in polytrauma patients at 0 hours and in non-polytrauma patients after 72h.

Other populations of interest and lesser described such as the hematopoietic stem cells
and the MSCs, showed a partially increase during first hour in polytrauma patients.

Whereas, in non-polytrauma patients this augment is showed after 72 hours.

The analysis of the expression of certain markers indicates that during SIRS most
leukocytes increase in CD62L (cell mobilization) protein levels. Furthermore, antigen
presenting cells such as monocytes and dendritic cells decreased in the expression of
HLA-DR. This protein is crucial for the presentation of antigens and the activation of
adaptative immune cells. All these results suggest that the SIRS is characterized by a
rapid mobilization of neutrophils and other cells from the bone marrow, followed by an
uncontrolled migration to different tissues. Furthermore, specific alterations in the
hematopoietic niche can explain the lack of replacement in leukocytes populations such

as T or NK cells.

This cell mobilization is related with the acute increase of cytokines, chemokines and
growth factors. The peak of the SIRS reaction is achieved during the first 24 hours. After
72 hours most of the cytokine levels were similar to those from healthy plasmas.
Interestingly, both pro- and anti-inflammatory signals coexisted. This result indicates
that SIRS response is mediated by an altered and systemic signalization. In general
terms, non-polytrauma groups presented higher concentrations of these molecules.
Interestingly, G-CSF and VEGF increased after the SIRS onset, while FasL (involved in
apoptosis) decreased in both groups. Apparently, the SIRS response is characterized by

an acute and not controlled release of cytokines, process known as hypercytokinemia.

Following this pattern of inflammation, the concentration of VEs increased dramatically
during SIRS. The isolated particles presented a size of 180 nm and spherical shape and
expressed the classical CD63 marker for EVs. These vesicles as carriers of cell molecules,
showed a conservative microRNA profile among the groups, especially in polytrauma

and healthy groups. Non-polytrauma patients presented a huge heterogeneity in



microRNA content. These results indicate that EVs concentration increase during SIRS

and the microRNA profile is related to the clinical condition of the patient.

After characterizing the SIRS reaction, we tried to reproduce the SIRS conditions in vitro.
Plasma from SIRS patients, specially from non-polytrauma patients induced the
maturation and differentiation of healthy monocytes to M2-type (anti-inflammatory)
macrophages. Under these conditions macrophages showed an increase in CD163 and
a decrease of CD64 proteins in the membrane. Only with non-polytrauma plasma
macrophages secreted high values of IL-6 and showed less phagocytic activity. This
macrophage phenotype presents an important immunomodulatory potential and can
be involved in the inflammation resolution. So, under these critical conditions,

macrophages will try to compensate the inflammatory state.

Following this idea, our next aim was to know if healthy MSCs could promote the
M2-type differentiation in SIRS conditions. After coculture both types of cells in SIRS
conditions MSCs promoted the M2 phenotype. Interestingly, MSCs showed an
immunomodulatory profile in SIRS conditions just only when macrophages were in the
culture. These results indicate that MSCs therapy might favour the regulation of the
inflammatory conditions through the synergistic interaction with the macrophage

population

Conclusions:

1. The SIRS reaction is characterized by an acute inflammatory response. However, the
type of the insult determines the severity being the SIRS response higher in those

patients with infection.

2. Under SIRS conditions there is a massive mobilization of neutrophils, and a continued
decrease in dendritic and lymphoid populations. Interestingly, in polytrauma patients

there is an increase in monocytes, MDSCs and MSCs during the first hours.

3. SIRS reaction in characterized by a huge hypercytokinemia with an increase not only
on pro- and anti-inflammatory cytokines, but also by the release of potent cell

chemoattractants and growth factors during the first 24 hours after the SIRS onset.
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4. Cytokines such as IL-6, IL-8 and MIF, and the numbers of monocytes and MDSCs are

useful for determining the prognosis of SIRS patients.

5. During SIRS there is an increase of plasma extracellular vesicles (EVs) concentration,

and the microRNA-EVs pattern is directly determined by the SIRS origin.

6. MSCs exhibited a promising synergic activity with the macrophage population

promoting the immunoregulatory and anti-inflammatory phenotypes during SIRS.









3. RESUMEN






Analisis Dinamico del Perfil Inflamatorio e Inmune de Pacientes con Sindrome de

Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)
Introduccidn:

El Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) consiste en una reaccidn
exacerbada e incontrolada del sistema inmunolégico ante un evento critico, como el
politraumatismo o un proceso infeccioso (sepsis). Los pacientes que desarrollan este
sindrome tienen una alta probabilidad de entrar en shock y experimentar una falla
multiorgdnica, comprometiendo gravemente la vida del paciente. Debido a la
complejidad, heterogeneidad y agudeza de la respuesta inflamatoria, existe una gran
falta de conocimiento sobre la fisiopatologia y los principales factores reguladores de
esta respuesta. Se necesitan estudios adicionales centrados en su fisiopatologia. Una
comprensidon mejorada de los factores reguladores y su importancia en la fisiopatologia
del SIRS facilitard el descubrimiento de nuevos marcadores prondsticos y la

identificacidon de objetivos terapéuticos prometedores.

A pesar de los avances notables en el soporte y tratamiento de pacientes en la UCI,
todavia existe una necesidad médica no satisfecha en la gestidén efectiva de individuos
con SIRS. Las células madre mesenquimales (MSC) estan emergiendo como una terapia
potencial para pacientes graves en la UClI debido a sus potentes propiedades
inmunomoduladoras, antinflamatorias, regenerativas y de regulacién de la homeostasis
sistémica. Las MSC han demostrado beneficios clinicos en varias enfermedades basadas

en la inflamacién, pero su papel en el SIRS necesita ser explorado mas a fondo.

Objetivos:

El objetivo de este proyecto es caracterizar y comparar multiparamétricamente la
respuesta del SIRS derivada de traumas multiples y no traumaticos (infecciones) con el

fin de identificar nuevos biomarcadores y evaluar un enfoque terapéutico potencial.

Los objetivos especificos propuestos son: 1) analizar la distribucién de mas de 20
subpoblaciones inmunitarias circulantes. 2) Estudiar la concentracién de citocinas

inflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento en diferentes momentos desde el
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inicio del SIRS. 3) Relacionar los datos clinicos y la evolucion del paciente con los
resultados del andlisis multiparamétrico para identificar posibles biomarcadores. 4)
Contar y caracterizar las vesiculas extracelulares en el plasma y estudiar su contenido de
microRNAs. 5) Estudiar los efectos de las condiciones inflamatorias del SIRS en la
maduracion y diferenciacion de los macréfagos sanos, y 6) evaluar el potencial

terapéutico de las MSC en este contexto.

Muestras y Métodos:

En diferentes momentos desde el inicio del SIRS (0, 24 y 72 horas), se tomaron muestras
de sangre periférica de 25 pacientes politraumatizados (Puntuacion de Gravedad de
Lesiones > 16) y de 25 pacientes no politraumatizados (por ejemplo, infecciones).
También se estudiaron muestras de control de donantes sanos. Se registraron datos
clinicos y parametros de evoluciéon para andlisis bioestadisticos y de relacién. Se

calcularon puntuaciones para el pronéstico y dafio en érganos como APACHE Il o SOFA.

A través de pasos de centrifugacidn, se aislaron células y plasma para diferentes analisis.
La sangre (0 y 72 horas) se tratd para la lisis de eritrocitos, luego se tifieron y fijaron las
células para el andlisis de citometria de flujo. Se utilizé una combinacion de anticuerpos
conjugados diferentes para la identificacidn y cuantificacion de subconjuntos de células
mieloides y linfoides circulantes, asi como otros como células progenitoras vy

mesenquimales.

Las concentraciones plasmaticas y la cinética de multiples alarminas, tanto citocinas
proinflamatorias como antinflamatorias, quimiocinas y factores de crecimiento en 0, 24
y 72 horas se estudiaron mediante tecnologia Luminex en un panel personalizado para

esta condicion inflamatoria.

Para el aislamiento de vesiculas extracelulares (VEs), se siguid un protocolo de
ultracentrifugacion. Después de filtrar y centrifugar el plasma, se caracterizaron las VEs
precipitadas mediante microscopia electrénica de transmisién (para la determinacién
de la forma), Western Blot (expresion de la proteina CD63) y analisis de seguimiento de
nanoparticulas (para la determinacién del tamafio y la concentracion). Para el perfil de

expresion de microRNAs a partir de las VEs, se utilizd un microarray de hasta 377



secuencias. El analisis bioinformatico del contenido de microRNAs se realizé bajo el
software estadistico R y se obtuvo informacién sobre el papel regulatorio de los

microRNAs mas relevantes de bases de datos especificas.

Los monocitos de los sobrenadantes se aislaron con cuentas magnéticas anti-CD14 y
luego se cultivaron con GM-CSF y se suplementaron (50%) con plasma de 0 o 72 horas
de pacientes con SIRS o con plasma de donantes sanos. Después de 5 dias, se
fotografiaron y desprendieron para el analisis de inmunofenotipado, expresién de

ARNm, produccion de citocinas y actividad fagocitica.

Ademads, los monocitos se cultivaron en las condiciones previas y se cocultivaron durante
la noche con MSC en insertos transwell. Después de este cultivo, se analizé la morfologia
de los macrdéfagos y su inmunofenotipo. Ademas, se estudié el perfil inmunorregulador

de las MISC.

Los datos clinicos y los parametros de la UCI se relacionaron con los resultados de
laboratorio para identificar conexiones sdlidas entre variables y la evolucién del
paciente. Se realizaron andlisis estadisticos para comparaciones entre grupos mediante
la prueba de U-Mann-Whitney. Para el estudio de la cinética o cambios con el tiempo,
se realizé la prueba de Wilcoxon. Para identificar valores de corte éptimos (valores de
corte) de diferentes variables, se utilizaron curvas ROC. Se realizé una agrupacién visual
y basada en ROC para identificar patrones especificos dentro de los grupos patoldgicos.
Se utilizd la prueba de correlacién (Spearman o Pearson) para identificar relaciones
entre multiples variables. Se empled la curva de Kaplan-Meier para estimar la funcién
de supervivencia segun variables seleccionadas. Se utilizaron modelos de escalamiento
multidimensional para agrupar las muestras en funcién de un conjunto especifico de

variables (dendrograma, PCA).

Resultados:

Los pacientes con SIRS presentaron una evolucién clinica diferente segun el tipo de
insulto. Los pacientes politraumatizados mostraron una estancia mas prolongada en la
UCl y en el hospital, pero un nimero similar de fallecimientos en comparacion con el
grupo no politraumatizado. Los pacientes politraumatizados presentaron valores mas
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altos de lactato, LDH y ALT, mientras que los no politraumatizados tenian valores mas
altos de bilirrubina, creatinina y fibrindgeno después del inicio del SIRS. En cuanto a las
puntuaciones de prondstico y daifio en drganos como APACHE Il y SOFA, fueron similares
en ambos grupos estudiados. Ademas, los pacientes politraumatizados necesitaron mas
dias de estancia en la UCI y mostraron peores valores de calidad de vida después de

recibir el alta hospitalaria.

La reaccion del SIRS se caracterizd por un aumento en el recuento total de leucocitos
debido a la liberacién masiva de neutréfilos en las primeras horas del SIRS. Esto se
determind por un aumento en los subconjuntos de neutréfilos maduros e inmaduros
(expresiéon baja de CD16). Sin embargo, hubo una reduccidn en los eosindfilos y
basofilos. Los monocitos se mantuvieron estables, aunque las muestras de
politraumatizados mostraron un aumento durante las primeras horas. Mientras que los
monocitos intermedios aumentaron en comparacién con los valores saludables, los
monocitos no cldsicos se redujeron. Respecto a la poblacién de células supresoras
mieloides derivadas (MDSC), aumentaron en los pacientes politraumatizados a las 0

horas y en los pacientes no politraumatizados después de 72 horas.

Otras poblaciones de interés y menos descritas, como las células madre
hematopoyéticas y las MSC, mostraron un aumento parcial durante la primera hora en
los pacientes politraumatizados. Mientras en los pacientes no politraumatizados, este

aumento se mostré después de 72 horas.

El andlisis de la expresidn de ciertos marcadores indica que, durante el SIRS, la mayoria
de los leucocitos aumentan los niveles de proteina CD62L (movilizacién celular).
Ademads, las células presentadoras de antigenos, como los monocitos y las células
dendriticas, disminuyeron en la expresién de HLA-DR. Esta proteina es crucial para la
presentacion de antigenos y la activacién de células inmunitarias adaptativas. Todos
estos resultados sugieren que el SIRS se caracteriza por una movilizaciéon rdpida de
neutrdfilos y otras células de la médula dsea, seguida de una migracién no controlada a
diferentes tejidos. Ademas, las alteraciones especificas en el nicho hematopoyético
pueden explicar la falta de reemplazo en poblaciones de leucocitos como las células T o

NK.



Esta movilizacién celular estd relacionada con el aumento agudo de citocinas,
guimiocinas y factores de crecimiento. El pico de la reaccidn del SIRS se alcanza durante
las primeras 24 horas. Después de 72 horas, la mayoria de los niveles de citocinas eran
similares a los de los plasmas saludables. Curiosamente, tanto las sefales
proinflamatorias como las antinflamatorias coexistieron. Este resultado indica que la
respuesta del SIRS estd mediada por una sefializacidn alterada y sistémica. En términos
generales, los grupos no politraumatizados presentaron concentraciones mas altas de
estas moléculas. Ademds, G-CSF y VEGF aumentaron después del inicio del SIRS,
mientras que FasL (involucrado en la apoptosis) disminuyd en ambos grupos.
Aparentemente, la respuesta del SIRS se caracteriza por una liberacién aguda y no

controlada de citocinas, un proceso conocido como hipercitocinemia.

Siguiendo este patrén de inflamacidn, la concentracion de VEs aumenté drdsticamente
durante el SIRS. Las particulas aisladas presentaban un tamafio de 180 nm y forma
esférica y expresaban la marca CD63 clasica para VEs. Estas vesiculas, como portadoras
de moléculas celulares, mostraron un perfil de microRNA conservado entre los grupos,
especialmente en los grupos de politraumatizados y sanos. Los pacientes no
politraumatizados presentaron una gran heterogeneidad en el contenido de microRNAs.
Estos resultados indican que la concentracién de VEs aumenta durante el SIRS y que el

perfil de microRNAs esta relacionado con la condicidn clinica del paciente.

Después de caracterizar la reaccién del SIRS, intentamos reproducir las condiciones del
SIRS in vitro. El plasma de pacientes con SIRS, especialmente de pacientes no
politraumatizados, indujo la maduracion y diferenciacion de monocitos sanos en
macréfagos de tipo M2 (antinflamatorios). Bajo estas condiciones, los macréfagos
mostraron un aumento en las proteinas CD163 y una disminucion de CD64 en la
membrana. Solo con el plasma de pacientes no politraumatizados, los macréfagos
secretaron valores elevados de IL-6 y mostraron menos actividad fagocitica. Este
fenotipo de macréfagos presenta un importante potencial inmunomodulador y puede
estar involucrado en la resolucién de la inflamacidn. Por lo tanto, en estas condiciones

criticas, los macréfagos intentardn compensar el estado inflamatorio.

Siguiendo esta idea, nuestro siguiente objetivo fue saber si las MSC sanas podrian

promover la diferenciacion de tipo M2 en condiciones de SIRS. Después del cocultivo de
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ambos tipos de células en condiciones de SIRS, las MSC promovieron el fenotipo M2.
Curiosamente, las MSC mostraron un perfil inmunomodulador en condiciones de SIRS
solo cuando los macréfagos estaban en el cultivo. Estos resultados indican que la terapia
con MSC podria favorecer la regulacion de las condiciones inflamatorias a través de la

interaccion sinérgica con la poblacién de macréfagos.

Conclusiones:

1. Lareaccién del SIRS se caracteriza por una respuesta inflamatoria aguda. Sin embargo,
el tipo de insulto determina la gravedad, siendo la respuesta del SIRS mds intensa en

aquellos pacientes con infeccién.

2. En condiciones de SIRS, hay una movilizacién masiva de neutréfilos y una disminucién
continua en las poblaciones dendriticas y linfoides. Curiosamente, en los pacientes
politraumatizados hay un aumento en los monocitos, MDSC y MSC durante las primeras

horas.

3. La reaccidn del SIRS se caracteriza por una hipercitocinemia masiva con un aumento
no solo de citocinas proinflamatorias sino también por la liberacién de potentes
guimiotacticos celulares y factores de crecimiento durante las primeras 24 horas

después del inicio del SIRS.

4. Citocinas como IL-6, IL-8 y MIF, y el nUmero de monocitos y MDSC son utiles para

determinar el prondstico de los pacientes con SIRS.

5. Durante el SIRS, hay un aumento en la concentracion de vesiculas extracelulares
plasmaticas (VEs), y el patron de microRNA-VEs se determina directamente por el origen

del SIRS.

6. Las MSC mostraron una actividad sinérgica prometedora con la poblacidon de
macrofagos al promover los fenotipos inmunorreguladores y antinflamatorios durante

el SIRS.
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10. ANEXOS






Figuras Suplementarias

Figura Suplementaria 1. Modelo de la hoja de informacién al paciente y del consentimiento informado

empleado para la obtencion de muestras.
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Figura Suplementaria 2. Esquema representativo del protocolo seguido para la cuantificacion de
citocinas plasmdticas mediante la tecnologia de Luminex.

Origenes del SIRS grupo No
Politraumatizados

Postquirirgicd

Figura Suplementaria 3. Diagrama de sectores sobre la patologia origen del SIRS en los pacientes no
politrauma. El porcentaje de pacientes incluidos en “Otros” origenes del grupo de SIRS no
politraumatizados corresponden a pacientes con SIRS de etiologia variada como ictus o pancreatitis.
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Figura Suplementaria 4. Expresion (MFI) del marcador CD62L en poblaciones leucocitarias de interés.
p-valor: “*’ <0,05; “** <0,01; “***’ <0,001.
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Figura Suplementaria 5. Evolucion de la concentracion en plasma de proteinas de fase aguda e

inflamatorias desde el inicio del SIRS. p-valor: “*’ <0,05; “**’ <0,01; “***'<0,001.
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Figura Suplementaria 6. Evolucion de la concentracién en plasma de proteinas involucradas en el control
de la inflamacién desde el inicio del SIRS. p-valor: “*’ <0,05; “**’ <0,01; “***'<0,001.
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Figura Suplementaria 7.Evolucion de la concentracion en plasma de quimiocinas desde el inicio del SIRS.

p-valor: “* <0,05; “**’ <0,01; “***'<0,001.
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Figura Suplementaria 8. Evolucién de la concentracion en plasma de factores de crecimiento y de
regulacién de la actividad celular desde el inicio del SIRS. p-valor: “*’ <0,05; **’ <0,01; “***'<0,001.
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Figura Suplementaria 9. Mapas de calor del andlisis de correlacion de las variables de estudio a las 0
horas de los pacientes SIRS de a) politrauma y b) no politrauma. Los grdficos de la izquierda representan
el grado de significacion de la correlacion, indicdndose en verde mds oscuro aquellas correlaciones que
son significativas (p-valor < 0,05). Los grdficos de la derecha representan la relacion que existe entre dos
variables, cuanto mds cercano a 1 mayor es la relacion positiva (verde), y cuanto mds préximo a -1 mayor
es la relacién negativa (rojo). Las variables se agrupan siendo: i) Escalas de riesgo y dias de hospitalizacion,
i) recuento de poblaciones linfocitarias, iii) eosindfilos, neutrdfilos y basdfilos, iv) poblaciones monociticas,
v) poblaciones de células dendriticas, vi) MDSCs y células progenitoras hematopoyéticas, vii) citocinas y
viii) marcadores clinicos (lactato, creatinina, glucosa, etc.).
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Figura Suplementaria 10. Listado de microRNAs sobreexpresados en el grupo politrauma con respecto
al grupo control. El listado de miRNAs mostrados fueron los que se presentaron significativamente
diferentes (p-valor < 0,05) con un ajuste del andlisis del FC de [< 0,01 y > 10].
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Figura Suplementaria 11. Imdgenes de la fagocitosis de particulas pHRodo por macréfagos cultivados
en condiciones SIRS.



Tablas Suplementarias

Tabla Suplementaria 1. Criterios SIRS considerados para la inclusién de pacientes en el estudio. Los
pacientes deben presentar al menos dos de los siguientes criterios tras un politraumatismo o infeccion

para ser considerados como SIRS.

Temperatura corporal

>38°C (hipertermia) o <36°C (hipotermia)

Frecuencia cardiaca

>90 latidos por minuto (taquicardia)

Frecuencia respiratoria

>20 respiraciones por minuto (taquipnea) o PaCO2 <32 mmHg

Recuento de leucocitos

>12000 cél/ul (leucocitosis), <4000 cél/ul (leucopenia), o >10%

de formas inmaduras (neutréfilos inmaduros)

Tabla Suplementaria 2. Regiones corporales y sistema de puntuacion seguido para el cdlculo del Injury

Severity Score.
Zonas afectadas Valor Valor? Severidad y puntuacion
Cabeza y cuello Ninguna (0)
Facial Leve (1)
Toracica Moderada (2)
Abdomen/pelvis Severa/Grave no vital (3)

Extremidades

Severa vital (4)

Externas, Critica (5)
quemaduras
Total Insuperable/Méxima (6)

El Injury Severity Score (ISS) es un sistema de puntuacion con valor prondstico que en funcién de
los tejidos afectados y la severidad del dafio indica la gravedad de un traumatismo o agresién.
Se calcula a partir del cuadrado del valor asignado a las tres zonas corporales mds afectadas (con
mayor puntuacion). Se considera politraumatismo cuando el valor de ISS es >16 y tiene
afectacidon de dos o mds zonas. Si alguna de las zonas afectadas tiene una puntuacién de 6, se

considera la maxima posible (75).
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Tabla Suplementaria 3. Variables y sistema de puntuacion considerados para el cdlculo de APACHE II.

Variables Puntuacién

+4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4

Temperatura (°C) | 241 39- - 38,5- 36- 34- 32- 30- <299
40,9 38,9 38,4 35,9 33,9 31,9

Presion  Arterial | 2160 | 130- 110- - 70- - 50-69 - <49
Media (mmHg) 159 129 119
Frecuencia >180 | 140- 110- - 70- - 55-69 | 40-54 | <39
cardiaca 179 139 109
Frec. respiratoria | 250 35-49 - 25-34 | 12-24 | 10-11 | 6-9 - <5

Oxigenacion

a) Fi0,>0,5 > 500 350- 200- - <200 - - - -
499 349
b) Fi0.< 0,5 - - - - >70 61-70 - 55-60 <55
pH arterial 27,7 7,6- - 7,5- 7,33- - 7,25- 7,15- <7,15
7,69 7,59 7,49 7,32 7,24
Sodio (mmol/L) >180 160- 155- 150- 130- - 120- 111- <110
179 159 154 149 129 119
Potasio (mmol/L) >7 6-6,9 - 5,5- 3,5- 3-3,4 2,5- - <25
59 54 2,9
Creatinina >3,5 2-3,4 1,5- - 0,6- - <0,6 - -
(mg/dL) 1,9 1,4
Hematocrito (%) > 60 - 50- 46- 30- - 20- - <20
59,9 49,9 45,9 29,9
Leucocitos 240 - 20- 15- 3-14,9 - 1-2,9 - <1
(x1000)/mL 39,9 19,9

Escala de Coma de
Glasgow (GCS)

Tabla adaptada de *1. El APACHE Il (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation Il) es un
sistema de puntuacién con funcidn prondstica que se calcula tras la lesidn o agresién, y que se
calcula sumando el valor de todas las variables. Un aumento de puntuacién se relaciona con un
mayor riesgo de mortalidad hospitalaria. Se afiade al cdlculo 6 puntos si el paciente tiene > 75
afos, 5 puntos si tiene 65-74 afios, 3 puntos al rango 55-64 afios, 2 puntos si tiene entre 45-54
afios, y 0 puntos si tiene <44 afios. También se considera si el paciente sufre alguna enfermedad
cronica (insuficiencia orgdnica), viene de una cirugia previa o requiere de una operacion de
urgencia. En el caso de sufrir fallo renal se multiplica por dos el valor de asociado a la variable
creatinina. La puntuacion referente al daino cerebral se calcula restando a 15 el valor del GCS del
paciente en el ingreso. Abreviaturas: FiO,, fraccion inspirada de oxigeno.




Tabla Suplementaria 4. Criterios considerados para el cdlculo del score SOFA.

Aparato Sistema Sistema Cardiovascular

Respiratorio Nervioso

PaO,/Fi0, vy | Valor | Glasgow Valor | Presion arterial media y uso | Valor
soporte respir. Coma Score vasopresores

> 400 0 15 0 PAM > 70 mmHg 0
<400 1 13-14 1 PAM < 70 mmHg 1
<300 2 10-12 2 Dosis dobutamina, o 2

< 200 + soporte 3 6-9 3 Noradrenalina <0,1pg/kg/min 3

< 100 + soporte 4 <6 4 Noradrenalina = 0,1pg/kg/min 4
Hepatico Coagulacion Renal

Bilirrubina Valor | Plaquetas Valor | Creatinina mg/dl y orina (ml) Valor
(mg/dl) (x1000) /ml

<12 0 > 150 0 <12 0
1,2-1,9 1 <150 1 1,2-19 1
2-5,9 2 <100 2 2-3,4 2
6-11,9 3 <50 3 3,5-4,9 0 < 500 ml de orina/dia 3
>12 4 <20 4 > 5 0< 200 ml de orina/dia 4

4

Tabla modificada de *2. El SOFA (Sequential Organ Failure Assessment) es un sistema de
puntuacién de prondstico para la evaluacién de fallo multiorganico tras un episodio patolégico.
El SOFA se calcula sumando el valor de cada una de las 6 variables analizadas, y se considera
fallo multiorganico cuando el valor es > 2. Abreviaturas: PaO,, presién parcial de oxigeno; FiO,,

fraccion inspirada de oxigeno.
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Tabla Suplementaria 5. indice de Katz para la medicién del grado de independencia en actividades

cotidianas.
Katz Index of Independence in Activities of Daily Living
Activities Independence Dependence
Points {1 or ) {1 Point) (0 Points)
MO supervision, direction or personal WITH supervision, direction,
assistance. personal assistance or total cane.
BATHING (1 POINT) Bathes self completely or (0 POINTS) Need help with
needs help in bathing only a single part | bathing more than one part of the
Points: of the body such as the back. genital body, getting in or out of the tub or
arca or disabled extremity. shower. Requires total bathing
DRESSING {1 POINT) Get clothes from closets (0 POINTS) Meeds help with
and drawers and puts on clothes and dressing self or needs to be
Points: outer garments complete with fasteners. | completely dressed.
May have help tying shoes.
TOILETING (1 POINT) Goes to wilet, gets on and | (0 POINTS) Needs help
off, arranges clothes, cleans genital area | transferring to the toilet, cleaning
Points: without help. self or uses bedpan or commode.
TRANSFERRING (1 POINT) Moves in and out of bed or | (0 POINTS) Needs help in moving
chair unassisted. Mechanical transfer from bed to chair or requires a
Points: aids are acceptable complete transfer.
CONTINENCE {1 POINT) Exercises complete self (0 POINTS) Is partially or totally
control over urination and defecation. imcontinent of bowel or bladder
Points:
FEEDING (1 POINT) Gets food from plate into (0 POINTS) Meeds partial or total
mouth without help. Preparation of food | help with feeding or requires
Points: may be done by another person. parenteral feeding.

SCORING: 6= High (patient independenry 0 = Low (parienr very dependent

TOTAL POINTS: __

Nota: El indice de Katz mide la independencia funcional en actividades diarias como es: el lavado
personal, vestirse, alimentarse, ir al bafio, movilidad y continencia. Consiste en un sistema de
puntuacién donde se asigna 1 punto si es independiente o 0 puntos si es dependiente en cada
una de las activades del cuestionario. Un valor normal de independencia total refiere a la
puntuacion de 6. Tabla obtenida de la referencia 2%°.



Tabla Suplementaria 6. Cuestionario de salud EUROQOL-5D seguido para medir la calidad de vida de los
pacientes tras el alta hospitalaria.

CUESTIONARIO DE SALUD EUROQOL-50

Marque con una cruz la respuesta de cada apartado que mejor describa
su estado de safud en el dia de HOY.
Movilidad

+ No tengo problemas para caminar

» Tengo algunos problemas para caminar
« Tengo que estar en la cama

Cuidado personal

* No tengo problemas con el cuidado personal

+ Tengo algunos problemas para lavarme o vestirme
« Soy incapaz de lavarme o vestrme

Acﬁvldadeeeoﬁm(p e; rabajar, estudiar, hacer las tareas
domésticas, achvidades familares ¢ actividades durante el tiempo fbre)

* No tengo problemas para realizas mis actividades cotickanas E_1
« Tengo algunos problemas para realizar mis actividades F—]
cotidkanas

« Soy incapaz de realizar mis actividades cotidianas |

Dolor/malestar

* No tengo dolor ni maastar

» Tengo moderado dolor 0 malestar
* Tengo mucho dolor o malestar

Ansledad‘depresion

* No estoy ansioso ni deprimido

+ Estoy moderadamente ansioso o deprimido
» Estoy muy ansioso 0 deprimido

Nota: El cuestionario EUROQOL-5D (EQ-5D) es una herramienta de medicion de la calidad de
vida. Consiste en cinco dimensiones (movilidad, autocuidado, actividades habituales,
dolor/malestar, ansiedad/depresion) con tres niveles de severidad cada una. Los pacientes
seleccionan su estado de salud actual, y se traduce mediante algoritmos especificos en un indice
de indicador de calidad de vida, siendo el valor 1 una calidad normal, y un valor menor de 1 una
peor calidad. Tabla obtenida de la referencia 2.
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Tabla Suplementaria 7. Informacion detallada sobre la patologia y las complicaciones de cada uno de
los pacientes con SIRS incluidos en el estudio.

A. Politrauma (PT) SIRS
Paciente Patologia Origen Antecedentes Complicaciones
1 PT con TCE, accidente de Alcoholismo Recaida con  bacteriemia
trafico, ISS: 27, APACHE II: pasadas unas semanas. Agente
23 infeccioso: Aspergillus niger
2 PT  con perforacion Peritonitis Desarrollo distrés respiratorio,
estomacal, accidente de coagulopatia, infeccion
trafico, ISS: 22, APACHE II: posterior: Candida Glabrata
23
3 PT con TCE, precipitacién, Hipertensién, diabetes Insuficiencia renal, recaida
ISS: 45, APACHE II: 38 cuadro séptico. Agente
infeccioso: Serratia
marcescens, Candida tropicalis
y Candida albicans
4 PT, precipitacion, ISS: 27, Hipertension Coagulopatia e infeccion
APACHE II: 11 posterior. Agente infeccioso:
Staphylococcus epidermidis
5 PT, accidente trafico, ISS: Hipertension,
22, APACHE II: 13 hipercolesterolemia
6 PT, accidente, ISS: 16, Tabaquismo Shock hemorragico,
APACHE 11:18 insuficiencia respiratoria,
coagulopatia
7 PT con TCE, atropello, ISS: Shock hemorragico,
18, APACHE II: 32 coagulopatia
8 PT, precipitacion, ISS: 51, Neumotorax, shock
APACHE II: 18 hipovolémico, coagulopatia,
cirugia
9 PT, accidente de trafico, Cirugia, insuficiencia
ISS: 22, APACHE 1I: 10 respiratoria, coagulopatia.
Posteriormente infeccion:
Staphylococcus aureous
10 PT con TCE, accidente, ISS: Obesidad Deterioro respiratorio
17, APACHE II: 12
11 PT, accidente de tréfico, Cirugia, deterioro respiratorio
ISS: 22, APCHEII: 19
12 PT con TCE, accidente de Alcoholismo, Deterioro respiratorio,
trafico, 1SS: 17, APACHE tabaquismo, cirugia infeccion posterior aspirado
II: 38 aparato digestivo bronquial. Agente infeccioso:
Enterobacter clocae
13 PT con TCE, accidente de Coagulopatia
trafico, ISS: 34, APACHE
II: 26
14 PT, accidente de trafico, Hipertension Shock hemorragico,
ISS: 27, APACHE II: 11 insuficiencia respiratoria,
coagulopatia
15 PT, accidente de trafico, Cirugia,

ISS: 17, APACHE II: 23



16 PT con TCE, accidente de Apendicectomia,
trafico, ISS: 22, amigdalectomia
APACHE II: 32
17 PT con TCE, ISS: 22, Diabetes, hipertension Cirugia. Posterior infeccion:
APACHE 11: 18 Candida albicans
18 PT con TCE, ISS: 26, Tabaquismo
APACHE II: 16
19 PT con TCE, precipitado, Hipertension,
ISS: 29, APACHE II: 24 dislipemia, diabetes,
enfermedad renal
20 PT, accidente de trafico, Diabetes, intervenciéon Cirugia, coagulopatia, dafo
ISS: 32, APACHE II: 17 hombro hepatico
21 PT con TCE, accidente de Shock hemorragico
trafico, ISS: 22,
APACHE II: 16
22 PT con TCE, accidente de Hipercolesterolemia
trafico, ISS: 42,
APACHE II: 34
23 PT con TCE, precipitado, Desarrolla distrés respiratorio.
ISS: 34, APACHE II: 14 Posterior infeccién. Agente
infeccioso: Staphylococcus
aureus
24 PT sin TCE, precipitado, Posterior infeccion:
ISS: 27, APACHE II: 14 Pseudomona auroginosa y
staphyloccocus aureus
25 PT sin TCE, accidente de Shock hemorragico,
trafico, ISS: 27, APACHE II: coagulopatia
23
B No Politrauma SIRS
Paciente Patologia Origen Antecedentes Complicaciones
26 Shock séptico Glaucoma, dislipemia, Infeccion abdominal. Agente
postquirdrgico, APACHE Il:  hipertension, cirugia infeccioso: Escherichia coli y
18 prostata Klebsiella pneumoniae
27 Shock séptico Obesidad, dislipemia,
postquirdargico, APACHE Il:  hipertensién, fractura
12 pie, sigmoidectomia
laparoscdpica
28 Shock séptico de origen Apendicectomia,
urinario, APACHE Il: 19 tabaquismo, migranas,
ictus
29 Shock séptico Obesidad, EPOC, Coagulopatia, insuficiencia
postquirdrgico, hipertension, dislipemia, respiratoria y renal, dafio
APACHE II: 21 diabetes hepatico
30 Ictus y shock séptico, Coagulopatia, insuficiencia
APACHE II: 29 respiratoria y renal, dafio
hepatico. Agente infeccioso:
Staphylococcus  aureus vy
Klebsiella aerogenes
31 Shock séptico de origen Dislipemia, obesidad Agente infeccioso:
urinario, APACHE II: 13 Enterobacter cloacae
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32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

Sepsis postquirdrgica,
APACHE II: 13

Shock séptico de origen
biliar, APACHE II: 39

Shock séptico de origen
respiratorio (neumonia),
APACHE II: 16

Pancreatitis
APACHE II: 22

aguda,

Shock séptico de origen
respiratorio, APACHE Il:
18

Ictus, APACHE II: 36

Shock séptico de origen
urinario, APACHE IlI: 24

Shock séptico de origen
urinario, APACHE Il: 25

Shock séptico de origen
abdominal, APACHE II: 23

Shock séptico de origen
cardiaco, APACHE Il: 26

Shock séptico de origen
urinario, APACHE II: 20
Shock séptico origen
urinario, APACHE II: 26

Shock séptico de origen
urinario, APACHE Il: 24

Shock séptico de origen
urinario, APACHE Il: 17

Shock séptico de origen
desconocido, APACHE II: 7

Nefrectomia radical

Cardiopatia isquémica,
alcoholismo, diabetes

Hipertension,
adenocarcinoma
tratado, ingreso en UCI 5
afos atras por sepsis
Dislipemia

Tabaquismo,
alcoholismo,

hipertension, asma,
fractura pie
Dislipemia, EPOC,

Hiperuricemia

Diabetes, hipertension,
dislipemia, asma
adenocarcinoma
endometrio,
colecistectomia
Hipertension, dislipemia

Enfermedad
hipertension,
hipotiroidismo
Hipertension, diabetes,
cardiopatia isquémica,
enfermedad renal
Dislipemia, hipertensién

renal,

Hipertension, adenoma
paratiroideo,
enfermedad renal,
ingreso anterior UCI por
COVID-19

Insuficiencia renal

Coagulopatia, deterioro renal,
hemorragia. Agente infeccioso:
Clostridium difficile

Insuficiencia renal,
coagulopatia, infarto cerebral,
empeoramiento respiratorio.
Agente infeccioso: Clostridium

difficile
Bacteriemia, insuficiencia
renal, coagulopatia. Agente

infeccioso: E. coli

Fracaso renal, dafo hepatico.
Agente infeccioso: Escherichia
coli

Coagulopatia

Insuficiencia renal

Bacteriemia, insuficiencia
renal. Agente infeccioso:
Escherichia coli

Insuficiencia renal,
coagulopatia. Agente

infeccioso: Enterobacter coclae
Nefrostomia, insuficiencia
renal

Cirugia, insuficiencia renal,

Nefrostomia, coagulopatia

Coagulopatia, insuficiencia
renal
Nefrostomia, coagulopatia.

Agente infeccioso: Klebsiella
oxytoca, K. pneumoniae y
Enterococcus faecalis

Agente infeccioso: Escherichia
coli

Coagulopatia



47 Shock séptico de origen
respiratorio (neumonia),
APACHE II: 32

48 Shock séptico de origen

urinario, APACHE Il: 26

49 Shock séptico de origen
urinario, APACHE IlI: 29

50 Shock séptico de origen
urinario (pielonefritis
aguda), APACHE II: 16

Hipotiroidismo, operado
de adenocarcinoma de
colon

EPOC leve, fibrilacion
auricular,
cistoprostectomia

Insuficiencia renal,
coagulopatia, empiema
pleural, dafio hepatico. Agente
infecioso: Rhizopus sp y
Fusobacterium necrophorum
Agente infeccioso:
Enterococcus avium

Insuficiencia renal, Agente
infeccioso: Providencia
rettgeri, alcaligenes, candida
parapsilosis, eikinella
corrodens

Nota: APACHE IlI: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation score Il, ISS: Injury Severity
Score, EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica, UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.
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Tabla Suplementaria 8. Perfil inmunofenotipico seguido para la identificacion de las poblaciones
leucocitarias circulantes.

Poblaciones Marcadores de membrana
Cal. T SSCA low FSCA low CDA45+ CD3+
CD4 CD4+ CD8- TCRy&-
cDg CD4- CD&+ TCRy&-
TCRyS+ cD4- CDS8- TCRy&+
TCRyS- CcD4- CDg- TCRy&-
Cél. B SSCA low FSCA low CDa5+ CD3- CD19+ HLA-DR+
Lambda Igh+
Kappa lgk+
Cél. Plasmatica CD38+ CD20-
Cél. NK SSCA low FSCA low CDa5+ CD3- CD19- CD16+
CDS6high |  CDS6high
CD56dim CD5edim
CD56low CD56low
Eosinofilos | SSCA high FSCA high CDA5+ CD16-
Basofilos | SSCA low FSCA low CDA45 dim FcERI high CD62L high
Neutrofilos | SSCA high FSCA high CD4A5+ HLADR- CD14-
Maduros | CD16 high
Inmaduros CD16-/CD621+ CD16- CDe2L+ CD33+
Inmaduros CD16-/C0O62L- CD1e- CDe2L- CD33+
Monocitos | 5SCA dim FSCA dim CDA5+ HLADR+ CD33+
Clasicas (cMa) CD14+ CD16- CD192+
cMo FceRI+/CDB2L- FceRI+ CD62L-
cMo FceRI +/CDB2L+ FceRI+ CD62L+
cMao FceRI -/CD62L- FceRI- CDe2L-
cMo FceRI -/CDB2L+ FceRI- CDe2L+
Intermedios (iMo) CD14+ CDle+
No Clasicos {ncMo) CD14- CDle+
ncMo Slan+/CD36- SLAN+ CDh36-
ncMo Slan+/CD36+ SLAN+ CD36+
ncho Slan-/CD36- SLAN- CD36-
nchMo Slan-/CD36+ SLAN- CD36+
MDSCs SSCA dim FSCA dim CDA45+ CD192-
Células dendriticas (DCs) | SSCA dim FSCA dim CDA5+ HLADR high CD16- CD14-/dim
DCs mieloides (mDCs) | CD1cdim/+  CD33 high CD141+
mDCs CD14dim | CD14dim CD5-
mDCs CD5-/CD14- CD14- CD5-
mDCs CD5+ CD14- CD5+
mDCs CD141+ | CD141 high
Plasmocitoides DCs (pDCs) CD303+ CD33- CD141-
DCs Axl+ CD303+ CD33+ CD141+
Progenitores | SSCA low FSCAlow  CD45 dim HLADR+ CD34+
Hematopoyéticos

Para los registros de tamafno y morfologia SSCA y FSCA la clasificacién es en orden ascendente:
“low”, “dim” y “high”. La expresién de los marcadores se indica siguiendo el patrén en orden
ascendente: (expresién nula) “-”, (intermedia) “dim”, (positiva) “+” y “high” (alta expresion).
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