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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Estado actual del problema.

La cirugia cardiaca, con o sin circulacién extracorporea (CEC), provoca una
respuesta inflamatoria vigorosa en todos los pacientes.' ™ Esta respuesta inflamatoria es
bien tolerada por la mayor parte de ellos pero puede resultar en consecuencias
deletéreas en algunos individuos, con consecuencias clinicas serias en una minoria, a
pesar de los avances en farmacologia, técnicas de perfusion, monitorizacion
cardiovascular y técnica anestésica y quirdrgica. La sepsis y fallo multiorganico son las
principales causas de morbilidad y mortalidad en los pacientes criticos. Alteraciones en
el sistema inmunitario del paciente, con una respuesta inflamatoria sistémica excesiva
por un lado y la paralisis de la inmunidad mediada por células en el otro, parecen ser los
elementos clave en la patogénesis de la insuficiencia orgdnica multiple y la
susceptibilidad a la infeccién.'* > Esto es claramente mas evidente con respecto a la
disfuncion pulmonar y cardiovascular postoperatoria. La etiologia de esos sucesos es
probablemente una composicion de inestabilidad hemodinamica peribypass, isquemia
miocardica global, perfusion organica subdptima durante el bypass, y sucesos inmunes
por la exposicién a la circulacion extracorpérea per se. Los siguientes elementos de la
cirugia cardiaca y bypass cardiopulmonar (CPB) predisponen a los pacientes a una
respuesta inflamatoria indeseable, por lo que conviene recordar: traumatismo
quirurgico, fluctuaciones de la temperatura corporal, lesiones por isquemia/reperfusién
(I/R), transfusiones de productos sanguineos, hemodilucién y exposicién de la sangre a
superficies no endoteliales.?

El papel de L - Arginina (L - Arg) en el sistema inmune ha sido sugerido por la
disminucion marcada de las respuestas de las células T encontradas en pacientes
operados de cirugia cardiaca, trasplante hepatico, sepsis y algunos tumores, donde el
contenido de L - Arg esta disminuido por los altos niveles de Arginasa 1 (ARG 1). * &
2% Las condiciones inflamatorias resultan en una disminucién significativa de las
concentraciones de L - Arg para NOS3 (eNOS; NOS endotelial), debido a un aumento
inducido por los patdégenos de la ARG 1 y NOS2 (iNOS; NOS inducible) en

macréfagos. 22

La disminucion de L - Arg mediada por ARG 1 y la disminucion de
NOS3 inducida por endotoxinas afecta a la biodisponibilidad de NO en la

microvasculatura, ** 2* % lo que resulta en disfuncion endotelial.*® ** 32 La disminucion
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o0 supresion de la actividad ARG 1 intensifica la produccion de NO. Por consiguiente la
modulacion de la actividad ARG 1 puede ser una opcion terapéutica interesante para
tratar condiciones inflamatorias como la sepsis, la cual se caracteriza por un aumento de
actividad ARG 1, aumento de iNOS, (aumenta el NO; Oxido Nitrico) y una afectacién
de la NOS3 (eNOS) con disminucion de la biodisponibilidad de NO derivado de ella (en
condiciones normales la L - Arg de las células endoteliales es convertida por la e NOS
(NOS 3)aNOy L - citrulina.*®

1.2.Respuesta inflamatoria sistémica (SIRS).

La inflamacion es la respuesta del organismo a la lesion tisular y es una respuesta
celular y humoral altamente amplificada.’ El término de “SIRS” es un proceso

inflamatorio generalizado no especifico, sin una fuente de infeccién demostrada.’

La clasificacion de la severidad del SIRS, en SIRS no complicado, sepsis, sepsis
severa, y shok séptico basado en la existencia de infeccion documentada o hipotension
tiene significado pronostico. Una complicacion frecuente del SIRS es el desarrollo de
disfuncion organica, incluyendo lesion pulmonar aguda, shock, fallo renal y sindrome
de disfuncién orgéanica maultiple (MODS). La supervivencia a largo plazo de los
pacientes que desarrollan SIRS también puede estar afectada. Esto estd bien
documentado en el contexto de la sepsis con el riesgo de muerte aumentado 5 afios

después del episodio séptico.
Criterios para el diagnostico de SIRS, Sepsis, and MODS:

-SIRS: Es un proceso inflamatorio generalizado, no especifico, independiente del factor

causal; para su diagndstico se requiere la presencia de 2 6 mas de los siguientes:
Temperatura >38° 0 < 36°C.

Frecuencia cardiaca >90latidos /minuto.

Frecuencia respiratoria > 20 respiraciones /minuto o PaCO; < 32 mmHog.
Leucocitos > 12.000, < 4.000/mm3 0 > 10% de formas inmaduras.

-SEPSIS: SIRS con infeccién documentada.

18
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-SEPSIS SEVERA: Sepsis asociada con disfuncion organica, hipoperfusion o

hipotension.

-SHOCK SEPTICO: Sepsis con hipotensién a pesar de las adecuadas medidas de

resucitacion con la presencia de anormalidades de la perfusion.

-MODS: (Sindrome de disfuncion organica mdaltiple): Estado de funcidén organica
alterada en un paciente enfermo agudo, tal que la homeostasis no puede ser mantenida

sin intervencion.

Segun Laffey la incidencia de MODS después de CEC, en su estudio, fue del 11%, con
una mortalidad del 41%. ? El fallo multiorganico es el principal predictor de mortalidad
en los pacientes cardiacos criticos que requieren ventilacion mecénica postoperatoria
prolongada. * Una respuesta inflamatoria excesiva seguida por una disminucion
dramatica de la inmunidad célular después de la cirugia parece ser responsable de la

mayor susceptibilidad a la infeccion de la herida y posterior sepsis.®*

Durante la reaccion inflamatoria los macrofagos usan L - Arg para producir NO, al
inducir la iNOS; un poco mas tarde de su activacion los macréfagos inducen la
formacion de poliaminas y ornitina a partir de L - Arg, via ARG 1; esto induce la
produccién de colageno por los fibroblastos y la cicatrizacién del tejido dafiado. Las
células tumorales (cancer de colon, linfoma, leucemia) también producen ARG; por
tanto los macréfagos tumorales activados y las células tumorales podrian regular los
niveles de L - Arg en el medio ambiente tumoral y como consecuencia alterar la
expresion de la cadena ¢ en la célula T.* Tanto in vitro como en vivo el modelo animal
ha mostrado que la pérdida de L - Arg induce una baja expresion de la cadena CD3( y
una produccién disminuida de citoquinas, como el IFN-y. * La proteina C reactiva
(PCR) es una proteina de fase aguda sintetizada en el higado y liberada en procesos
inflamatorios; los niveles elevados de PCR se asocian con un pronéstico adverso en
pacientes con enfermedad de arteria coronaria, y en estudios previos en pacientes de
cirugia cardiaca sugieren que los niveles preoperatorios elevados de PCR estan
asociados con complicaciones y una mortalidad aumentada a corto y largo plazo. Se
elaboré una extensa revision de los estudios publicados, con estrictos criterios para
incluirlos en un metaanalisis, concluyendo que las concentraciones de L — Arg
plasmatica estaban disminuidas en pacientes con sepsis en ausencia de traumatismo o

cirugia. %
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Surge entonces la hipdtesis de que la proporcion L - Arg/dimetilL - Arg, inhibidora
enddgena de L - Arg, (ratio Arg / DMA) se reduce en pacientes con sepsis grave y se
asocia con la gravedad de la enfermedad y los resultados. *'
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RESPUESTA INFLAMATORIA A LA CIRUGIA CARDIACA

2. RESPUESTA INFLAMATORIA A LA CIRUGIA CARDIACA.

La cirugia cardiaca provoca una respuesta inflamatoria vigorosa con implicaciones
clinicas importantes. Aunque a veces esta respuesta inflamatoria se resuelve
rapidamente, en las formas extremas puede desarrollarse el SIRS que a veces lleva a la

disfuncion organica mayor y a la muerte.’

Tres perspectivas pueden contribuir a la comprension de la relacién entre la

respuesta inflamatoria y las secuelas clinicas adversas: 2

1/ La compleja interaccion de las moléculas proinflamatorias y antiinflamatorias
que influyen en la presentacion y en el curso clinico del SIRS, con el equilibrio de
las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias que determinan el curso clinico

de la cirugia cardiaca.*®

2/ Después de la cirugia cardiaca se pueden desarrollar secuelas graves como

consecuencia de la infeccion o hipoperfusion de érganos.

3/ El estado proinflamatorio SIRS, puede ser s6lo un aspecto de una respuesta
multifacética. El estado contrario ha sido llamado sindrome de respuesta
antiinflamatoria compensatoria (CARS). La CEC induce una inmunosupresion
generalizada que puede jugar un papel importante en el desarrollo de
complicaciones infecciosas. *° Estas respuestas representan el intento del
organismo para restablecer la homeostasis y se pueden manifestar clinicamente
como proinflamatorio (SIRS), antiinflamatorio (Sindrome de respuesta

antiinflamatoria compensatoria) o una respuesta mixta intermedia. > “°

Los anestesidlogos estan bién posicionados para disminuir el riesgo de secuelas
adversas que resultan de la respuesta inflamatoria a la CEC reduciendo los factores de
riesgo  perioperatorios. Muchos farmacos administrados durante el periodo
perioperatorio con el propésito de anestesia y sedacién poseen importantes efectos

inmunomoduladores.?
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2.1.Fisiopatologia de la respuesta inflamatoria a la cirugia con
bypass cardiopulmonar.

2.1.1. Factores que activan la respuesta inflamatoria.

Activadores inespecificos de la respuesta inflamatoria incluyen el traumatismo
quirtrgico, la pérdida de sangre, transfusion y la hipotermia. ** La CEC puede activar
especificamente la respuesta inflamatoria a través de al menos tres mecanismos
distintos. % ? (Figura n°1) Un primer mecanismo implica “activaciéon por contacto”
directo siguiendo la exposicion de la sangre con las superficies exteriores del circuito de
CEC. Un segundo mecanismo consiste en la lesion por I/R en el cerebro, ** corazén, *
pulmones, * rifion ** e higado como resultado del pinzamiento adrtico. La restauracion
de la perfusion con la liberacion del pinzamiento adrtico esta asociada con la activacion
de los indices clave de la respuesta inflamatoria. ** * Un tercer mecanismo serfa la
endotoxemia que puede activar indirectamente la cascada inflamatoria. La
hipoperfusion esplacnica puede dafiar la barrera de la mucosa, permitiendo la
translocacion intestinal de endotoxinas; las concentraciones de endotoxinas sistémicas

se correlacionan con el grado de disfuncién cardiovascular posterior a la CEC. %%

Circulaciéon Extracorpdrea

FACTORES INICIADORES
l

*Activacion contacto.
s[squemia — reperfusion.
sEndotoxemia
1
ACTIVACION DEL SISTEMA INMUNE
Complemento, citoquinas, coagulacion
Fibrinolisis, endotelio. sistema inmune celular.
l
SIRS

Figura n°1. Secuencia de hechos por los que la CEC puede conducir a desarrollar el SIRS.

24



RESPUESTA INFLAMATORIA A LA CIRUGIA CARDIACA

2.1.2. Mecanismos implicados en la respuesta inflamatoria.

La CEC induce profundas alteraciones fisiologicas que pueden provocar una

intensa respuesta inflamatoria sistémica: > >*?

- La sangre esta en contacto directo con una gran superficie artificial del circuito de
CEC. La cirugia de revascularizacion coronaria con el corazon latiendo, sin bomba,
(OPCAB) evita la respuesta inflamatoria de la CEC y reduce el estimulo

proinflamatorio de la esternotomia.
- El flujo pulsatil es convertido a flujo laminar.

- El corazon esté expuesto a una isquemia fria global con proteccion cardiopléjica.

- Se baja la temperatura corporal en varios grados. ** % *°

Como resultado se produce el SIRS que puede lleva a veces al MODS y muerte .

2.1.3. Componentes clave de la respuesta inflamatoria.

% es la

La CEC estd asociada con una reaccion inflamatoria indeseable;
respuesta inicial, no especifica del tejido vascularizado a una variedad de lesiones y
representa el intento del cuerpo para protegerse de un agente lesivo.
Independientemente de la causa, la respuesta inflamatoria sigue patrones de activacién
similares cualitativamente, que implican ambas vias inflamatorias humorales y
celulares. La cirugia mayor y su anestesia prolongada asociados hacen que el cuerpo
sufra una respuesta inflamatoria importante. La CEC, un proceso intrinsecamente
antinatural, magnifica esta reaccion. La bomba y el oxigenador funcionan de una
manera no fisiolégica (sin ninguna respuesta de los mecanismos homeostaticos
normales); por lo tanto, las presiones intravasculares y composicion de los gases en
sangre se desvian de los rangos normales.*® Ocurre una hemodilucién significativa
causando cambios intercompartimentales con retencion significativa de liquidos,
dilucién y desnaturalizacion de proteinas plasmaticas;® la sangre se expone a superficies
no endoteliales y tensiones de cizallamiento anormales, se activan los elementos
sanguineos para producir un numero de mediadores vasoactivos, alterando la
permeabilidad de capilares, y provocando hemdlisis. El sistema de la coagulacién se
activa y se deteriora. Como resultado, se produce SIRS. La mayoria de las veces, la

disfuncion de dérganos resultante es transitoria y autolimitada porque los mecanismos
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homeostaticos son capaces de compensar. Sin embargo, en ocasiones, el paciente puede
experimentar complicaciones mayores, aumento de la estancia en UCI y la duracion de

la estancia hospitalaria.

0

-El complemento se activa durante la CEC, '® con la reperfusion de los tejidos

isquémicos y durante la neutralizacién de la heparina con protamina.*®

-Las citoquinas, que son proteinas solubles y polipéptidos que actian como mensajeros
paracrinos del sistema inmune, son producidas por una gran variedad de células como

monocitos activados, macréfagos tisulares, linfocitos y células endoteliales.?
-El Oxido Nitrico.?

-La cascada coagulacion- fibrinolisis.!

-El endotelio." 2

-La respuesta celular inmune. *°

La respuesta inflamatoria a la CEC se divide en dos fases clave: temprana y tardia.™®

e Fase temprana.

La fase temprana ocurre al iniciarse la CEC, como resultado de que la sangre se
pone en contacto con superficies no endoteliales y la fase tardia se produce por lesion

I/R y endotoxemia (figura n°2).

En circunstancias normales la sangre s6lo se pone en contacto con la célula endotelial
lisa que reviste el vaso, superficie con un importante papel en el mantenimiento del
equilibrio de la circulacion. Por la produccion balanceada de sustancias procoagulantes
y anticoagulantes, la célula endotelial asegura que la sangre se mantiene en su forma
fluida, hasta que la lesidn del vaso ocurre y se puede formar el coagulo sanguineo. Las
superficies no endoteliales de la maquina de CEC desplazan este equilibrio en la
direccion de la trombosis y para evitar esto es necesario que sean administradas las
dosis adecuadas de heparina antes de iniciar la circulacion extracorpérea. Cuando la
sangre heparinizada se pone en contacto con los tubos del circuito de CEC, las proteinas
plasméticas son adsorbidas instantaneamente formando una monocapa.”® Algunos de
esos pacientes experimentan cambios al exponer a los receptores a las células

sanguineas y a las proteinas circulantes. Esto lleva a la activacion de 5 sistemas
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proteicos del plasma (contacto, coagulacion intrinseca, coagulacion extrinseca, sistema
fibrinolitico y complemento) y 5 grupos de células (células endoteliales, linfocitos,
monocitos, neutréfilos y plaquetas); >* los papeles de esos 5 sistemas proteicos y 5
grupos celulares son complejos e interrelacionados y todavia no son entendibles
completamente, pero las substancias vasoactivas, enzimas y microémbolos producidos
por los mediadores activados inician la respuesta inflamatoria corporal total y son
responsables de la mayor parte de las complicaciones asociadas con el CPB llamadas

coagulopatia, edema tisular y disfuncién organica temporal.
COMPONENTES HUMORALES.

1) SISTEMA CONTACTO.
El sistema contacto consta de 4 proteinas plasmaticas primarias: factorXIl (factor de
Hageman), factor XI, Precalicreina, y Qinindgeno de alto peso molecular (HK). Cuando
la sangre se pone en contacto con la superficie celular no endotelial cargada
negativamente, el factor XII, en presencia de Precalicreina y HK, se autoactiva y se
parte en 2 proteasas séricas, el factor Xlla y el factor XIIf (término colectivo para llamar
a los fragmentos que quedan). EIl factor Xlla hace que el factor X1 pase a Xla, el factor

Xlla activa al Xla inciandose por consiguiente la via intrinseca de la coagulacion.

COMPONENTES DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA A LA CEC.

FASE TEMPRAMA. ACTIVACION
CONTALTO:

» Componentes celulares: cél.
Endotelial.

Meutrdfilos, monocitos, linfocitosy
plaquetas.

*Componentes humorales: Confacto,
coagulacion intrinseca, coagulacion
extrinseco, complemento y
fibrinalisis.

FASE TARDIA : LESIONI/RY
ENDOTOXEMIA:

* Leucocito dependiente:
Interaccion del

neutrdfile-cél. Endotelial.
*Leucocito independiente: Especies
reactivas de oxigeno, metabolitos
del dc. Araquidonico, liberacion de
citoquinas,

Endotoxemia: Activacidn del
complemento, liberacidn de
citoquinas, liberacion del oxido
nitricoy aumento del consumo de
axigeno.

Figura n°2. Componentes de la respuesta inflamatoria a la CEC
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El factor Xlla también activa al HK para formar bradiquinina, un potente péptido
vasoactivo que causa vasodilatacion y contraccion del muasculo liso no vascular.®
Finalmente el factor Xlla rompe la precalicreina para producir calicreina que activa
directamente los neutrdéfilos, impulsa la fibrinolisis, acelera por consiguiente la ruptura
del factor XII en un feed-back positivo y amplifica por consiguiente la respuesta

inflamatoria.>

Esté claro que durante el CPB el sistema contacto activa directamente la via intrinseca
de la coagulacién y los neutréfilos y esto parece activar indirectamente las plaquetas, el

sistema fibrinolitico, complemento y células endoteliales. “® (Figura n°3)

+Vasodilation
: r Smooth

Figura n° 3. Activacion del sistema contacto por la circulacion extracorporea.
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2) VIA INTRINSECA DE LA COAGULACION.

La activacion de la via intrinseca comienza con la activacion del sistema contacto
cuando la sangre es expuesta a una superficie artificial o al coldgeno dentro de una
pared vascular dafiada. El paso inicial lo da el factor Xlla, que en presencia de HK,
activa el factor X1 en Xla, el cual sigue a través del factor IX, que en presencia de Ca®",
fosfolipidos y factor VIII activa el factor X. El factor Xa es el punto clave en el cual la
via intrinseca y extrinseca se encuentran. El factor Xa en presencia de factor V, Ca®" y
fosfolipidos convierte la protrombina a trombina. La trombina activa a los factores V,
VIl y IX; activa el factor VII 'y estimula la constriccién del musculo liso.>*

Sin embargo la principal accion de la trombina durante el CPB es partir el fibrindgeno
(factor 1) a fibrina, activar el factor XIII para reticular fibrina, activar las plaquetas a
través de los receptores especificos de la trombina y estimular a la célula endotelial a
producir factor Von Willebrand (Factor vW), que ayuda a la agregacion de las
plaquetas. Esto crea una superficie que soporta la union de los factores de la
coagulacién y por tanto facilita la accién de la trombina. Mas alla de la coagulacion la
trombina es uno de los mediadores inflamatorios clave, estimula la produccién de
factores de crecimiento e induce la produccion de substancias vasoactivas que
promueven la adhesion de neutrofilos, atraccion de macrofagos y aumento de la

permeabilidad vascular.>

La via intrinseca de la coagulacion es la via predominante durante la circulacién

extracorporea.

3) VIA EXTRINSECA DE LA COAGULACION.
La via extrinseca se activa por un traumatismo de la pared del vaso (lesién del
endotelio) ™' 2 y por consiguiente es la principal via implicada en la hemostasia de las
heridas; aunque las dos vias se superponen la via intrinseca juega un papel menor en

esta situacion.

La lesidn vascular expone al tejido celular tisular no vascular a la sangre; el factor
tisular (FT), una glicoproteina de membrana de esas células, se une al factor VII
circulante formando el complejo TF-FVII, que en presencia de Ca?* y fosfolipidos
cataliza la conversion del factor X en su forma activa Xa. Recientes trabajos han llevado
a pensar que esa interaccion factor VIla —TF vista en condiciones fisiologicas puede no

ser cierta durante la respuesta inflamatoria sistémica de la CEC. Bajo esas condiciones
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es altamente improbable que la expresion del TF se restrinja al subendotelio. Aunque
varios grupos de investigadores han informado la presencia de TF fisiologicamente
activo en condiciones proinflamatorias incluyendo la cirugia cardiaca. > El TF
transmitido por la sangre ha sido informado estar situado en las células sanguineas,
siendo una mezcla de microparticulas procoagulantes, o siendo fragmentos de TF
procoagulante soluble.®® Las citoquinas proinflamatorias liberadas durante la CEC
pueden estimular a los neutréfilos y monocitos para producir y presentar TF en su

61, 62

superficie; el factor tisular sanguineo en combinacion con los monocitos activados

pueden activar el factor VII en pacientes de cirugia cardiaca mas que cuando se

combina con plaquetas activadas.> ®

Independiente de la fuente del TF, una vez que se genera el factor Xa se produce

trombina y las dos vias de la coagulacién siguen un curso comun.

La cirugfa usando CEC, activa ambos brazos de la cascada de la coagulacion, ® necesita
heparinizacion sistémica para prevenir la formacion de codgulos dentro del circuito de
bypass. La heparina potencia la actividad de la antitrombina I1l inhibiendo la formacion
de trombina. La heparinizacion sistémica activa las plaquetas llevando a la trombopenia
inducida por heparina y posiblemente hiperpotasemia secundaria a la inhibicion de la
aldosterona.®® ® La heparinizacion puede inhibir la formacion del coagulo pero act(ia en

el estadio final comdn de ambas vias intrinseca y extrinseca.

Hay una progresiva generacién de trombina localizada predominantemente dentro de la
herida pericardica, ¢’ que produce una coagulopatia de consumo que es responsable de
muchas de las complicaciones tromboembolicas y hemorragicas no quirdrgicas
asociadas con estas operaciones.®® Un inhibidor directo de la trombina, la bivalirudina,

puede inhibir completamente la generacion de trombina.®®

4) EL COMPLEMENTO.
El complemento es un sistema proteico activado durante la CEC. Es un sistema de

defensa del huésped, citotdxico e innato compuesto de 35 proteinas plasmaticas.

Este sistema inicia y amplifica la respuesta inflamatoria y actia como un complemento
a la inmunidad mediada por anticuerpos contra la infeccion microbiana. Contenido

dentro de este sistema hay varias proteinas reguladoras que protegen al huésped del
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71,72 El

ataque mediado por el complemento no deseado. complemento no se activa de

forma esponténea. La activacion del complemento ocurre por 3 vias (figura n°4):

-La via clasica, la cual es inmunocomplejo dependiente (anticuerpos unidos a

antigenos).

-La via alterna la cual puede ser activada solamente por la célula microbiana o por

superficies que no son del huésped.

-Y la via de la manosa unida a la lectina (MBL); esta via es activada por la lectina que

se une a residuos de manosa de los microbios.”

VIA ALTERNA
(conTncTu con supe#i’cie no del huespcd)
VIA CLASICA \ ME|

BEPENDIENTE DEL MEL PLASMATICA =
COMPLETO ANTIGENO- RESIDUOS DE MANOSA
ANTICUERPO. MICROBIANOS)

Figura n°4. Vias de activacion del complemento.

La via alterna y la via MBL son no dependientes de anticuerpos. Las 3 vias
eventualmente generan variantes de una proteasa llamada C3 convertasa, punto después
del cual el sistema del complemento sigue la misma via a pesar de los medios de
activacion (alterna, clasica o MBL). El papel de la C3 convertasa es partir y activar C3

creando C3a y C3b que causan una cascada de productos y activacion de sucesos.
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La via alterna es la principal via por la que la cascada del complemento es activada
durante la CEC.”* (Figura n°5) La activacién ocurre inmediatamente después de la
puesta en contacto de la sangre con los materiales sintéticos extrafios del circuito de

bypass y ocurre por la hidrdlisis espontanea de C3 para formar C3a y C3b.

El Complejo de ataque de membrana (MAC) esta constituido por C5b, C6, C7, C8 y C9
polimérico. EI MAC es el producto final de la cascada del complemento y es un canal

transmembrana capaz de producir la lisis osmotica de la célula y su muerte.

| W bE LA C3
3 convertasa
N\ )
C3a C3b

Proteina plasmatica ——  C3bBbC3b—

Figura n® 5. Activacion del complemento en el CPB principalmente por la via alterna.

El CPB también activa el complemento por la via clasica. Hay 3 desencadenantes para

ello:

-La formacion de los complejos heparina-protamina después de revertir la heparina con

protamina al final de la CEC.”

-La liberacion de endotoxinas por la flora intestinal durante la I/R."
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-La activacion de C1 por el factor Xlla producido por el sistema contacto.

La activacion del complemento juega un papel importante en el desarrollo de lesiones
tisulares perioperatorias. C3a, C4a y C5a son anafilotoxinas (C5a es especialmente
potente), que alteran el tono vasomotor, aumentan la permeabilidad capilar resultando
en contraccién del masculo liso de la via aérea e hipotension; ® C5a se une rapidamente
a los neutréfilos " y en combinacién con el MAC estimula su activacién y algunos
aspectos de la activacion de las plaquetas; por consiguiente el MAC causa lisis celular y
puede dafiar las plaquetas, células endoteliales y miocitos cardiacos. "® La inhibicién
del MAC previene la regulacion al alza de los receptores de los neutrofilos CD11b, la
expresion de los receptores de las plaquetas GMP-140 y la formacion de conjugados

plaguetas-neutréfilos y plaguetas-monocitos.*®

La activacion del complemento durante la CEC se asocia con la produccion de radicales
libres de oxigeno y morbilidad significativa. ** ™ La PCR activa el complemento
principalmente por la via clasica en respuesta a los complejos heparina-protamina en los

5 primeros dias siguiendo a la cirugia cardiaca.

El grado de activacion del complemento en pacientes programados para CPB tiene

significado clinico:

-El grado de shunt pulmonar postoperatorio se correlaciona con la activacién del

complemento por la via clasica, por los complejos protamina-heparina.®’

-Los niveles postoperatorios de C4b-PCR, se correlacionan con la incidencia de

arritmias postoperatorias siguiendo al CABG.2#

-Las concentraciones postoperatorias de C3a pueden predecir la probabilidad de
disfuncion cardiaca, pulmonar, renal y hemostética y la probabilidad de desarrollar
MODS en nifios.®

-Las estrategias que mejoran la biocompatibilidad del circuito de CEC reducen los
indices de activacién del complemento y pueden disminuir la morbilidad postoperatoria

particularmente en pacientes de alto riesgo.®*

-Los anticuerpos Anti-C5a, que reducen la formacién de C5b-9, reducen
significativamente la lesion miocardica, pérdida de sangre y déficit cognitivos
postoperatorios en pacientes programados para cirugia cardiaca.®
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5) LA CASCADA DE LAS CITOQUINAS.
Las citoquinas son proteinas solubles y polipéptidos que actGan como mensajeros
paracrinos del sistema inmune y son producidas por una gran variedad de células, como
monocitos activados, macrdfagos tisulares, linfocitos y células endoteliales. Las
citoginas individualmente pueden ejercer tanto efectos pro-inflamatorios como efectos
anti-inflamatorios. Son citoquinas pro-inflamatorias la IL-1p, IL-6, IL-8 y el TNF-aq,
que inician la elaboracion y liberacion de otras citoquinas y estimulan la respuesta
hepatica de fase aguda. Las citoguinas anti-inflamatorias, 1L-4, IL-10, IL-13, sirven para
inhibir la sintesis de citoquinas pro-inflamatorias. Aunque una relacion directa de causa
y efecto no ha sido demostrada, elevaciones de citoquinas proinflamatorias han sido
fuertemente asociadas con resultados adversos después de la cirugia cardiaca. Los
pacientes que desarrollan SIRS demuestran elevaciones significativas en las
concentraciones de citoquinas en comparacién con los pacientes con un curso sin
complicaciones después de la cirugia cardiaca. ®®' Las citoquinas pro-inflamatorias
juegan un papel primordial en estimular el proceso inflamatorio, asi la IL-1p y la IL6

son predictivas de salidas en pacientes criticamente enfermos.

El TNF-a y la IL-1P se elevan pronto siguiendo a la cirugia cardiaca, con un pico mas
tardio de la IL-6 y la IL-8. Dentro del subgrupo de pacientes quirargicos de cirugia
cardiaca que desarrollan SIRS, los no supervivientes tenian concentraciones mas altas

de IL-8 y IL-18 comparados con los supervivientes.®’

Normal Inflammation

Endotoxin

Endothelium
L-ARG

Vascular Smooth
Muscle Cells

r

i v v
‘ Vasodilation

v v

| Vasodilation ‘ Vasoconstriction Vasoconstriction

‘ \ A

Figura n° 6: La cascada de las citoquinas. El endotelio regula el tono vascular local y adapta el flujo

sanguineo organico a las necesidades metabdlicas, alterando el balance de 4 mediadores clave: 6xido
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nitrico (NO), prostaciclina (PGl,), tromboxano A, (TXA,) y la endotelina (ET). La endotoxina
(lipopolisacarido) se une a los macréfagos para liberar citoquinas, las cuales se unen y activan el
endotelio. Esto aumenta la produccion de agentes vasoactivos en particular el 6xido nitrico, por la
regulacion al alza de la iINOS. Esto altera el balance dindmico de esos 4 agentes vasoactivos y parece

jugar un papel central en las secuelas hemodinamicas del SIRS.

Las concentraciones en suero de IL-6 se correlacionan con mortalidad siguiendo
la cirugfa cardiaca pediatrica.®® La respuesta de las citoquinas pro-inflamatorias a la
cirugia cardiaca es equilibrada por una respuesta de las citoquinas anti-inflamatorias,
receptores solubles de citoquinas, antagonistas de los receptores de citoginas. Las
citoquinas anti-inflamatorias clave incluyen la IL-10, que limita la respuesta
inflamatoria y es un potente inhibidor de la produccién de TNF-q, IL-1p, IL-6 y IL-8;%
el antagonista del receptor de la interleuquina 1(IL-1ra) que antagoniza a la IL-1B; los
receptores solubles TNF 1y 2 (TNF sr 1y 2) que son los antagonistas especificos de la

TNF-a limitando la respuesta inflamatoria al unirse a la TNF-a circulante y TGF-p. 2

La respuesta inmuno-inflamatoria es iniciada siguiendo a la cirugia. Los PMNSs,
el endotelio, los macrofagos y los linfocitos se activan por la secrecién de varios
mediadores incluyendo las citoquinas, el 6xido nitrico, el factor activador de plaquetas,
reactivos de oxigeno, factores de crecimiento y eicosanoides (figura n°6). Varios

sucesos fisioldgicos ocurren para regular la lesion padecida.

La liberacion de adrenalina suprime la secrecién de insulina pero estimula la
secrecion de hormona del crecimiento y de renina, proteolisis y glucogendlisis

intensificando la neoglucogeénesis hepatica.

El glucagén liberado por los islotes pancreéaticos aumenta la produccion de
glucosa hepatica a partir de substratos que surgen del catabolismo tisular.

El higado sintetiza reactantes de fase aguda como la PCR, inhibidores de
proteasas, fibrindgeno y transferrina. EI complemento es también activado en fase
aguda resultando en disminucion de la hemorragia. Las citoquinas son los mediadores
Ilave mientras la union a receptores especificos de las células diana inicia la cascada de
un segundo mensajero intracelular llevando a un estado alterado en la célula diana. La
respuesta inflamatoria a la lesion implica un juego entre catecolaminas, ACTH, cortisol,
glucagon, citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18) y otros

35



JOSE LUIS IGLESIAS GONZALEZ

productos celulares. Las alteraciones que tienen lugar en la respuesta hemodinamica,

metabdlica e inmune son reguladas por mediadores endégenos como las citoquinas.

Las citoquinas se unen a receptores celulares especificos resultando en la activacion
de sefiales intracelulares, que regulan la transcripcion de genes. Por este mecanismo las
citoquinas influyen en la respuesta celular inmune, diferenciacion, proliferacion y
supervivencia. Estos mediadores regulan la produccion y actividad de otras citoquinas,
que pueden aumentar o disminuir la respuesta inflamatoria. La capacidad de las
citoquinas para activar diversos tipos celulares y de incitar diversos tipos de respuesta

apunta el pleiotropismo de esos mediadores inflamatorios.

6) OXIDO NITRICO
El NO es un mediador biolégico que actia como un regulador fisiologico y que
puede ser responsable de dafio tisular. Las funciones fisiologicas reguladas por él

incluyen:

-vasodilatacion endotelial sistémica y pulmonar. La vasodilatacion inducida por el NO

previene el acimulo de mediadores lesivos para el endotelio;
-funciones inmunomoduladoras;
-algtin papel en la nocicepcién, memoria y funcion eréctil.

-funcién protectora en la respuesta inflamatoria; el NO puede eliminar los radicales
libres y evitar la sobreregulacion de las moléculas CD11 / CD18 de neutrofilos
(moléculas de adhesion). El suplemento de la cardioplejia y liquido de perfusion con el
precursor del NO, la L - Arg, o un donante de NO (SPM-5185) tiene efectos
beneficiosos sobre el acimulo de neutrofilos tras la reperfusion, funcién endotelial y el
rendimiento del miocardio después de la isquemia miocérdica a nivel experimental, ™
posiblemente inhibiendo la adhesién y citotoxicidad de los neutréfilos. La L - Arg juega
un papel central en la funcion normal del sistema inmune, un descenso de sus niveles
induce un profundo descenso de la funcién de los linfocitos T.> La liberacion de NO
durante el CPB depende del tipo de flujo, con disminucion de su liberacion basal
durante el flujo no pulsatil, llevando al cierre funcional de los capilares por la
disminucion de la tension de cizallamiento de la pared del vaso. La liberacion de NO se
produce por la eNOS vy su liberacion es funcién de la frecuencia y amplitud del flujo

pulsatil. %
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El papel del NO en la respuesta inflamatoria es complejo; el NO tiene varias
acciones potencialmente perjudiciales. Sus propiedades proinflamatorias también
podrian potencialmente causar lesiones del tejido y contribuir a la disfuncion de las vias
respiratorias en estados de enfermedad tales como el asma y la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC). ** Los descensos, inducidos por las citoquinas, de la
funcién miocérdica parecen estar relacionados con los aumentos de la iNOS, la cual esta
regulada al alza por la CEC. La prevencion del aumento de la iNOS puede reducir la
inestabilidad hemodinamica post CEC, mientras que la inhibicion de la iNOS puede
revertir la hipotension refractaria del shock establecido. EI NO es un radical libre
altamente reactivo que se combina con una gran variedad de moléculas in vivo.
Mientras que generalmente el papel de eliminacion de radicales libres del NO es
protector, se puede combinar con el radical superéxido para formar peroxinitrato, un
radical mas perjudicial; el NO también actia como una toxina celular potente que
inactiva enzimas de la glucolisis, ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones
y reduce el ATP intracelular y las concentraciones de antioxidantes predisponiendo por
lo tanto a la muerte celular. EI NO es producido en pequefias cantidades por la eNOS,
que juega un papel importante en la regulacién fisiologica del tono vascular basal, en la
integridad del flujo sanguineo capilar y adhesividad de los leucocitos y plaquetas al
endotelio.” La actividad de la eNOS parece estar inhibida en las fases mas tempranas
de la respuesta inflamatoria, permitiendo vasoconstriccion y aumento de la adhesividad
de los leucocitos y plaguetas al endotelio. Sin embargo en 4-8 horas la INOS es
producida por una amplia variedad de tejidos como el musculo liso, hepatocitos y
celulas de Kupffer y produce NO en cantidades més altas; la IL-1p juega un papel

fundamental en el proceso de dilatacién inflamatoria inducida por el NO.

Tanto la ARG 1 como la ARG 2 regulan un alto poder de produccién de NO por
la iINOS; sin embargo la ARG 1 fue mas eficaz en la regulacion de la produccion de NO
por la eNOS.**

El NO es un vasodilatador derivado del endotelio. La CEC puede inducir de forma
transitoria disfuncion endotelial pulmonar con disminucion de la liberacion de NO, que
contribuye a la hipertensién pulmonar postoperatoria y a la lesién pulmonar.® Los
niveles de NO pueden reflejar, en parte, la produccién enddgena del endotelio vascular
pulmonar. La disminucion de los niveles de NO exhalado sugiere reduccion de la

sintesis de NO como resultado de la lesion endotelial vascular pulmonar o lesion
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epitelial del pulmon. Esto puede explicar la eficacia del NO inhalado en el tratamiento
de la hipertension pulmonar postoperatoria.”> En respuesta a la estimulacién de
citoquinas, la INOS produce grandes cantidades de NO con consecuencias potenciales
en la fisiopatologia de la arteriosclerosis. Investigaciones anteriores han demostrado la
presencia de iNOS en las lesiones arterioscleréticas humanas. * % Los cambios en la
produccion del NO podrian ser el primer paso en el desarrollo de ateroma. La
arteriosclerosis es un proceso inflamatorio crénico de la intima de las arterias, lo que
altera la regulacion del tono del endotelio vascular por el NO (que relaja el musculo liso
del endotelio); la pérdida del NO formado por la eNOS, predispone al vasoespasmo e
isquemia coronaria; la disfuncion de la via eNOS predispone a la arterioesclerosis al
perder los efectos protectores del NO contra la adhesion de los leucocitos, procesos
oxidativos, migracion y proliferacion de las células del mdsculo liso; por tanto la
disfuncion endotelial es un suceso temprano en la aterogénesis, que también puede
implicar a la microcirculacion. Por otra parte el ambiente inflamatorio en las placas
arterioesclerdticas puede resultar en la expresion de la iINOS. EI NO generado por la
INOS puede ser beneficioso sustituyendo el fallo de la produccion endotelial, pero su
liberacion excesiva puede dafiar las células de la pared vascular, especialmente en

combinacién con grupos intermedios reactivos de oxigeno.*®

Algunos trastornos incluyendo alteraciones neuronales, del sistema
inmunoldgico y cardiovasculares estdn asociados con una produccion excesiva de NO.
La inhibicion de la sintesis de NO por medio de las metilL - Argininas como la dimetilL
- Arg asimétrica (ADMA), asi como la inhibicion de la eNOS en patologias como la
hipertensidn, lesiones por I/R, diabetes y otras enfermedades cardiovasculares podria ser

una estrategia terape(tica ttil.* >%

La venodilatacion es una caracteristica de endotoxemia y sepsis. Se vid que tres
citoquinas (IL-1 beta, TNF-a e IL-6) generadas durante la endotoxemia afectan el tono
venoso, produciendo venodilatacion en seres humanos in vivo, mediante el aumento de
la generacién de NO y viendo que el NO proviene de la isoforma iNOS o eNOS.*® Se
demostro que habia un acimulo de metabolitos de NO en el plasma humano durante la
sepsis. Esto coincidio con un aumento de los niveles de endotoxina en la circulacion y
disminucion de las resistencias vasculares sistémicas (como una medida de la

vasodilatacion excesiva). %!
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7) LA FIBRINOLISIS.

Activada durante la CEC, es el contrapeso al sistema de la coagulacién. Si la
coagulacion fuera activada sin mecanismos regulatorios, la produccion continua de
fibrina causaria trombosis generalizada; el sistema fibrinolitico limita este proceso
localizando la formacién del coagulo en el lugar del tejido o vaso lesionado y por tanto

previene la amplia oclusion del vaso trombotico e isquemia tisular secundaria.

El plasmindgeno es una proteina inactiva sintetizada en el higado y en la célula
endotelial; es incapaz de adherir fibrina pero tiene afinidad por ella que es incorporada
dentro de los coagulos cuando ellos se forman. El plasminégeno es convertido a su
forma activa la plasmina, principalmente por el activador tisular del plasminégeno (t-
PA). La plasmina es una proteasa sérica que corta la fibrina en hilos produciendo varios
productos de degradacién, los méas pequefios son los dimeros-D y eventualmente llevan
a la solubilizacién del coagulo.’® En circunstancias normales, t-PA se libera lentamente
por el endotelio de los vasos sanguineos dafiados, de tal manera que se produce la
disolucién del coagulo durante varios dias, sin interrupcion de la reparacion local de

193 mostrado al

vaso. Durante la CEC la fibrinolisis se produce dentro del circuito,
aumentar progresivamente los niveles de dimeros-D, en toda su duracion.®® La
activacion e inhibicion de la plasmina son reguladas por la ap-antiplasmina, ay.
macroglobulina y el inhibidor de la fibrinolisis. La fibrinolisis ocurre de forma continua
en la cirugia cardiaca particularmente en la herida pericardica.’®* ® La trombina
estimula a la célula endotelial a producir t-PA, *® asi como factor Xlla y niveles
elevados de calicreina.”® La medida en la que la fibrinolisis ocurre, como indicado por
los niveles de dimeros-D, se correlaciona con el aumento de la hemorragia
perioperatoria.’®’ La activacién del sistema fibrinolitico disminuye la capacidad de
adhesion y agregacion de las plaquetas por la redistribucion de los receptores de la

glicoproteina Ib y lIb/111a.

COMPONENTES CELULARES

1) LAS CELULAS ENDOTELIALES.
El endotelio controla el tono y la permeabilidad vascular, regula la coagulacion y la

trombosis, y dirige el paso de leucocitos a areas de inflamacidn a través de la expresion
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de proteinas de superficie y la secrecion de mediadores solubles. La respuesta
inflamatoria a la CEC se caracteriza por una activacion endotelial generalizada y difusa
disfuncion del mismo.* *® Los mediadores inflamatorios, incluyendo el TNF-a. y la IL-
1$3 se unen a receptores especificos del endotelio, iniciando varias vias de transduccion
de sefial que a su vez activan un conjunto especifico de genes dentro del nucleo de la
célula endotelial. Aunque las células endoteliales no llegan a estar en contacto directo
con el circuito de CEC, estan en contacto directo con la sangre. Ellas juegan un buén
papel en la respuesta inflamatoria a la CEC, manteniendo la fluidez de la sangre, la
influencia del tono vascular, manteniendo la integridad del sistema vascular,
implicandose en la adhesion y migracion de los leucocitos a los tejidos; todo ello al
responder a una serie de agonistas sanguineos, principalmente la trombina, C5a, IL-1p,

TNF - a y produciendo o inactivando otras substancias.

La IL-1p y el TNF-a estimulan a la célula endotelial a producir y expresar las moléculas
de adhesion celular E-selectina y P-selectina. Estas se unen con alta afinidad a los
ligandos en los leucocitos activados y median "balanceo” de leucocitos. También
inducen la expresion de moléculas de adhesion intracelular 1 (ICAM 1) y moléculas de
adhesion celular vascular 1, las cuales unen firmemente neutr6filos y monocitos al
endotelio y facilitan la migracion de leucocitos a través del endotelio al espacio
extravascular para mediar muchas de las manifestaciones inflamatorias de la CEC;
dando como resultado la adhesion, activacion y degranulacion del neutréfilo; se dafia el
endotelio provocando fuga capilar difusa y edema. La lesidén del endotelio activa el
factor tisular, se activa la via extrinseca de la coagulacion y puede resultar en

coagulacion intravascular diseminada.’

Durante la CEC las células endoteliales producen una gran variedad de agentes

hemostaticos y anticoagulantes %

incluyendo sulfato de heparina, antitrombina,
trombomodulina y proteasa nexin 1 (ambas extraen trombina), proteina S (que acelera la
Proteina C, anticoagulante natural), t-PA, y finalmente factor tisular inhibidor de la via,
un polipéptido de cadena sencilla que inhibe de forma reversible al factor Xa e
indirectamente inhibe al complejo factor VIla-FT que conduce la via extrinseca de la
coagulacion.'® Ellos también influencian el tono vasomotor a través de la produccion o
inactivacién de substancias quimicas como el NO (factor relajante derivado del

endotelio), la endotelina-1, histamina, noradrenalina y bradicinina.*
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El aumento de las resistencias vasculares pulmonares siguiendo a la CEC es debido a la
disminucién de la produccion del NO por el endotelio pulmonar disfuncional. > Ademas
la disfuncion del endotelio puede comprometer a largo plazo el éxito de la cirugia
cardiaca por contribuir a la produccion de estrechamientos en los lugares de
anastomosis del injerto como consecuencia de la hiperplasia de la media y mediante la
aceleracion de la progresion de la arterioesclerosis. La disfuncion del endotelio activa la
respuesta inflamatoria, el reclutamiento de leucocitos y plaquetas a la pared arterial, lo
que puede iniciar la formacién de la placa arterioesclerdtica.”™" *? Este proceso es
particularmente probable en los lugares de alteracion del flujo sanguineo, como en las
anastomosis del injerto y esta potenciado por la hipercolesterolemia.*® La disfuncién
del injerto en pacientes con hipercolesterolemia es debido a la menor disponibilidad del
NO; ™ las estatinas al bajar el colesterol restauran la funcién endotelial; esta
restauracion mejora la perfusion miocardica, disminuye la isquemia miocardica y

revierte la arterioesclerosis.**

2) LOS LEUCOCITOS.
La CEC disminuye inicialmente el contaje de leucocitos por el efecto hemodilucional
del liquido usado para cebar el circuito de circulacion, sin embargo durante y después
del CPB *! aumentan en nimero y actividad. La CEC activa 3 tipos de leucocitos:

neutrofilos, monocitos y linfocitos.
eNEUTROFILOS.

Los neutrdfilos son las células efectoras de la reaccion defensiva, cuando son activados
liberan enzimas citotoxicos de los granulos intracelulares incluyendo elastasas,
mieloperoxidasas y varios lisozimas. A través del estallido respiratorio son capaces de
producir radicales libres de oxigeno (ROS), perdxido de hidrdgeno, grupos acidos y
otras substancias altamente citotoxicas.”” La liberacion de esas substancias puede
ocurrir dentro de los vasos o directamente dentro de los tejidos. La CEC activa los
neutréfilos, mostrado por los niveles elevados de la elastasa neutrofilica, citoquinas
proinflamatorias producidas por los neutréfilos y conjugados leucocitos-plaquetas.*™
Los neutréfilos son activados predominantemente por el C3a, C5a, kalicreina y factor
XIIf (complemento y sistema contacto), aunque otros mediadores como la trombina,
TNF-0, heparina, endotoxina, histamina y péptido 2 activador de neutrofilos, liberados

de las plaquetas han mostrado activar los neutréfilos durante el CPB; "> "> 1 |os efectos
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del complemento sobre la activacion de los neutrofilos ocurre a los segundos de la
exposicion. Finalmente los neutrofilos son activados a traves de la interaccion directa
con las células endoteliales, interaccion que juega un papel importante en la fase tardia

de la respuesta inflamatoria.

Los pasos implicados en la activacion y extravasacion de los neutréfilos al lugar de la

lesion tisular son los siguientes: captura, rodamiento, adhesion y migracion;

- Las células endoteliales son activadas por la exposicién a citoquinas proinflamatorias,
traumatismo, lesion por I/R y bacterias. Posteriormente las células endoteliales
comienzan a reclutar neutrofilos desde la sangre; inicialmente los neutréfilos ruedan por
la capa del endotelio medidos por el aumento de la expresion de la selectina-L de la
superficie del neutrofilo y la selectina-E y P de la célula endotelial; éstas crean ligaduras

de baja afinidad.

- Para que la adhesion completa y la migracion ocurran, es necesario la creacién de
ligaduras de alta afinidad mediadas por las moléculas de adhesion celular. Los
neutréfilos expresan una integrina, el receptor MAC-1 (que consta de 2 subunidades
CD18 y CD11b) que es regulado al alza por la CEC; la célula endotelial expresa ICAM-
1 e ICAM-2 y las plaquetas moléculas de adhesion molecular endotelial-1. La
interaccion entre esas moléculas de adhesion asegura la unién firme de los neutréfilos a
la superficie endotelial. Aqui los neutrdfilos pueden formar grupos produciendo

oclusion microvascular y dafio organico final.

- Una vez unidos, los neutrofilos experimentan cambios para facilitar su migracion
dentro del compartimento intersticial a través de la monocapa endotelial; esto se facilita
por la expresion de moléculas de adhesion en las uniones de las células endoteliales y la
liberacion de agentes quimitécticos dentro del espacio subendotelial, el cual crea un

gradiente de concentracién para que la migracion pueda ocurrir.

- Una vez dentro de la matriz extracelular los neutréfilos liberan el contenido citotdxico
de sus granulos intracelulares, resultando en un aumento de la permeabilidad vascular,
edema intersticial, trombosis y muerte de la célula. **"**® Esto se ha visto que ocurre

dentro de los pulmones, corazén y otros 6rganos durante y después de la CEC. 9%

La CEC activa los leucocitos y puede inducir disfuncion organica debido a un

reclutamiento aumentado de los leucocitos en diferentes 6rganos.” Se ha visto que el
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CPB abolia el rodamiento lento de los leucocitos inducido por las selectinas e inducia
un aumento de la migracion de los mismos causado por una regulacién al alza de las

MAC-1 en los neutrofilos.

La mayor parte de los investigadores consideran que los neutréfilos pueden jugar un
papel central en la lesion tisular y organica que resulta de la CEC, y por consiguiente

ellos son el blanco de muchos esfuerzos terapéuticos tanto mecanicos *** como

farmacéuticos.1? 1%

eMONOCITOS.

Los monocitos son también activados durante el CPB, pero méas lentamente que los
neutrofilos y el complemento, con niveles pico de actividad unas cuantas horas después
de comenzar la CEC.**;C6mo se activan los monocitos?, no estd completamente claro;
la produccion de C3b durante la activacion del complemento puede ser un mecanismo
pero es probable que otros factores como el contacto con el circuito de circulacion
extracorpdrea, C5b-9, las interacciones con el factor tisular soluble y la endotoxina

puedan intervenir en este proceso.”™ *

Cuando son estimulados los monocitos producen citoquinas pro y antiinflamatorias
incluyendo la IL-1, IL-2, IL-3, IL-6 y la IL-8.

Los niveles plasmaticos pico de esos mediadores de la respuesta inflamatoria ocurren
algunas horas después de la CEC, sugiriendo que su impacto es grande en el periodo
postoperatorio temprano. Los monocitos juegan un papel apreciado en la hemostasia
durante la cirugia cardiaca, tanto independientemente como unidos a las plaquetas con
quienes forman conjugados monocitos - plaquetas ° a través del receptor de membrana
proteina - 140; cuando son estimulados por las citoquinas proinflamatorias los
monocitos producen y presentan un factor tisular en su superficie en la herida
pericardica y en el circuito.®™ 2 EI FT sanguineo en unién con los monocitos activados
pueden activar el factor VII en cirugia cardiaca, m&s que cuando se combina con las

plaguetas activadas.®™®® La expresion del TF inicia la via extrinseca de la coagulacién.
o INFOCITOS.

La concentracion total de linfocitos cae durante la CEC, un efecto reflejado en todas las

subespecies, incluyendo los linfocitos B, células NK, células T helper y linfocitos T
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supresores. Este descenso permanece alreedor de 3-7 dias después de la cirugia.**’ El
descenso en el nimero se combina con una afectacion de la fagocitosis de las células
blancas y una inhibicion de la habilidad de los monocitos para presentar el antigeno y
sintetizar IL-1, y resulta en una debilidad de la respuesta celular inmune y un aumento

en la susceptibilidad de los pacientes a adquirir infecciones postbypass.*?®

3) LAS PLAQUETAS.
El CPB activa las plaguetas produciendo un descenso en el nimero de un 30% a un
50% y afectando su funcion lo cual contribuye a coagulopatia postoperatoria. El nUmero
de plaquetas disminuye casi instantdneamente por la dilucién de los liquidos de cebado
del circuito, pero este mecanismo s6lo no es suficiente para explicar la trombopenia
presenciada en el CPB; otros factores que probablemente contribuyen al consumo de
plaquetas incluyen la destruccion mecénica, adhesion a la superficie del circuito,

secuestro en ciertos 6rganos y la coagulopatia de consumo.”

La activacion de las plaquetas es multifactorial con mediadores, dosis de heparina,
hipotermia y contacto directo con el circuito de CEC.''® Una vez que la bomba se pone
en marcha, bajas concentraciones de trombina se generan en la herida pericardica y
dentro del circuito. La trombina es un potente agonista plaquetario y probablemente
inicia la activacion de las plaquetas; sin embargo como la cirugia contina, C5b-9, los
leucotrienos, la plasmina, el factor activador de plaquetas, superficie de contacto y las
colagenasas activan las plaquetas. Una vez activadas, se adhieren a la superficie
adsorbida de fibrindgeno, Factor vW, y fibronectina, se adhieren a la superficie del
circuito. Ellas expresan el complejo receptor glicoproteina I1b/1lla el cual les permite
adherirse a otras por medio de puentes de fibrindgeno y también expresan la selectina -
P, que contribuye a la formacion de conjugados de monocitos y de neutréfilos por la
union selectina - P glycoproteina I. La expresion de la selectina - P también estimula a
los monocitos a expresar FT que contribuye a la evolucién de la formacion del trombo.
Algunas plaquetas, tanto agregadas como circulantes, liberan sus granulos que
contienen substancias quimiotacticas, proteinas de la coagulacién (HK, Factor vW) y
substancias vasoactivas (tromboxano A2). Las plaquetas también contribuyen a la
formacion de microémbolos, como fragmentos rotos que se han separado de los
agregados de plaquetas adsorbidos a la superficie, como parte de los conjugados de
plaquetas - leucocitos o como parte de émbolos de plaquetas - fibrina. Como la funcién

y los niveles de plaquetas bajan, unas cuantas plaquetas nuevas entran en la circulacion
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desde la médula 6sea; con lo que al final de la CEC la poblacion de plaquetas llega a ser

altamente heterogénea.

La circulacion extracorpdrea produce trombopenia y aumento del tiempo de hemorragia
que se normalizara dentro de 4-12 horas.'®

LA RESPUESTA CELULAR INMUNE

El proceso de adhesion del neutrdfilo al endotelio es un componente esencial de la
respuesta inflamatoria llevando al dafio endotelial amplio, implicando distintas fases de
la adhesion primaria y secundaria.®® En el estado no inflamatorio los leucocitos viajan

junto con los hematies en el centro de la vénula postcapilar.

Con la exposicion del plasma del paciente al circuito de CEC se activan los monocitos y
macrdfagos, aumenta la expresion de las moléculas de adhesion de los leucocitos
(selectinas e integrinas); en la primera fase de adhesion primaria el movimiento libre de
los neutréfilos es convertido a un estado rodante en el que el neutréfilo se mueve
lentamente a lo largo del endotelio. Esto es mediado por la expresion de moléculas de
adhesion llamadas Selectina P y Selectina E expresadas en el endotelio y la Selectina L
que esta expresada en los neutrofilos; estas Selectinas estan implicadas en la formacién
de cadenas moviles entre el endotelio y los neutréfilos, las cuales enletecen el paso de
los leucocitos a lo largo de la pared del vaso. Al ponerse en contacto la sangre con el
circuito de CEC, se activa la cascada del complemento liberandose C5a que es un
potente estimulante de la expresion de la selectina P. La selectina P se almacena en
vacuolas citoplasmicas y rapidamente alcanza la membrana plasmatica, por exocitosis,
después de la activacion de la célula endotelial; este puede ser el mecanismo subyacente
del secuestro repentino de leucocitos en la circulacion pulmonar, que ocurre al iniciarse
la CEC. Este proceso de adhesion primario es mantenido mas tarde por la selectina E.
En un segundo estadio la adhesion secundaria del neutrofilo al endotelio requiere la
accion de las integrinas; las integrinas activadas se unen a moléculas expresadas en la
superficie endotelial; el neutrofilo se adhiere fuertemente al endotelio y se aplana. En
este segundo estadio las integrinas, CD11a/CD18 y CD11b/ CD18 se expresan
abundantemente en los neutrofilos; (la integrina CD18 se expresa s6lamente en los

leucocitos).
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En un tercer estadio el neutrofilo se adhiere al endotelio y emigra a través de €l fuera de
la circulacion estimulando su activacion y degranulacion y por consiguiente la
liberacion de proteasas citotoxicas como la elastasa y mieloperoxidasa asi como ROS
resultando en dafio del endotelio vascular y de los tejidos circundantes, como el
pulmén.*° Este complejo de adhesion y migracion de los neutréfilos es modulado por el
factor activador de plaquetas, 1L-8 y C5a. En ausencia de shock o infeccién las células
endoteliales regresan a su estado de reposo, pierden sus propiedades adhesivas,
regresando la C5a a concentraciones normales; esto limita la respuesta inflamatoria en
la mayor parte de los pacientes programados para cirugia cardiaca. El sistema celular
inmune es fundamental para la respuesta inflamatoria después de la cirugia cardiaca. Se
observé un aumento de la activacion espontanea de los granulocitos y los macréfagos
después de la CEC. La CEC activa los monocitos y macréfagos a traves del aumento de
la produccidn del factor quimiotactico de monocitos, sobreregulacién de la adhesion de
los macrofagos, liberacion de citoquinas y expresion de las moléculas de adhesion de
neutrofilos. Se ha demostrado un aumento de la concentracion de moléculas de adhesion
de leucocitos, selectinas e integrinas después de la circulacion extracorporea. Durante la

CEC los neutrdfilos estan preparados para la generacion de radicales libres.

El aumento del nimero de neutrofilos circulantes, el aumento de la agregabilidad de los
mismos, la produccién de superoxidos y liberacion de elastasas ocurre a las 12- 24 horas

181,132 +on la funcién oxidativa de los neutrofilos afectada a las 48 horas

de la cirugia,
de la cirugia.®® Esto sugiere una respuesta bifésica con una citotoxicidad tisular

temprana seguida de una disfuncion de los neutréfilos tardia.

La CEC es un estado inmuno-reactivo donde se activan los neutréfilos y se acumulan en
diferentes tejidos. EI edema y necrosis de los tejidos son las secuelas mas comunes
observadas, principalmente en los pulmones, los rifiones y el corazon, que anuncia un

riesgo potencial de complicaciones postoperatorias.

La importancia clinica de los leucocitos en la respuesta inflamatoria a la CEC es

subrayada por hallazgos como el secuestro de leucocitos en el pulmén asociado a lesion

134 la

pulmonar histoldgica severa; inhibicidn de la actividad de los neutréfilos mejora la

135

funcién miocardica siguiendo a la cirugia cardiaca; > el bloqueo de la adhesién de los

neutrdfilos disminuye la lesion pulmonar después de la CEC; finalmente las estrategias
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que disminuyen los leucocitos circulantes pueden atenuar la lesion organica y pueden

mejorar la salida del paciente siguiendo la CEC.

e Fase tardia.

A medida que la duracion del CEC aumenta, la activacion de los componentes
humorales y celulares descritos disminuye. Se piensa que es debido a que la superficie
del circuito de CEC se hace méas biocompatible por la adsorcién de proteinas en su
superficie interna. Sin embargo la fase tardia de la respuesta inflamatoria se relaciona
con la lesién por I/R durante y después de la CEC y con la endotoxemia después de la

liberacion de endotoxinas desde la flora intestinal.**®

1) LESION POR I/R.
Durante la cirugia cardiaca, el clampaje cruzado de la aorta suprime el aporte completo
de sangre al corazon y a la mayor parte de los pulmones (que reciben algo de sangre
oxigenada a través de las arterias bronquiales no alteradas); consecuentemente el
corazon y menos los pulmones llegan a estar isquémicos y al liberarse el clamp,
completamente reperfundidos; esto se asocia con una reaccion inflamatoria que causa
aumento de la permeabilidad capilar, acimulo de liquido intersticial, leucocitosis,
coagulopatia y disfuncion organica final. La lesion por I/R estd mediada principalmente
por interacciones neutrofilo-endotelial: la fase isquémica produce lesion del endotelio

que causa activacion de los neutrofilos y secuestro en la fase de reperfusion.

Sin embargo hay un componente independiente de los leucocitos que implica la
produccién de ROS, (especies reactivos de oxigeno muy téxicas, peroxido de hidrdégeno
y aniones superdxido), la liberacion de metabolitos del &cido araquidonico
(protaciclina), liberacion de citoquinas proinflamatorias por las células isquémicas
(TNF-a, interleuquinas), y la activacion del complemento y la coagulacion.’*” La
reintroduccion del oxigeno durante la reperfusion crea una concentracion alta de ROS,
en células isquémicas previamente; situacion agravada por la deplecion de los
almacenes de energia (ATP) y defensas antioxidantes durante el periodo isquémico.
Estudios recientes han demostrado sobre-regulacion de diversas moléculas de adhesion
y de las respuestas inflamatorias en las células endoteliales sometidas a la proteina C
reactiva. El factor-kappa B nuclear juega un papel clave en la expresion de estas

entidades proaterogénicas.**®
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Las ROS afectan particularmente a las células endoteliales en la microcirculacion,
aungue pueden dafiar cualquier membrana celular, desnaturalizar proteinas, o entrar en
la circulacion para actuar como segundos mensajeros estimulando la respuesta

inflamatoria aguda.”

4) LA ENDOTOXINA.
La endotoxina es un LPS de la pared celular de las bacterias gram negativas que es un
estimulo mayor para el desarrollo de SIRS y sepsis. ** Hay algunas fuentes de
liberacion de la endotoxina durante el bypass, sin embargo la traslocacion intestinal se
piensa que sea la principal; los niveles de endotoxina relativamente mas bajos
observados en la cirugia sin bomba podrian contribuir a una mejor recuperacion
postoperatoria.*® La vasoconstriccién esplacnica que ocurre durante el CPB causa
isquemia de la mucosa intestinal que produce cambios de la permeabilidad intestinal y
viabilidad microbiana; los niveles elevados de endotoxina durante el CPB activan el
complemento a través de la via alterna, estimula la liberacion de citoquinas

proinflamatorias (TNF-a), NO y aumentan el consumo de oxigeno postoperatorio.

2.1.4. Factores que influencian la extension de la respuesta
inflamatoria a la cirugia cardiaca.

1/ Factores preoperatorios.

En la actualidad, la cirugia de revascularizacion coronaria, cirugia valvular
adrtica y mitral, y cirugia de la arteria aorta se realiza en pacientes de edad avanzada. El
riesgo de estos pacientes s6lo es aceptable en ausencia de comorbilidades. En particular,
la disfuncién renal, enfermedad cerebrovascular, y el pobre estado clinico se asocian
con un peor resultado. La cuidadosa seleccién de pacientes, la cirugia sin defectos,
hemostasia meticulosa, la anestesia perfecta, y la proteccion miocérdica adecuada son

requisitos basicos para el éxito de la cirugia cardiaca en pacientes de edad avanzada.**

Los pacientes con disfuncién ventricular izquierda preoperatoria programados
para CEC parecen tener un mayor grado de liberacion de citoquinas pro-inflamatorias,
lo cual estd asociado con alteraciones hemodinamicas y una incidencia mas alta de

complicaciones perioperatorias.**?

La diabetes pobremente controlada afecta la respuesta inflamatoria, la CEC

parece causar un estrés oxidativo mayor en pacientes con diabetes.'*®
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El curso perioperatorio de liberacion de citoquinas pro-inflamatorias y antiinflamatorias

en un paciente adulto programado para CABG no difiere con la edad.
2/ Factores hemodin&micos perioperatorios.

-La inestabilidad hemodinamica perioperatoria predice morbi-mortalidad siguiendo al
CBP, 1% siendo el suceso méas frecuente un sindrome de bajo gasto que lleva a la

muerte del paciente.

-La hipoperfusion esplacnica postoperatoria estd unida al desarrollo postoperatorio de

complicaciones como el SDRA.*

-Experimentalmente la I/R esplacnica induce reclutamiento y secuestro de neutréfilos en
el pulmén, aumentando la expresion de la iNOS pulmonar **"y la lesién por radicales

libres.

-La traslocacion de toxinas y flora microbiana puede ocurrir después de la isquemia de

la mucosa.

-El ph de la mucosa géstrica, medido por tonometria gastrica, proporciona un indice de
perfusion esplacnica.’*® La acidosis de la mucosa géstrica indica oxigenacién
inadecuada del tejido esplacnico y es comun siguiendo el destete de la CEC incluso en

149150 a5 un indice de

ausencia de inestabilidad hemodinamica importante;
complicaciones independientemente del riesgo clinico incluso durante la cirugia

cardiaca sin complicaciones.*

Las estrategias terapéuticas para mantener la estabilidad hemodinamica y disminuir la
isquemia esplacnica postoperatoria pueden reducir las complicaciones postoperatorias.

3/ Técnicas anestésicas. La anestesia epidural torécica.

La anestesia epidural tordcica combinada con anestesia general para la CABG,
disminuye la respuesta al estrés perioperatorio, medida por la adrenalina plasmatica y
puede disminuir la lesion miocardica, disminuye la incidencia de arritmias
supraventriculares y complicaciones respiratorias postoperatorias; no habia diferencia
en cuanto a riesgo de muerte, IAM y complicaciones neuroldgicas con respecto a la

152

anestesia general séla; > atenla la respuesta inflamatoria después de la cirugia cardiaca
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9,153

(disminuye la PCR vy el fibrin6geno) sin embargo esto no se reflejé en un descenso

de la incidencia de complicaciones, o acortamiento del tiempo de extubacion.
4/ Manejo pulmonar durante la circulacion extracorpdrea.

La apnea durante la CEC puede llevar a la activacién de los enzimas lisosomales en la
circulacion pulmonar, que se correlaciona con el grado de ALL™* Esto puede ser
atenuado por una maniobra de capacidad vital realizada antes de terminar la

derivacion.®® La PEEP no parece ser eficaz.
5/ Agentes anestésicos y medicamentos adyuvantes.

La mayor parte de los medicamentos usados para la induccion y mantenimiento
anéstesico asi como para la sedacion y analgesia postoperatorias tienen efectos
inmunomoduladores. Las implicaciones clinicas de tales efectos, en el contexto de la

CEC, permanecen desconocidas.

* El propofol puede intensificar la respuesta antiinflamatoria a la cirugia por varios
mecanismos: puede preservar el flujo sanguineo hepato - esplacnico ayudando a
mantener la barrera de la mucosa, aumentando la produccion de citoquinas

15 mientras disminuye la secrecion de IL-8 de los

antiinflamatorias 1L-10 y IL-1ra,
neutréfilos.™®” Bajas concentraciones de propofol reducen la captacién de neutréfilos en
la circulacion coronaria siguiendo la isquemia miocérdica y reperfusion. Pero este
efecto se suprimid con concentraciones mas altas. Ciertos efectos como la supresion del
estallido respiratorio de neutréfilos puede ser causado por el solvente Intralipid. Pero
otras acciones como su habilidad para eliminar radicales libres es otra propiedad del
propofol. La anestesia IV (propofol - remifentanilo) suprime la respuesta inflamatoria
causada por la cirugia en mayor medida que una técnica inhalatoria usando

isoflurano.**®

« Tiopental Sédico, afecta al estallido respiratorio de neutréfilos, **° inhibe la
quimiotéxis, adherencia y fagocitosis de los neutréfilos siguiendo la isquemia -
reperfusion miocéardica. El propofol disminuye significativamente solo la quimiotaxis

de PMNs pero no adherencia, fagocitosis y muerte.**°
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*Ketamina. Atenua el aumento de la IL-6 durante y después de la CEC y reduce la
captacién coronaria de neutrofilos siguiendo la I/R miocardica.’®™ %% Atenda la

respuesta inflamatoria inducida por la CEC.°

*Opioides. Tienen multiples efectos sobre el sistema inmune, mediados indirectamente a
través del S.N.C o a través de interacciones directas con el sistema inmune. Los
opioides comparten muchas propiedades con las citoquinas; se han demostrado los
receptores opioides p (mu), & (delta) y x (Kappa) en las células inflamatorias; ** los
granulocitos contienen receptores &, los cuales estimulan la quimiotaxis. Se observo una
inhibicidn de la quimiotaxis de granulocitos humanos hacia la caseina en presencia tanto
de agonistas de los receptores u y « de opioides, que per se, exhiben actividad
quimiotéctica.'® EIl remifentanilo disminuye la respuesta inflamatoria a la cirugia

cardiaca.’

*Morfina. En comparacion con el fentanilo, la administracién de morfina como parte de
la técnica anestésica balanceada suprime varios componentes de la respuesta
inflamatoria a la cirugia cardiaca y bypass cardiopulmonar (IL-6, CD 11b, CD18, la
hipertermia posoperatoria). ' Inhibe la actividad de los linfocitos, granulocitos y

2 aumenta la secreciéon de

macrofagos; suprime la respuesta de los anticuerpos;
sustancias antiinflamatorias como el CRH, ACTH y glucocorticoides. Estimula la
liberacion de NO ®® e inhibe la adhesion celular, fagocitosis y el estallido respiratorio

de los neutréfilos, efectos mediados por el receptor p3 %
*Fentanilo. Aumenta las concentraciones de IL-1ra en cultivos de monocitos.'®’

*Midazolam. Tiene poca influencia sobre los mecanismos de defensa del huésped.
Disminuye la secrecion de IL-8 (pero no altera la produccién) en respuesta al

lipopolisacérido.

*Los anestésicos volatiles (Sevoflurano, isoflurano y enflurano) disminuyen las
citoquinas proinflamatorias IL-8 y TNF - a. El isoflurano disminuye la fagocitosis de
los macrdfagos alveolares. El sevoflurano disminuye el secuestro pulmonar de
neutrofilos y leucocitos y preserva el consumo pulmonar de citoquinas en el momento
de la reperfusién pulmonar temprana.? El sevoflurano disminuye la respuesta sistémica
del huésped a la CEC. El 6xido nitroso inspirado tiene propiedades antioxidantes que

reducen los niveles de células muertas. °
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*Clonidina; tiene acciones antiinflamatorias en campos como el dolor agudo, asma

, : . o 2
extrinseco que ejerce a través de la activacion de los receptores 02.

«Los corticoides atentian la respuesta inflamatoria a la CEC. * *** 1% os corticoides, las
estatinas y los IECA puede atenuar la respuesta inflamatoria e inmune post - CEC, al
hacerlo, ya sea directa o indirectamente, reducen la incidencia de complicaciones
postoperatorias.’® Los corticoides pueden ser beneficiosos en el CPB incluyendo un
efecto protector en la integridad de las células miocéardicas, pulmonares y disminuyendo
el desplazamiento de liquidos. ® Otros estudios han demostrado que disminuyen la
expresion de las moléculas de adhesion al endotelio, y por consiguiente disminuyen la
lesion tisular mediada por neutréfilos; disminuyen la activacion del complemento y la
liberacion de citoquinas. Algunos grupos han descrito disminucion de la respuesta
inflamatoria inducida por el CPB; la administracion de glucocorticoides antes de la

170 v 1a activacion del complemento.

CEC puede disminuir la liberacion de endotoxina
71| a metilprednisolona disminuye las concentraciones de citoquinas proinflamatorias
post - CEC, TNF - o, IL-8, IL-6, y 1"* aumenta las concentraciones de las citoquinas

1

antiinflamatorias 1L-10 e IL-1ra, *'* pero no la IL-4.*" Los corticoides también

disminuyen la activacién de los leucocitos después de la CEC, * las molécula de

adhesion de neutréfilos, 1* y el secuestro pulmonar de neutréfilos; '

algunos autores
informaron de la disminucion de fiebre en el postoperatorio y disminucion de la fuga
capilar, pero no acortaron la duracién del soporte ventilatorio en UCI ni la estancia
hospitalaria. La administracién prebypass de metilprednisolona en pacientes tratados
con aprotinina mejord los indices postoperatorios de funcién pulmonar, cardiovascular,
hemostatico, y renal. > El pretratamiento con glucocorticoides puede mejorar el
rendimiento cardiaco y reducir la inflamacién bronquial después de la CEC. Bajas dosis
de metilprednisolona en la solucién de cebado de la bomba parecen atenuar el dafio
celular miocardico. *'® Otros autores que los utilizaron durante y después de la cirugia
cardiaca demostraron disminucién de la IL-6 y la IL-10 pero no demostraron mejora del
flujo espiratorio, mejora del gradiente alveolo-arterial de oxigeno, de las puntuaciones
de dolor y uso de analgésicos, asi como la duracién del soporte ventilatorio en UCI, *
aunque en estudios con animales el tratamiento previo con corticoides mejord varios
indices de funcion pulmonar, incluyendo la distensibilidad pulmonar, gradiente alveolo-

arterial, la resistencia vascular pulmonar y el acimulo de liquido extracelular.
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Algunos autores mostraron una disminucién significativa de la incidencia postoperatoria
de FA después de la administracioén de hidrocortisona, pero no comentaron el uso de
insulina por la hiperglucemia resultante."”” Morariu et al *® encontraron, que la
dexametasona usada en pacientes programados para cirugia de injerto coronario con
CEC, a pesar de inhibir el SIRS, no protegia contra la disfuncién pulmonar
postoperatoria e incluso se alargaba la extubacion. *™® No se ha establecido un papel
definitivo de los corticoides en el tratamiento del SDRA en adultos. Se ha sugerido la
posibilidad de disminuir la mortalidad y aumentar los dias sin ventilador después del
inicio del SDRA. Los corticoides profilacticos, posiblemente, aumenten la incidencia de
SDRA en adultos gravemente enfermos.'”® Bajas dosis de corticoides tenian una
probablidad alta de producir dependencia en el paciente de riesgo.*®® El tratamiento con
corticoides se ha utilizado en dosis variadas para el tratamiento de la sepsis y sindromes
relacionados durante méas de 50 afios, sin ningun beneficio claro sobre la mortalidad,;

181 182
| 18 |18

pero desde 1998, los estudios realizados por Annane et al ="y Minneci et al,”* quienes

han utilizado sistematicamente la terapia con corticoides a dosis bajas prolongadas,
sugirieron un efecto beneficioso del farmaco sobre la mortalidad a corto plazo.'®* ¥ En
otro estudio Chaney *® publicé que los corticoides no ofrecian beneficios clinicos para
los pacientes sometidos a cirugia cardiaca con CEC y de hecho podian ser
perjudiciales.’® Sprung et al,"® informaron en sepsis grave o shock séptico, que dosis
bajas de corticoides no mejoran la supervivencia en los pacientes con shock séptico
severo tardio, pero pueden ser Utiles al inicio del curso y en ciertos subgrupos de
pacientes. Las probabilidades de desarrollar efectos secundarios inducidos por los
corticoides (sobreinfecciones, sangrado e hiperglucemia) fueron altas en todos los

analisis.*®

Metaandlisis recientes demostraron pruebas débiles de que la terapia corticoidea
redujera la duracion de la ventilacion mecanica y duracion de la estancia hospitalaria, en
cirugia cardiaca pediatrica. Dos ensayos observacionales multicéntricos recientes no
detectaron ningun resultado beneficioso debido a los corticoides en cirugia cardiaca
pediatrica. De hecho, estos dos grandes ensayos sugirieron que la terapia corticoidea
podria aumentar la morbilidad perioperatoria en nifios.”* Fue revisada la literatura
existente con respecto al uso profilactico de corticoides en pacientes pediatricos
programados para CPB y se concluyé que la evidencia existente no apoya el uso
profilactico en este grupo de pacientes'® ya que la profilaxis con corticoides en el
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perioperatorio puede aumentar la morbilidad.™ Tres grandes metanalisis recientes han
demostrado que los corticoides perioperatorios disminuyen significativamente la FA y
duracion de la estancia hospitalaria. Aunque los corticoides no tuvieron efecto sobre la
mortalidad y la infeccién, se asociaron con hiperglucemia perioperatoria.* En otro
estudio el tratamiento con corticoides (metilprednisolona) redujo el efecto
proinflamatorio de la CEC e indujo un efecto antiinflamatorio a nivel celular y humoral
en los pacientes pediatricos. ? Sobienski et al * estudiaron si una sola dosis de corticoides
(dexametasona) después de la induccion de la anestesia podria cortar el SIRS producido
por la CEC, viendo como disminuian los niveles de IL-6 necesitando mas estudios
posteriores. * La cirugia cardiaca con CEC desencadena una respuesta inflamatoria
sistémica vigorosa caracterizada por fases temprana y tardia que involucran las vias
tanto humoral y celular. Los corticoides amortiguan la respuesta inmune a la CEC de
una manera multimodal. La profilaxis con corticoides perioperatorios ofrece la
posibilidad de manipular la respuesta inflamatoria a la CEC para beneficiar la salida de
la cirugia. En la cirugia cardiaca para adultos con CEC, los corticoides han sido
rigurosamente evaluados en numerosos ensayos clinicos aleatorios y metaanalisis. El
tratamiento con corticoides en este aspecto puede reducir significativamente la
morbilidad perioperatoria. Aunque los beneficios de los corticoides en cirugia cardiaca
para adultos con CEC son evidentes, grandes ensayos aleatorios multicéntricos estan en
curso para determinar si estos agentes deben convertirse en un componente de rutina de
un enfoque anti-inflamatorio para optimizar los resultados clinicos. La aplicacion actual
de los corticoides en adultos en bypass cardiopulmonar es muy variable, con el mayor
uso posible en entornos de alto riesgo, tales como la parada circulatoria hipotérmica
profunda. Los resultados de 2 ensayos multicéntricos aleatorizados en CEC de adultos
probablemente determinaran si los corticoides deban convertirse en el tratamiento
habitual en estos casos. Es probable que se pongan en marcha ensayos multicéntricos

similares en cirugia cardiaca pediatrica en un futuro.

En cirugia cardiaca pediatrica con CEC, los corticoides son ampliamente utilizados a
pesar de una base de evidencia limitada en comparacion con adultos. Recientes estudios
observacionales multicéntricos han allanado el camino para ensayos aleatorios mas
grandes definitivos dirigidos a la CEC pediéatrica de alto riesgo, incluyendo el periodo

neonatal.*é
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eInsulina. El tratamiento con insulina en el perioperatorio de cirugia cardiaca suprime la
respuesta inflamatoria sistémica, reflejado por un descesso de la IL-6, IL-8 y TNF-q,

sin evidencia de hipoglucemia en esos pacientes. °

*Fenoldopam. El fenoldopam, un nuevo agonista dopaminérgico 1, disminuye la

respuesta inflamatoria sistémica del huésped. °

*El tratamiento con estatinas perioperatorias estd asociado con unos pardmetros
bioquimicos de respuesta sistémica del huésped y parametros de dafio miocardico mas
bajos después de la cirugia cardiaca. ¥ La administracién de ulinastatina ** o
atorvastatina'® antes de la CEC puede disminuir la respuesta inflamatoria del huésped
durante el bypass de arteria coronaria y pudieran ser efectivas en prevenir

complicaciones. '

eLa amiodarona, para el tratamiento de la fibrilacion auricular, no parece alterar la

respuesta inflamatoria sistémica durante la CEC. °

*La pentoxifilina (PTX), derivado metilxantinico, inhibidor de fosfodiesterasas, posee
propiedades antiinflamatorias y se usa para disminuir la respuesta inflamatoria
siguiendo al estimulo séptico; también para cortar la disfuncion organica que sigue a la
lesion por I/R. Puede cortar la respuesta inflamatoria sistémica inducida por la CEC; el
pretratamiento con pentoxifilina oral antes de la cirugia cardiaca inhibe la liberacion de
citoquinas proinflamatorias causadas por la CEC y tiene algun efecto protector del

miocardio durante la cardioplejia sin afectar la hemodindmica del postoperatorio. °

*Manitol. La supresion de la respuesta inmune después de la CEC puede ser mitigada

con manitol o hemofiltracion. ®

+Acido tranexamico. Las dosis adicionales postoperatorias de acido tranexamico inhiben
de forma prolongada la fibrinolisis, **® disminuyen la hemorragia y reducen la respuesta
sistémica del huésped. °

*El nitroprusiato de sodio, un donante de NO, se ha investigado como un agente anti-
inflamatorio potencial. EI mecanismo subyacente de accion no esta claro, pero parece
reducir la activacion del complemento y disminuir los niveles de ciertas citoguinas

inflamatorias. 3
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*Otros farmacos, como inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina
(IECA), han demostrado potencial antiinflamatorio. La co-prescripcion de IECA vy
AINEs en el paciente mayor debe estar bien justificada y su administracion
cuidadosamente monitorizada con parametros de funcidn renal, para evitar la aparicion

de insuficiencia renal.**

6/ Factores quirargicos.

La concentracion de las citoquinas pro-inflamatorias son mayores en los pacientes
programados para transplante cardiaco, ya que padecen disfuncion ventricular izquierda,
que en los pacientes programados para bypass de arteria coronaria. Los pacientes
sometidos a cirugia valvular parecen tener perfiles de respuesta inmunoldgica similar al
de los pacientes sometidos a cirugia de arteria coronaria. En general los indices de
inflamacion parecen correlacionarse con la severidad de la enfermedad mas que con el

proceder quirdrgico especifico.?
7 | Factores de la perfusion extracorporea.

Son factores que influencian la respuesta inflamatoria, la composicion de la solucién de
cebado, la cadioplejia, la presencia de una solucién pulsatil o no, tipo de oxigenador y
bomba, tipo de circuito de CEC y temperatura. En condiciones fisiologicas el flujo de
sangre es pulsatil, pero durante la CEC cambia y puede empeorar la respuesta
inflamatoria; las bombas centrifugas disminuyen la agregacién plaquetaria, y por
consiguiente la susceptibilidad a fendmenos tromb6ticos postoperatorios, disminuyen la
incidencia de complicaciones neurolégicas *** y renales, disminuyen el drenaje de los

tubos torécicos y la necesidad de transfusion.?

-En un circuito aislado la duracion de la CEC se correlaciona con la concentracion de la
IL-8 y la molécula de expresion de adhesién de neutrofilos. El uso rutinario de un
bypass hipotérmico puede no ser requerido en la poblacion pediatrica. Sin embargo
niveles circulantes altos de lactato en la reperfusion del adulto, indican que la proteccion
organica es menos efectiva a 30° que a 20° después de 60 minutos de parada circulatoria

hipotérmica. °

-No esta claro cuél es la temperatura 6ptima a la cual llevar a cabo la CEC; ® la
liberacion de mediadores inflamatorios parece ser dependiente de la temperatura;

algunos grupos se refieren a una temperatura de 33°C a 34°C pero otros a una
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normotermia fisioldgica de 36°C a 37°C que requiere mantenimiento activo por medio
de un intercambiador de calor. Las reducciones significativas en los niveles de
mediadores inflamatorios (por ejemplo, p - selectina, IL-1, IL-8, y elastasa) se han
demostrado al comparar los pacientes con hipotermia (28°-30°C) con los pacientes a
34°C. Sin embargo, a pesar de que la hipotermia parece retrasar esta reaccion, no la
impide por completo, y otros grupos que buscan marcadores moleculares similares no
han encontrado ninguna diferencia entre las 3 temperaturas diferentes. Los datos de los
resultados clinicos no son mas convincentes. Algunos estudios sugieren que la
hipotermia moderada (32 °C) puede reducir el dafio neuropsicolédgico. La CEC caliente
esta asociada con un aumento de la respuesta inflamatoria en comparacion con la CEC
hipotérmica.> Sin embargo hay datos que sugieren que la CEC hipotérmica puede
retrasar la liberacion de citoquinas y la activacion de neutréfilos, y que la temperatura
de la CEC de 32-34° C puede atenuar mas eficazmente la respuesta inflamatoria.
Aunque existe un importante nivel de conocimientos que sugieren que la hipertermia
debe evitarse en pacientes en CEC, ** en la actualidad no existe evidencia suficiente
para identificar claramente la temperatura éptima a la que la CEC debe llevarse a cabo.
La cardioplejia con sangre caliente reduce la respuesta inflamatoria en comparacion a la

cardioplejia con cristaloides fria.

-El recubrimiento de las superficies artificiales del circuito de CEC con heparina se
sugirio inicialmente a finales de 1960, debido principalmente a su conocida propiedad
antitrombdtica. Desde entonces, sin embargo, se ha demostrado que tiene muchas otras
propiedades de biocompatibilidad, incluyendo la inhibicién de contacto, complemento y
la activacion de neutrofilos, reduccion de la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
198 'y la mejora de la funcion plaquetaria. Ademas, se adsorben lipoproteinas para crear
una superficie que pueden simular las membranas celulares. Los circuitos recubiertos de
heparina han demostrado reducir la necesidad de transfusion, lesiones pulmonares,

1%y marcadores de dafio miocardico oculto en pacientes

disfuncion neurocognitiva,
sometidos a CEC. Mangoush et al, en 2007, realizaron un meta-anélisis de 41 ensayos
aleatorios, que incluyeron 3.434 pacientes y encontraron reducciones significativas en la
duracion de la ventilacion mecénica, de la incidencia de transfusion postoperatoria,
tasas de reesternotomia, UCI y estancia en el hospital. El circuito de CEC recubierto de
heparina y fosforilcolina induce menos respuesta inflamatoria y estrés oxidativo que

otros circuitos; **°
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- Los oxigenadores de membrana pueden producir una menor activacion del sistema
inflamatorio y mejorar la funcion cardiaca, renal y pulmonar en el postoperatorio; sin
embargo un estudio posterior no demostré ninguna ventaja sobre el oxigenador de

burbuja en términos de activacion inflamatoria o de funcién respiratoria postoperatoria.

En pacientes pediatricos el uso de bombas centrifugas produce menor activacion de la
respuesta inflamatoria, mientras que en pacientes adultos las bombas centrifugas

inducen una respuesta inflamatoria mayor que las bombas rodillo.

El flujo pulsatil esta asociado con menor endotoxemia, concentraciones mas bajas de
citoquinas y endotelina 1, y aumento de la producion de NO.? Aunque un estudio
reciente confirmd que la cirugia de arteria coronaria sin bomba tiene menos efectos
negativos sobre la respuesta inflamatoria y sobre el sistema nervioso central que las

técnicas de CEC con flujo pulsatil y no pulsatil.*®

Recientemente se ha desarrollado un nuevo sistema de circulacion extracorpérea, la
mini circulacion extracorpérea (MECC), que ha mostrado resultados prometedores para
disminuir la respuesta inflamatoria. No tiene reservorio venoso, el volumen de cebado
estd reducido y la superficie de contacto entre la sangre y el material sintético del
circuito de CEC es menor. La MEEC reduce las citoquinas en el postoperatorio y otros
marcadores de la inflamacion; reduce el dafio organico, las complicaciones
postoperatorias y la necesidad de transfusion. Con el uso de los recientes circuitos
biocompatibles recubiertos de polimeros, la respuesta inflamatoria estimada por el
bypass de arteria coronaria con bomba es similar en magnitud al bypass de arteria
coronaria sin bomba. Los circuitos de CEC lineares promueven la activacion del
endotelio y secrecién de citoquinas, que pueden retrasar la recuperacion. La cirugia de
arteria coronaria sin bomba se asocia con una ligera activacion del endotelio y secrecion
de citoquinas. EI CPB pulsatil disminuye la fuga de citoquinas del endotelio
consiguiendo resultados comparables a esos obtenidos después de la cirugia de arteria
coronaria sin bomba.® En los Gltimos afios, la cirugia de revascularizacién coronaria sin
CEC (OPCABG) ha ganado la atencidn general como técnica alternativa a la cirugia de

revascularizacién coronaria convencional con bomba miocérdica (CRM con CEC); & **

197 aunque sin CEC no se pueden realizar todas las intervenciones cardiacas, los
estudios controlados si han demostrado que la OPCABG disminuye la necesidad de

transfusion, la lesion miocardica, complicaciones neuroldgicas asi como estancia
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hospitalaria.? Varias estrategias que incluyen el uso de corticoides, insulina, el uso de

aprotinina, antioxidantes, estatinas,®’

inhibidores del complemento, inhibidores de la
fosfodiesterasa, los circuitos de CEC recubiertos de heparina, filtros de leucocitos,
hipotermia, evitar transfusiones, la ultrafiltracion modificada asi como la OPCABG se
han informado para reducir la reaccion inflamatoria inducida por la CEC y sus
consecuencias. & % 138187197198 £y estudio en animales la ultrafiltracion de la sangre
de cebado antes de la CEC disminuy6 la activacion de la coagulacion y la respuesta
inflamatoria y mantuvo la funcién cardiovascular en cerdos.*® En estudios en nifios la
ultrafiltracion se ha visto que puede extraer de forma efectiva algunos de los mediadores
inflamatorios liberados durante la CEC, incluyendo el complemento, FNT-a, IL-1, IL-6,
IL-8, y mieloperoxidasas. También se ha informado de beneficios clinicos como
aumento del hematocrito (Hct) y mejora del funcionamiento cardiovascular. La
ultrafiltracion modificada en la poblacion pediatrica ha sido ampliamente aceptada; en
los adultos, es menos usada, en quienes no parece mejorar el Het post-CEC.2 Una forma
mas radical y eficaz de contrarrestar los efectos de la reaccion inflamatoria puede ser la
omision de la propia CEC. El desarrollo y la aplicacion de la OPCABG ha sido
impulsada para evitar la reaccién inflamatoria sistémica y asi disminuir la incidencia y/o
severidad de los efectos adversos. Cirujanos que apoyan la cirugia sin bomba, afirman
que evitar la CEC conduce a reducir significativamente el dafio miocéardico por I/R, la
respuesta inflamatoria sistémica postoperatoria y otras alteraciones bioldgicas, una
caracteristica que puede mejorar los resultados clinicos. Sin embargo, la perfeccién en
la atencion perioperatoria, la técnica quirtrgica y los métodos de atenuacion de los
efectos adversos de la CEC se ha traducido en un mejor resultado clinico de la CRM
con CEC.?

8/ Estrés.

Durante la circulacion normal, la sangre dentro de la vasculatura esta expuesta a varios
estimulos fisicos y fuerzas mecanicas. Esto se llama “tension de cizallamiento” y puede
tener la funcion de liberacién del NO por parte del endotelio. Una tension por
cizallamiento excesiva puede desarrollarse durante la CEC como resultado de grandes
cambios de presion en el circuito, causando dafios a los componentes sanguineos y
activando la respuesta inflamatoria. La tension de cizallamiento parece ser
especialmente importante a lo largo de la canula arterial. La tension de cizallamiento

disminuye la deformabilidad de los eritrocitos y aumenta la hemolisis; aumenta la
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adhesividad de los leucocitos, la rotura mecanica y degranulacion de los neutrofilos y
liberacion de productos citotoxicos. El exceso de tension de cizallamiento también
aumenta la activacion de las plaquetas y puede contribuir a la lesion del endotelio.

Las estrategias para disminuir la tension de cizallamiento tales como el uso de
oxigenadores de membrana de fibra hueca, pueden reducir la activacion de los

leucocitos.
9 / Transfusion.

*Transfusion homoéloga. La transfusion homoéloga de productos sanguineos es uno de los
factores que contribuyen a la respuesta inflamatoria observada durante y después de la
CEC y se asocia con peores resultados. En el trabajo de Engoren et al  la transfusion
de sangre homdloga aumentaba la mortalidad. La transfusion homdloga de concentrados
de hematies en el intraoperatorio aumenta la concentracién de mediadores inflamatorios
y estimula la respuesta inflamatoria. La transfusibn de sangre provoca
inmunosupresion, aunque por que método y en qué medida ocurre sigue siendo
controvertido. Hay publicaciones que informan que los hematies de sangre almacenada
liberan ARG que metaboliza L - Arg y altera la funcion del linfocito T. Las
manifestaciones incluyen un mayor riesgo de complicaciones infecciosas

postoperatorias y de lesion pulmonar aguda ?**

relacionada con la transfusion (TRALLI,
como sindrome de distress respitario agudo). ?°* La enfermedad de injerto contra el
huésped asociado a la transfusién es una complicacion de la sangre entera homdéloga
fresca no irradiada. Los hematies se transfunden para aumentar el aporte de oxigeno; sin
embargo los investigadores postularon que los hematies transfundidos poco deformables
provocan la oclusion de la microcirculacion y la isquemia tisular en algunos érganos.
Las intervenciones que aumentan la posibilidad de evitar la transfusién de sangre
homologa de un paciente son, por tanto, parte de la solucién a la respuesta inflamatoria
a la CEC. Las guias de practica clinica resultantes ponen de relieve tanto las
intervenciones preoperatorias y perioperatorias para reducir la transfusion de sangre.?*
Antes de la cirugia, estas intervenciones incluyen la identificacion del paciente de alto
riesgo, la limitacion de los farmacos antitromboticos y el uso de medicamentos que
aumenten el volumen de sangre en el preoperatorio (por ejemplo, la eritropoyetina),
luego, en el postoperatorio farmacos que disminuyan la hemorragia postoperatoria (por
ejemplo, los antifibrinoliticos), donacion autdloga previa y hemodilucién

60



RESPUESTA INFLAMATORIA A LA CIRUGIA CARDIACA

normovolémica, el uso selectivo de la cirugia de injerto coronario sin bomba, el uso
habitual de un dispositivo recuperador de sangre intraoperatorio, y la implementacion de

algoritmos para guiar la terapia transfusional.**2

+La autotransfusion de sangre derramada en las cavidades toréacicas durante y después
de la CEC es una practica clinica comin usada para reducir la necesidad de transfundir
sangre alogénica. En un ensayo controlado aleatorio, la autotransfusion de sangre
succionada desde la cavidad toracica durante el proceder quirdrgico aumenta el
complejo trombina-antitrombina 111 circulante, el t-PA, los PDF y la hemoglobina libre
en plasma. Por lo tanto la autotransfusion puede deteriorar la hemostasia y aumentar el

sangrado postoperatorio.®

La sangre recuperada del mediastino contiene una alta proporcion de leucocitos
activados con un riesgo alto de produccion de TNF-a e IL-6. La autotransfusion

estimula la respuesta inflamatoria.
10/ Factores postoperatorios.
eULTRAFILTRACION.

La CEC causa hemodilucion significativa. Esto provoca un aumento del agua corporal
total, exacerba los cambios de liquidos y promueve la afectacion pulmonar, neurolégica,
renal y alteracion hemostatica después de la CEC.?®?%® Después de la CEC la
hemodilucién se puede reducir usando ultrafiltracion (UF), para eliminar el exceso de
agua libre y sustancias de bajo peso molecular del plasma.’®® Estos dispositivos se
pueden integrar en paralelo a los circuitos existentes y se ejecutan ya sea durante la
CEC (UF convencional) o una vez que se ha completado la CEC (UF modificada;
MUF). La hemodilucién asociada a la CEC es mas marcada en la poblacion pediatrica.
Varios estudios han sugerido que la UF pediatrica puede eliminar eficazmente algunos
de los mediadores inflamatorios liberados durante la CEC, incluyendo el
complemento, TNF-a, IL-6, IL-1, IL-8 y mieloperoxidasa.® Sin embargo, estos hallazgos
no siempre se han demostrado.® Se han informado beneficios clinicos incluyendo el

2% mejora del rendimiento cardiovascular, 2"y reduccién del drenaje

aumento del Hct,
toracico postoperatorio.’®® Los beneficios de la UF, especialmente la MUF, dentro de la
poblacién pediétrica parecen haber sido aceptados 2* en la medida en que en 2005 se

adoptd como préactica habitual en el 75% de los centros pediatricos en América del
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Norte. La UF se usa con menos frecuencia en la CEC de los pacientes adultos, y
cualquier beneficio potencial sigue siendo controvertido. La UF parece mejorar el Hct
después de la CEC, 2 ?% y en algunos casos disminuye la necesidad de transfusion
postoperatoria.”!® 2! Luciani et al #* han realizado el ensayo controlado aleatorizado
mas grande de adultos y mostraron una reduccion significativa de la morbilidad
hospitalaria y una caida estadisticamente no significativa de la mortalidad con MUF. Se
ha demostrado en los adultos una reduccion de las citoquinas proinflamatorias y
moléculas de adhesién por MUF durante o después de la CEC. ?** Pero no siempre se
ha asociado con ventajas clinicas en cuanto a complicaciones postoperatorias o estancia
hospitalaria. Por Gltimo, un meta-analisis reciente de ensayos aleatorios investigaron el
efecto de la UF en la coagulopatia perioperatoria en cirugia cardiaca de adultos y
encontraron que la UF reduce la hemorragia postoperatoria y disminuye la necesidad de
transfusion postoperatoria.”*® La UF no esta exenta de riesgos como aumento de las
concentraciones de heparina en plasma, el arrastre de aire a través de la canula aortica,
un aumento en la duracién de la exposicion de la sangre del paciente a las superficies no
endoteliales, la inestabilidad hemodindmica.?®® 2** 2> E| uso de MUF después de la
CEC invierte la hemodilucion y disminuye el edema tisular que resulta en la mejoria de
la funcién pulmonar con una disminucion de la duracion de la ventilacion mecanica
postoperatoria, mejorando la funcion ventricular izquierda, disminuyendo la hemorragia
postoperatoria, y disminuyendo la incidencia y duracion del derrame pleural siguiendo
al procedimiento de cirugia cardiaca congénita en nifios.?’® %" Un estudio clinico
demostré que la filtracion arterial mas la filtracion de leucocitos del liquido de
cardioplejia disminuia la liberacion de citoquinas proinflamatorias después de la CEC,

por tanto mejoraba los indices de funcién pulmonar y las salidas respiratorias.’

el as estrategias ventilatorias que implican la dixtensién de unidades pulmonares no
reclutadas (volumen tidal altoVt, baja PEEP), parecen causar o potenciar ALI, por la
traslocacion de bacterias intrapulmonares a través de la barrera alveolo-capilar, acimulo

de citoquinas intrapulmonares y su liberacion a la circulacién sistémica.

Sin embargo en pacientes con SDRA, las estrategias ventilatorias que disminuyan la
sobredixtension y reclutamiento-desreclutamiento del pulmoén atendan la respuesta
inflamatoria, ya que disminuyen la liberacion de citoquinas proinflamatorias originadas

por la distorsién mecanica.
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2.2.Implicaciones clinicas de la respuesta inflamatoria en la cirugia
cardiaca.

2.2.1. Efectos beneficiosos potenciales.

RESPUESTA INFLAMATORIA

EFECTOS BENEFICIOSOS EFECTOS PERJUDICIALES
«Activacion del sistema «Pulmonar.

Inmune. +Cardiovascular.
‘Prevencién de infecciones.  «Neurolégico.

*Mejora la cicatrizacién de  .Repal.

las heridas. *Hepdtico.

*Coagulacidn.
*Inmunoldgico.

Figura 7. Efectos beneficiosos y perjudiciales de la respuesta inflamatoria a la cirugia cardiaca.

Una respuesta inflamatoria autolimitada, tiene un efecto beneficioso importante como
activar al sistema inmune, (figura n°7) que puede ayudar a prevenir la infeccién
peroperatoria y promover la cicatrizacion de las heridas; el cebado de neutréfilos de la
CEC puede ser beneficioso en preparar al huésped para iniciar la respuesta al estrés del
periodo perioperatorio, (el pre tratamiento a nivel experimental con endotoxinas
inhaladas induce un reclutamiento de leucocitos a nivel pulmonar que protege contra la
infeccion pulmonar subsecuente). EI TNF-o y la IL-1p son necesarios para la
cicatrizacion de las heridas. El pretratamiento con IL-1p puede reducir la severidad de

la lesion por isquemia - reperfusion.

2.2.2. Efectos perjudiciales.

La respuesta inflamatoria no controlada juega un papel significativo en la

morbimortalidad observada en los pacientes sometidos a CEC; contribuye en la
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patogénesis de la disfuncion pulmonar aguda, cardiovascular, neuroldgica, esplacnica,
hematoldgica y del sistema inmune siguiendo a la cirugia cardiaca. No hay evidencia
que sugiera que la respuesta inflamatoria contribuye a la aparicion de fiebre

postoperatoria, pericarditis post-cardiotomia y derrame pleural después de la CEC.
*Pulmonar.

La ALI definida por la triada de hipoxemia (PaO./FiO, mayor o igual de 300),
infiltrados pulmonares bilaterales y presion capilar pulmonar normal es una
complicacion siguiendo a la cirugia cardiaca. El riesgo y severidad de ALI ha sido
constantemente unido a la duracién de la CEC, asi como al tipo de oxigenador usado. El
ALLI severo, aunque poco frecuente (1-3%), ha sido asociado con un 50% de mortalidad.
Grados menores de lesién pulmonar como el indice de oxigenacion reducido, alteracion
de la relacion ventilacion/perfusion, descenso de la distensibilidad pulmonar se han
visto en un 12% de pacientes. La disfuncién pulmonar temprana después de cirugia
cardiaca aumenta la morbilidad, aumenta la posibilidad de disfuncion renal, neurolégica
y riesgo de infeccién; aumenta la duracién de la ventilacion mecénica, la estancia en

UCI, estancia hospitalaria y riesgo de muerte.

La respuesta inflamatoria tiene efectos perjudiciales en la circulacién pulmonar y en el
parénquima pulmonar. Varias lineas de evidencia implican a la respuesta inflamatoria
en la disfuncién pulmonar postoperatoria. Evidencias histologicas demuestran que la
CEC puede causar dafio al endotelio, epitelio e intersticio pulmonar. Hasta el 50% de
los neutrofilos circulantes son secuestrados en los capilares pulmonares durante el
recalentamiento, con la consiguiente degranulacion que contribuye al dafio del endotelio
vascular pulmonar. Las elevaciones postoperatorias de la elastasa de los granulocitos,
un indice de degranulacion de los lisosomas de los neutrofilos, se correlaciona con la
alteracion de la oxigenacion, gradiente alveolo-arterial y con el shunt intrapulmonar. El
aumento de la permeabilidad vascular pulmonar siguiendo a la CEC se correlaciona con
marcadores de peroxidacion lipidica y una reduccion de los antioxidantes plasmaticos,
ambos indicadores de una lesion inducida por radicales de oxigeno. Las estrategias que
disminuyen la respuesta inflamatoria pueden reducir el ALI post-CEC. Mientras la
concentracion de mediadores pro-inflamatorios séricos y alveolares se correlaciona con
disfuncion pulmonar post-CEC, la eliminacion mecénica de los mediadores puede

disminuir la lesion pulmonar. La deplecion de leucocitos durante la CEC o el bloqueo
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de la adhesion de los neutréfilos disminuyen la disfuncion pulmonar postoperatoria. La
inhibicion de la activacion del complemento resulta en una inhibicidn significativa de la

lesion pulmonar aguda post-CEC.
*Cardiovascular.

Las complicaciones cardiovasculares mayores perioperatorias (IAM, fallo cardiaco,
muerte), ocurren en al menos un 10% de pacientes % tras CABG; la respuesta
inflamatoria puede estar implicada en la patogénesis de la disfuncién cardiovascular
post-CEC. El aumento de la inestabilidad hemodinamica durante la cirugia cardiaca
puede ser debido al aumento de las citoquinas pro-inflamatorias como la IL-6. Por tanto
parece haber una relacion clara entre los mediadores inflamatorios inducidos por la CEC
y la isquemia, disfuncion miocérdica post CEC y desensebilizacion B adrenérgica. El
TNF-a, IL-1B y la IL-6 han sido implicados en la refractariedad de los miocitos
miocardicos a la estimulacion adrenérgica siguiendo la CEC; el funcionamiento
miocéardico en los pacientes mayores después de la CEC es suprimido por el TNF-q,
mientras que los anticuerpos anti-TNF-a revierten la depresion miocardica vista en la
sepsis. Las anormalidades de la motilidad de la pared del ventriculo izquierdo y los
episodios de isquemia miocérdica después de la CEC se correlacionan con las
concentraciones de IL-6 e IL-8. Las alteraciones en la regulacion del NO pueden jugar
un papel importante en la patogénesis de sucesos cardiovasculares después de la cirugia
cardiaca. ElI miocardio humano produce NO via eNOS y esta regulado por el estado
contractil del corazon, posiblemente por una via B-adrenérgica. Este NO producido via
eNOS tiene importantes efectos cardioprotectores incluyendo la regulacién del tono
vascular, contractilidad miocardica, coagulacion y funcion del endotelio pulmonar; sin
embargo la regulacion de iNOS por las citoquinas pro-inflamatorias siguiendo a la CEC
puede aumentar la produccién de NO y aumentar el tamafio del infarto; en este contexto
el NO puede contribuir a la disfuncion miocérdica postoperatoria. La IL-1pB regula al
alza la produccion de NO mediado por iNOS y se ha demostrado depresion de la

contractilidad cardiaca a través del mecanismo dependiente del NO.
* Neurologico.
Las complicaciones neuroldgicas siguiendo a la cirugia cardiaca producen un aumento

de la hospitalizacién y pueden aumentar la mortalidad 2 hasta 10 veces. Los déficits
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cerebrales focales, como el ataque isquémico transitorio (AIT) y ACV ocurren en 1-3%,
mientras que anomalias clinicas menos severas como las convulsiones se ven en un 5-
10%. La disfuncion neuroldgica postoperatoria, incluyendo la disfuncién cognitiva y la
incapacidad no relacionadas con la lesion focal, se ven en el 69% en el postoperatorio
inmediato y persisten al menos 1 mes en un 36% de pacientes. Los pacientes con el
alelo &-4 de la Apolipoproteina E o con lesion neuroldgica previa estan predispuestos a
complicaciones neuroldgicas después de la CEC. La respuesta inflamatoria juega un
papel central en la patogénesis de la lesion neurologica post-CEC. En la lesion
neuroldgica despues de la CEC, esta bién documentado el papel de la disfuncién del
endotelio y la interaccion del endotelio con los neutrofilos. La pérdida de la
vasodilatacion cerebrovascular del endotelio puede contribuir en la patogénesis de los
déficits de perfusion postoperatorios. EI NO formado, a partir del nNOS (6xido nitrico
sintetasa neuronal), en respuesta al glutamato ha sido implicado como potente
neurotoxina en modelos animales de lesion neuroldgica post-CEC. La aprotinina un
inhibidor de proteasas séricas con efecto hemostatico y antiinflamatorio, disminuye la
incidencia de ACV después de la CEC.

Los circuitos recubiertos de heparina disminuyen la activacion por contacto de la
respuesta inflamatoria, disminuyendo la incidencia de disfuncién neuroldgica
postoperatoria en los seres humanos. Las estrategias que disminuyen la respuesta

inflamatoria pueden disminuir la lesion neuroldgica.
* Renal.

La disfuncidn renal perioperatoria ocurre en un 7-13% de los pacientes con un 1%-1,5%
de pacientes que requieren alguna forma de terapia dialitica. La isuficiencia renal (IR)
siguiendo a la cirugia cardiaca aumenta la estancia en UCI, aumenta la estancia
hospitalaria y la mortalidad (27% vs 0,9%). La tasa de mortalidad para los pacientes que
requieren rangos de didlisis postoperatoria, oscila del 28% al 64%. La incidencia de
disfuncion renal esta relacionada directamente con la duracién de la CEC. El papel de la
respuesta inflamatoria en la patogénesis de la lesion renal sigue siendo definido. El dafio
renal por I/R, combinado con la respuesta inflamatoria a la CEC, puede ser una causa
importante de disfuncion renal después de la cirugia cardiaca. La hipoperfusion de la
corteza renal se ha demostrado durante la fase de recalentamiento de la CEC en un

modelo animal. La respuesta inflamatoria puede exacerbar la hipoperfusion renal, tanto
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indirectamente como resultado de la inestabilidad hemodinamica, como directamente
por la vasoconstriccion arteriolar renal y alteracion de la distribucién intrarrenal de la
perfusion, debido a alteraciones de las catecolaminas y concentracién del NO. ElI TNF-
a, liberado durante la CEC, induce depositos de fibrina gromerular, infiltracion celular y
vasoconstriccion llevando a la disminucién del filtrado gromerular. Estrategias anti-

TNF-o han sido propuestas para disminuir la IR post-CEC.
*Hepatico.

La disfuncion hepatica postoperatoria esta relacionada con la duracion del CPB y puede
aumentar la mortalidad. EI mecanismo de la lesion hepética después de la CEC vy el
papel de la respuesta inflamatoria no estan bien caracterizados.

La lesion hepatica por I/R puede ser la consecuencia de la congestion venosa hepatica
durante el destete de la CEC; altas concentraciones de C3a y C4a han sido asociadas
con la disfuncion hepética post-CEC en seres humanos. Durante el bypass hipotérmico,
las concentraciones portales de endotelina-1, un potente vasoconstrictor, se han
asociado con una disminucién del flujo sanguineo hepético y disfuncién hepética post-
CEC en un modelo animal. En los pacientes después de la CEC la perfusion hepatica
puede disminuir durante un maximo de 24 horas. Existe evidencia creciente para pensar
que el TNF-a y la IL-6 pueden contribuir en la patogénesis de la disfuncién
hepatocelular post-CEC.

*Coagulacion.

Defectos hemostaticos inducidos por la CEC pueden contribuir a la morbilidad
perioperatoria. Los mecanismos que pueden alterar la coagulacion incluyen la
activacion de la coagulacion y la fibrinolisis por contacto directo con el circuito de
derivacion, la disfuncion plaquetaria y la fuga capilar debido a la lesion del endotelio.
La respuesta inflamatoria puede ser fundamental para el desarrollo de esos defectos
hemostaticos. La cantidad de pérdida sanguinea postoperatoria se ha correlacionado con
el grado de activacion de la cascada del complemento. La eliminacidon mecanica de
citoguinas, como por hemofiltracion se ha asociado con una disminucion de la pérdida

de sangre postoperatoria siguiendo a la cirugia cardiaca.

La afectacion de la funcidén plaquetaria asociada al CPB puede ser mediada por

citoquinas. La endotoxina y la IL-1p estimulan la liberacion del FvW desde el endotelio
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vascular, el cual puede promover la activacion y localizacion de plaquetas y mejorar la
trombogenicidad en focos inflamatorios. La cosecha preoperatoria de plasma rico en
plaquetas con su reinfusion después de la CEC puede mejorar la funcion hemostética,
causar una menor disfuncion pulmonar y una menor estancia en UCI. La CEC con
circuitos mas biocompatibles pueden disminuir la activacion de las plaquetas, la

fibrinolisis y la generacion de trombina y mejorar la preservacion de plaquetas.
eInmunosupresion.

La inmunidad mediada por células se altera después de la cirugia cardiaca con CEC. #**
228 |a inmunosupresién asociada al CPB puede jugar un papel importante en el
desarrollo de complicaciones infecciosas postoperatorias.? La inmunosupresion puede
resultar de un predominio de la produccién de las citoquinas anti-inflamatorias. Después
de la cirugia mayor, disminuye la produccion de inmunoglobulinas (IG) y de INF-y
(figura n°8) y muchos pacientes llegan a estar anérgicos estando expuestos a un riesgo
aumentado de sepsis.

La inmunidad celular esta alterada con descenso de los linfocitos T CD3+ y los T helper
CD4+, aumento de los linfocitos CD8+ 22 y disminucién de los monocitos; la
disminucion de las células NK se vio al 1-3 dias del postoperatorio; disminuye la
respuesta de los linfocitos a mitdgenos. El pretatamiento con Indometacina vy
Timopentina, las cuales estimulan la activacion y diferenciacion de los linfocitos, parece
restaurar ciertos aspectos de esta respuesta. La IL-10 juega un papel importante en la
inmunosupresién postoperatoria; la expresion del gen de la IL-10, se correlaciona con
una disminucion de los monocitos en un estudio realizado en pacientes sometidos a
cirugia abdominal mayor. La L - Arg juega un papel central en la funcion normal del
sistema inmune. La L - Arg es metabolizada en los macréfagos por la iNOS para
producir NO (importante en mecanismos citotdxicos), y por la ARG 1y 2 para sintetizar
L - Ornitina y Urea. Se demostrd que los macréfagos estimulados con IL-4 e IL-13
regulan al alza ARG 1 y el aminoécido cationico transportador 2B causando un
descenso rapido de los niveles de L — Arg, induciendo una disminucién de la expresién

de la cadena { del TCR (CD3() y disminucién de la proliferacion de los linfocitos T.
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Figura 8. Modelo de activacién de la inmunidad celular. La célula presentadora de antigeno (APC)
activa a la célula T- helper (THO) para diferenciarse en célula T helper 1 o célula T helper 2. Lacélula T
helper 1 media una respuesta inflamatoria por la sintesis y liberacion de IL-2 e INF-y. La célula T helper2
es inhibida por INF-y. La célula T helper 2 media una respuesta que lleva a la produccion de anticuerpos
(AB) por la sintesis y liberacion de IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10. La IL-10 inibe la respuesta Th 1.7

La iNOS y la ARG 2 no inducen esos cambios. Al afadir inhibidores competitivos de la
ARG 1 0 un exceso de L - Arg se produce la reexpresion del CD3( y la recuperacion de
la proliferacion de la célula T. Los linfocitos T obtenidos de nifios con LLA (Leucemia
Linfatica Aguda) cultivados en medios de cultivo sin L - Arg tienen un descenso rapido
de la cadena (, del complejo TCR, la principal sefial de transduccion de este receptor, y
un descenso de la proliferacion de los linfocitos T y de citoquinas como el IFN-y. Este
fendmeno se revierte completamente con la reposicion de L - Arg pero no con la
reposicion de otros aminoacidos. La disminucion de la expresion de la cadena CD3( no
esta causado por la muerte celular sino por un descenso de la expresion del CD3(
MRNA (descenso de la sintesis de CD3().Por consiguiente la regulacion de la
concentracion de la L - Arg pudiera representar un mecanismo importante para modular
la expresion de la cadena CD3(, del receptor de la célula T y de la funcion de la célula

T.
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3. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA MODULAR LA
RESPUESTA INFLAMATORIA.

Diversas técnicas, incluyendo el mantenimiento de la estabilidad
hemodindmica, la disminucion de los tiempos de CEC, y agentes farmacologicos e
inmunomoduladores han sido examinadas en estudios clinicos. Varios indices clave
de la respuesta inflamatoria parecen predecir la morbilidad postoperatoria después de
la cirugia cardiaca y pueden ayudar a estratificar el riesgo del paciente mayor. En la
fase preoperatoria, la elevacion de las concentraciones de PCR predice una mayor
probabilidad de complicaciones seépticas y la necesidad de tratamiento con
catecolaminas, una mayor duracién de la asistencia respiratoria, y el aumento de la

duracion de la estancia en la UCI.2%

3.1.Técnicas quirurgicas cardiacas noveles.

*OPCAB (Cirugia de revascularizacion coronaria sin bomba). Hay que considerar
que una forma de reducir la respuesta inflamatoria a la CEC es omitir por completo
la CEC. Aunque esto no sera posible para todos los procedimientos debido a la
necesidad de abrir las cavidades del corazdn, la cirugia de revascularizacion
coronaria sin bomba (OPCABG) elimina los efectos deletéreos de la CEC vy la
cardioplejia. Evitar el pinzamiento adrtico y la CEC puede disminuir la respuesta
inflamatoria, mejorar la funcién de 6rganos en el postoperatorio y la evolucién del
paciente, sobre todo en pacientes de alto riesgo. OPCABG reduce la produccion de
los principales mediadores de la respuesta inflamatoria sistémica.> Varios ensayos
aleatorios controlados y metaanalisis han informado que reduce la necesidad de
transfusion, reduce la lesion del miocardio, complicaciones neuroldgicas y déficit
neurocognitivo, reduce la disfuncion renal, SIRS, estancia hospitalaria y costes.??%
Todavia se produce una respuesta de estrés fisioldgica con aumentos resultantes en
los marcadores pro - inflamatorios pero la magnitud de esta respuesta, sin embargo,
es significativamente menor que la observada cuando se utiliza CEC.?*® Raja y Berg
197

recientemente revisaron 19 ensayos controlados aleatorios e informaron del

impacto de OPCABG sobre cualquier aspecto de la inflamacion sistémica.

En otros estudios se mostré que los niveles de estrés oxidativo, *° de liberacion de

citoquinas %% 2 de activacion del complemento, "2 de activacion de neutréfilos,
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aunque en la cirugia con bomba hay secuestro de neutréfilos con disminucion del
nimero %* y de endotelina, ?*®> son significativamente menores con OPCABG que

con CABG convencional.

Por Gltimo, OPCABG disminuye la lesién inducida por ROS.?*° Los ensayos clinicos
realizados hasta la fecha sugieren que la OPCABG puede atenuar los indices de
disfuncion organica postoperatoria aunque no elimina el SIRS después de la cirugia

cardiaca.?3% 236 237

La revision sistematica de Moller et al %

no demostrd ningun beneficio significativo
de OPCABG en comparacion con CABG respecto a la mortalidad, ictus o IAM. En
contraste, se observd una mayor supervivencia a largo plazo en el grupo de pacientes
sometidos a CABG con bomba con el uso de CPB y parada cardiopléjica. En cambio
Kuss et al % analizaron 38 estudios con 123.137 pacientes e informaron disminucién
muy importante del riesgo de mortalidad, accidente cerebrovascular, IR, ventilacion
prolongada y otros aspectos de la morbilidad de la cirugia sin bomba. Una posible
explicacion de las diferencias aparentes entre los ensayos aleatorizados y los
registros, es la sugerencia de que los principales beneficios de la cirugia OPCABG

aparecen cuando la mortalidad prevista para CABG es superior al 5%.

Jongman et al ® concluyeron en su reciente estudio de 2014 que evitar la CEC y el
pinzamiento adrtico en cirugia CABG reduce la respuesta inflamatoria sistémica; en
cambio la OPCABG no conduce a un aumento de la liberacion de moléculas de
adhesion endoteliales solubles en la circulacion (es decir no afecta la funcion del

endotelio).®

Sobre la base de la evidencia actual, la cirugia con bomba con CEC debe continuar
siendo el tratamiento quirdrgico estandar. Sin embargo, la cirugia sin bomba puede
ser aceptable cuando hay contraindicaciones para la canulaciéon de la aorta y la
CEC.?®® Por otro lado, se estan acumulando datos de que tanto el nimero v la calidad
de los injertos es inferior con OPCABG vy si esto simplemente refleja la mayor
necesidad de experiencia técnica necesaria para OPCABG o pérdida del efecto
antiagregante plaquetario del CPB (y por consiguiente la necesidad de terapia
antiplaguetaria dual en pacientes OPCABG), no se ha resuelto. Si se confirma la

inferior permeabilidad del injerto entonces habra una reduccion de la realizacion
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rutinaria de OPCABG con la posible excepcion de la técnica de la aorta para reducir

las complicaciones neurolégicas en pacientes con enfermedad de aorta ascendente.?*°

e Cirugia cardiaca minimamente invasiva.

Los avances en la cirugia minimamente invasiva en otras areas, como la cirugia
laparoscépica y toracoscopica, han impulsado el interés en los enfoques que evitan la
esternotomia media completa. ' Técnicas de cirugia cardiaca minimamente
invasivas se pueden utilizar en presencia o ausencia de CEC. La incision quirurgica
puede influir en la respuesta inflamatoria generada, con una reduccién de la
activacion del complemento tras la toracotomia anterolateral limitada en
comparacién con la esternotomia media.® En la actualidad, los tiempos quirdrgicos

son considerablemente mayores con técnicas de minimo acceso.®
e Técnica de Drew Anderson.

Un enfoque intermedio, menos invasivo puede ser utilizar los propios pulmones del
paciente como un oxigenador a través de la circulacion extracorpdrea bilateral. Esta
técnica, introducida por Drew y Anderson, permite un buén acceso quirdrgico, sin
embargo evita la necesidad de un oxigenador artificial. Un reciente ensayo clinico
aleatorizado, inform6 disminucion de las concentraciones de IL-6 e IL-8 y una
atenuacion de la disfuncion hemostatica y pulmonar postoperatoria con esta

técnica.?*

3.2.Estrategias para mejorar la biocompatibilidad del circuito de

circulacion extracorporea.

La mejora de la biocompatibilidad del circuito de CEC con el fin de reducir la
activacion por contacto del sistema inmune, particularmente la cascada del
complemento, puede ser una estrategia Gtil para limitar la respuesta inflamatoria. Los
posibles enfoques incluyen el uso de materiales mas biocompatibles en el circuito o
modificaciones de la superficie del circuito mediante el recubrimiento con

compuestos que sean menos inmunogenos.

e Circuitos recubiertos de heparina. Los circuitos de CEC recubiertos de heparina
(HCC) mejoran la biocompatibilidad, reducen la activacion del contacto, y pueden

disminuir la disfuncion cardiovascular, respiratoria, neurologica y hemostatica
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postoperatoria.?** EI Duraflo Il HCC, que utiliza la heparina no fraccionada
ionicamente unida (superficie Duraflo Il; Baxter Healthcare Corp., Irvine, CA),
reduce la calicreina y la activacién del complemento, *** pero es menos eficaz en la
atenuacion de la coagulacién o fibrinolisis. *° El sistema de superficie Carmeda
bioactivo (CBAS; Medtronic Inc., Minneapolis, MN) utiliza heparina unida
covalentemente que ha sido fragmentada por el tratamiento con acido nitrico. El
circuito Carmeda parece ser superior al de Duraflo Il en la reduccién de la activacion

24Ty las concentraciones de

del complemento, 2*° de la activacion de neutrofilos,
endotelina-1.%*" Los estudios clinicos, realizados hasta la fecha, sugieren que los
efectos beneficiosos de los HCC se limitan a los pacientes de alto riesgo. En
pacientes de bajo riesgo, los HCC disminuyen la activacion de neutrofilos,
%8 diminuyen el dafio miocérdico, *® y reducen la activacion del complemento. %*°
En un gran estudio de pacientes de alto riesgo los HCC Duraflo Il disminuyeron la
duracién de la asistencia respiratoria, la estancia prolongada en UCI y la incidencia
de muerte. %** Los resultados se pueden mejorar si el circuito Duraflo se combina con
el uso de oxigenadores de silicona recubiertos. Los HCC pueden atenuar la respuesta
proinflamatoria de forma mas marcada y pueden tener mayores efectos protectores
del miocardio cuando se prolongan los tiempos de perfusién, sobre todo en el

transplante de corazén y el trasplante de corazén y pulmén. 2% #*

e Otras estrategias para mejorar la biocompatibilidad incluyen recubrimiento de los
circuitos con fosforilcolina (preserva plaquetas), ***de silicona, > proteinas
sintéticas ©* y polimeros, »° 0 aditivos modificadores de superficie. ** %" La
disminucion del area de superficie del oxigenador también puede disminuir la

activacion de la respuesta inflamatoria. 2
3.3.Estrategias para reducir la endotoxemia.

e Descontaminacion Digestiva selectiva (DDS). La DDS es una técnica para reducir
el contenido intestinal de enterobacterias. Esto se logra mediante la administracién
preoperatoria de antibidticos no absorbibles orales tales como polimixina E,
tobramicina, y la anfotericina B, y se ha demostrado que reduce las concentraciones
plasméticas de endotoxina, TNF-a, y la IL-6 en pacientes sometidos a CEC. Un
metaanalisis reciente sugiere que reduce las tasas de infeccion postoperatorias, pero

no las de mortalidad, en pacientes sometidos a cirugfa cardiaca. 2>
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e Nutricién enteral e inmunonutricion.

La hipoalbuminemia y el bajo indice de masa corporal (IMC), predicen de forma
independiente aumento de morbilidad y mortalidad después de las operaciones
cardiacas. ®° En un estudio inicial, los pacientes bien nutridos sometidos a cirugia
valvular tuvieron una estancia hospitalaria mas corta y una mejor funcién miocérdica
en comparacién con aquellos con desnutricion preoperatoria. 2°* Pruebas de
laboratorio en animales y humanos sugieren que la desnutricion calérico-proteica
disminuye la funcién ventricular izquierda, ** y que la concentracién de glucégeno
miocardico se correlaciona con la funcion ventricular izquierda después de la
CEC.? El papel beneficioso de la implementacion temprana de la nutricion enteral,
particularmente "immunonutricion”, que contiene los suplementos tales como L -
Arg, nucleétidos de purina, y los acidos grasos ®-3, considerados para mejorar la
funcion inmune, se ha establecido en el postoperatorio de grupos de pacientes
criticamente enfermos. En los pacientes criticos, la immunonutricion redujo las
complicaciones infecciosas, la duracion del SIRS y la duracion de la ventilacién
mecanica, la duracion de la estancia en UCI y la duracién de la estancia hospitalaria,
en comparacion con los pacientes que recibieron nutricion convencional. ?** El uso
de suplementos de glutamina puede mejorar la supervivencia de los pacientes con

insuficiencia de 6rganos que requieren nutricion parenteral. 2% 2%

3.4.Estrategias para mantener la estabilidad hemodinadmicay

perfusion de 6rganos.

La inestabilidad hemodindmica perioperatoria, el sindrome de bajo gasto cardiaco,
especialmente después de la CEC, es un indicador de resultados adversos tardios y
muerte. Alteraciones de la perfusion esplacnica, medida por tonometria del pH
intramucoso gastrico y PCO,, predicen fuertemente morbilidad postoperatoria en
pacientes quirdrgicos cardiacos. %’ La hipovolemia puede exacerbar la hipoperfusién
esplacnica durante y después de la CEC, y esto puede ser tratable mediante el
aumento del volumen intravascular. La hemodilucion excesiva durante la CEC puede
desempefiar un importante papel en la patogénesis del sindrome de bajo gasto
cardiaco post-CEC. Otras opciones terapéuticas incluyen soporte circulatorio
farmacoldgico y mecanico. Los inhibidores de la fosfodiesterasa parecen limitar

directamente la activacién inflamatoria y disfuncion de dérganos en modelos de
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sepsis. 2 La milrinona atenta la reduccién de pH géstrico intramucoso, reduce las
concentraciones de endotoxinas tanto venosas como hepaticas, y puede disminuir las
concentraciones postoperatorias de IL-6 en pacientes sanos sometidos a cirugia
cardiaca, °* #"° El uso electivo de la asistencia circulatoria mecénica, como el balén
de contrapulsacion preoperatorio en pacientes de alto riesgo, especialmente los

ancianos 2"y aquellos con disfuncion ventricular izquierda severa, °’* puede
reducir la incidencia del sindrome de bajo gasto cardiaco postoperatorio, mortalidad

y estancia en UCI.

3.4.1. Técnicas de filtracion (ultrafiltracion, filtracion de
leucocitos).

Ultrafiltracion. Ver pagina 61.

e Filtracion de leucocitos. Los leucocitos desempefian un papel central en la
respuesta inflamatoria a la cirugia cardiaca. La deplecién de leucocitos durante la
cirugia cardiaca, por medio de filtros especificos de leucocitos, atenda los indices de
estrés oxidativo y de inflamacion.?”® Los beneficios parecen mas consistentes en los
pacientes con factores de riesgo tales como disfuncion ventricular izquierda, cirugia
urgente, o larga duracién de la CEC. EI NO aumenta en condiciones inflamatorias en
los pulmones; el NO exhalado se ha propuesto como un marcador de inflamacion

pulmonar durante la CEC.

La leucodeplecion reduce el numero de leucocitos circulantes activados y la
inflamacion pulmonar durante la CEC. Esto parece limitar la lesion pulmonar y
mejorar la oxigenacién en pacientes de bajo riesgo sometidos a CABG. %"® Se
realizaron ensayos clinicos estudiando la colocacion de filtros de leucocitos en sitios
diferentes dentro del circuito de CEC, incluyendo el catéter arterial, * catéter venoso,
catéter de cardioplejia de sangre, y combinaciones de los mismos. *#'" Hay evidencia
creciente de que el agotamiento de leucocitos puede atenuar la lesién pulmonar y
miocardica después de la CEC, aunque estudios recientes no han confirmado esos
datos. 2"® Aunque algunos ensayos informaron resultados positivos en términos de
reduccion de los diversos marcadores de lesién de 6rganos, 2”° % la gran mayoria no
informé mejoria estadisticamente significativa en la funcién renal postoperatoria, 2"
episodios de rechazo en pacientes trasplantados, duracion de la ventilacion mecanica

postoperatoria, estancia en UCI y estancia hospitalaria total.?’® Se ha informado una
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pequefia mejoria de la funcién pulmonar postoperatoria %" en pacientes que reciben
leucodeplecion sistémica, pero esto no conducird a la disminucion de la estancia
hospitalaria o disminucion de la mortalidad.”’” Hay evidencia sustancial de que la
filtracion de leucocitos de la solucion cardiopléjica atenta la lesion por reperfusion a
nivel celular renal y miocardico, pero esto no se ha traducido en mejora clinica. *™®
280 | oberg et al *® vieron en su publicacién que los parametros bioquimicos de la
inflamacién y el dafio miocardico por reperfusién, se reducen en muchos estudios, lo
que sugiere una atenuacion de la lesion por reperfusion a nivel celular, pero esto no
parece ser transferible a la mejoria clinica. Sin embargo, un estudio con pacientes
con fraccion de eyeccidon ventricular izquierda (FEVI), severamente disminuida
encontrd que aquellos que reciben tratamiento con leucodepleccion requieren menos
apoyo inotrépico y experimentaron un aumento significativo de la FEVI después de
la cirugia en comparacion con los pacientes control, lo que indica que el beneficio de
la leucodepleccion puede depender del estado preoperatorio y la susceptibilidad al
dafio por reperfusion.®®> 2% Si se informé, que el agotamiento de leucocitos de la
sangre de la solucion de cardioplejia atenda la lesion de la célula miocérdica y
mejora la funcién del miocardio en pacientes con disfuncidn ventricular izquierda
programados para revascularizacién coronaria con CEC.? La leucodeplecion de la
solucién cardiopléjica sanguinea, (es decir, la cardioplejia sanguinea administrada
durante 10 minutos inmediatamente antes del desbloqueo de la aorta como un
complemento de cardioplejia cristaloide) disminuy0 la lesién miocardica y mejoro la
funcion cardiaca en pacientes con hipertrofia ventricular izquierda programados para
cirugia valvular. La lesion pulmonar mediada por leucocitos activados es una

complicacién reconocida de la CEC. #* Warren et al %

informaron que la
leucofiltration sistémica aumento significativamente la relacion PaO, / FiO, en las
primeras 12 horas tras cesar la derivacion, pero este efecto se perdié a las 24 horas.
La leucofiltration redujo significativamente la duracion del soporte ventilatorio en el

5

postoperatorio,”® pero no tuvo ningln impacto en la infeccién respiratoria

postoperatoria, duracion de la estancia en cuidados intensivos o duracion de la

estancia hospitalaria total; 2%

concluyendo que la leucofiltration sistémica puede
disminuir el dafio pulmonar relacionado con el bypass en el periodo postoperatorio
temprano, pero esto no parece traducirse en diferencias clinicamente significativas en
los resultados.?®* Alexious et al 2’® informaron que la leucodeplecion reduce el

namero de leucocitos activados circulantes y la inflamacién pulmonar durante la
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CEC. Esto parece limitar la lesion pulmonar y mejorar la oxigenacion en los
pacientes de bajo riesgo sometidos a CABG. Existe evidencia que ciertos subgrupos
de pacientes con comorbilidades especificas, como la disfuncion pulmonar
preoperatoria, pueden beneficiarse de la depleccion de leucocitos; aunque estudios
muy recientes afirman que la leucodeplecion durante la CEC resulta en el secuestro
de neutrdfilos por un corto periodo de tiempo, disminucion de los niveles séricos de
IL-10, y menor empeoramiento de la funcién pulmonar sélo temporalmente.?” Si la
investigacion futura se va a realizar, deberia estar dirigida a estos subgrupos.?* 2
En la actualidad, la evidencia no es lo suficientemente alta o consistente para abogar
por el uso rutinario de leucofiltracion como una estrategia anti-inflamatoria de rutina
en la CEC. La evidencia actual sugiere que la deplecion de leucocitos puede no tener
un impacto significativo en la cirugia de revascularizacion coronaria electiva en
pacientes de bajo riesgo, pero puede ser beneficioso en la cirugia valvular y cirugia
cardiaca en pacientes de alto riesgo.”®® Grupos quirtrgicos de alto riesgo que pueden
beneficiarse de la filtracion de leucocitos son aquellos con hipertrofia ventricular
izquierda (HVI; masa LV >300 g), fraccion de eyeccion pobre (FE<40%),
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC; FEV;predicho <75%), isquemia
prolongada (tiempo>120 min o trasplante cardiaco), cirugia cardiaca pediatrica y los
pacientes en shock cardiogénico que requieren cirugia de revascularizacion coronaria
de emergencia .?*" Bilgin et al 2** * analizaron la mortalidad debido a la transfusion
de sangre libre de leucocitos, en cirugia cardiaca valvular, viendo una reduccién de
la misma a corto plazo en aproximadamente un 50%. EI mecanismo exacto para este
efecto no se conoce. Las citoquinas proinflamatorias inducidas por las transfusiones
de hematies que contienen leucocitos en combinacién con la respuesta inflamatoria
originada después de la cirugia cardiaca pueden agravar la morbilidad y podria
conducir al aumento de la mortalidad.?® La respuesta inflamatoria inducida por la
activacion del leucocito durante la CEC es una de las principales causas de la
disfuncion de érganos.”** Zhou et al ** hablan de hibernacién sanguinea, efectuada
por la adicién de NO, PGEL1 y aprotinina a la sangre circulante durante la CEC, para
atenuar la inflamacién y la coagulacién inducida por el CPB, mediante la inhibicion
de los compuestos intermedios comunes importantes entre los dos procesos. El
bloqueo de la activacion del leucocito puede atenuar la lesion pulmonar aguda y
lesion renal. Por lo tanto, eliminar los leucocitos por filtracion puede ser beneficioso

para los pacientes. Sin embargo, los resultados clinicos han sido polémicos. Algunos
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estudios han sugerido que los filtros de leucocitos a corto plazo, podrian reducir la

expresion de CD11b/CD18 en los mismos, disminuir la respuesta inflamatoria

sistémica y mejorar los resultados. Otros estudios han demostrado que los filtros de

leucocitos a largo plazo pueden incluso aumentar, la liberacion de citoguinas

inflamatorias y proteasas, al adherirse los leucocitos a la membrana del filtro, y asi

causar un efecto negativo al inducir la respuesta inflamatoria y conducir asi a la

destruccion del leucocito y del tejido.”* Por eso los autores sugieren evitar la

filtracion leucocitaria a largo plazo en la CEC. ***

3.5.Medicamentos que pueden suprimir la respuesta inflamatoria.

Inhibidores de proteasa sérica.

La aprotinina, un inhibidor de polipéptidos y proteasas séricas no
especifica, se ha utilizado claramente para prevenir la pérdida
excesiva de sangre durante la cirugia cardiaca. 2*® Inhibe la tripsina,
quimotripsina, plasmina, calicreina, elastasa y trombina. 2** Mediante
la inhibicion de la calicreina y plasmina reduce los niveles de
activacion de contacto y disminuye la fibrinolisis y asi disminuye el
sangrado en cirugia cardiaca con CEC.? Ademés, la aprotinina tiene
multiples acciones que pueden suprimir la respuesta inflamatoria, 2%
particularmente a dosis mas altas. Los efectos antiinflamatorios
incluyen la atenuacion de la activacion de plaquetas y mantenimiento
de la funcién plaquetaria, *° disminucién de la activacion del
complemento, 2%
2% disminucion de la liberacion de TNF-a, Y*1L-6, e IL-8, %

inhibicion ~ endbégena  de INOS inducida  por las

inhibicién de la produccién de la calicreina,

citoquinas, 2% disminucion de la activacién de leucocitos inducida

C, 296, 299

por la CE y la inhibicion de las moléculas de adhesion de los

monocitos y granulocitos. *® Un estudio observacional de Mangano

et al, *

informé de complicaciones cardiacas, renales y
complicaciones cerebrales hasta del doble en los pacientes que
recibieron aprotinina, contradiciendo asi las conclusiones de
metanalisis anteriores; asila aprotinina ya no debe utilizarse en
pacientes sometidos a cirugfa cardiaca de alto riesgo. **? Este estudio

de cohorte, BART, se cre0 para investigar comparando la aprotinina
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y los anadlogos de la lisina (acido tranexamico y &cido amino
caproico), posteriormente aportd pruebas convincentes de la
superioridad de los anélogos de la lisina en este rol en cirugia
cardiaca en pacientes de alto riesgo. %2

Pentoxifilina.

La pentoxifilina (PTX), es un inhibidor de fosfodiesterasa no especifico
con diversos efectos antiinflamatorios, muchos de los cuales pueden ser
mediados por la inhibicién de la fosfodiesterasa V. ** Estos incluyen la
atenuacion de la liberacion de TNF-a en la sepsis, disminucion de la
activacion de endotoxinas y citoquinas de los neutréfilos, *** reduccion
de los indices de lesiones endoteliales y de

permeabilidad, ** disminucién del secuestro de leucocitos en el

pulmén 306, 307

y la atenuacion de los aumentos de la resistencia
vascular pulmonar **" asi como el tiempo de ventilacién mecanica y la
estancia en la unidad. *®® Més recientemente, en pacientes quirrgicos
cardiacos de edad avanzada, la PTX disminuy0 el aumento de la elastasa
de los neutroéfilos, la PCR vy las citoquinas proinflamatorias (IL-6, IL-
8). Estos pacientes también tuvieron menores necesidades de
medicamentos vasoactivos y un menor tiempo para su extubacion. ® En
un estudio paralelo, los mismos investigadores informaron de mejoria en
la perfusion esplacnica, funcion hepatica y renal con PTX. % En un
estudio reciente Barkhordari et al 3 demostraron un efecto preventivo
de la lesién renal aguda con PTX al disminuir la creatinina en orina 'y la
gelatinasa neutrofilica urinaria asociada a la lipocalina, que muestra una

débil correlacion con la creatinina en orina.>®

Eliminadores de radicales libres y antioxidantes.

Una parte clave del dafio celular presenciado durante la lesion por I/R
que se produce durante la CEC es atribuible a las ROS, (también
conocidos como radicales libres de oxigeno), liberados por los
neutrofilos activados. Esto se agrava porque la CEC agota los
eliminadores endogenos de ROS, tales como las vitaminas E y C.
Estudios experimentales en animales han investigado la eficacia de

los antioxidantes exdgenos, tales como manitol, alopurinol, y N-
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acetil cisteina, para prevenir o atenuar el dafio mediado por ROS.%*

311 ge observaron resultados alentadores con la enzima superoxido
dismutasa (SOD) y catalasa, ambos eliminadores de radicales libres
de oxigeno, para reperfundir trasplantes de corazon en un modelo de
rata. Los  antioxidantes se  agotan después  de la
CEC, presumiblemente como resultado del consumo por los radicales
libres. Cuando la produccion de ROS supera la capacidad de
eliminacion, resulta la lesion celular. 3 3 La reperfusion del
miocardio humano con sangre en la solucion cardiopléjica en lugar
de cristaloide puede reducir la lesion por I/R, debido a los
eliminadores de ROS enddgenos presentes en los eritrocitos. Después
de la CEC la disfuncién endotelial coronaria parece ser parcialmente
mediada por ROS.*™® Los eliminadores de radicales libres, como
eliminadores enzimaticos, antioxidantes y quelantes de hierro,
pueden ser complementos terapéuticos potencialmente Gtiles para
controlar los efectos perjudiciales de la respuesta inflamatoria. La
reoxigenacion limita la peroxidacién lipidica. *'* Pero a pesar de
algunos resultados prometedores, la mayoria de los estudios en
humanos no han demostrado ningun beneficio significativo, y por lo
tanto, la terapia antioxidante no puede ser recomendada como una
opcién terapéutica regular.?

-Altas dosis de vitamina C (acido ascorbico) se ha demostrado que
secuestra eficazmente los radicales libres, disminuye la peroxidacion
de lipidos de la membrana celular, **° disminuye la lesién miocardica
y mejora la hemodinamica con una estancia en UCI mas corta y
estancia hospitalaria menor. **> Manitol o alopurinol, pueden
minimizar los radicales libres disponibles para la peroxidacion

lipidica de las membranas bioldgicas. '

La vitamina E (a-tocoferol)
reduce las concentraciones de perdxido de hidrégeno en plasma, un
marcador de los niveles de radicales libres y disminuye la
peroxidacion lipidica de la membrana ** tras la CEC.

-Las altas dosis de N-acetilcisteina antes o durante el CPB parecen

actuar como eliminadoras de radicales libres, 318

3

reducen la respuesta

de estallido oxidativo de los neutréfilos 3y la actividad de la
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elastasa. 3 En un ensayo intervencionionista en pacientes con lesion
pulmonar aguda establecida, la N-acetilcisteina mejoré la
oxigenacion y la mecénica pulmonar, aunque no se observd ningun
impacto en la progresion del sindrome de dificultad respiratoria

aguda 320, 321

por ello en este tipo de pacientes con SIRS y sepsis los
médicos no usaran de forma sistemética N-acetilcisteina para su
tratamiento porque es ineficaz para disminuir las complicaciones.??
El tratamiento de la respuesta inflamatoria sistémica al CPB también
es confundido por el hecho de que la inhibicion de la inflamacion
podria interrumpir respuestas protectoras fisiolégicos o resultar en la
inmunosupresion.®®

-El alopurinol es un inhibidor del enzima xantina oxidasa; puede
disminuir la formacion de radicales libres citotoxicos, y mejorar la
recuperacion de la funcién del miocardio después de la CEC. ** La
administracion preoperatoria de a-tocoferol (vitamina E), &cido
ascorbico (vitamina C) y alopurinol se ha demostrado que mejora la
funcién miocardica y reduce la morbilidad perioperatoria después de
CABG.

-Otros antioxidantes: ElI metabolismo celular genera el radical libre
superdxido citotoxico 027, y una familia de enzimas llamadas SOD,
nos protegen catalizando su conversién a 02 y H202. Aumenta la
produccion de superoxido en una amplia variedad de estados
patoldgicos, especialmente los que implican inflamacion o lesion
isquémica.®®® la depresion de la contractilidad cardiaca postbomba
podria ser debido al aumento de los niveles de ROS. La superdxido
dismutasa y catalasa, eliminadores de anién superoxido y peroxido de
hidrégeno, respectivamente, podrian ser eficaces en la prevencion de

la disfuncién cardiaca post-CEC 3%

La inmunomodulacion: La controversia de los corticoides.
Ver pagina 52.

Inhibidores de la ciclooxigenasa.

-La aspirina, el farmaco prototipo antiinflamatorio no esteroideo

(AINE), es ampliamente utilizado en pacientes de cirugia cardiaca
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para aliviar el dolor y por su actividad antiplaquetaria. Los AINES
tradicionales, tales como indometacina, inhiben tanto la
ciclooxigenasa constitutiva 1 (COX-1), como a la COX-2, la
isoforma inducible activada por estimulos inflamatorios. La
inhibicidn de la COX no especifica atenua el aumento de la RVP y
ALI y revierte la disfuncién microvascular pulmonar **” en modelos
de CEC. No obstante la inhibicion de COX-1 parece aumentar la
formacion del radical libre isoprostano, que favorece Ila
vasoconstriccion coronaria y agrava la disfuncion miocardica
postisquémica. 1232

-Los inhibidores especificos de COX-2 exhiben un potencial
considerable para atenuar la respuesta inflamatoria después de la
cirugia cardiaca. COX-2 ha sido implicado en la patogénesis de
sucesos adversos después de la cirugia cardiaca. *****° Los productos
de COX-2, en particular los tromboxanos **!y la alteracion de la
liberacion de NO, pueden contribuir al vasoespasmo coronario

329 nor la serotoninay al aumento de la

postoperatorio inducido
RVP. ¥ La inhibicién de COX-2 atentia la respuesta inflamatoria del
miocardio durante el rechazo de aloinjerto cardiaco, *** reduce la
disfuncion endotelial después de la isquemia miocardica y la

4

reperfusion, #* 'y mejora la funcién cardiaca en el 1AM

experimental. **Ademas, la inhibicién de COX-2 disminuye la

depresién miocérdica inducida por la endotoxina 2" 3%

y la lesion
por I/R del pulmén. Sin embargo, la eficacia clinica de los
inhibidores de COX-2 en la atenuacion de la respuesta inflamatoria a

la cirugia cardiaca queda por determinar.

e Terapias dirigidas al complemento.
La activacion del complemento desempefia un papel clave en la fase
temprana de la respuesta inflamatoria a la CEC. Inhibidores de
terminales del complemento, tales como pexilizumab, un fragmento
de anticuerpo recombinante que se une a C5, bloqueando la
85, 337, 338

generacion de Cha y C5b-9, estan atrayendo mucho interés.

Ensayos randomizados y analisis retrospectivos realizados, sugieren
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una posible reduccién del riesgo de IAM y muerte dentro de los 30
dias posteriores a la cirugia. 3% %! Estos beneficios pueden ser
especialmente notables en personas con alto riesgo de lesiones por
I/IR debido a largos periodos de pinzamiento adrtico.**® 3 Las
terapias que utilizan inhibidores de terminales del complemento
solubles enddgenos pueden ser un enfoque adecuado para reducir la
activacion de contacto y de ese modo controlar la respuesta

inflamatoria, 8337 338

Terapias antimediador.
Se centran en la propia molécula de endotoxina y en la cascada de

citoguinas proinflamatorias tras la CEC.

Terapias para disminuir el dafio endotelial.

El blogueo de las moléculas de adhesion puede impedir la adherencia
de neutrdfilos durante las primeras 24 horas después de la CEC,
evitando el dafio organico mediado por neutrofilos. En este sentido,
el bloqueo de la selectina endotelial y moléculas de adhesion de
neutrdfilos resultd en una disminucion de la lesion cerebral en un
modelo animal de CEC y parada circulatoria hipotérmica
profunda. Sin embargo, el bloqueo de las moléculas de adhesion

aumenta la susceptibilidad a la infeccion.

Inhibidores de la fosfodiesterasa.

Los inhibidores de la fosfodiesterasa aumentan los niveles de
adenosin monofosfato ciclico intracelular (AMPc), por lo que
aumenta el inotropismo miocardico y disminuyen las resistencias
vasculares sistémicas (RVS), causando vasodilatacion periférica.
También han demostrado ejercer un efecto anti-inflamatorio,
posiblemente a través del mismo mecanismo. La milrinona, un
inhibidor especifico de la fosfodiesterasa Il1, reduce la produccion de
IL-6 e IL-1PB y puede aumentar la perfusion gastrointestinal y reducir
la endotoxemia cuando se administra en perfusion a pacientes
sometidos a CABG.?
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4. COMPLEJO RECEPTOR DE CELULA T O COMPLEJO TCR.

El linfocito T Unicamente reconoce al antigeno cuando éste se encuentra presente en la
membrana de la célula presentadora de antigeno (MCH complejo mayor de
histocompatibilidad). Cuando tiene lugar el reconocimiento antigénico entre el TCR y la
molécula MCH, que porta el antigeno, se desencadenan una cascada de reacciones
bioquimicas en el citoplasma de la célula T dando lugar al proceso de activacion de la

célulaT.
4.1.Estructura del complejo TCR/CD3.

El complejo receptor de célula T o complejo TCR estd formado por dos partes bien

diferenciadas tanto estructural como funcionalmente:

¢ TCR. Un heterodimero, formado por dos subunidades proteicas o y B, unidas
covalentemente por puentes disulfuro; es la porcion especifica, polimorfa que va a
permitir el reconocimiento de los diferentes antigenos. Existe una variante de TCR, que
se encuentra en unas pocas células T y estd formado por cadenas y y & en vez de
cadenas o y B.3* Este heterodimero no se asocia covalentemente y su funcién no esté

claramente determinada (figura n°9).

» CD3. Es la porcion invariable del complejo y esta formado por al menos 3 mondémeros
unidos no covalentemente, denominados gamma, delta y épsilon (y, & y €).3** ** Es el
encargado de transmitir la sefial del reconocimiento antigénico al interior de la célula'y
de regular los niveles de expresion del receptor en la superficie celular. Al complejo
CD3 se le asocia un gran homodimero intracitopladsmico, la cadena (¢, (CD247; cadena
C o cadena Z). La cadena { es una molécula de 16 kDa asociada con el complejo
receptor de células T, TCR/CD3, en los linfocitos T y FcyRIIIl en CD3 (-) CD56 (+)

CD16 (+) y celulas asesinas naturales (células NK) (figura n°10).

4.2.Funcionamiento del complejo TCR/CD3.
El TCR estd formado por dos cadenas polimorficas (af 6 yd) que le confieren la
especificidad por los antigenos y forman el sitio de unién al antigeno presentado en el
complejo mayor de histocompatibilidad. Las cadenas polimoérficas (af 6 yd) son
cadenas variables y glicosiladas que se asocian entre si por un puente disulfuro. Estas

cadenas estan unidas covalentemente al complejo CD3, formado por las cadenas v, 0, €
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y {. Las cadenas CD3y, CD306 y CD3g, se encuentran unidas entre si por uniones no

covalentes.>®

La cadena CD3( se asocia al complejo TCR, en forma de homodimeros {(
(en el 90% de los complejos TCR/CD3) (figura n°11) 6 formando heterodimeros con
otras cadenas de su misma familia como 1, derivada de un procesamiento alternativo del
mRNA de la cadena CD3¢ **® (figura n°10). El reconocimiento del antigeno conduce a
un cambio conformacional extracelular que se transmite intracelularmente a través del
CD3. La interaccion entre el CD3-({ unido por enlaces disulfuro, es un componente
esencial de la sefializacion del complejo TCR/CD3, y su entorno lipidico. La formacién
de enlaces disulfuro requiere la presencia absoluta de un 4cido aspartico cercano.®*’ Las
cadenas CD3y, CD36 y CD3e¢ constan de una region extracelular grande con un dominio
inmunoglobulina, una regién transmembrana y un dominio intracelular pequefio con un
dominio ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Sin embargo, la
cadena CD3( posee un corto dominio extracelular, de 9 aminoacidos necesario para el
correcto ensamblaje del complejo TCR/CD3, una regién transmembrana **® y una
region intracelular grande que contiene tres dominios ITAM. Los datos sugieren que se
necesita un dominio extracelular corto de la cadena CD3( del CD3, para montar

correctamente el complejo TCR/CD3.

Cuando se amplia este dominio extracelular el complejo TCR/CD3 resultante se
distorsiona y conduce a un fenotipo hiperactivo con aumento de la activacion de la
célula T.3* La cadena C juega un papel crucial en la transduccion de la sefial resultante
de la union TCR-CD3-MCH; inicia la cascada de transduccién de la sefial que lleva a la
activacion y proliferacion de la célula T.3* % La porcién intracelular es la responsable
de transmitir las sefiales resultantes de la unién TCR/MCH/CD3.**® Los dominios
ITAM de la region intracelular son secuencias conservadas YxxLx6-8YxxL que
contienen residuos tirosina () separados entre si por 18 aminoécidos y son la diana
para la fosforilacion mediada por tirosina quinasas asociadas al receptor.®*

La asociacion del TCR con los ligandos adecuados tiene como consecuencia una rapida
fosforilacién de estos residuos de los dominios ITAM *? y de proteinas tirosina
quinasas asociadas a ellos como la familia Syk dando lugar a la sefializacion
intracelular. Cuando la cadena CD3( del CD3 se fosforila se une a ZAP70 (cadena
asociada a la protein Kinasa de 70 kDa), que permite la fosforilacion y la activacion de
la p56 **!Ick quinasa. ZAP70 inicia la transduccién de sefiales intracelulares resultando

en la activacion de la PKC, la movilizacion del calcio y la regulacion de los genes
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cruciales para la funcion de las células T efectoras (figura n° 10). Por otro lado la unién
del ligando al TCR/CD3 induce un cambio conformacional tanto fuera como dentro de
la membrana plasmatica. Una de las consecuencias medibles es que se expone una
secuencia de la porcion intracelular de CD3e rica en prolina. Dicha secuencia podria
reclutar entonces a la ubicua proteina adaptadora Nck; a su vez, el reclutamiento de Nck
parece necesario para una correcta sefializacion, maduracién inmunoldgica de la
sinapsis y activacion de la célula T, y tiene lugar también durante la seleccidn positiva y

negativa en el timo.*®

(Figura n°9). Cualquier regulacién negativa tanto de las cadenas
del TCR como del CD3 ocasionaria graves consecuencias en la activacion de la
respuesta inmune, ya que la sefializacion intracelular no se llevaria a cabo
correctamente.®** Durante la Gltima década, la expresién de ARG vy el agotamiento de L
- Arg han demostrado ser una poderosa ruta inmunosupresora en mamiferos.** Ochoa
et al, *® estudiaron el efecto de la disminucién de la concentracién extracelular de L -
Arg en células T humanas. La ausencia de L - Arg induce la regulacién negativa de la
cadena CD3( del complejo TCR/CD3, un componente critico en la sefializacion y
activacion de células T.*®° La carencia de L - Arg induce un arresto en la fase G0-G1 del
ciclo celular de las células T, **®asociado a una regulacién negativa de la ciclina D3y la
CDk4 (kinasa dependiente de ciclina).*** *’ En humanos, la inmunosupresion asociada
a la disminucion de la CD3{ es un evento recurrente en pacientes con cancer,

autoinmunidad o infecciones cronicas. 2> 3°2 3% 3%

4.3.Funciones del complejo TCR/CD3.

La cadena ¢ funciona como una molécula de sefializacion transmembrana de los
linfocitos. La expresion y la transduccion de sefiales por el receptor de células pre-T
(TCR-PRE) y complejo TCR son criticas para el desarrollo normal de timocitos. Como
las sefiales ambientales detectadas por estos dos complejos de receptores se traducen en
respuestas bioldgicas que resultan en la generacién de células T funcionalmente
maduras, es cada vez mejor comprendido. Se revisaron las funciones de las cadenas
CD3, particularmente CD3 gamma, delta y épsilon, en la diferenciacion de timocitos en
ratones y seres humanos.*®°

a)-La funcién del TCR/CD3 es crucial en dos momentos de la vida del linfocito T:
participacion primero en la seleccion positiva y negativa del linaje T durante la

maduracion en el timo; después en la periferia es responsable del reconocimiento de
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antigenos exdgenos, secuencias de péptidos extrafias, formando el paso inicial en la
eliminacion de células germinales extrafias. Estos fendmenos desembocan en la
activacion celular, durante la cual se inducen varios programas funcionantes en los
linfocitos T: sintesis y maduracion de factores de crecimiento, llamados linfoquinas,
sintesis de perforinas, seleccion clonal, proliferacion celular. En el reconocimiento
antigénico ademas del TCR, juegan un papel fundamental otras moléculas de superficie
como CD4, CD8, CD2 y CD45. Estudios recientes han demostrado que las membranas
celulares proporcionan un ambiente Unico para interacciones proteina-proteina y
proteina-lipido que son criticas para el ensamblaje y la funcion del TCR/CDS3;
interacciones polares altamente especificas entre dominios transmembrana (TM) que
son Unicamente favorables en el medio ambiente de lipidos. Estudios recientes también
sugieren que las interacciones entre la membrana y los dominios citoplasmaticos de las
proteinas CD3 pueden ser importantes para el receptor de activacion. **

b)-Practicamente todos los aspectos de la respuesta inmune humana estan controlados
por los linfocitos T. La cadena CD3( del TCR/CD3 es un sensor Yy regulador de la

respuesta de linfocitos.

Figura 9. Complejo TCR: TCR cadena a + TCR cadena B + CD3y, &, 2¢ + cadena ((.
Reconocimiento antigénico y activacion de la célula T.
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Figura 10. Representacion esquematica del complejo TCR/CD3 de la células T.

El TCR es un complejo protéico multimérico que consiste en un heterodimero clonotipico a y p. Estas
cadenas son muy semejantes a las inmunoglobinas y tienen, al igual que éstas, un dominio constante (C) y
un dominio variable (V), el cual se encuentra en la region apical de la porcion extracelular. ElI complejo
CD3 estd compuesto por tres monomeros denominados vy, 8 y € unidos por enlaces no covalentes. E1 CD3
tiene una importante porcion intracelular llamada cadena {{ que es la responsable de transmitir las sefiales
resultantes de la union TCR: MCH-antigeno. La porcion intracelular de las cadenas CD3({ (posee tres
zonas fosforilables denominadas ITAM (Inmunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) encargadas de
la transduccion de sefiales. La quinasa ZAP-70 PTK se une a la region ITAM de la cadena CD3( y
colabora en la cascada de sefializacién generada por la activacion de los linfocitos T.

La pérdida de la cadena CD3( es el tnico mecanismo dirigido por la actividad de la ARG que tiene
relevancia comprobada en la funcion de células T. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual la
deficiencia de L - Arg afecta la expresion del CD3(, no esta completamente definido y requiere estudios
mas profundos.
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Figura 11. Componentes del complejo TCR y CD3 y su relacion con la membrana celular.

c)-Un subconjunto de células T que expresan bajos niveles de la cadena CD3(, las
células T efectoras TCR ¢ dim células T se han descrito en asociacion con enfermedades
infecciosas, malignas, e inflamatorias.”® Las citoquinas proinflamatorias (TNF-a) y
antiinflamatorias juegan un papel importante en la activacion de la célula T a través de
la cadena { del CD3, via Src-like adaptor protein (SLAP).**> Hay una disminucién de
la expresion de la cadena CD3( en las células T y células NK de pacientes con cancer,
enfermedades infecciosas cronicas como el VIH, la lepra y enfermedades autoinmunes
como el lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide que contribuye a la
inflamacion tisular y dafio organico.>®® EI H,0, (peréxido de hidrégeno), derivado de
los macrofagos podria inducir la pérdida de la expresion de la cadena ¢ del CD3; ** la
restauracion de la expresion de la cadena ( del CD3 en la superficie de la célula T se

esperarfa que mitigara la inflamacién tisular.*®

Estas células T efectoras, TCR { dim células T, con la capacidad para migrar a través
del endotelio a los tejidos inflamados, estan aumentadas en el sindrome coronario agudo

y pueden estar implicadas en la inestabilidad coronaria.>®

d)- CD3( y cancer. Disminuye la expresion de la cadena ({ en situaciones de descenso

de L - Arg, 2> 33 118,354,355, 363,366, 367 yacanismo que podria explicar la alteracion de la
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funcién de la célula T. Hallazgos recientes indican que el aumento del metabolismo de
L - Arg por las células mieloides puede resultar en el deterioro de las respuestas del
linfocito al antigeno durante la respuesta inmune y el crecimiento tumoral.

Alternativamente, Rabinowich et al %

sugieren que la expresion del ligando Fas en las
células tumorales podria inducir apoptosis de células T, con la pérdida de la cadena
CD3( en el céncer de ovario siendo una manifestacion temprana de muerte celular.

369
|

Uzzo et a también demostraron que los gangliésidos derivados de tumores podrian

desempetiar su papel en la induccion de la expresion disminuida de CD3( en el cancer

renal. Recientemente, Maccalli et al.>™

mostraron que la clase soluble 1 del MHC podria
inducir la pérdida de la cadena CD3( en linfocitos infiltrantes derivados del melanoma.
El descenso de L - Arg afecta s6lamente a la célula T activada y no al linfocito T en
reposo.371 Dos enzimas que compiten por L - Arg como sustrato, ARG y NOS son
componentes cruciales de esta via de supresion de linfocitos, y los productos

metabdlicos de estos enzimas son moderadores importantes de la funcion de células
T 18, 354, 372

e)- Las células T Jurkatt (linea celular de CD4) cultivadas en un medio sin L - Arg

tienen una rapida disminucién de la expresion de la cadena CD3(, 363

y una disminucion
de la proliferacion de la célula T. 35 363 36 371 Eqte fendmeno se invierte con la
reposicion de L - Arg, pero no de otros aminoacidos, y ademéas aumenta el nimero de
células CD4. Esto podria explicar como se alteraria la traduccion de la sefial en
pacientes con cancer o enfermedad inflamatoria crénica.®®® La expresion disminuida de
CD3( en ausencia de L - Arg no esta causada por una disminucion de CD3{ m RNA, un
aumento de la degradacion del CD3( o apoptosis de la célula T (muerte celular
desencadenada por sefiales celulares controladas genéticamente), sino por un descenso
de la sintesis del CD3¢. *> *%® 3™ E| acoplamiento del receptor de célula T, con el
antigeno o anti CD3 resulta en un ciclo de internalizacion y re-expresion del CD3(.
Siguiendo a la internalizacion, el CD3( es degradado y reemplazado por el nuevo CD3(
sintetizado en la superficie celular. La disponibilidad de L - Arg modula el ciclo de
internalizacion y re-expresion de CD3( y causa disfuncion de la célula T. Las células T
estimuladas y cultivadas en presencia de L - Arg experimentan el ciclo normal de
internalizacion y re-expresion del CD3(; sin embargo las células T estimuladas y
cultivadas en ausencia de L - Arg presentan una baja regulacion de CD3{ impidiendo la

expresion normal del complejo TCR, mostrando una proliferacion y produccion
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disminuida de IFN-y, IL-5 e IL-10 pero no de la IL-2. La reposicion de L - Arg recupera
la expresion del CD3(. **° Ademas, este proceso parece ser selectivo para la cadena
CD3(, porque no parece afectar a otras proteinas del TCR ni a otros receptores de
membrana como al receptor IL-2. La funcion reguladora también parece ser aminoacido
especifico, porque el agotamiento de L - glutamina no conduce a una disminucion de la
cadena CD3(.

Los datos demuestran in vitro que concentraciones de L - Arg por debajo de 40uM
causan un rapido descenso de la cadena CD3( del CD3 en células Jurkat y afectan la re-

expresion de esta cadena en las células T estimuladas.®> "

f)-Los pacientes que sufrieron un traumatismo o fueron programados para trasplante
hepatico tienen un rapido descenso de los niveles de L - Arg paralelo a la disfuncién de

la célula T.3"*

0)-El estrés quirdrgico en cirugia mayor, induce una disminucién de la expresion de la
cadena CD3( en las células T periféricas mediado por peroxido de hidrégeno derivado
de monocitos. Los resultados demuestran que los niveles del CD3( en las células T
periféricas fueron mas bajos en el segundo y tercer dia del postoperatorio en
comparacion con el periodo preoperatorio y se recuperaron el séptimo dia del
postoperatorio. La reduccién de la expresion de CD3( fue impedida por la adicion de
catalasa, un eliminador selectivo de peroxido de hidrégeno, lo que indica que este
fendmeno estaba mediado por €l. Niveles de CD3e también disminuyeron después de la
cirugia, pero no se recuperaron el séptimo dia del postoperatorio.

Ichihara *"® demostré que el estrés quirdrgico induce un descenso de la expresion de

CD3( en las células T, aunque no esté asociado este cambio con descensos de L - Arg.
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5. L - Arginina, ARGINASA, NOS, PCR, ROS.
5.1. LaL - Arg.
5.1.1. Metabolismo de la L — Arg.

Las fuentes de L - Arg libre en el cuerpo son proteinas de la dieta, sintesis
enddgena, y la rotacion de las proteinas del cuerpo. Alrededor del 40% de la Arg de la
dieta se cataboliza por el intestino antes de que pueda entrar en la circulacion. Durante
el ayuno, ~85% de la L - Arg que entra en la circulacién deriva del recambio de
proteinas, y el resto proviene de la sintesis de novo. A nivel de todo el cuerpo, la
mayoria de la sintesis de novo se produce en colaboracion metabolica entre el intestino
delgado y rifion, (aqui se sintetiza en el tubo contorneado proximal a partir de citrulina)

en lo que se conoce como el eje intestinal-renal de la sintesis de L - Arg. *"*

La L - Arg es un aminoacido semiesencial o condicional en infantes y nifios en
crecimiento asi como en adultos que sufren estrés catabélico o disfuncion del intestino
delgado y el rifidn, puesto que requieren ingerirla para complementar la sintesis
endégena.®” Sin embargo, en adultos sanos se considera un aminoacido no esencial
debido a que los requerimientos se suplen completamente por medio de la sintesis
endogena de citrulina, molécula secundaria en el ciclo de la Urea, que se forma en las
vias metabdlicas de prolina, glutamato o glutamina; se ha demostrado que la L - Arg es
de vital importancia en la vasodilatacion, la liberacion de calcio, la neurotransmision, la
proliferacion celular, la regeneracién rapida de ATP, las actividades secretoras y la
inmunidad.®” La L - Arg es abundante en ciertos productos alimenticios, tales como

carnes y frutos secos.

La concentracion normal de L - Arg en plasma varia entre 95 y 250 umol/L. Varios
hallazgos apoyan la importancia de la L - Arg en procesos como fertilidad, desarrollo
neonatal, curacion de heridas e integridad de los tejidos; incluso se ha informado que la
metilacion de L - Arg contribuye en la patogénesis de enfermedades pulmonares. Por
otro lado, se ha demostrado una fuerte asociacion de concentraciones bajas de L - Arg
con la aparicion y/o la gravedad de estados patolégicos como quemaduras, trauma,
sepsis, ictericia, obesidad, Ulceras diabéticas en las extremidades inferiores y cancer.®*®
En 1980 Barbul y colaboradores informaron de los efectos inmunoestimulantes de
suplementos con L - Arg al 1% en la dieta de ratas sometidas a estrés y lesiones

376

tisulares; a partir de entonces se publico que existe una relacion entre la
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suplementacion de L - Arg en la dieta y el aumento de la proliferacion de linfocitos, la
produccién de citoquinas y anticuerpos y la activacion de las células citotoxicas. " La
L - Arg es el portador de nitrdgeno mas abundante, en parte por que contiene cuatro
atomos de nitrogeno en su molécula y porque sirve como precursor para la sintesis del
NO, la orinitina, urea, poliaminas, prolina, creatinina, agmatina, glutamato y

proteinas.®”®

(Figura n°12) Ademas es un activador alostérico de la N-acetilglutamato
sintetasa para sintetizar N-acetil glutamato, un cofactor esencial para carbamil-fosfato
sintasa I. La L - Arg parece desempefiar otras funciones fisioldgicas importantes, como
el mantenimiento de la respuesta inmune. Asi mismo, este aminoacido es capaz de
estimular la secrecion de hormonas como la insulina, glucagén, catecolaminas,
prolactina y la hormona del crecimiento. **° Posee un papel importante como
intermediario en el ciclo de la urea. La L - Arg puede ser sintetizada en el higado
mediante el ciclo de la ornitina o de la Urea; también en el rifion a partir de la citrulina
procedente del intestino y de un donante de nitrogeno, que habitualmente es el acido
aspartico. El intestino delgado transforma los aminoacidos de la dieta, incluyendo la
glutamina, prolina y glutamato a citrulina, y ésta a L - Arg, accion llevada a cabo por las
enzimas argininosuccinato-sintetasa (ASS) y argininosuccinato-liasa (ASL); una vez
producida, la L - Arg es liberada a la circulacion y transportada a los tejidos para su
metabolismo. Son cuatro las enzimas encargadas de su transformacion en las células de

los mamiferos:

1) la 6xido-nitrico-sintetasa (NOS),

2) la ARG (ARG),

3) la L - Arg-glicina-amidinotransferasa (AGAT) y

4) la L - Arg-decarboxilasa (ADC) (figura n°12).3'8 38

Se describe otra via de la L - Arg, el metabolismo de la L - Arg a agmatina por L - Arg
descarboxilasa (ADC). Agmatina es una molécula antiproliferativa debido a sus efectos
supresores sobre los niveles intracelulares de poliaminas, mientras que el metabolito

aldehido de agmatina es un potente inhibidor de iNOS.**°

La NOS y la ARG son las de mayor actividad enzimatica y se encuentran en varias
isoformas, cada una de ellas codificada por un gen distinto; de la NOS se conocen tres:
una neuronal (NONS, ONS1), una inducible (iONS u ONS2) y una endotelial (eONS,
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ONS3); la ARG, por su parte, presenta dos isoformas: la citosélica (ARG 1) y la
mitocondrial (ARG 2), esta Ultima expresada constitutivamente. 3> Hay 9 proteinas L -
Arg metiltransferasas (PRMTSs) codificadas en genomas de mamiferos, que catalizan
tres tipos de metilacion de L — Arg, una monometilacion y dos tipos de dimetilation. La
metilacion de L - Arg es una modificacion que ha sido implicada en la transduccion de
la sefial, la transcripcion de genes y la reparacion del ADN entre otros. Los estudios han

vinculado recientemente esta modificacion a la carcinogénesis y metéstasis. **

El importante papel de la L - Arg en la respuesta inmune no se da por accion directa,

sino por efecto de los productos que se derivan de su catabolismo.

Glutamina
Prolina | Citrulina
Glutamato
ASS
ASL
W
L-arginina®
Enzimas ]
| NO | | Arginasa | Arginina Arginina
Glicina Decarboxilasa
Productos Aminotrasferasa
v ¥ v
Oxido nitrico (ON) Urea Creatinina Agmantina
Citrulina® Omitina Omitina COs
oDC OAT
\ W
| Poliaminas Prolina*
Glutamato®

? Incorporacion de proteinas
ASS: argininosuccinato-sintetasa
ASL: argininosuccinato-liasa
ODC:ornitina-descarboxilasa
OAT: ornitina-aminotransferasa

Figura 12. Vias metabdlicas de la L - Arg. La NOS transforma la L - Arg en éxido nitrico (NO) y
citrulina en los macréfagos, mientras que la ARG la transforma en Urea y ornitina (Morris SM Jr.
Enzymes of arginine metabolism. J Nutr. 2004; 134 Suppl 10:5S2743-7.117). La AGAT (L - Arg: Glicina
Amidinotransferasa) transforma la L - Arg a creatinina y ornitina; a su vez la ODC (ornitina
decarboxilasa) sintetiza poliaminas a partir de la ornitina y la OAT sintetiza prolina y glutamato a partir
de ornitina. OAT (ornitina amino transferasa). La ADC (L - Arg decarboxilaxa) sintetiza agmantina y
CO2 a partir de L - Arg.
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La citrulina puede derivarse de multiples fuentes: de la L - Arg por la actividad de la
NOS; de la L - ornitina procedente del catabolismo de prolina o glutamina/glutamato; o
por la hidrolisis de ADMA (dimetiL - Arg asimétrica) por la ruta de la DDAH (dimetiL
- Arg-dimetil-amino-hidrolasa) (figura n°13). Otros tipos celulares ademas de las células
renales pueden producir citrulina. La produccion de L - Arg también puede ser inducida
por citoquinas y otros agentes, a través de la ruta de la iNOS. ® La L - Arg es el

precursor inmediato de la urea.

in ASL ADC
—t ARGININE ﬁ»aumatlne

i fumarale

0,
ASS o2 eraating

[NDHA] -----

'\__ajp&r!ate
NO

CITRULLIHE . DHNITHIHE

ﬂ FMH :.atl:tam;rl
ADMA phosphate pulyammes
F-‘EE

[Maz-argumne]mm [itrullitg|pepan  [SrnHRIRE )y a0

-

[argining]orsin glutamate pmllne

Figura 13. Metabolismo de la L - Arg. ADC, L - Arg decarboxilasa; AGAT, L - Arg: glicina
amidinotransferasa; ARG, ARG; ASL, argininosuccinate liasa; ASS, argininosuccinato sintetasa; DDAH,
dimetil- Arg-dimetil —amino- hidrolasa; Me 2, dimetilo; OAT, ornitina aminotransferasa; ODC, ornitina
descarboxilasa; OTC, ornitinatranscarbamilasa; P5C, L -A 1 pirrolin-5-carboxilato de etilo; PRMT,
proteina-L - Arg metiltransferasa. El metabolito P5C esta en equilibrio quimico con L -glutamate- vy -
semialdehyde (no mostrado) a través de una reaccion no enzimatica espontanea.

1)- La L - Arg sirve como sustrato para la NOS en la produccién de NO y citrulina.®®

La expresion de NOS esta relacionada con distintos procesos infecciosos y con el
funcionamiento del sistema inmune.**® El NO sintetizado por iNOS se ha asociado
principalmente con la actividad citotdxica y citostatica de los macréfagos en respuesta a

las células tumorales y a ciertos patégenos. % %234 3% | 3 | - Arg es el sustrato Gnico
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para la produccion de NO por todas las isoformas de la NOS, por lo que, la regulacion
de la disponibilidad de la L - Arg controla la produccion de NO. Las enzimas NOS
comparten dos dominios funcionales, un dominio oxigenasa amino terminal y un
dominio reductasa carboxilo terminal. Los electrones donados por la conversion de
NADPH a NADP se transfieren al dominio oxigenasa a través de una cadena redox que
involucra los transportadores de electrones FAD y FMN. El dominio oxigenasa utiliza a
su vez los cofactores hemo y BH4 para catalizar la reaccion entre el oxigeno (O,) y L -
Arg, lo que genera L - citrulina y NO (figura n°13). La presencia de calmodulina es

necesaria para la transferencia electrénica efectiva %2

2)- Alternativamente, la ARG 1y la ARG 2 metabolizan L - Arg a L - Ornitina y urea
Mientras que la ornitina, es la principal precursora de poliaminas a través de la ODC y
prolina a través de la OAT (figura n°13); las poliaminas como la espermidina, la
espermina y la putrescina, son pequefias moléculas catidnicas que inician la reparacion
de los tejidos en la fase tardia de la respuesta inflamatoria al regular negativamente la
liberacion de citoquinas proinflamatorias, y promover la progresion del ciclo celular, el
crecimiento celular y la homeoestasis; **® 338 |a L - prolina interviene en la sintesis

de colageno. 8 24 354 366 | 4 |

- prolina es un aminoacido esencial para diversas
estructuras protéicas, como la hélice del colageno. 3* Por su parte, la citrulina con
mediacion de la enzima peptidil L - Arg-deaminasa puede influir en la inflamacion y la
carcinogénesis.*® La asociacion de la ARG con el sistema inmune fue descubierta hace
mas de 30 afios cuando Kung y colaboradores demostraron que el agotamiento de L -
Arg por la ARG de los macréfagos provocaba deficiencias en la producciéon de

anticuerpos en linfocitos murinos %

3)- La AGAT, interviene en el primer paso de la sintesis de la creatinina, catalizando la
transferencia de un grupo amino de la L - Arg a la glicina, para producir L - Ornitina y
glicociamina (figura n°13). El catabolismo de L - Arg a través de AGAT esta
determinado por los niveles de creatinina en la dieta. La creatinina se encuentra en altas
concentraciones en el musculo esquelético, el corazdn, espermatozoides y células
fotorreceptoras. En periodos de actividad alta en células musculares y del sistema
nervioso, la creatinina act(ia como tampén en el cambio de ADP/ATP.>>3

4)-La ADC es la enzima que cataliza la sintesis de agmatina a partir de L - Arg,
liberando CO,. ADC convierte la L - Arg a agmatina, que a su vez se convierte en
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putrescina y urea por la agmatinasa (figura n°13). En mamiferos, la ADC se encuentra
en la membrana mitocondrial, y su actividad puede estar condicionada por los niveles de
Ca’* en la mitocondria. La importancia biolégica de la ADC viene dada por la
participacion de la agmatina en procesos como la respuesta inflamatoria, la proliferacion

celular, (Figura n°14) la neurotransmision y en la regulacion de las funciones renales y
353,387

gastricas
Th2 cytokines Thl .C}"mkines
(JL-4, IL-10, IL-13, TGFB) (IL-12, INFy)
Urea + premasel oy Arginine NOS NO +
Ornithine Citrulline
] / Glycine
; ADC AGAT
¥
Polyamines  Agmatine Ornithine
Proline 1 Guanidinoacetate
! I
v }
Polyamines Creatine

Urea

Figura 14. Respuesta Thl y Th2. Metabolismo de la L - Arg. (NOS, ARG, AGAT y ADC)

5.2.La ARGINASA.

5.2.1. Introduccion.

La Arginasa (ARG) fue descubierta en el tejido hepatico de mamiferos por
Kossel y Dakin en 1904. La enzima pertenece a la familia de las ureohydrolases. Estas
proteinas juegan un papel importante en el metabolismo de la L - Arg, el ciclo de la
urea, y otras vias similares. ARG ayuda especificamente en la eliminacién de amoniaco
del cuerpo y es crucial para la vida en todas las especies y por lo tanto pueden ocurrir
problemas catastréficos si la proteina enzimatica es deficiente en el organismo. ARG es
un metaloenzima manganeso binuclear que hidroliza L - Arg para formar L - ornitina y

urea. 388
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5.2.2. Estructuras y tipos.

La ARG es un metaloenzima cuya funcion primaria es catalizar la hidrdlisis de L - Arg
a L - ornitina (el precursor biosintético de la prolinay poliaminas) y Urea.* 11823 226
35,354, 355,366, 389391 F| manganeso 2 es el activador mas comin de la ARG, aunque el
requisito de cation divalente para algunas formas de la proteina han sido satisfechas por
el cobalto, el niquel y el hierro. ** ARG tiene dos subunidades, el pliegue de cada
subunidad se compone de un paralelo ocho B, cadena bordeada a ambos lados por varios
a -hélices. Cada subunidad contiene un centro de manganeso binuclear que es un

aspecto crucial para la actividad catalitica correcta del enzima (Figura n°15).

Figura 15. Estructura de la ARG.

ARG es una enzima conocida como constitutiva y por lo tanto siempre esta presente en
el organismo. Es el enzima central del ciclo de la urea hepética (ciclo de Krebs-
Henseleit) y comprende la ruta principal para la eliminacién del exceso de nitrogeno
resultante del metabolismo de aminoécidos y nucledtidos.**> 32 En el musculo, los
aminoacidos pueden ser metabolizados en glucosa, utilizados en la sintesis de acidos
grasos, o catabolizados para generar ATP para obtener energia. EI exceso de
aminoacidos se convierte facilmente a glutamato en las células musculares. El

glutamato se transforma en alanina por la alanina aminotranferasa. De esta forma, la
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molécula puede viajar facilmente hacia el higado para su posterior procesamiento en
este ciclo complicado. Los aminoacidos pueden entrar en el ciclo para la sintesis de urea

a través de una de dos vias: transdeaminacion o transaminacion.
La transdeaminacion:

Alanina, desde el masculo, se convierte de nuevo a glutamato antes de hidrolizarse a N-
acetilglutamato. N-acetilglutamato reacciona con amoniaco en una reaccion catalizada
por carbamil fosfato sintetasa para formar carbamil fosfato. Carbamil fosfato reacciona
con ornitina creando asi citrulina. La citrulina se convierte a continuacion en
argininosuccinato por una reaccion catalizada por una aspartato sintetasa. La

arginosuccinatoliasa convierte argininosuccinato a L -Arg (figura n°16).

CICLO DE LA UREA

NH4+CO3H
N-acetil Arginasa
Sistamcto| OPS
2ATP Ures H20
Carbamil L-Ornitina L- Arginina
fosfaro
oTc F\mo
Pi
Anghommfo
///‘ .
Glutamsto—-————oxalecetsto-————aspartato-

Figura 16. El ciclo de la urea.

Transaminacion:

Si los aminoacidos entran en el ciclo a través de transaminacion a continuacion,
glutamato y oxaloacetato reaccionan para formar aspartato. Esta reaccion es catalizada
por la aspartato aminotransferasas. El aspartato sigue la misma via formando

arginosuccinato y después L — Arg (figura n°16).

La ARG fue detectada en células mononucleares humanas (la ARG I, PI3K / PTEN-

393

regulada acta como un regulador de la inflamacién y la inmunidad) *°° y se encuentra
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en células inflamatorias del lavado broncoalveolar de pacientes asmaticos *** o en
lesiones de pacientes con psoriasis.*® En el sistema murino la enzima no se expresa en
los leucocitos sin estimular, pero es inducible en todas las células mieloides principales
por la estimulacion Th2. Encontramos que la actividad ARG no estd presente en
monocitos humanos, macréfagos y células dendriticas en reposo, o activadas in vitro
por una variedad de estimulos proinflamatorios y antiinflamatorios. La actividad ARG
del leucocito se localiza principalmente, si no exclusivamente, en PMNs. Los PMNs
humanos en reposo muestran alta actividad ARG constitutiva (media 1644 mU/mg
proteina), que es de la misma magnitud que la de los macrofagos murinos estimulados
con citoquinas Th2 o en celulas dendriticas y hepatocitos humanos. Esa actividad ARG
en PMNs humanos es s6lamente debido a la ARG 1 y se demuestra que no se produce
un aumento compensatorio de ARG 2, como se describe para el tejido renal de pacientes
con hiperargininemia, o de ratén. **® La ARG est4 presente casi exclusivamente en los

granulos azurofilos de PMNs humanos. ** %

Estos resultados explicaban la falta de degradacion de L - Arg constitutiva por los
PMNs humanos porque el contenido de los granulos azurofilos de los PMNs en reposo
se mantiene separado del medio extracelular para proteger la célula. La funcion de los
granulos azurofilos del neutrofilo, que contienen un gran ndmero de enzimas
proteoliticos y microbicidas, es principalmente que se fusionen con el fagosoma durante
la fagocitosis; a raiz de la fusion, el contenido de los granulos entra en el fagosoma y
mata los microorganismos invasores. Aunque recientemente se ha demostrado que se
agota la L - Arg del fagosoma de los PMNs humanos durante la fagocitosis
demostrando que ARG esta presente en dichos granulos azurdfilos y en el fagosoma
durante la fagocitosis. ARG participa en la actividad fungicida de los PMNs humanos;
mientras la apoptosis de PMNs humanos degrada los componentes toxicos del granulo
de una manera altamente regulada, esto podria no ser el caso bajo condiciones de
inflamacion crénica o necrosis. Presumimos que una liberacion disregularizada de ARG
en el microambiente local agota L - Arg y participa en la inmunosupresion local a través
de la falta de respuesta de la célula T o en la fibrosis a través de la sintesis aumentada de

prolina.3®

Se han identificado dos isoformas de la ARG (ARG 1 y ARG 2) en los mamiferos; ellas

catalizan la misma reaccion bioquimica (metabolizan L - Arg a ornitina y urea),
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(figura n°17) pero difieren en la expresion celular, distribucion tisular, regulacion,

reactividad inmunolégica y localizacion subcelular.™® 2%*%! (Tabla n°1)

Arginina = --------- Omnitina  + Urea

He HD '

*
*
HH Nﬂ — H + 4 HKE
\r"\/\H [ —— #\r’\/\ N, WM,
coy o0y

Figura 17. Reaccion de la ARG.

Tabla 1. Isoformas de las dos principales vias de metabolizacion de la ARG.

Enzima JDonde se expresa? iQué lo induce?
ARG 1 Enzima citosélica, higado. Citocinas perfi Th 2
Enzima mitocondrial, se expresa principalmente en tejidos S
ARG 2 . S ; ; Se expresa constitutivamente
de rindn, cerebro, intestino delgado, glandulas mamarias.
NOS1 Tejido neuronal Se expresa constitutivamente en niveles bajos
NOS 2 Inducible en macréfagos y otras células LPS y citocinas Th 1
NOS3 Endotelial Se expresa constitutivamente en niveles bajos

—La ARG 1, ureahidrolasa L - Arg, también llamada ARG hepética, citosélica.** (Tabla
n°1) ARG 1 es un componente importante del ciclo de la urea y se encuentra localizada
en el citoplasma de hepatocitos, donde se expresa constitutivamente, eritrocitos, y en

granulos de neutréfilos y macréfagos; 2 3%

constituye la mayoria de la actividad total
de la ARG del cuerpo; ARG Humana 1 es una proteina de 322 amino acidos y
demuestra 58% de identidad de secuencia con la ARG 2 humana. El gen que codifica la
ARG 1 esta en el cromosoma 6g23. Principalmente elimina nitrégeno formado durante
el ciclo de la urea. Su expresion es inducida en las células mieloides (macréfagos,

células dendriticas y granulocitos) por la exposicion a las citoquinas IL-4, IL-10 o la IL-
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13 y el factor de crecimiento transformante 3 (TGF-B) que corresponde a un perfil de

396, 398-402

citoguinas y linfocitos T-helper 2, (Th2) que inhiben la expresion de la INOS,

asociado a disfuncién celular inmune.

La expresion de iINOS en esas células es inducida por la IL-1, IL-2, IL-12, TNF-a e

18, 27, 396, 398, 399

INF-vy, un perfil de citoquinas y linfocitos T-helper 1, (Thl) que inhibe la

actividad de ARG 1, asociado con competencia celular inmune e inflamacion.?” ***
(Figura n°18) La ARG 1 se expresa preferentemente en MDSC infiltrantes de tumores,
que inhibe la funcion de las células T y representa un posible mecanismo de evasion del
tumor.*® La inhibicién de ARG 1 conduce a un aumento de la expresién NOS2 y como
consecuencia promueve la produccién de NO. %% por el contrario, la regulacion
positiva de ARG 1 inhibe la actividad de NOS2 y contribuye a la fisiopatologia de
varias enfermedades, incluyendo la disfuncién vascular y el asma.””” El mecanismo de
inhibicion de la expresion de NOS2 por ARG 1 parece estar mediado por el
agotamiento de L - Arg que bloquea la traduccién de NOS2. Ademas, los bajos niveles
de NO inducen nitrosilacion de los residuos de cisteina de ARG 1, aumentando la

actividad biolégica de ARG 1, disminuyendo atin mas L - Arg.*®

Dentro del sistema inmunologico humano ARG 1 so6lo se expresa constitutivamente en

% cuantitativamente la

los granulocitos (leucocitos polimorfonucleares [PMNs]), *
subpoblacién mas grande de células mieloides. Mollinedo et al ** demostraron que en
los PMNs humanos la enzima no es citosolica sino que se localiza en los granulos
azurdfilos. EI factor de transcripcion mas importante para la ARG 1 es la sefal
transductora y activadora de la transcripcion STAT6.3® Pero se podia requerir STAT1
para la induccion de la expresion de ARG 1y de NOS2. La induccidn de la expresion
de ARG 1 en varios sistemas bioldgicos esta estrechamente unido a la regulacion de los
transportadores de membrana de L - Arg, indicando que forman una unidad funcional;
los macrofagos peritoneales estimulados con IL-4 mas I1L-13 aumentan la expresion de
ARG 1%y del transportador de aminoacidos catidnicos 2B (CAT-2B), lo que resulta
en un rapido aumento en la captacion extra-celular de L - Arg con la consiguiente
reduccién de L - Arg en el microambiente. En contraste, los macréfagos estimulados
con IFN-y preferentemente expresan NOS2, no aumentan CAT-2B, y no agotan L - Arg
del microambiente. *"* % Datos recientes de ARG 1 y ARG 2 confirman que sélo
ARG 1 es capaz de reducir los niveles séricos de L - Arg. *“® Del mismo modo, los

experimentos de cultivos in vitro mostraron que sélo los macréfagos que producian
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ARG 1, pero no los que expresan NOS2, causaban la pérdida prolongada de CD3( e
inhibicidn de la proliferacion de células T. La adicién de los inhibidores de la ARG o L
— Arg exogena revierten la pérdida de CD3( y restablecen la proliferacion de la

célulaT.®*

Los CAT2A, CAT2B, CAT3 y CAT4 de raton son proteinas integrales de membrana
que transfieren L - Arg, L - lisina y L - ornitina a traves de una via que es independiente
de ph; los CATs bombean L - Arg desde el compartimento extracelular al
compartimento intracelular; la unidad funcional ARG-CAT que es activada en las MSC
(células supresoras mieloides) es uno de los principales consumidores de L - Arg.>**

(niveles séricos normales de L - Arg son de 95-250pM/L). ***

—La ARG 2, también Illamada ARG extrahepética, es una proteina localizada en la
mitocondria 3% de varios tipos celulares como las células renales, cardiacas, células

M0 préstata, neuronas, macréfagos, linfocitos, enterocitos y

endoteliales vasculares;
glandula mamaria.(Tabla n°1) El gen que codifica la ARG 2 esta en el cromosoma
14924.1-24.3. Practicamente se encarga de la regulacién de la homeostasis de la L -
Arg y produccion de ornitina para la sintesis de poliaminas y prolina. La ARG 2 se
expresa constitutivamente y juega un papel importante en la sintesis de L - prolina,
debido a su proximidad con la OAT también localizada en la mitocondria. Las
poliaminas son pequefias moléculas catidnicas que participan en una gran variedad de
funciones celulares como proliferacion y transporte en la membrana celular. Un poco
mas tarde de su activacion los macréfagos inducen la formacion de poliaminas y
ornitina a partir de L - Arg, via ARG 2; esto induce la produccién de colageno por los
fibroblastos y la cicatrizacion del tejido dafado. El bloqueo del TGF-B disminuye
significativamente el crecimiento del tumor a través de muchos mecanismos,
incluyendo la activacion de células T CD8 * y macrofagos. Se muestra que el bloqueo
de TGF-B también aumenta quimioquinas que atraen neutrofilos resultando en la
afluencia de CD11b "/ Ly6G ", neutréfilos asociados a tumores (TAN) que son
hipersegmentados, mas citotoxicos para las células tumorales, y expresan niveles mas
altos de citoquinas pro-inflamatorias. *> ARG 2 expresada constitutivamente en PMNs

humanos no es inducida por citoquinas Thi ni Th2.%"

Estudios recientes indican que ARG 1 (ARG hepética citosolica) y ARG 2 (ARG renal

mitocondrial) también se expresan en los vasos sanguineos, como arteria aorta, arteria
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carétida, arteria pulmonar, arteria coronaria.’® También se ha informado que la
administracion intravenosa de ARG ejerce efectos significativos en la circulacion, lo
que sugiere un papel clave de esta proteina en la funcion vascular. Se ha implicado a la
ARG en la regulacién de la sintesis de NO y en el desarrollo de la enfermedad
vascular.”® Actor clave del sistema inmune de los mamiferos, esta implicada en varios
aspectos de la inflamacion. * % La interferencia farmacolégica con la ARG
especificamente y con el metabolismo de la L - Arg en general representa una gran
espectativa para el tratamiento del cancer, autoinmunidad y la inmunosupresion no

deseada en la medicina clinica.*®

5.2.3. Consecuencias de las alteraciones en los niveles de ARG

5.2.3.1. Altas concentraciones

Se ha encontrado que los desequilibrios de los niveles de ARG en el organismo pueden
inducir enfermedad vascular, enfermedad pulmonar, enfermedad infecciosa, alteracion
de la funcién inmune, y céncer. La sobreexpresion de ARG se ha encontrado que afecta
al NO, urea, ornitina y proteinas. “**

oSi el nivel de ARG es muy superior al de L - Arg, la sintesis de NO podria estar
disminuida.*® El NO es vasodilatador, por eso es importante en la regulacion de la
tension arterial; es mas, su déficit podria conducir a hipertension pulmonar. Esto podria
provocar un aumento o disminucién del CAT-1 “®* que promueve la captacién de L -
Arg en el organismo. Si el nivel de L - Arg es demasiado alto, entonces uno podria
sufrir hiperargininemia. Se puede producir aumento o disminucion de iINOS, que puede
reaccionar facilmente con el oxigeno y superéxido y crear peroxinitrito.*** Reacciones
peroxinitrito a menudo pueden conducir a citotoxicidad celular. Si iINOS esta ausente
del organismo, el individuo es a menudo susceptible a infecciones.**?

El NO tiene importancia en la neurotransmision cerebral y neurotoxicidad, en el sistema
nervioso periférico autbnomo, en la relajacion mascular, en el sistema inmunolégico y
en la ereccion del pene. Se ha encontrado que inhibe la adhesion, activacion y
agregacion de plaquetas. Los bajos niveles de NO pueden inducir piloroespasmo en la
estenosis hipertrofica de piloro infantil.*

eAumenta los niveles de urea. Los niveles altos de urea en sangre estan asociados con

preeclampsia y aumentan la probabilidad de que la activacion urea-dependiente de ARG
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pueda causar hipertensién pulmonar.*®* Las altas concentraciones de urea producen
hiperamoniemia.

eAumento de los niveles de ornitina, precursora de poliaminas y prolina. En las células
endoteliales, una sobre-expresion de tanto ARG 1 como ARG 2 puede promover la
sintesis de poliaminas, la produccion de células, la sintesis de prolina y puede iniciar o
progresar la hiperplasia de la intima después de una lesién vascular.*®*

Condiciones patoldgicas en las que ARG esté elevada en humanos son:

-Hipertension arterial, edad, I/R, **® diabetes. “

-Anemia de células falciformes.**>*%
-Malaria.

-Fibrosis quistica.**" %% Al

aumentar la ARG disminuye el NO y puede intervenir en la
patogénesis de la fibrosis quistica.

-Asma.*'® *2 E| asma es un trastorno inflamatorio crénico de las vias respiratorias en el
que estan involucradas muchas células y elementos celulares. La inflamacion de las vias
respiratorias se asocia con un aumento de la expresion de iNOS. Esto aumenta la
produccion de NO y niveles méas altos de NO en el aire exhalado. La ARG modula la
actividad de NOS y proporciona un precursor de poliaminas y prolina. Por lo tanto,
ARG también podria estar implicada en la remodelacion de las vias respiratorias
inducida por la inflamacién en el asma crénico.*?® Alta actividad de ARG inducida por
la IL-4 e IL-13 en pacientes con asma puede contribuir a niveles circulantes bajos de L -
Arg, limitando de este modo la biodisponibilidad de L - Arg para eNOS y nNOS
creando un déficit de NO que induce hiperreactividad de vias respiratorias.*** Por lo
que niveles séricos elevados de ARG 1 en pacientes asmaticos, pueden estar asociados
con inflamacién de vias respiratorias en el asma no atépico.*?

-Disfuncién eréctil del paciente diabético.*”® Los inhibidores de ARG aumentan la
funcién eréctil. Recientemente, se encontré que los cuerpos cavernosos de pacientes
diabéticos tienen expresion de ARG mas alta, disminucion de la sintesis de NO y
reduccion de la relajacion del masculo liso.*?’

-Gromerulonefritis.

-IAM.

-Psoriasis.*”® Hay sobreexpresion de ARG 1 en la epidermis hiperproliferativa de
pacientes con psoriasis. En la dermatitis atopica de pacientes pediatricos la actividad
ARG estaba disminuida en los granulocitos y a nivel plasmatico; por diferentes

mecanismos se produce NO a partir de L - Arg que suprime ARG Yy afecta a la
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hidratacion de la piel, sintesis de colageno, (al no producirse poliaminas) y cicatrizacion
de las heridas.**

-Artritis reumatoide.”®® La ARG 2 est4d aumentada en la artritis reumatoide. En las
células donde estdn aumentadas ambas, ARG 2 y NOS, ocurre una regulacion reciproca
de modo que los agentes que inducen ARG 2 en células sinoviales disminuyen la
expresion de NO y aumenta la proliferacion celular y regeneracion tisular.

-Transplante hepético.**" **? La lesi6n por I/R hepética est4 relacionada con la deplecion
profunda de L - Arg debido a la liberacién de ARG de los hepatocitos lesionados. El
bloqueo de ARG con el uso del inhibidor de ARG nor-NOHA representa una nueva

estrategia para combatir la lesion por I/R asociada con el transplante hepético.

5.2.3.2. Bajas concentraciones

Un déficit de ARG esta tipicamente presente desde el nacimiento y puede ser
potencialmente mortal. La ausencia del gen que controla la prevalencia de ARG en el
organismo conduce a un crecimiento lento durante la primera infancia (tipicamente
entre el nacimiento y los tres afios de edad), al desarrollo de espasticidad, desarrollo
cognitivo limitado, e hiperamoniemia episodica. La hipoargininemia puede ser
controlada mediante la utilizacion de agentes farmacol6gicos tales como el benzoato de
sodio o fenilbutirato de sodio para eliminar el exceso de nitrogeno del cuerpo y reducir
las concentraciones plasmaticas de amoniaco. Ademas, las deficiencias de ARG no
controladas pueden progresar para producir “espasticidad severa, pérdida de la
deambulacion, pérdida completa del control del intestino y la vejiga, y la discapacidad
intelectual grave”. Ademas, las convulsiones ocurren con frecuencia entre las personas
con déficit de ARG.

La insuficiencia de L - Arg no s6lo puede activar la ruta de la quinasa que afecta la
funcion de los linfocitos T, sino que también puede inhibir la proteina de sefializacion
de la quinasa activada por mitégeno requerida para la produccién de citoquinas de los
macréfagos en respuesta a la endotoxina / LPS bacteriano.*®> Hay por lo menos dos
grandes categorias de sindromes de déficit de L - Arg, que implican ya sea disfuncion
de las célula T o disfuncion endotelial, dependiendo del contexto de la enfermedad en la

que se produce el déficit de L - Arg.
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5.2.4. Funciones de la ARG.

La ARG (ultimo enzima del ciclo de la urea en el higado) esta implicada en funciones

tan importantes como:

5.2.4.1. Hidrolisis de L — Arg.

Hidrdlisis de L - Arg a L - Ornitina y urea, (figura n°17) * 1718 23,2526, 35,354, 366, 389, 3%,

%1 detoxificacion de amonio, sintesis de poliaminas, sintesis de prolina, 2* y sintesis de
glutamatos (aminoéacidos que forman parte del metabolismo del NO, importantes en el
sistema nervioso y también como sustrato en la sintesis de proteinas). La ARG compite
con la NOS 17935389 nor Ja L - Arg lo que indica su participacion en la regulacién de

la sintesis de NO.**
5.2.4.2. Regulacion de la funcion inmune.

La ARG y la L - Arg participan en la regulacion de la funcion inmune. Desde su
descubrimiento, L - Arg es un aminodcido importante en la modulacion de muchas
funciones metabolicas, representa la mayor fuente de urea en el organismo, es necesaria
para la sintesis de colageno en la cicatrizacion de las heridas, modifica la induccién y
desarrollo de tumores malignos a través de sus efectos sobre el sistema inmune, tiene
capacidad de estimular la respuesta del timo, ademéas favorece la liberacién de
diferentes hormonas, como la hormona del crecimiento, la insulina, el glucagon, la
somatostatina, las catecolaminas, la aldosterona y la vasopresina.®*® El uso de L - Arg
como inmunonutriente puede mejorar la respuesta de las células T y aumentar la
fagocitosis.**® En pacientes operados de céncer, suplementos de L - Arg, aumentan la
respuesta de los linfocitos T a fitohemaglutinina y concanavalina A, e incrementan el
namero de células T - CD4. La L - Arg modula la respuesta inflamatoria e
inmunoldgica, 3°* 35 357 366, 371, 434436 A hasar de que se ha evidenciado una mejoria
clinica en pacientes quirdrgicos, el beneficio para pacientes en unidades de cuidado
critico con respuesta inflamatoria sistémica, sepsis o fallo organico es menos claro. **
37 Estudios clinicos han descrito que la ingesta de L - Arg previene dafios en el timo
después de cirugias mayores, ademas de incrementar el nimero de células T circulantes.
La suplementacion dietética con L - Arg en adultos y en modelos animales mejora la
inmunocompetencia, aumentando la produccion de NO, la fagocitosis en neutrofilos y la

adhesion en PMNs, 33 379 438 439 A nesar de que en pacientes con diversos

114



L — ARGININA (L-Arg), ARGINASA, NOS, PCR, ROS

traumatismos, quemaduras y pacientes quirirgicos no septicos se ha demostrado la
utilidad de la administracion de L - Arg, en pacientes criticamente enfermos no
quirdrgicos, con shock séptico o fallo multiorganico puede resultar en un aumento de la
mortalidad. %% #%%2 ADMA y L - Arg estan aumentados en pacientes con sepsis y fallo

hepético convirtiéndose asi en predictores de superivencia.**?

La asociacion de ARG con el sistema inmune fue descubierta hace méas de 30 afios
cuando Kung y colaboradores demostraron que el agotamiento de L - Arg por la ARG
de los macrofagos provocaba deficiencias en la produccion de anticuerpos en linfocitos
murinos. *** ¥ Munn et al describieron que el metabolismo del triptéfano por los
macrofagos producia indolaminas que inhibian la proliferacion de la célula T; este
grupo también sugirié que la deprivacién de triptéfano inducia el paro del ciclo celular
del linfocito T normal. Por tanto los aminoacidos esenciales, como L - Arg, parecen
inducir cambios en la célula T que inhiben su proliferacion. Las funciones bioldgicas de
L - Arg pueden extenderse mas alla de sus funciones nutricionales basicas, por ejemplo,
la L - Arg mejora las defensas del organismo contra el carcinoma gastrico al aumentar
la IgA, IgM, CD4 + vy el cociente CD4/CD8. L - Arg podria aumentar los niveles de
hidroxiprolina y proteinas totales, mejorar la reaccion linfocitaria y aumentar los niveles
séricos de factor de crecimiento insulina-like (IGF-1). El déficit de L - Arg induce
disfuncion de las células T y podria modular las propiedades de las células NK que
participan en la defensa del huésped contra las infecciones y tumores. Por lo tanto la
disponibilidad de L - Arg modula las propiedades fenotipicas y funcionales de las

células NK.

Basado en una serie de ensayos en animales y humanos, se vio que los mecanismos
basicos de L - Arg en la regulacién inmune podian tener una estrecha relacién con el
papel de la NOS y el NO.

El destino metabdlico de la L - Arg en el sistema inmune esta determinado por el estado
de activacion de las células T y el patron de expresion de las citoquinas en el proceso
inflamatorio. Por ejemplo, la L - Arg mediante su catabolismo puede intervenir en el
SIRS a través de dos mecanismos basicos: (i) la produccion de NO en los macréfagos

por la ruta inducible; ** 2% 410

(i) y la utilizacion de L - Arg por parte de las células T
para su activacion y proliferacién.**® El papel de la ARG de los macréfagos en la

inflamacion también se demuestra claramente por el hecho de que la ARG murina es
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inducible por macromoléculas derivadas de patogenos tales como LPS o
lipoproteinas.*’® Se planteé la hipétesis de que la enzima causalmente podria estar
implicada en la patogénesis de enfermedades debido a la supresion de la citotoxicidad
mediada por NO, a través del consumo de L - Arg, aumento de la sintesis de colageno y
fibrosis a través de la generacion de prolina y aumento de la proliferacion celular a
través de la generacion de poliaminas. Consecutivamente, la expresion de ARG se
analiz6 en varios modelos de enfermedad. In vivo, la enzima se demostr6 en células
inflamatorias murinas en la glomerulonefritis experimental, ?* *** la esquistosomiasis, la
tripanosomiasis, la leishmaniosis, encefalomielitis autoinmune, asma, varias infecciones

bacterianas y viricas, **° fibrosis pulmonar, sepsis, traumatismo **° y tumores. 4"

El metabolismo de L - Arg en macréfagos se ha utilizado como un parametro
importante para discriminar entre su activacion clésica o alterna (figura n°18). EI IFN-y,
una citoquina del tipo Thl, induce la activacion clasica de los macrofagos
incrementando la liberacion de NO por medio de la actividad de NOS2 e inhibe la
secrecion de IL-4 6 1L-10 que modulan la actividad de la ARG 1. La activacién alterna
de los macréfagos es regulada por citoquinas del tipo Th2 como IL-4, IL-10 e IL-13, las
cuales inhiben la actividad de NOS2 e inducen la sintesis de ARG 1. 18 383.400. 401 yyng
y colaboradores observaron que en cultivos de leucocitos murinos, la adicion de
macrofagos peritoneales que sobre-expresan ARG, suprimia la generacion de linfocitos
citotoxicos, posiblemente por el agotamiento de L - Arg en el medio de cultivo.®® La
primera evidencia de la participacion de ARG 1 en la respuesta citotoxica de los
macrofagos murinos fue en 1978, donde se informd que macréfagos activados con LPS
inhibian la proliferaciéon facilitando la muerte celular en varias lineas tumorales de
diferentes especies (rata, raton, hamster y humanos), que se restablecia afiadiendo L -
Arg a los cultivos. En contraste con el amplio conocimiento sobre el metabolismo de L -
Arg y ARG 1 en el sistema inmune murino, el papel de ARG 1 en la regulacion del
sistema inmune humano no esta del todo esclarecido y su importancia comienza a

despertar el interés de muchos grupos de investigacion.

En las células del sistema inmune la expresion de ARG 1 juega un papel importante en
la regulacion de infecciones, por ejemplo en macrofagos la ARG 1 participa en la
regulacion de las infecciones por esquistosomiasis y leishmaniosis.*®> “*° En neutréfilos
humanos, ARG 1 se almacena en granulos intracelulares.*® y parece intervenir en un

mecanismo antimicrobiano novedoso, independiente de oxigeno; cuando los granulos
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azurdfilos se fusionan con los fagosomas, ARG 1 agota la L - Arg disponible,
impidiendo la duplicacion de microorganismos como Candida Albicans. Posteriormente
Jacobsen et al *! revelaron que ARG 1 estaba localizada en granulos gelatinasa
(grénulos terciarios) de los neutréfilos humanos en lugar de los granulos azurofilos

(grénulos primarios o peroxidasa positivos).

En cuanto a la participacién de ARG y L - Arg en la funcién inmune hemos de tener en

cuenta varios conceptos: >t

1 -) Los macrdfagos estimulados por la via alterna, con la IL-4 mas IL-13 inducen un
aumento de la expresion de ARG 1, pero no de ARG 2 o iNOS, disminucion de los
niveles extracelulares de L - Arg y una rapida disminucién de la expresion de CD3( en
las células Jurkat. En contraste, los macrofagos estimulados con INF-y (activacion
clasica) aumentan la expresion de la iINOS y aumentan la produccion de NO,

disminuyendo la expresion de ARG 1 sin alterar la expresion de CD3¢.3™ (Figura n°18)

2 -) La ARG 1 disminuye L - Arg e induce una baja expresion de CD3(. En los
linfocitos T humanos la ausencia de L - Arg afecta la re-expresién de la cadena CD3(
por el blogueo de su sintesis. La adicion de inhibidores de ARG (NOHA o Nor-NOHA),
o0 el exceso de L - Arg en los cultivos previene parcialmente la reduccion de L - Arg en
los medios de cultivo de los macréfagos estimulados por IL-4 més IL-13. Lo que
sucedia al afadir esos inhibidores o L - Arg exdgena era un ciclo normal de
internalizacion y re-expresion de CD3( en las células T. En contraste la L-NIL,
inhibidor de la iNOS, no previene la baja expresion prolongada de CD3(. La catalasa no
previene el descenso de CD3({ en las células T inducidas por los macrofagos

estimulados por la IL-4 méas IL-13.

3 -) La ARG 1 disminuye L - Arg, disminuye la expresion de CD3( y altera la

proliferacion de las células T. 3% 443 452454

La baja expresion de la cadena CD3( no
puede explicar por si sola la disminucion de la proliferacion de los linfocitos T. Hace
unos afios Ochoa et al analizaron la influencia de la disminucién de L - Arg en la
funcién de los linfocitos T humanos y encontraron que, la ausencia de L - Arg induce
una disminucion de la expresion de CD3( en células Jurkat; la ausencia de L - Arg
conduce a una disminucién en la expresion de CD3 mRNA. Por lo tanto, la deficiencia
de L - Arg altera selectivamente la expresion de ciertas proteinas esenciales para la

activacion de células T.
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Figura 18. Accién de los perfiles de citoquinas Thly Th2 sobre el tipo de metabolismo de
L — Arg y su relacion con la activacién de los macréfagos y el tipo de respuesta inmune en
murinos. Las lineas discontinuas indican inhibicién.

La disminucion de la expresion de CD3( se ve pronto, a las 2 h, seguido por una caida
mas significativa después de 24 h de inanicion de L - Arg. Los mecanismos que median
la disminucion inicial en CD3( (primeras 2 h) no estan claros, pero no parecen estar
asociados con una disminucion en la expresion de ARN, ya que los cambios iniciales en
los niveles de CD3MARNA solo se ven en 4 h. La disminucion consistente en
CD3mRNA es mas probable que esté asociada con la segunda y mas profunda
disminucién de la proteina CD3( visto a las 24 h, ya que el tiempo medio de

transcripcion para CD3( es de alrededor de 16 h.

Los inhibidores NOHA y Nor-NOHA bloquean la actividad intracelular de la ARG.
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4 -) Los macrofagos estimulados con IL-4 més IL-13 regulan la expresion del CAT-2B,
no inducen la expresion del CAT-1 ni del CAT-2A. El CAT-1, CAT-2B y el CAT-3 son

transportadores de alta afinidad de L - Arg.*>%®

5 -) El CAT-2A es una variante del CAT-2B que posee baja afinidad para L - Arg. Los
autores sugieren un posible papel del CAT-2B en la regulacion de L - Arg extracelular y
en la expresion de CD3(, puesto que los inhibidores de CAT-2B, analogos de L - Arg y
L - lisina permitian la re-expresion de CD3( en las células T cultivadas con PM
activados con IL-4 més IL-13. La ASEI/CAT-2B aumenta la captacion de L - Arg por
los macrofagos, disminuyendo los niveles de L - Arg en los cultivos de los macrofagos
estimulados con IL-4 mas IL-13 (el aumento de la captacion de L - Arg por los
macrdfagos y la disminucion de L - Arg extracelular coincidié con un aumento de la
expresion del CAT-2B m RNA).*"* La regulacién inmune por el metabolismo de L -
Arg requiere que la célula T sea activada a través del receptor de célula T, con el fin que
sea susceptible a estos circuitos inhibitorios. El crecimiento tumoral se asocia a menudo
con una alteracion del metabolismo del aminoécido L — Arg por las enzimas NOS vy la
ARG. Los datos experimentales obtenidos indican que cuando cualquiera de las dos
enzimas son activas, el efecto neto sobre los linfocitos T se puede atribuir a la detencion
del ciclo celular mientras que la activacién concomitante de ambas enzimas en el mismo

entorno puede conducir a la muerte de las células T por apoptosis .*’

-La ARG: una via inmunosupresora enddgena.

La ARG interviene en el desarrollo de enfermedades neoplasicas, ACV, traumatismo,
inflamacion y depresion. Durante la Gltima década, la expresion de ARG vy el
agotamiento de L - Arg han demostrado ser una poderosa ruta inmunosupresora en
mamiferos.® ¥* 3713% Rodriguez et al, *° estudiaron el efecto de la disminucion de la
concentracion extracelular de L - Arg en células T humanas. La ausencia de L - Arg
induce la regulacion negativa de la cadena CD3({ del complejo TCR/CD3, un
componente critico en la sefializacion y activacion de células T.**> % La carencia de L -
Arg induce un arresto en fase GO-G1 del ciclo celular de las células T, 16 356 458, 459
asociado a una regulacién negativa de la ciclina D3 y la CDk4.%% 37 %0 g
silenciamiento de la expresion de la proteina Hur afectaba significativamente la

estabilidad de la ciclina D3 mRNA. La privacion de L - Arg inhibid la expresion de la
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proteina Hur a través de un paro en la sintesis de proteinas, pero no afecto a la expresion
del ARNm.*®

La ARG se ha demostrado participar en la disfuncion inmune desencadenada por la

inflamacion.'® %! La

inmunosupresion inducida por la inflamacion ha evolucionado
como un mecanismo homeostatico para evitar la destruccion de tejido excesivo durante
la inflamacién, **® pero podria ser perjudicial en situaciones de infeccién-inflamacion
asociados al tumor al impedir la destruccion de los microorganismos relevantes o la
inhibicion de la citotoxicidad tumoral. Los macréfagos murinos expresan ARG 1
después de la estimulacion Th2 y esto también conduce al agotamiento de L - Arg
extracelular y como consecuencia a la baja expresion de CD3¢ del TCR/CD3 en las
células T activadas.>"! 401 462463 | 3 falta de respuesta de las células T asociado a la baja
expresion del CD3( del TCR/CD3 puede ser debido a mecanismos transcripcionales,

postranscripcionales **° o postraduccional.®*2

En los seres humanos la inmunosupresion asociada con la baja expresion de la cadena
CD3( del TCR/CD3 es un hallazgo recurrente en pacientes con cancer, autoinmunidad o
infecciones cronicas.®® **° La integridad del TCR/CD3 es vital para la induccién de
respuestas inmunes Optimas y eficientes, incluida la eliminacion de rutina de los
patdgenos invasores y la eliminacion de células modificadas y moléculas. De las
subunidades del TCR/CD3 la cadena CD3(C tiene un papel clave en el montaje del

receptor, la expresion y la sefializacion.®®

El mecanismo(s) y las células que inducen el fenotipo observado de las células T y/o la
inmunosupresion asociada in vivo son en gran parte desconocidos. Como constituyente
intracelular ARG se libera, al morir los PMN, al medio extracelular y consume L - Arg;
surgié la hipdtesis de que la activacion de las células T debe ser mitigada con la
liberacion de la ARG de los PMN. En el medio extracelular se agota L - Arg; dentro de
este medio empobrecido en L - Arg los linfocitos T permanecen viables, pero se detiene
la proliferacion y secrecién de citoquinas mientras que la transcripcion inducida por la
activacion del TCR/CD3 por citoquinas, se mantiene intacta.® El exudado purulento
humano contiene cantidades muy altas de ARG 1 que se libera de los PMN, lo que
conduce al agotamiento de L - Arg y como consecuencia a la supresion de la célula T.

Pero ¢de qué manera el agotamiento de L - Arg se traduce en la supresion de las céelulas
T? La regulacion de la expresion génica mediante la disponibilidad de aminoacidos es
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un mecanismo regulador fundamental en eucariotas inferiores; en las levaduras la
privacion de aminodcidos induce el acumulo de tRNA no cargado que conduce a la
fosforilacion de elF2a; como consecuencia se deteriora la sintesis de la subunidad 43S
previo a la iniciacion del complejo (Met-tRNA, GTP, elF2) y se inhibe la traduccién de
proteinas. En contraste se ve aumentada la traduccion del factor de transcripcion GCN4
y resulta en la induccién de més de 30 genes en multiples vias biosintéticas. La
privacion de aminoacidos por lo tanto, no reprime la traduccion de proteinas, pero
interfiere especificamente con los programas de activacion celular seleccionados a
través de una respuesta de control general. Por otra parte con la abstinencia de
aminoacidos son regulados diversos factores de transcripcion (ATF2, ATF4, CHOP), y
la via m-TOR p70S6 Kinase se embota en diferentes tipos de células de mamiferos.*®*
(TOR objetivo de la rapamicina, se ha convertido en un importante efector de
crecimiento y proliferacion celular a través de la regulacion de la sintesis de
proteinas. TOR controla la sintesis de proteinas). Este agotamiento de aminoacidos
inhibe finalmente la progresion a través del ciclo celular de diversos tipos de células de
mamifero. La especificidad de la respuesta a la retirada de aminoacidos esta al menos
parcialmente mediada a través de AARE en la region promotora de ciertos factores de
transcripcion. En los macréfagos murinos la induccion de ARG 1 a través de la IL-13
conduce al agotamiento intracelular y extracelular de L - Arg y esto inhibe la traduccion
de INOS; este efecto inhibitorio parece ser especifico puesto que la sintesis total de
proteinas no se altera y la sintesis de la citoquina proinflamatoria TNF-o no esta
deteriorada. La traduccion de la iNOS también se inhibe en los astrocitos por el
agotamiento de la L - Arg a través de la activacion de la GCN2K y aumento de la
fosforilacion del elF2a. La induccion de proteinas transportadoras de aminoécidos (por
ejemplo CAT-1, CAT-2) es un probable mecanismo compensatorio en el agotamiento
intracelular de aminodcidos. En linfocitos T murinos se demostr6 que la supresion de la
proliferacion de las células T con el agotamiento de L-triptéfano, a través de la IDO,
estd mediada por la activaciéon de la quinasa GCN2 con la induccion consecutiva del
factor de transcripcibn CHOP. No estad claro hasta el momento si los linfocitos T
humanos utilizan este antiguo sistema de deteccion de nutrientes para regular su

programa de activacion.

Por tanto el metabolismo de L - Arg por iINOS o ARG depende del estado inmune del
paciente. *’ El déficit de L - Arg podria conducir a la supresién de la proliferacion de los
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linfocitos T (inmunosupresién) & **

por una parte y por otra, mejorar la eliminacion de
células malignas, parasitos y virus.'® Se vié que los macréfagos murinos podian
expresar iINOS tras ser estimulados por citoquinas o productos microbianos; los
macrofagos activados consumen L - Arg, la convierten a NO, L - citrulina y especies
reactivas de nitrégeno, y este es el mecanismo principal de actividad citostatica o
citotoxica de los macréfagos frente a bacterias, virus, hongos, parasitos y células

tumorales.*®®

La NOHA (N® Hidroxi L - Arg), ha demostrado inhibir la actividad ARG de los
macrofagos aumentando de esta forma la disponibilidad de L - Arg para la produccion
de NO. La citoquina IL-21 actua como amplificador de la induccién de ARG mediada
por la activacion de células con citoquinas Th2 mediante el aumento de la expresion de
las cadenas de la IL-4 Ra e IL-13 Ral en los macr6fagos murinos. Recientemente, la
induccion de ARG 1 en los macro6fagos murinos por lipoproteinas oxidadas y acetiladas
demostré que conecta la activacion alterna de macréfagos y un fenotipo inflamatorio

con el metabolismo de lipidos y la arterioesclerosis vascular.

Las células mieloides ejercen varias acciones sobre la respuesta inmune a través de
mecanismos que aprovechan mediadores como la L - Arg o sus metabolitos NO y
poliaminas. En varias situaciones como enfermedades autoinmunes, neoplasias,
reparacion de lesiones e infecciones se ve como el metabolismo de L - Arg es capaz de

jugar un papel doble, como un activo protector y como una amenaza posible.>”

La hipdtesis que se plantea es si la citrulina puede sustituir a L - Arg en condiciones de
aumento de la expresion de ARG. Las células T muestran aumento de la capacidad de
transporte de membrana de citrulina y de la regulacion de su expresion, mostrando asi
los mecanismos necesarios para la conversion de citrulina en L - Arg y escapar de los
efectos nocivos del agotamiento de L - Arg. Por lo tanto, la citrulina tiene el potencial
de ser un sustituto para suplementar L - Arg en enfermedades asociadas con el aumento
de ARG que media la disfuncién de células T.®’* Aunque esta via proporciona un
mecanismo para mejorar la generacion de L - Arg necesaria para la produccion de NO
en condiciones de disponibilidad limitada de L - Arg, no puede mantener tasas maximas

de sintesis de NO.*65 467
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La disfuncion de la célula T en la enfermedad inflamatoria crénica y siguiendo a la
lesion fisica (traumatismo o cirugia), estd asociada con la actividad aumentada de ARG

de los granulocitos. 4% %

La expresion de ARG 1 se encuentra altamente inducida en enfermedades que implican
un mal funcionamiento del sistema inmune como la glomerulonefritis, en la epidermis
de pacientes con psoriasis hiperproliferativo, en pacientes con distintas formas de
artritis, en el suero de pacientes con asma crénico, en monocitos activados de pacientes
con enfermedades autoinmunes y en celulas mononucleares de pacientes con
tuberculosis pulmonar activa. Todas ellas enfermedades en las que el sistema inmune

juega un papel fundamental. 33:4%0. 468-470

ARG se ha demostrado ser responsable o participar en, la respuesta inmune del

embarazo y en la inmunosupresién de la transfusion de concentrados de hematies

almacenados; en la disfuncién inmune desencadenada por la inflamacion, * & 2> 43¢

traumatismo y cirugia, * ** % Ia

18, 354

inmunosupresion e inmunopatologia de enfermedades
infecciosas y sepsis, escape inmune del tumor, fibrosis,*** disfuncién endotelial,
cancer, disfuncion del mdsculo liso, 1AM, en la inmunologia del transplante de cornea
(ARG 1 previene el rechazo del transplante de cornea al suprimir la respuesta inmune;
al administrar nor-NOHA, inhibidor competitivo de ARG, se acelerd el rechazo del

transplante).

e Embarazo.

Se requiere una regulacion compleja de las funciones de las células T para asegurar la
tolerancia materno-fetal. En la glandula mamaria lactante, la actividad ARG se eleva
alrededor de un 25% de la que se encuentra en el higado, con el fin de suministrar la
prolina requerida para la biosintesis de proteinas de la leche. La ornitina también es un
precursor biosintético de poliaminas, y la ARG miometrial aumenta su actividad unas
25 veces durante el embarazo para suministrar al feto poliaminas para facilitar la
proliferacion célular. ** En el embarazo, la supresion de la respuesta inmune debido a
un déficit de L - Arg por un aumento de ARG puede ser beneficioso. En mujeres
embarazadas la actividad ARG en sangre periférica y en la placenta es elevada, esta
actividad disminuye los niveles de L - Arg en el microambiente fetal lo que contribuye a
la supresion temporal de la respuesta inmune materna y al aumento de la produccién de
415, 471

poliaminas necesarias para el desarrollo embrionario.
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La falta de respuesta de las células T, mediado por ARG, *"* est4 involucrado en la
represion de la respuesta inmune de la madre contra el feto, *® pero el aumento excesivo
de ARG plasmatica, en el embarazo a término, puede contribuir al desarrollo de
preeclampsia. **®> Segtin Kroft et al *’* la disminucién local de los niveles de L - Arg,
amortiguan la invasion de células T por la regulacion negativa del CD3C. 82 Eg
importante destacar que esta supresion de células T mediada por ARG es reversible,
restaurando la expresion de la cadenal del CD3 y proliferacion de células T con la

inhibicién de la actividad ARG o adiccion exégena de L - Arg. 4™
e Transfusion.

Los eritrocitos humanos expresan eNOS, asi como la ARG 1.**% 42 En los concentrados
de hematies, la ruptura de los eritrocitos aumenta con el tiempo de almacenamiento.
Esto permite la liberacion de ARG de los hematies, la cual disminuye los niveles de L -

Arg en el suero de pacientes transfundidos causando inmunodepresion. 38473

Por lo tanto, el aumento de la hemdlisis puede ser un aspecto importante en la
transfusidn de sangre, lo que conduce a niveles elevados de ARG y eNOS; se encontro
un aumento, estadisticamente significativo, en la hemdlisis y en la actividad ARG libre
a lo largo del tiempo de almacenamiento de las bolsas. Un numero creciente de
informes sugieren que la transfusion de sangre humana almacenada puede estar
asociada con resultados clinicos adversos, incluyendo transmisién de infecciones y la
recurrencia y progresion del tumor, *¥% 4" |o que, en algunos estudios, se ha encontrado
ser méas frecuente a medida que aumenta el tiempo de almacenamiento.*®* *° En un

476 viig sobre un gran niimero de pacientes, que la duracion

analisis retrospectivo Saager
del almacenamiento de los eritrocitos no se asociaba con un aumento de la mortalidad
en pacientes quirdrgicos no cardiacos. Los efectos perjudiciales propuestos del
almacenamiento prolongado de la sangre se han atribuido en parte a la hemolisis de los
eritrocitos, lo que conduce a un aumento de la oxihemoglobina, de la concentracion de
NO y ARG 1. De hecho, el nivel de hemoglobina en el sobrenadante de la bolsa de
almacenamiento se encontrd que era mayor después de 40 dias que después de 3 dias de
almacenamiento, lo que indica una mayor hemolisis, y la transfusién de concentrados
de hematies de 40 dias se sugirio recientemente llevar una mayor produccion de NO a
partir de la eNOS, como un mecanismo de compensacion para la biodisponibilidad

reducida de NO causada por compactacion de NO por la oxihemoglobina del plasma. La
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NOS y la ARG 1 usan L - Arg como sustrato comun y la presencia de niveles
aumentados de estas enzimas podria conducir al agotamiento de L - Arg y sus
consiguientes efectos fisioldgicos, incluyendo la inhibicion de la funcion de las células
T.*" Debido a que la transfusién de leucocitos contaminantes se considera ahora ser
potencialmente dafiina, la reduccion de leucocitos por la extraccion de las células
blancas de la sangre antes de la transfusion, ha sido incorporada en la préctica de la
mayoria de los centros médicos de todo el mundo. Debe tenerse en cuenta que los
neutréfilos, expresan grandes cantidades de ARG % e incluso pequefia contaminacién
de las bolsas de sangre de hematies empaquetados por los neutréfilos podria, por lo
tanto, producir niveles significativos de actividad ARG, aparte de la que se deriva de
los propios globulos rojos. Esta es una posible explicacion del mayor aumento del nivel
ARG. Por lo tanto, los altos niveles de ARG tras la transfusion de sangre almacenada
podria ser la base de muchos de los resultados nocivos, como la inmunosupresion; *™*
aungue ARG tiene una vida media corta de s6lo unas pocas horas en la sangre humana,
podria actuar en etapas tempranas de la inmunosupresién. El hallazgo de niveles
elevados de ARG libre en sangre almacenada durante largos periodos de tiempo podria
tener implicaciones para los pacientes en los que la inmunosupresion es un reto
importante. Regulaciones actuales de la FDA permiten la transfusion de concentrados
de hematies almacenados hasta por 42 dias. Sin embargo, los datos llaman la atencion
sobre el hecho de que los niveles de aumento de ARG libre en unidades de globulos
rojos empaquetados ocurren con el aumento del tiempo de almacenamiento, lo que
podria ser una preocupacion *” cuando la transfusion se realiza a pacientes con cancer,
que estan inmunodeprimidos, dados los efectos adversos potenciales. *® Prins *"®
confirmé que ARG puede desempefiar un papel importante en la supresion inmunitaria

observada después de la transfusion de sangre. 4
e Inflamacion.

En condiciones normales L - Arg de las células endoteliales es convertida por la eNOS
a NO y L - citrulina.®?® En condiciones inflamatorias-sépticas hay un descenso

significativo de las concentraciones de L - Arg, debido a un aumento de ARG 1 %y un

366, 415
S

aumento de iNO en los macrofagos dando como resultado una disminucion

significativa de las concentraciones de L - Arg para eNOS, afectando la disponibilidad

2,

de NO derivado de eNOS en la microvasculatura > 2% 2% 3% 40 |5 que resulta en
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disfuncion endotelial. ** 32 El descenso o supresion de la actividad ARG 1 intensifica la
produccion de NO. La microcirculacion, presenta varios cambios funcionales y
estructurales caracteristicos en respuesta a la inflamacion. Estos incluyen la disfuncion
vasomotora (alteracion de la dilatacion y constriccion de los vasos), la adherencia y la
migracion transendotelial de leucocitos, disfuncion de la barrera endotelial (aumento de
la permeabilidad vascular), proliferacion de vasos sanguineos (angiogénesis), y aumento
de la formacion de trombos. Estas respuestas de la microvasculatura reflejan en gran
medida la disfuncion de la célula endotelial que acomparia a la inflamacion y el papel
central de estas células en la modulacion de procesos tan variados como la regulacion
del flujo sanguineo, la angiogénesis y la trombogénesis. La importancia de las células
endoteliales en la disfuncién vascular inducida por la inflamacion también se basa en la
capacidad de estas células para producir y responder a las ROS y de nitrégeno. La
inflamacion parece alterar el equilibrio entre el NO y superdxido dentro y alrededor de
las células endoteliales, que es necesario para la funcién normal del vaso. Las ROS y de
nitrogeno contribuyen de manera significativa a las diversas respuestas vasculares dadas
en la inflamacién. *' La reduccion de la actividad ARG 1 en ratones resulté en un
aumento de la respuesta pro-inflamatoria y la produccién de NO por iNOS, acompafiado
por un flujo microcirculatorio deprimido durante la endotoxemia. Por lo tanto, el déficit
de ARG 1 facilita una actividad pro-inflamatoria mediada por iNOS a expensas de la

relajacion endotelial mediada por eNOS. *°

La alta actividad de ARG en los lugares con inflamacion, podria limitar la produccion
de NO, y generar poliaminas y prolina esenciales para la produccién y proliferacion

celular. 22

La produccion de NO a partir de la L - Arg por la NOS juega un papel critico en la
homeostasis vascular. La pérdida de NO esta unida a niveles aumentados de ARG en las
células endoteliales intestinales expuestas a inflamacion cronica. EI NO esta disminuido
en la enfermedad inflamatoria intestinal (Colitis ulcerosa y enfermedad de Crohn). La
pérdida de NO puede deberse a un aumento de la actividad ARG gue compite con la
NOS por la L - Arg. 1" %%

Habia un aumento de actividad ARG y un aumento de la actividad del inhibidor de la
produccion de NO, inhibidor RhoA, en las células endoteliales de los vasos intestinales

en la enfermedad inflamatoria intestinal. %°
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El papel de ARG en la inflamacion también se demuestra por el hecho que ARG es
inducible por macromoléculas derivadas de patégenos como el LPS o lipoproteinas, por
una amplia gama de estimulos inflamatorios y en los macréfagos alveolares de rata por
el H,0,.

La afectacion hepatica secundaria a un estado inflamatorio severo provoca la liberacion
de ARG 1 que compite con la iNOS por la L - Arg, ** disminuyendo la actividad de
iNOS. *° En los estados inflamatorios hay una competicién entre ARG y NOS por la L
- Arg; *® los pat6genos pueden disminuir la L - Arg, como estrategia de supervivencia,

usando su propia ARG o ARGs del huésped y disminuir asi también el NO. %%

La ARG 1 es liberada de los PMN humanos y se acumula en grandes cantidades a nivel
extracelular durante la reaccion inflamatoria purulenta; esta ARG 1 induce una profunda
supresion de la proliferacion de los linfocitos T y sintesis de citoquinas y esto se ha
convertido en un mecanismo de inmunosupresién asociado a la inflamacién.'® # Por
tanto ARG de los PMN constituye un mecanismo inmunoregulador que limita la
activacion inmune excesiva. Este papel antiinflamatorio de ARG de los PMN apoya el
concepto de que los PMN no son sélo elementos celulares proinflamatorios sino que
también contribuyen a la resolucion de la inflamacion. Una de las principales
caracteristicas de la disfuncion inmune mediada por la inflamacion, es un deterioro
profundo de la célula T. En ratones portadores de tumores, las células mieloides
inmaduras GR-1 positivas (células supresoras mieloides MSC), activadas por un
mecanismo que es total o parcialmente debido al metabolismo de L - Arg por ARG, se
expanden e inhiben la funcion de las células T. Si se inhibe la actividad de la ARG
asociado a las células mieloides murinas, la disfuncion inmunolégica asociada al tumor
es abolida y la citotoxicidad tumoral se restaura. En las células humanos ARG esta
presente en los PMN, monocitos, macréfagos y células dendriticas. Durante las
reacciones inflamatorias mueren los PMN vy liberan ARG 1, que aumenta
principalmente durante las primeras 24-48 horas, que agota L - Arg extracelular, lo que
suprime la traduccion de iNOS; esta privacion de L - Arg induce una supresion
profunda de diversas funciones de la célula T, no altera la apoptosis 0 muerte celular,
altera la activacion de la célula T, disminuye la liberacion de INF-y por parte de la
célula T humana. Las células T suprimidas permanecen viables, disminuyen la cadena
CD3¢ lo que compromete la sefializacion de la célula T de forma eficiente; % El déficit

de L - Arg, debido al enzima ARG, inhibe la proliferacion y funcion de los linfocitos T
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activados efectores. Feldmeyer et al **® demostraron la alteracion de la defosforilacion
de la cofilina en los linfocitos T humanos activados debido al agotamiento de L - Arg
mediado por ARG. Por tanto la proteina cofilina es un regulador de la activacion de los
linfocitos T en situacion de deficit de L - Arg de origen inflamatorio. EI mecanismo
intracelular *** que media esta supresion de los linfocitos T humanos revelé que la
afectacion de la defosforilacion de la proteina cofilina, proteina de union a la actina, en
ausencia de L - Arg, se correlaciona con la alteracion de la polimerizacion de la actina y
un acimulo de CD2 y CD3 alterados en la sinapsis de la célula presentadora del
antigeno al linfocito T. La sintesis de citoquinas es regulada de otra forma en los
linfocitos T en ausencia de L - Arg; mientras la produccién de IFN-y se reduce de forma
severa, los linfocitos T producen otras citoquinas como la IL-2 independientemente de

la L - Arg extracelular.

e Traumatismo y cirugia.

El traumatismo y cirugia estan asociados con un descenso de la produccion de NO y de
los metabolitos del NO, un aumento de la actividad y expresion de ARG 1 % 482 483 e
las células del sistema inmune y un estado de inmunosupresion caracterizado por un

perfil de células Th2 %

asociado a disfuncion celular inmune; ademas disminuye la L -
Arg, disminuye la citrulina y aumenta la ornitina. Este aumento de la actividad ARG 1
aparece de forma temprana en las primeras 12 horas después de la cirugia y persiste a lo
largo de su estancia en la UCI; los niveles de ornitina disminuyen en la fase temprana
después de la lesion, pero se recuperan hacia el 3° dia del postoperatorio. **° Para Tsuei

et al 4

el aumento de ARG 1 se hace evidente a las 6 horas de la cirugia y puede
contribuir a la disfunciéon inmune postquirtrgica al afectar el uso de L - Arg y la

disponibilidad y metabolismo del NO en el sistema inmune.

La activacion del sistema HPA y SAS con la liberacion de cortisol y catecolaminas
parece ser el responsable de la alteracion del equilibrio Th1/Th2.*® La disminucién de
la expresion y la sefializacion de la IL-12 y la expresion aumentada de células Treg

parecen jugar un papel central en la mediacion de esta depresion inmune.

Los datos recientes condujeron a la identificacién de un nuevo mecanismo de supresién
de las células T causado por el agotamiento de L - Arg a través de la induccion de ARG

- 1 en un grupo especializado de células mieloides inmaduras, ahora Ilamadas células
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supresoras de origen mieloide (MDSCs). Ademas de la disfuncion de celulas T, el

agotamiento de L - Arg conduce a la disminucién de NO.

Un componente importante de la inmunidad alterada después de la cirugia o el
traumatismo es la funcion alterada del linfocito T. El estado de disfuncion inmune
después del traumatismo o cirugia existe, comprobado por un descenso de la reactividad
de los linfocitos T a los mitdgenos, descenso de la produccion de INF e IL-2 asi como
un aumento de la produccion de IL-4, IL-10 y TGF-p. Dietas inmunomoduladores
(IMD) que contienen suplementos de L - Arg y acidos grasos o - 3 se han demostrado
para restablecer el equilibrio Th1/Th2 después de un traumatismo quirdrgico y para
reducir el riesgo de complicaciones infecciosas. Los suplementos con L - Arg a los
pacientes quirdrgicos se ha visto que mejoran la funcién de los linfocitos T, al mejorar

la funcién inmunoldgica.

En una revisién de 35 ensayos clinicos aleatorios publicados por Loehe “3 4%

se
evidencia que el uso perioperatorio de dietas y suplementos que contienen L - Arg y
también acidos grasos o - 3 para cirugia electiva reduce las tasas postoperatorias de
infeccion y la duracion de la estancia hospitalaria. Aunque no se proporcionaron datos
sobre los niveles plasméaticos de ARG o L - Arg para los ensayos clinicos, los autores
especularon que los suplementos de L - Arg tenian efectos beneficiosos al superar el

déficit de L - Arg que probablemente se produjo después de la cirugia. *®°

Sabemos que los pacientes quirurgicos y victimas de traumatismo son tan susceptibles a
la infeccidn porque su sistema inmune esta afectado significativamente. La disfuncion
de las células T aumenta la susceptibilidad a la infeccion y a la insuficiencia de érganos
después de un traumatismo o cirugia. Esto coincide con una caida persistente en la
disponibilidad de L - Arg, un aminoacido necesario para la funcién normal de las

células T.

El aumento de la actividad ARG se correlaciono con la severidad de la cirugia, con los

niveles elevados de forma temprana de lactato, que se sabe que son predictores

independientes de pronéstico y con el aumento de los niveles circulantes de 1L-10. 3%

El aumento de la actividad ARG se asocié con un aumento en la duracién de la estancia

390

hospitalaria; ** el aumento de la actividad ARG en las MNC puede ser un marcador de

gravedad de enfermedad o predictor de resultado. ¥
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La expresion CD3( disminuida en las células T en estos pacientes podria ser debido a la
mayor produccién de ARG 1 24 horas después de la cirugia. Este aumento en la
produccion de ARG 1 después de la cirugia puede ser debido a la activacion de los
neutrofilos (que contienen ARG). Estos hallazgos podrian ser la base del estado de
inmunosupresion que ocurre después de la cirugia y podrian desempefiar un papel
importante en el escape del tumor y en la aparicion de metéstasis a largo plazo después

de la cirugfa. *®

El traumatismo causa liberacion de catecolaminas, TGF-p y citoquinas Th2.
Individualmente el isoproterenol y las citoquinas Th2 inducen ARG 1 en los
macrofagos. El isoproterenol tiene un efecto sinérgico con la IL-4, 1L-13 y TGF- para
aumentar ARG 1 en los macro6fagos; el isoproterenol tiene un efecto sinérgico con la IL-
10 para aumentar ARG 2. “® EI bloqueo del receptor B-adrenérgico revierte el
desplazamiento de Thl a Th2 y los datos preliminares sugieren que esta terapia puede
ser beneficiosa. “®® En los seres humanos, el aumento de expresion de ARG 1 después
de un traumatismo, dentro de las MNC, parece ser exclusivamente el resultado de un

aumento del nimero de granulocitos activados CD16.%’

e Sepsis.

1,54 1625389 i descenso

En condiciones de sepsis hay aumento de la actividad ARG
significativo de las concentraciones de L - Arg para la eNOS y un aumento de la iINOS
en los macréfagos, aumentando por ello el NO. *%® * |_a inflamacién se caracteriza por
una afectacion de la eNOS y disminucion de la biodisponibilidad de NO endotelial
derivado de ella. ?®“%* La sepsis es una condicion grave en pacientes en estado critico y
se considera un estado de deficiencia de L - Arg. *° El aumento de la produccién de NO,
en la sepsis, se relaciona con efectos perjudiciales como inestabilidad hemodinamica y

mayor estrés oxidativo. ?° La endotoxina induce la iNOS y ARG 1. %*

-La activacion de la cascada proinflamatoria después de la infeccion, cirugia mayor,
guemaduras o traumatismo parece ser importante en el desarrollo de la disfuncion
inmune posterior, la susceptibilidad a la sepsis y el fallo multiorganico. En los pacientes
con sepsis grave, la respuesta inmune predominante es la inmunidad humoral
(anticuerpos) mediada por citoquinas Th2. La modulacion del subconjunto de células
Th predominante puede presentarse como una opcion terapéutica en el tratamiento de la
sepsis grave. ¢ Hay por lo menos dos grandes categorias de sindromes de deficiencia
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de L - Arg, que implican ya sea disfuncion de células T o disfuncion endotelial,

dependiendo del contexto de la enfermedad en la que se produce. **°

-La inflamacion sistémica grave se asocia a menudo con disfuncion hepética. La ARG 1
se libera del hepatocito en respuesta a un estimulo inflamatorio. Se confirmé que ARG1
suprime la actividad iINOS en las células intestinales en su mayor parte por el
agotamiento de los niveles de L - Arg necesaria para la dimerizacién de iNOS. La
competencia entre NOS y ARG-1 por L - Arg ha sido informado en varios estados
inflamatorios. Se ha propuesto que las bacterias y otros parésitos pueden agotar L - Arg
como estrategia de supervivencia mediante el uso de su propia ARG o acogiendo otras
ARGs, disminuyendo asf la produccién de NO. *** Durante la inflamacién sistémica las
celulas epiteliales intestinales inmunoestimuladas expresan iNOS produciendo
cantidades significativas de NO, que dilata las arterias intestinales aumentando el flujo
microcirculatorio; pero cantidades excesivas de NO han sido implicadas en la
disminucion de la funcién barrera de la mucosa. Por tanto ARG 1 preserva la funcién

barrera del epitelio al disminuir la actividad de iNOS y la produccién de NO. %

-En infecciones bacterianas agudas o parasitarias el NO, producido por NOS2, es un
factor de resistencia producido por el huésped para luchar contra los patdgenos. Asi en
modelos de infeccidén de Candida albicans, T. cruzy y Schistosoma se demostré en fase
aguda de la infeccidn, la existencia de un mecanismo inducido por la secrecion de INF-y
que facilita la secrecién de NO, a través de la induccién de NOS2, por las células
mieloides que colonizan el bazo. Por el contrario las infecciones persistentes
(granulomas), por Trypanosoma cruzi, Chlamydia, Schistosoma se caracterizan por un
aumento de ARG 1, disminucion de L - Arg y de NO coexistiendo con niveles elevados
de IL-4, IL-10, y TGF-P (estado de inmunosupresion). **2

-Se demostré relacion entre la disfuncién de los linfocitos T mediado por ARG, vy el

Helicobacter Pylori. % % 48 En |3

infeccion por Helicobacter Pylori los resultados
oscilan desde gastritis a cancer y dichos resultados parecen estar asociados con la
inmunidad a H. Pylori. Los pacientes que desarrollan gastritis no atré6fica presentan una
respuesta Thl y sin el desarrollo de inmunidad protectora, lo que sugiere que esta
bacteria puede tener mecanismos para evadir la respuesta inmune del huésped. Los
pacientes infectados con Helicobacter Pylori desarrollan gastritis crénica en ausencia de

inmunidad protectora; asi el gen rocF(+) del Helicobacter Pylori codifica una ARG que
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consume L - Arg y previene la produccion de NO por la iNOS (que es antibacteriano)
en los macré6fagos cultivados; “® por el contrario la cepa deficiente del gen rocF(-) hace
que el Helicobacter Pylori pierda el gen que codifica la ARG, no disminuya la expresion
del CD3(, las células T no estaban afectadas y es eliminado por los macréfagos

activados.

Estos datos demuestran que H. Pylori no sélo es importante para la produccion de urea,
sino que también puede afectar la funcion de la célula T durante la infeccion. Para
sobrevivir al ambiente acido del estomago H. Pylori produce ARG que hidroliza L - Arg
en urea y ornitina; la urea por la ureasa se convierte en amoniaco que neutraliza el ph
acido del estomago; los datos sugieren que el agotamiento de L - Arg por la ARG de H.

Pylori puede disminuir la expresion de CD3( y la proliferacion de los linfocitos T.

La L - Arg es esencial para la supervivencia de H. Pylori. Mendz y Hazel sugirieron que
la actividad ARG de H. Pylori se asocia a la membrana celular interna y que su
actividad depende de cobalto como cofactor; la ARG producida por los macréfagos
utiliza Mn*? como cofactor principal. Ademas del papel de la ARG de H. Pylori en la
resistencia al acido, puede perjudicar la actividad bactericida de los macrofagos
mediante la inhibicion de la produccion de NO, por el agotamiento de la L - Arg; asi
ARG de H. Pylori podria tener un papel en la regulacion del sistema inmune del
huésped. La disminucion de la expresion de CD3( parece estar causada por una
disminucién de la estabilidad de mRNACD3(. *® Los inhibidores de ARG revierten

€S0S Sucesos.

-El estress quirurgico predispone a los pacientes a disfuncion inmune, colocandolos en
un riesgo mas alto de infeccion, riesgo que aumenta alin mas si el paciente esta
malnutrido antes de la cirugia. Hace mas de 20 afios se afiadian concentraciones
suprafisiologicas de L - Arg a las dietas de los pacientes criticamente enfermos. Esas
dietas eran utilizadas para intensificar la funcién inmune y también contenian acidos
grasos - 3, nucledtidos y otros nutrientes; nutrientes que eran incorporados a las dietas
sin evaluar los posibles efectos secundarios. En 2011, Heyland et al *** publicaron un
metaanalisis informando que las dietas complementadas con L - Arg no eran
beneficiosas en los pacientes criticamente enfermos y podian tener efectos secundarios

importantes. Sin embargo los pacientes programados para cirugia electiva se podian
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beneficiar con un descenso de la frecuencia de infecciones, el efecto de esas dietas era

diferente en ambos tipos de pacientes. **

21, 22, 29

Luyking publicé en su estudio que la L - Arg debe ser aportada en la dieta
durante ciertas condiciones fisiologicas o patolégicas, como embarazo, sepsis 0
traumatismo, en las que las necesidades exceden la capacidad de produccion. La sepsis
es una respuesta sisttmica a una infeccion con alta morbimortalidad. Los cambios
metabdlicos ocurridos pudieran estar relacionados con cambios en el metabolismo de L
- Arg. En la sepsis el catabolismo de proteinas esta aumentado, siendo el aporte de L -
Arg un proceso clave porque su produccién enddgena o de novo desde la citrulina o a
través de la ingesta de comida esta disminuida. ** Por otra parte el catabolismo de L -
Arg estd aumentado debido al uso intenso de L - Arg por ARG y la via del NO. Como
resultado los niveles plasmaticos de este aminoacido estan usualmente bajos. La L - Arg
por consiguiente puede ser considerada un aminoacido esencial en la sepsis y su
suplemento podia ser beneficioso para mejorar la microcirculacion *° y el anabolismo
proteico. Se vio, en un modelo de sepsis hiperdinamico, que el suplemento de L - Arg
previene el aumento de presion de arteria pulmonar, mejora el metabolismo muscular y
el metabolismo proteico hepatico, ademas de restaurar la motilidad intestinal. Los
argumentos surgidos en contra del aporte de L - Arg son la produccion intencionada de
NO, con preocupacion sobre la toxicidad del aumento de NO y la inestabilidad
hemodinamica con hipotension refractaria. ° Sin embargo la inhibicién de NOS
aumenta la mortalidad. EI aporte de L - Arg en el paciente séptico tiene efecto
transitorio en la hemodindmica cuando se aporta en bolos, pero aparece sin efectos

secundarios hemodinamicos cundo se aporta de forma continua.

Concluyendo, L - Arg pudiera tener un papel esencial en la infeccion y sepsis, > 2" %

puesto que la sepsis tiene todas las caracteristicas de ser un estado de déficit de L - Arg.
22 por consiguiente la modulacién de la actividlad ARG 1 puede ser una opcion

terapéutica interesante para tratar condiciones inflamatorias como ella. *°

e Disfuncion endotelial.

La ARG es un regulador critico de la sintesis de NO (importante vasoprotector), 2® 4%

489492 que puede contribuir al desarrollo de numerosas patologias incluyendo
enfermedad vascular; la disfuncion endotelial que causa dafio a la pared arterial se
considera ahora un marcador temprano de arterioesclerosis, que induce la union de los
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monocitos al endotelio, aumenta la permeabilidad de la barrera endotelial e inicia la
modificacién oxidativa de lipoproteinas de baja densidad, Ox LDL.**® La ARG puede
promover la disfuncion de la célula endotelial y del muasculo liso vascular, puesto que al

competir con eNOS por L - Arg *** disminuye la sintesis de NO,'* #®

por varios
mecanismos: al competir con NOS por la L - Arg, reduce la disponibilidad de L - Arg
para eNOS; al desacoplar NOS genera radicales libres de O, como superdéxido y
peroxinitritos que son inhibidores de NO y aumentan la reactividad vascular; inhibiendo
la actividad de INOS y como consecuencia la sintesis de NO, generando por
consiguiente urea; inhibe la expresion de iINOS mediante la represion de la traduccion y

por la sensibilizacién de NOS a su inhibidor endégeno ADMA %

ARG se expresa constitutivamente en las células endoteliales, pero la expresion de las
isoformas especificas difiere entre las especies de mamiferos.*** Aunque alguna ARG 1
ha sido detectada en las células endoteliales humanas, la isoforma predominante es
ARG 2. Existe una fuerte evidencia de que los niveles constitutivos de actividad ARG
en las células endoteliales limitan la sintesis de NO y la funcion vasodilatadora
dependiente de éste. 8% 49> 4% | o5 estudios en modelos experimentales han demostrado
que la sobreexpresion de cualquier ARG 1 o ARG 2 en las células endoteliales puede
no sélo reducir la sintesis de NO, sino que aumentar la sintesis de poliaminas y la

proliferacion celular, asi como la sintesis de prolina. 4" 4%

El aumento de ARG inhibe la sintesis de NO mediado por eNOS endotelial ° y puede

26, 499, 500

contribuir a la disfuncién endotelial en la hipertension, envejecimiento, **

1 : 10, 26, 461, 4 2 4 4
|/R, 50 dlabetes, 0, 26, 461, 489, 502, 503 93, 504, 505

arterioesclerosis e hiperplasia de la
intima.>® La liberacién de NO por eNOS juega un papel crucial en la preservacion de la
homeostasis vascular. En respuesta a los cambios de tension de cizallamiento o a la
estimulacion del receptor se libera NO del endotelio vascular, para promover el flujo de
sangre mediante la inhibicion del tono vascular, inhibicién de la agregacion plaquetaria
y de la inflamacion. La disfuncion endotelial que resulta del aumento de ARG vy de la
alteracion de la sintesis de NO es una caracteristica central de muchos trastornos

vasculares.?®

Una amplia gama de agentes pueden inducir la expresion de ARG cuando se administra

507-509

a las células endoteliales cultivadas, incluyendo el LPS, TNF-q, la

trombina,*'° cifras de glucosa alta, °***** OxLDL *** y H,0,°® Aparte de los efectos de
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los compuestos de plantas tales como la genisteina y los flavonoides del cacao, ***

simvastatina, ** existe poca informacién con respecto a los agentes que suprimen la

expresion de ARG o previenen su induccion en las células endoteliales.
e Hipertension.

La actividad y la expresion de ARG 1 estd aumentada en las células endoteliales de las
arteriolas coronarias aisladas a partir de cerdos con hipertension renovascular.*”® La
inhibicion farmacolégica de ARG en ratas hipertensas adultas disminuye la presion
arterial y mejora la reactividad de los vasos de resistencia. >*° Estos datos representan un
argumento a favor de la inhibicion de ARG como una nueva estrategia terapéutica
contra la hipertension. Por otra parte, las arteriolas coronarias de estos animales
hipertensos demuestran disminucién de la liberacién de NO y de la vasodilatacién. **°
Consistente con un papel para la ARG en la promocion de la disfuncién endotelial en
los seres humanos, el aumento de la expresion de ARG 2 y la disminucién de la sintesis
de NO se ha informado en las células endoteliales de los pacientes con hipertension
pulmonar. **® Una dieta rica en proteinas que contengan L - Arg baja la presion arterial
en modelos humanos y animales; esto puede ser debido a la habilidad de la L - Arg para
mejorar la resistencia a la insulina, disminuir la glicosilacion, aumentar el NO
(vasodilatador), disminuir los niveles de angiotensina Il, disminuir el estress oxidativo,
mejorar la funcion de las células endoteliales y disminuir la resistencia vascular

sistémica. °%
¢ Envejecimiento.

La disfuncion endotelial mediada por ARG también se ha descubierto en el
envejecimiento de los vasos sanguineos.*®® Sin embargo, la inhibicién farmacolégica de
ARG restaura completamente la vasodilatacion en animales viejos de tal manera que la
respuesta es similar a la observada en los anillos aérticos de animales jévenes.Tanto un
aumento en la produccion de ROS y una disminucion de NO contribuyen a la
disfuncion endotelial que subyace a esta rigidez vascular del envejecimiento,
independientemente de otras patologias vasculares relacionadas con la edad como la

arteriosclerosis.®’
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e |/R.

ARG también se ha demostrado que contrarresta la dilatacion mediada por NO de las
arteriolas coronarias después de la I/R en cerdos.® La I/R de los vasos coronarios
inhibe la producciéon de NO por el aumento de ARG, ** e inhibe la dilatacién
dependiente del endotelio, que se asocia con una elevacion pronunciada en la expresion
y la actividad de ARG vascular.®* Los estudios experimentales han demostrado que la
inhibion de ARG en estas condiciones aumenta la biodisponibilidad de NO, reduce el
estress oxidativo, mejora la funcion vascular y protege contra la lesién por I/R. #3518
Por otra parte, la inhibicion de ARG o suplementacién con L - Arg restauran la sintesis
de NO vy la vasodilatacion sigue a la I/R, lo que sugiere un papel fisiopatoldgico

importante para la ARG en este contexto.
eDiabetes.

Curiosamente, los estudios preliminares indican que los niveles altos de glucosa elevan
la actividad de ARG vascular y que ARG también puede contribuir a la disfuncion
endotelial en la obesidad y la diabetes. °®® EI aumento de expresién de ARG contribuye
a la alteracion de la sintesis de NO y a la alteracion de la cicatrizacion de las heridas en
diabetes, lo que sugiere que la ARG puede contribuir en muchas de las complicaciones
clinicas asociadas con la diabetes. **° La inhibicién farmacolégica de ARG corrige el
defecto en la produccién de NO vy la relajacion del tejido diabético. EI NO, liberado de
queratinocitos a altas concentraciones en pacientes diabéticos, se considera un inhibidor

de la proliferacién celular y un inductor de la diferenciacion in vitro.

Ademas de limitar sustrato para eNOS, la reduccion de L - Arg mediada por ARG
también puede servir para sensibilizar a las células endoteliales al inhibidor de NOS
ADMA, que se eleva en varias condiciones patolégicas asociadas con disfuncion
endotelial.>®° Informes anteriores sugieren que la disponibilidad limitada de L - Arg
también promueve el desacoplamiento de eNOS que resulta en la formacion de radicales
libres de oxigeno.’** Dado que el oxigeno reactivo puede inactivar directamente al NO,
el aumento de la actividad ARG vy el agotamiento intracelular resultante de L -Arg
también pueden disminuir la biodisponibilidad de NO. Por otra parte, la generacién
simultanea de NO vy superéxido por eNOS pueden aumentar la formacion de
peroxinitritos, dando lugar a aumentos de la reactividad vascular y del dafo celular. El

mecanismo implicado en la regulacion de ARG en la enfermedad vascular no se conoce
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pero puede implicar maltiples mediadores; en particular, el aumento de la produccion de
citoquinas inflamatorias y/o factores de crecimiento observados en los trastornos
vasculares, ya que inhiben la relajacion del endotelio mediada por NO y estimulan la

522, 523 E| aumento de ROS es

actividad de ARG en las células endoteliales cultivadas
otro hallazgo comin en muchas patologias vasculares que también pueden estar
influenciadas por la ARG porque los elementos sensibles al potencial redox han sido
identificados en la region promotor de la ARG 1. Ademas, los cambios en la
hemodinamica asociados con la hipertension también pueden estar influenciados por

ARG.

Mas recientemente, la expresion de ARG 1 se identificd en miocitos cardiacos y reduce
la produccién de NO y cGMP en el miocardio, con el efecto de apoyar la contractilidad
basal (al inhibir la ARG se produce un efecto inotrépico negativo por el cGMP).
524 Ademéas, en un modelo de hipertrofia ventricular izquierda compensada en animales,
la expresion de ARG estaba disminuida, facilitando la disponibilidad de L - Arg para la
sefializacion NO / cGMP y sintesis de NO. °2

e Arterioesclerosis.

La sobreexpresion de ARG 2 conduce a disfuncion endotelial a través de una

disminucién de la produccién de NO por la eNOS™ y al desarrollo de arterioesclerosis.
493, 504

Existe evidencia de que el endotelio desempefia un papel crucial en el mantenimiento
del tono vascular. Uno de los principales mediadores vasoactivos derivados del
endotelio es el NO, que se ha caracterizado como una "molécula anti-arteriosclerética
enddgena” (figura n°19). La sintesis de NO puede ser inhibida selectivamente por
analogos de guanidino-sustituido de L - Arg, que acttan como inhibidores competitivos
en el sitio activo del enzima. Uno de tales es la ADMA, un compuesto que se ha
encontrado en plasma y orina humanos y ejerce la actividad de un inhibidor endégeno
de la NOS. En contraste, su isdmero SDMA no inhibe la NOS. Hay evidencia
experimental que la homocisteina puede afectar la funcion del endotelio vascular
mediante el aumento de la formacion de ADMA. Las concentraciones plasmaticas
elevadas de ADMA tambien estdn presentes en pacientes hipercolesterolémicos e
hipertensos, en pacientes con insuficiencia cardiaca cronica, y en otros grupos de

pacientes con alto riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular.
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La elevacion de ADMA induce disfuncion del endotelio, que se vuelve clinicamente
evidente por la alteracion de la vasodilatacion, hiperagregabilidad de las plaquetas, vy el
aumento de la adhesion de monocitos. Estudios prospectivos recientes sugieren que la
disfuncion endotelial indica un aumento del riesgo de acontecimientos cardiovasculares

futuros. 9t 492

Las Ox LDL, que son un factor principal en la iniciacion del proceso arteriosclerotico,
aumentan la actividad de ARG 2, que, a su vez, disminuye la produccién de NO
presumiblemente por derivacion de L - Arg lejos de la eNOS.*% *'2 A través de la
limitacion de la disponibilidad de L - Arg en el medio extracelular; la ARG también
regula potencialmente otras funciones inmunitarias “L - Arg-dependientes”, tales como
la activacién de los linfocitos T.%* % Es bién conocido que las Ox LDL producen

493,512 an las células endoteliales mediante la induccion de la

efectos pro-aterogénicos
expresion de moléculas de adhesion, la estimulacién de la apoptosis de la célula
endotelial, induccién de la formacion del anidn superdxido y alteracion de la formacion
de NO (molécula antiaterogénica), por eNOS. En condiciones fisioldgicas normales, el
uso de oxigeno por las células de los organismos aerdébicos genera metabolitos reactivos
de oxigeno potencialmente perjudiciales; ademas ARG aumenta la produccion de ROS
por eNOS; la produccién vascular de ROS vy la reaccién subsiguiente se piensa que es
un mecanismo importante de disfuncién vascular en la arterioesclerosis y en la
hipertensién. La activacion de ARG contribuye a los cambios vasculares que incluyen la
proliferacion del musculo liso del vaso, dependiente de poliaminas y la sintesis de
colageno. La inhibicién farmacologica de ARG 2 aumenta la produccion de NO,
restaura la funcion endotelial, reduce la rigidez vascular y reduce notablemente la carga

de placa arterioesclerdtica. 4%
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Figura 19. Efectos anti-aterogénicos del NO al inhibir la hiperpermeabilidad endotelial, la unién de
monocitos, oxidacién de LDL y proliferacion endotelial. Al estimular la ARG aumenta el metabolismo

de L - Arg, aumenta la produccién de Ornitina, aumenta la sintesis de Prolina favoreciendo la
arterioesclerosis.

e Cancer (Modulacion farmacologica).

Se han propuesto tres posibles mecanismos por medio de los cuales el aumento de la
actividad ARG podria estar actuando en un proceso tumoral:

A) El primero de ellos es la regulacion negativa de la respuesta inmune frente al tumor,
399,375, 448 ) regular la funcion del linfocito T *°2°% por la disminucién de la expresion

de la cadena CD3(, **detencién de la progresion del ciclo celular, *2” disminuyendo asi
la proliferacion de los linfocitos T.

A.1) La produccion aumentada de NO se ha descrito en varios tipos de cancer en el
hombre, y esto podria contribuir al desarrollo del tumor mediante la neo-angiogénesis,
metastasis tumoral, resistencia a los farmacos perjudiciales para el DNA vy la
inmunosupresion del tumor. También se ha relacionado la ONS2 con la regulacion de la
actividad de la COX-2, molécula que juega un papel importante en la progresion de
varios tipos de cancer por la via de sintesis de prostaglandinas y la angiogénesis. 2> 3"

359,375, 3717 En el caso del melanoma se ha encontrado que debido al bajo nivel de la
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enzima ASS en las células tumorales, se crea una dependencia a la L - Arg exdgena y
que existen ventajas importantes en la terapia de privacion de L - Arg en comparacion
con la quimioterapia citotoxica convencional. *" **® 4! También se ha detectado
aumento de la actividad ARG 1 en el cancer gastrico, de colon, de mama, **’ pulmén

447

(no microcitico) ™' y prostata; la mayor parte de los informes han asociado el aumento

de la expresién de ARG por las células tumorales con la necesidad de producir
poliaminas para mantener la rapida proliferacion de las células malignas."® 383 401 447
528,529 | os pacientes con cancer tienen una respuesta de células T alterada que puede
disminuir el potencial beneficio terapéutico de vacunas y otras formas de
inmunoterapia. La L - Arg es un aminodcido condicionalmente esencial que es

fundamental para la funcion de los linfocitos T.

A.2) Pero la produccion de ARG 1 en el cancer podria no ser el Ginico mecanismo por el
cual el CD3( esta disminuido y la funcién de la célula T afectada; estudios previos han
demostrado que interacciones de los ligandos Fas-Fas y la produccién de perdxido de
hidrégeno por los macr6fagos o neutréfilos pueden suprimir la expresion de CD3( y la

funcion de la célula T.%* %%

Se encontrd que la expresion de la cadena CD3( estaba disminuida en las células CD4
(+) y CD8 (+), linfocitos T aislados de la zona del tumor o de la circulacién periférica
de pacientes con céncer.>*! La monitorizacién de la expresion de la cadena CD3¢ es (il
para evaluar la competencia inmunoldgica en estos pacientes y para el seguimiento de
los cambios en la competencia inmune durante las terapias contra el cancer. Las
correlaciones realizadas entre los hallazgos clinicos, resultados patoldgicos y expresion
de la cadena CD3( en las células inmunes sugieren que los bajos (ausencia) niveles de
la cadena CD3( es predictivo de mal pronostico y supervivencia en pacientes con

cancer.>!

A.3) Ademas de la disminucion de la expresion de la cadena CD3(, se han descrito
otras alteraciones en la respuesta inmune frente al tumor asociadas al metabolismo de L
- Arg, por lo que la expresion de ARG y el agotamiento de L - Arg se han convertido en
una via inmunosupresora potente. **® En muestras de pacientes con cancer de pulmén en
estadios Il y 1V, antes y después de la quimioterapia con cisplatino y etoposido, se

informo de la disminucion de la produccion de IFN-y en células T y de otras citoquinas
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proinflamatorias °*? asociadas a la disminucion de la expresion de la cadena CD3¢.*"

529, 532, 533

A.4) Los estudios preliminares también mostraron que los pacientes con melanoma o
tumores de cabeza y cuello tenian una supervivencia disminuida si expresaban bajos
niveles de CD3 ¢.

A.5) Las células T que infiltran los tumores tienen una disminucion de la expresion de
las proteinas de transduccion de sefiales, una disminucion de la capacidad de proliferar,
y una disminucién en la produccién de citoquinas. Los mecanismos que causan estos
cambios han quedado claros. Se ha demostrado recientemente que los macrofagos
peritoneales estimulados con IL-4 + IL-13 producen ARG 1, que disminuye la
expresion de la cadena CD3(¢ del receptor de células T y deteriora las respuestas de

células T.

A6) Las diferentes estrategias empleadas por los tumores para frustrar la respuesta
inmune, incluyen insuficiencia inducida por el tumor de la presentacion del antigeno, la
activacion de las sefiales co-estimuladoras negativas, y la elaboracion de factores
inmunosupresores. Ademas, destacamos la influencia de las poblaciones de células
reguladoras que pueden contribuir a esta red inmunosupresora; éstas incluyen las Treg,
las células T natural Killer, y distintos subconjuntos de células dendriticas inmaduras y

maduras. >3

A.7) Una respuesta inmune disfuncional en pacientes con cancer se manifiesta por la

403 asto se demostrd hace varias

pérdida de la hipersensibilidad de tipo retardado,
décadas. Explicaciones iniciales incluyeron el desarrollo de "anticuerpos de bloqueo”, la
produccién de factores supresores y la generacién de supresores de macréfagos. % Sin
embargo, la significacion de estos hallazgos sobre la progresion de la enfermedad era
desconocida. Aunque en los pacientes con cancer en general, no se desarrollan las
infecciones oportunistas observadas en pacientes inmunodeprimidos por altas dosis de
quimioterapia, que muestran respuestas deterioradas de células T contra antigenos
bacterianos y/o quimicos. *® Esto sugiere que los tumores tienen la capacidad de
suprimir la respuesta de la célula T por varios mecanismos, incluyendo el papel de las
moléculas inmunorreguladoras en las APCs, tales como B7.1, B7.2, B7-H1 y B7-H4,
403, 535, 536

el desarrollo de Treg (se necesitan segundas sefiales de proliferacion no

especifica, la activacion de TCR, o inflamacion, para la induccion de la autoinmunidad
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en ausencia de cél T reg CD25 (+) ), %" °%

MDSCs. 2434

y el acumulo inducido por el tumor de

A8) Los resultados mostraron que las células T de los pacientes con cancer y los
ratones portadores de tumores, tenian mdultiples cambios, una tirosina quinasa
disminuida la p56 ', p59 ™ | y una incapacidad para regular al alza Jak-3 y para
trasladar NFkBp65, todo lo cual resultd en una disminucién de la respuesta in vitro de
células T.*® Estas alteraciones fueron acompafiados por una disminucién de la
capacidad para movilizar Ca ™"y una disminucion de la fosforilacion de la tirosina,
proporcionando una posible explicacién molecular para la disfuncion de las células T en

el cancer.*®

B) El segundo mecanismo seria promoviendo el crecimiento del tumor al transformar L

- Arg en precursores de poliaminas, " 18- 3%9 375, 448

gue pueden promover el crecimiento
de las células tumorales al aumentar la vascularizacion del tumor. Se dijo que la sobre-
expresion de ODC, enzima que metaboliza ornitina en putrescina, tenia como efecto la
transformacion de la linea celular NIH/3T3 y el aumento en el desarrollo del tumor y en
su capacidad invasiva.>* (Tabla n°2) Se han informado niveles de poliaminas dos a tres
veces mas altos en tejidos con cancer de seno comparado con tejidos sanos; ademas, se
propone que la PRMT®6 actla como cofactor de transcripcion reprimiendo a p21, que es
supresor de tumor y se ha informado que detiene el ciclo celular durante la génesis

tumoral del cancer de mama. *°">*

B.1) Los macréfagos estan presentes en la mayoria de los sitios del tumor y son el tipo
de célula infiltrante mas abundante en los tumores. Desde hace tiempo se ha reconocido
que los macréfagos activados pueden distinguir las células tumorales de sus homdlogas
celulares normales y son capaces de reducir el crecimiento de las células tumorales y la
consecucion de la citotoxicidad tumoral por el NO sin la ayuda de anticuerpos
especificos y promover su crecimiento por la sintesis de poliaminas, a través de la
iNOS, ARG y ODC respectivamente, utilizando como sustrato L - Arg.*®® ** EI NO
sintetizado por la iINOS se ha asociado principalmente con la actividad citostatica y
citotoxica de los macréfagos en respuesta a las células tumorales y a ciertos patdgenos.
Mientras que la ornitina, producto de la actividad del enzima ARG, es la principal
precursora de poliaminas como la espermidina, la espermina y la putrescina, que son

pequefias moléculas cationicas que inician la reparacion de los tejidos en la fase tardia
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de la respuesta inflamatoria al regular negativamente la liberacion de citoquinas
proinflamatorias, incrementar la produccion de colageno y promover la progresion del
ciclo celular, el crecimiento celular y la homeostasis.”* Por su parte, la citrulina por
mediacion del enzima peptidilL - Arg-deaminasa puede influir en la inflamacién y la

carcinogénesis.>®

Tabla 2. Ejemplos de alteraciones en el metabolismo de L - Arg asociadas a enfermedades
tumorales.

Neoplasia Reportes Referencia

Wu G, et al. 2009 (6)
) Viola A, Bronte V. 2007 (26)
Adenocarcinoma de colon Incremento de ODC Appleton J, et al, 2002 (35)

Rodriguez PC, Ochoa AC.2008 (43)

Zea AH, et al. 2005 (28)

Carcinoma de células renales Incremento de ARG por CM5S Tate DJ. et al. 2012 (33)

Disminucion de la actividad ARG con respecto
Carcinoma hepatocelular al tejido de higado cirrético y normal. Disminucién Hoechst B, et al. 2008 (42)
de la expresién de la proteina y el RNAm

Carcinoma pulmonar de células Zakrzewicz D, et al. 2012 (4)

Altas concentraciones de ARG1

grandes Fujita S, et al. 2010 (48)
Carcinoma de colon Incremento de la actividad de ARG Kono K, et al. 1998 (39)
Carcinoma de células basales Incremento de la actividad de ARG Appleton J, et al. 2002 (35)

Carcinoma de celuas escamosas y niveles de ornitina en el tejido Jiao Z), et al. 2012 (40)

2 ? Appleton J, et al. 2002 (35)
Carcinoma de cabeza y cuello Incremento de la actividad de ARG por CM5 Jiao Z), et al. 2012 (40)

Mauskopf JA, et al. 2012 (16)

Carcinoma gastrico Incremento de la actividad de ARG Kono K, et al. 1998 (39)

Leucemias Incremento de la actividad de ARG Zea AH, et al. 2004 (25)

Incremento de la actividad de ARG

y sobreexpresion de NOS52 y ARG1 Gannon PO, et al. 2010 (46)

Carcinoma de prostata

Incremento de la actividad de ARG. Induccion
Carcinoma de seno de apoptosis en linfocitos T por NOHA
{producto intermedio de NOS-ON)

Viola A, Bronte V. 2007 (26)
Rodriguez PC, et al. 2007 (29)

B.2) En un modelo de tumor animal, el aumento de la actividad de NOS fue visto en la
fase de rechazo del tumor, mientras que se observo el aumento de actividad ARG en el
crecimiento del tumor. Este efecto proliferativo se habia reducido al afiadir el inhibidor
de ARG L-norvalina. Ademas, aumentos en la actividad ARG también atentan la
produccion de NO por los macréfagos activados por LPS y por lo tanto reducen el
efecto citotoxico sobre las células tumorales cocultivadas. La inhibicion de la actividad

ARG por L-norvalina invierten de forma efectiva la supresién de la citotoxicidad
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tumoral mediada por NO. Estos resultados sugieren que la induccion de ARG de los
macrofagos puede mejorar el crecimiento de las células tumorales, proporcionando
poliaminas y suprimiendo la citotoxicidad tumoral mediante la reduccion de la
produccién de NO. Aumentd la actividad tumoricida de los macréfagos cuando se

transfectan dichos macréfagos con el gen Inos.**’

El requisito de los tejidos que se dividen rapidamente para mejorar la biosintesis de
poliaminas esta aparentemente en el aumento de la actividad ARG tal como se
encuentra en el cancer gastrico y en el cancer de mama. Recientemente, la actividad

ARG se ha detectado en algunos tipos de cancer de colon humanos.

C) EIl tercer mecanismo. Hallazgos recientes en ratones portadores de tumores y
pacientes con cancer indican que el aumento del metabolismo de L - Arg por las
MDSCs que producen ARG 1, inhiben las respuestas de los linfocitos T. *** Los datos
sugieren que el aumento de expresion de ARG 1 por las MDSCs, puede tener un efecto
local o sistémico de descenso de L - Arg resultando en un descenso de la expresion de
CD3(, disminucion de la produccion de citoquinas como el INF-y, pero no de la IL-2,
inhibicién de la proliferacion de las células T activadas, permitiendo a los tumores
escapar a la respuesta inmune. 3% 3 390541 Eq posible que los niveles de L - Arg
puedan estar disminuidos localmente en ciertos tumores, en lugares donde la ARG 1
esta siendo producida por las células tumorales. Esto podia explicar la observacion que
el CD3( estd mas profundamente disminuido en las células T que infiltran el tumor que
en los linfocitos T circulantes. La interferencia farmacoldgica con el metabolismo de L -
Arg (la depleccién de L - Arg es un mecanismo directo potencial antitumoral), es una
estrategia prometedora en el tratamiento del cancer, autoinmunidad y desviacion
inmune no deseada. Varios informes demostraron que la replicacion de las células

malignas, parasitos y virus es inhibida por el agotamiento de L - Arg.'® >*

C1) En ratones portadores de tumores se ha descrito una poblacién heterogénea de
celulas mieloides en diferentes estados de desarrollo asociadas al tumor. Esta poblacion
se caracteriza por la expresion de CD11b, una integrina que funciona como receptor del
complemento (C3bi), del fibrindgeno, o del factor de coagulacion X, y Gr-1 marcador
de neutréfilos diferenciados. Estas células se denominan MDSCs (Células Supresoras
Mieloides derivadas). Existe una gran variedad de células inmunosupresoras que pueden

estar asociadas al microambiente tumoral. Sin embargo, las MDSCs se encuentran en la
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mayoria de los pacientes con cancer. El recuento celular de MDSCs aumenta hasta diez
veces en sangre de pacientes con cancer en comparacion con los individuos sanos. Hasta
hoy el mejor marcador para las MDSCs humanas sigue siendo su funcion supresora, que
puede ser directa o indirecta a través de la induccion de Treg. La actividad supresora
inmune ha sido asociada con ARG 1, asi como la produccion de ROS por MDSCs. El
tratamiento sistémico con &cido trans-retinoico ha demostrado que madura las MDSCs
humanas y revierte su funcién supresora inmune. >** La acumulacién y activation de las
células MDSCs se ha asociado con la disminucion de la cadena CD3( en células T
efectoras, por la accién de la ARG 1. **! Los datos proporcionan evidencia de que las
células supresoras mieloides inmaduras Gr-1 (+) CD115 (+), pueden mediar el
desarrollo de Treg en ratones portadores de tumores y mostrar un nuevo mecanismo de
supresion inmune por el cual MDSCs pueden suprimir las respuestas antitumorales. >**
Otros estudios han demostrado que la progresion del cancer se puede retrasar
eliminando las células MDSCs ** ** En conjunto, estos resultados sugieren que los
efectos supresores de MDSCs juegan un papel importante en la supervivencia del

tumor, ayudandole a escapar de la inmunovigilancia por la accién de ARG 1.%%°

Una subpoblacién de células mieloides maduras asociadas a tumores expresan altos
niveles de ARG 1, mientras que las células tumorales y linfocitos infiltrantes no lo
hacen. Las células mieloides asociadas a tumores expresaron altos niveles de
transportador cationico de aminoacidos 2B, lo que les permitié incorporar rapidamente
L - Arg y agotar L - Arg extracelular in vitro. EI agotamiento de L - Arg por las células
mieloides asociadas a tumores blogqued la re-expresion de CD3( en células T
estimuladas y la proliferacion especifica del antigeno. Por lo tanto, la produccién de
ARG 1 por las células mieloides maduras en el microambiente del tumor puede ser un
mecanismo central para la evasion del tumor y puede representar una diana para las

nuevas terapias.**®

C2) Los tumores malignos han desarrollado estrategias para evadir una respuesta
inmune antitumoral citotoxica eficaz mediante la induccion de vias de inmunosupresion
asociadas a la inflamacion. El destino de un tumor en desarrollo esta dictado no sélo por
las propiedades de las células malignas sino también por el fenotipo de células
tumorales infiltrantes y células mieloides tumorales de interaccion. Un mecanismo clave
de la evasion del tumor de la destruccion inmune, es el deterioro inducido de las

funciones de la célula T. La funcion inmunosupresora de la célula supresora de origen
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mieloide se mejora ain mas por el aumento de expresion de la ARG mediada por la IL-
4. *“® Cuando la ARG de las MDSCs asociada a tumor o tumor infiltrante Gr-1 es
inhibida en varios modelos tumorales murinos, las funciones de la célula T son
restauradas y el crecimiento tumoral se inhibe. Ademas las MDSCs pueden suprimir a
la célula T por la produccion de Nitrégeno Reactivo y ROS Las células supresoras
mieloides que expresan ARG humana son la CD13, CD33, HLA DR, CD14, células que
expresan de manera variable monocitos y CD15 que expresan marcadores de los
granulocitos. Las células con este fenotipo se describen en los pacientes con carcinoma
de células renales; **® las células supresoras se asemejan morfolégicamente a los PMN
por el perfil de marcador de superficie CD11b, CD14, CD15, aunque aparecen en la
fraccion de células mononucleares de sangre periférica. El agotamiento de las MDSCs
re-establece el receptor de célula T y la activacion de la célula T inducido por co-
estimulacion (proliferacion, secrecion de INF-y, y expresion de la cadena { del TCR) en

experimentos con cultivo de células.>*®

C3) El establecimiento de un entorno inflamatorio crénico en pacientes con cancer
juega un papel critico en la induccién de la disfuncion de las células T. El acimulo de
MDSCs en huéspedes portadores de tumores es una caracteristica de la inflamacion
asociada a la malignidad y un importante mediador de la induccién de la supresion de
células T en el cancer.>* Numerosas investigaciones han caracterizado mdltiples vias
activadas por el microambiente tumoral que resultan en el deterioro de las respuestas de
celulas T anti-tumorales. Las MDSCs metabolizan L - Arg para regular la funcion de las

células T en la enfermedad.

C4) Aunque la mayoria de los modelos estan de acuerdo en que las células tumorales
son las iniciadoras del fendmeno supresor, también llegan a la conclusién de que las
APCs, en forma de macrofagos, células dendriticas, y MDSCs, juegan un papel central
en la induccion de la anergia de células T directamente. **" *® De hecho, Gabrilovich et
al 'y Dolcetti et al >* demostraron que el VEGF, G-CSF, y GM-CSF **' producidos
por las celulas tumorales detuvieron la diferenciacion de las celulas mieloides,

resultando en células mieloides inmaduras que inducen disfuncion de las células T.

C5) Los resultados sugieren que ARG 1 se expresa preferentemente en MDSCs
infiltrantes de tumores que inhiben la funcion de las células T y representa un posible

mecanismo de evasion del tumor. **° *** También se acepta que las MDSCs inicialmente
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se acumulan para luchar contra los tumores, pero cambia su fenotipo a medida que el
tumor progresa y la inflamacién crénica se establece. “® Publicaciones recientes
sugieren que las MDSCs aunque morfolégicamente similares a iMC muestran una alta
capacidad supresora de células T, mientras que iMC carecen de ella; el promielocito like
como BM-MDSC (Bone-marrow), es equivalente a MDSC presente en la sangre de
pacientes con cancer de mama y pacientes con cancer colorrectal y el aumento de los
niveles circulantes de estas células mieloides inmunosupresoras se correlacionan con un

peor prondstico asi como con progresion radiografica. >*® %4

C6) La progresion tumoral esta apoyada por condiciones inflamatorias cronicas
desarrolladas en el microambiente del tumor y se caracterizan por la secrecion a largo
plazo de diversos factores inflamatorios solubles (incluyendo citoquinas, quimioquinas,
factores de crecimiento, ROS y especies reactivas de nitrégeno, prostaglandinas etc) y
fuerte infiltracion de leucocitos. Las MDSCs representan uno de los actores mas
importantes que median la inmunosupresion. Estas células no sélo pueden inhibir
fuertemente las reacciones inmunes antitumorales mediadas por las células T, sino
también estimular directamente la tumorogeénesis, crecimiento tumoral y metéstasis
mediante la mejora de la neoangiogénesis y la creacion de un ambiente adecuado para la
formacion de metastasis. La interaccion entre las células supresoras mieloides y las
células tumorales conducen a la generacion de MDSCs, a su activacion y migracion a la
zona del tumor, donde pueden mejorar la progresion del tumor. Una mejor comprension
de la interaccion MDSC-tumoral asi como de las vias que pueden mitigar los efectos
supresores de las MDSCs es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias de

inmunoterapia tumoral.***

Por tanto la interaccion leucocito-tumor puede resultar en la destruccion del tumor, la

promocion del crecimiento tumoral y la invasién de tejidos o0 metéstasis.

Ademas de las MDSCs otras células del sistema inmune que se han relacionado con la
progresion del cancer son los neutréfilos. Tradicionalmente los neutr6filos han sido
catalogados como precursores de la inflamacion aguda y cronica, pero estudios recientes
en TAN, revelan que pueden jugar un papel importante en la biologia del cancer. Los
TAN constituyen una de las mayores poblaciones celulares que infiltran el tumor, en

1

muchos tipos de cancer.™ Los TAN poseen 16 diferencias marcadas en su

transcriptomica, con respecto a los neutrofilos circulantes y a la fraccion granulocitica
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de las células MDSCs.* Existen dos fenotipos de TAN, el antitumoral (N1) y el pro-
tumorigénico (N2). El fenotipo N1 expresa altos niveles de FAS, TNF-a, ICAM-1, ROS
y bajos niveles de ARG 1. El Fenotipo N2 produce altos niveles de citoquinas pro-
inflamatorias CCL2 y CCL5, ademas de suprimir la respuesta inmune antitumoral por la
secrecion de ARG 1. A pesar de las propiedades inmunosupresoras de ARG 1,
existen tumores auxoétrofos para L - Arg, cuando son cultivados en ausencia de L - Arg,
desarrollan un arresto en fase GO/G1 del ciclo celular y la posterior muerte celular por

apoptosis. *°% %3

Una fraccién grande de los carcinomas hepatocelulares (CHC), melanomas, carcinomas
de ceélulas renales, mesoteliomas, carcinomas pancreaticos y algunos canceres de
pulmén de células pequefias poseen defectos en el ciclo de la urea, por lo que son
auxotrofos para la L - Arg. Mientras que las células no malignas pueden entrar en
inactividad permaneciendo en fase GO del ciclo celular durante semanas, las células
tumorales desarrollan defectos en el ciclo celular, inhibicidn de la sintesis de proteinas y
muerte celular.®* ** Para estos tumores el disefio de estrategias que interfieran en el
metabolismo de L - Arg puede ser una terapia adecuada de tratamiento. Por ejemplo,
ADI cataboliza L - Arg para producir citrulina y amonio. La ADI-PEG-20, un enzima
recombinante de Mycoplasma arginini unida covalentemente a polietilenglicol (PEG),
fue aprobada como droga huérfana para el tratamiento del CHC y del melanoma
metastasico por la FDA de Estados Unidos en marzo de 1999 y por la AEEM en Julio
de 2005.°> **® En ensayos clinicos con ADI-PEG-20 un 21% de los pacientes con
carcinoma hepatocelular presentaron una estabilizacion de la enfermedad y una
inhibicion del crecimiento tumoral tras 2 afios de tratamiento. En el caso del melanoma,
més del 50% de los pacientes que recibieron dosis mayores de 160U/m?
experimentaron una regresion parcial de las lesiones. La eficacia de ADI-PEG-20 en
ensayos de fase I/l muestra que el agotamiento de L - Arg podria ser utilizado como un
agente anti-tumoral eficaz. Sin embargo, efectos secundarios como el elevado nivel de
amoniaco, la inmunogenicidad de la proteina microbiana ADI y la inestabilidad de la
dosis bioldgica optima, hacen que los ensayos clinicos no sean todo lo prometedores

que se esperaba.®’

Actualmente se estan llevando a cabo ensayos clinicos en fase Il
con ADI-PEG-20 (Polaris Group) para carcinoma hepatocelular y en fase | para
melanoma metastasico y linfomas, ademas se esta estudiando la posibilidad de extender

su utilizacion en 17 pacientes con cancer de préstata, leucemia, sarcoma y cancer de
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pancreas. En comparacion con la quimioterapia tradicional, las terapias basadas en la
restriccion de aminoécidos presentan ciertas ventajas en cuanto a la alta especificidad
por las células malignas y la baja toxicidad para los pacientes. Sin duda, el avance en la
investigacion de este tipo de terapias, facilitara la basqueda de tratamientos efectivos
para combatir el cancer. El punto comdn de estas terapias es la deficiencia de L - Arg y
el incremento de los niveles de urea (amoniaco), por el aumento de la actividad ARG.
Tanto la deficiencia de aminoacidos como el incremento de los niveles de urea pueden
alterar la traduccion de varios mMRNA a través de rutas metabdlicas que involucran a las
quinasas GCN2 y mTOR, ademas de inducir la acumulacion de proteinas desplegadas
en el RE iniciando rutas de sefializacion para la adaptacién. Cuando la concentracion
intracelular de aminoacidos disminuye, aumenta la cantidad de tRNA no cargados, lo
cual activa a GCN2. La quinasa GCN2 se une a los tRNA no cargados, fosforilando el
residuo serina 51 de la sub-unidad o del eIF2a, interrumpiendo la sintesis de proteinas.
%% (Figura n°12) La interrupcién de la traduccién, el acimulo de proteinas desplegadas
en el RE y la inhibicion de la ruta mTOR pueden inducir la respuesta de proteinas
desplegadas o la autofagia para suplir las necesidades nutricionales. *** Sin embargo, se
desconoce cual de estas rutas se encuentra activada en las células T en ausencia de L -
Arg.353

-Cancer hepatocelular. EI CHC tiene un requisito elevado de L - Arg in vitro para
crecer, es decir es auxotrofo. EI CHC se cree que es auxdtrofo para L - Arg a través de
la falta de expresion de ASS. Hemos demostrado que la enzima nativa rhARG vy el
pegilado rhArg-PEG, proporcionaron una eficacia similar contra el cancer in vitro.”’ La
rh Arg-PEGI, un enzima que deplecciona L - Arg puede inhibir el crecimiento de
tumores dependientes de L - Arg, produciendo detencion del ciclo celular en fase Gy,
posiblemente mediado por la modulacion de la transcripcion de ciclinas y/o quinasas
dependientes de ciclina (CDK). La aplicacion de rhArg-PEG séla o en combinacion con
farmacos quimioterapéuticos existentes puede representar una estrategia terapéutica

especifica y eficaz contra el CHC.>*®

- En el adenocarcinoma de mama la ARG de los macrdéfagos proporciona poliaminas

para el crecimiento de las células tumorales. 4’

-Cancer de prostata. Se demostro que la ARG participa también en la supresion de

559

linfocitos infiltrantes del tumor en estos pacientes, carcinoma de pulmon no
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microcitico y el mieloma multiple. Los resultados indican que los
adenocarcinomas prostaticos humanos estan infiltrados por linfocitos T citotdxicos
terminales diferenciados que estan, sin embargo, en un estado de no respuesta. Sin
embargo, si el ambiente del tumor ejerce una accion supresora de los TIL, la
inmunoterapia logrard poco exito. Se demuestra la presencia de altos niveles de
nitrotirosinas en TIL prostatico, lo que sugiere una produccion local de
peroxinitritos. Mediante la inhibicion de la actividad ARG y NOS, enzimas clave del
metabolismo de L - Arg, que estan altamente expresadas en el tejido prostatico maligno
pero no en prostatas normales, se logré reducir la nitracion de tirosina y la restauracion
de la respuesta del TIL al tumor. Se encontré que la expresion de ARG 2 era mas
prominente en lineas celulares dependientes de andrégenos que en lineas de células
independientes de los mismos. Ademas, se encontré expresion de OAT, una enzima
responsable también del metabolismo de la ornitina, que se correlaciona inversamente
con la expresion de ARG 2. La expresion elevada de ARG 2 visto en canceres de
prostata andrdgeno-dependientes y en los canceres de prostata mas diferenciados
sugiere que ARG 2 podria ser un marcador potencialmente Util de este tipo de canceres

en etapa temprana. °®°

-Cancer de pancreas. Las células eucariotas pueden sintetizar L - Arg de aminoacidos no
esenciales como aspartato y citrulina utilizando la enzima ASS. El cancer de pancreas
tiene una baja expresion de ASS y, por tanto, la privacion de L - Arg por ADI inhibira
el crecimiento celular. La ADI es una enzima que metaboliza L - Arg a citrulina y se ha
encontrado que inhibe el crecimiento del melanoma y hepatocarcinoma deficientes de
ASS. La reduccion de la expresion de ASS se produce en el cancer de pancreas y
predice la sensibilidad a la privacion de L - Arg alcanzada por el tratamiento PEG-
ADI. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la privacion de L - Arg por ADI podria
proporcionar una estrategia beneficiosa para el tratamiento del cancer de pancreas **'y

otros tipos de cancer.**

-ARG y cancer de pulmén. Las MDSCs producen altos niveles de ARG 1, bloquean la
funcién de la célula T por el agotamiento de L - Arg, en el cancer, (Tabla n°3)
infecciones cronicas, y en los pacientes que padecieron un traumatismo. En el cancer,
las MDSCs infiltran los tumores y en la circulacién son un importante mecanismo para
la evasion del tumor y menoscabar el potencial terapéutico de la inmunoterapia. Las

celulas tumorales expresan constitutivamente ciclooxigenasa (COX-1 y COX-2) y
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producen altos niveles de PGE2. La inhibicion genética y farmacoldgica de la COX-2,
pero no de la COX-1, bloquea la inducion de ARG 1 tanto in vitro como in vivo. La
sefializacion a traves del receptor de la PGE2, el E-prostanoide 4, expresado en las
MDSC inducia ARG 1 (figura n°20). Ademas, el blogueo de la expresion de ARG 1
usando inhibidores de la COX-2 provoca una respuesta antitumoral mediada por
linfocitos. Estos resultados demuestran una nueva via de la disfuncion inmune inducida
por las prostaglandinas y proporcionan un nuevo mecanismo que puede ayudar a

explicar los efectos de los inhibidores de la COX-2 de prevencién del cancer.*®

Tumor cells MDSC
Prostanoids EP4
by w—2L €D
COX-2 ‘-
Arginase |

/ L-Arg = Ormithine, Urea
/ (;,u'-z.

t L-Arg

' L"\""‘\ & CD3C

JAre-RNA ]-

GCN2—P-¢lF2a =] Cyclin D3
Cdk4

T lymphocytes

Figura 20. Disfuncion de las células T inducida por ARG 1. Las células tumorales que expresan COX-
2 y liberan PGE2 inducen la expresién de ARG 1 y CAT-2B en MDSCs. Esta expresion conduce a una
reduccion de los niveles extracelulares de L - Arg, que activa GCN2 se fosforila la subunidad o de elF2a
e inhibe la expresion de CD3, ciclina D3, y CDK4 a traveés de mecanismos transcripcionales, post-
transcripcionales y traduccionales.***

-Cancer renal. Las MDSCs producen ARG, agotan L - Arg y afectan la proliferacion de
células T y la produccion de citoquinas. Aunque la actividad ARG se ha descrito en
pacientes con cancer, se cree que se origina en las células tumorales que metabolizan L -
Arg a ornitina necesaria para sostener la proliferacion celular rapida. Se encontrd que
123 pacientes con carcinoma metastasico de células renales, antes del tratamiento,
tenian un aumento significativo de actividad ARG. Estos pacientes tenian una marcada
disminucion de la produccion de citoquinas y expresaron niveles bajos de CD3Q.540 Las

MDSCs que producen ARG 1 aumentan en sangre periférica de los pacientes con
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carcinoma de células renales. Las MDSCs inhiben la funcién de las células T mediante
la reduccion de la disponibilidad de L - Arg y por lo tanto se considera un importante

mecanismo de escape tumoral. *® (Figura n°20)

Durante la progresion, los tumores se vuelven refractarios a las armas ofensivas del
sistema inmune. Se ha sabido durante mucho tiempo que el microambiente tumoral
presenta una profunda modificacion del metabolismo del acido araquidénico y
aminoacidos tales como el triptofano y L - Arg. Sin embargo, sélo en la Gltima década
hemos empezado a apreciar como estos cambios pueden causar disfunciones en las
células del sistema inmune adaptativo e innato. El conocimiento de estas rutas
metabolicas complejas y parcialmente interconectadas esta ofreciendo nuevos objetivos
para un enfoque farmacoldgico integrado con el objetivo de liberar a los linfocitos T

especificos del tumor de la influencia del cancer.>®
Modulacién farmacolégica del metabolismo de L - Arg en inflamacion y cancer.

Las estrategias farmacoldgicas que interfieren con el metabolismo de L - Arg son muy
prometedoras para el tratamiento de la inflamacion y el cancer. Dos opciones de

tratamiento opuestas parecen razonables en funcion del tipo de inflamacién y tumor:

1.) Cheng et al > propusieron que el agotamiento de L - Arg mediado por ARG
puede conducir a la muerte celular tumoral directa; de modo que las enzimas
degradantes de L - Arg (ARG, ADI, rhArg-Peg) han sido sugeridas como
agentes antitumorales, analogos de la L-asparaginasa utilizados clinicamente
como agentes antileucemia. La PEG-ADI (Arginina deiminasa pegilado)
deplecciona L - Arg por la produccion de citrulina y demostré actividad clinica
en pacientes con melanoma maligno. El agotamiento de L - Arg mediado por la
PEG-ADI induce la autofagia y apoptosis independiente de caspasas en
pacientes con CHC, cancer de prostata e inhibe el crecimiento de xenoinjertos de
cancer de pancreas humano en raton. Curiosamente la susceptibilidad del tumor
a la deprivacion de L - Arg se asoci6 con la falta de ASS expresada por el tumor
como posible via de reciclaje de L - citrulina a L - Arg para las células
tumorales.

2.) Si bién el agotamiento de L - Arg es un mecanismo potencial antitumoral directo
contra ciertas entidades malignas, el escenario inverso es cierto para otros tipos

de tumores, debido a la supresion inmune anti-tumoral, mediada por ARG
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inducida por el tumor. El agotamiento de L - Arg puede ser tratado
farmacoldgicamente con la suplementacion de L - Arg o con inhibidores de la
ARG.

En un ensayo clinico recientemente publicado, la suplementacion con L - Arg aumenta
las concentraciones plasmaticas de L - Arg, aumenta la biodisponibilidad de eNO en
pacientes con malaria y disfuncién endotelial debido a hipoargininemia secundaria a la
liberacion de ARG de los hematies por hemdlisis. La L - Arg se metaboliza
ampliamente en el intestino y en el higado por la ARG, también posiblemente por la

ARG liberada en la inflamacién.?

Segln Morris “® >3 L - Arg puede ser reciclada a partir de L - citrulina por los enzimas

ASS y ASL, que son inducibles por estimulos inflamatorios.
Varios inhibidores especificos de ARG se han desarrollado y probado in vitro: *8

*El NOHA, N&- hidroxy- L - Arg, un intermediario de la sintesis de NO utilizado con
éxito en cultivos de 6rganos humanos de céncer de prdstata; inhibio la actividad de

ARG y restaurd la reactividad de los linfocitos infiltrantes del tumor.>**

*El derivado de L - Arg L®-hidroxi-ni-L - Arg (niNOHA) fue capaz de revertir
completamente la supresion de la célula T mediada por los PMN en la inflamacién

purulenta.?®

*El Nitroaspirin compuesto liberador de NO (NCX 4016) inhibe la iNOS por
retroalimentacion negativa del NO y a la ARG indirectamente al interferir con su via.
Nitroaspirin corrigi6 la disfuncion inmune de células T mediada por las células MDSCs

y de este modo control6 el crecimiento de un tumor de colon murino.

*La a-difluormetil ornitina (DFMO) es un potente inhibidor de ARG en céancer de colon

humano.

*La inhibicion de la ciclooxigenasa 2 (expresada por el cancer de pulmén murino 3LL)
y la prevencién de la prostaglandina E; mediada por la induccién de la ARG en MDSCs

llevaron al control eficaz del tumor.>®

*El analégo de la L — Arg, L- NAME (N “Nitro- L - Arg-metil ester), inhibe tanto in

vitro como in vivo la actividad ARG en las células de cancer de colon de rata y de
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higado; L- NAME inhibe la actividad de ARG en los nédulos tumorales y en el higado

y el efecto persiste después de cesar el tratamiento.>®

*Los inhibidores de Fosfodiesterasa 5 regulan a la baja ARG 1 en MDSCs murinas y
esto conduce a un aumento de la respuesta antitumoral espontanea asi como a una

terapia adoptiva de células T més eficiente.
e ARG y disfuncion del musculo liso vascular.

La ARG también redirecciona el metabolismo de L - Arg en la célula muscular lisa
vascular, a ornitina, urea, formacién de poliaminas y L - prolina que pueden inducir
lesiones vasculares mediante la estimulacion de la proliferacion de células del masculo
liso y deposito de colageno; **° esta accién de ARG se magnifica con la supresion de la
liberacion de NO, que sirve como inhibidor del crecimiento de las células del musculo
liso y la sintesis de colageno.”® Asi, la expresion elevada de ARG en células musculares
lisas vasculares puede ser un factor importante en el desarrollo de hiperplasia de la

%7 o durante el

intima y rigidez vascular en respuesta a una lesion vascular
envejecimiento. Aunque los dos tipos de ARG se expresan en las células endoteliales,
las células del masculo liso vascular expresan selectivamente ARG 1. Varios estudios
han demostrado que la activacién de ambos tipos de ARG puede llevar a la disminucion
de la produccion de NO vy a la disfuncién endotelial. Su expresion en estas celulas puede
estar inducida por IL-4 e 1L-13, TCF-B, >*® lisofosfatidilcolina y la tensién mecanica.*®®
La ARG representa una nueva diana terapéutica que puede revertir la disfuncion
endotelial, la disfuncion de las células del musculo liso y prevenir la enfermedad

vascular.?®

e ARG 1 despues del IAM.

La inhibicion de ARG protege del IAM durante la I/R por un mecanismo que es
dependiente de la actividad de NOS y la biodisponibilidad de NO por desplazamiento
de la utilizacién de L - Arg de la ARG, hacia NOS.**

La ARG 1 producida después del IAM reduce los niveles de L - Arg, con lo cual la L -
Arg no esta disponible para la NOS, disminuye la produccion de NO y se produce
disfuncion endotelial; aumenta la respuesta vasoconstrictora, aumenta la adhesion de las

plaquetas, aumenta la proliferacion de las células del musculo liso, se afecta la
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vasodilatacion endotelial asociandose a sucesos cardiovasculares, como disfuncion
ventricular. Por otra parte las poliaminas y prolina formadas por la activacion de ARG
1, han sido implicadas en la proliferacion celular y sintesis de colageno
respectivamente. El acimulo de ADMA, inhibidor enddgeno de la NOS afecta la
formacion de NO. Los cambios relacionados con el metabolismo de la L - Arg pueden

tener su papel en la disfuncion ventricular.

El NO es critico para el desarrollo de la lesiéon por I/R. La lesion por I/R aumenta la
actividad ARG 1 y ARG 2. La inhibicién de ARG local durante la fase temprana de
reperfusion, mediante la administracion local del inhibidor de ARG ni-NOHA redujo el

tamafio del 1AM al aumentar la produccién de NO, por el aumento de L - Arg.>®

;Seria
el tratamiento con inhibidores locales de ARG factible para los pacientes diagnosticados

de 1AM con elevacién del ST programados para angioplastia percutanea?

La inhibicion de ARG podia ser una estrategia terapéutica prometedora para limitar la
lesion miocérdica en el IAM.

5.2.5. Células supresoras de origen mieloide derivadas (MDSCs).

Son una poblacion heterogénea de células de origen mieloide que tienen por funcion
regular negativamente la respuesta de los linfocitos T.%%°7*->"* | 3 disponibilidad de L -
Arg es esencial para la proliferacion y funcién normal de las células T.** %% 3! | as
MDSCs regulan la funcion de las células T a través del agotamiento de L - Arg, un
nuevo mecanismo de regulacion. Las MDSCs utilizan dos enzimas implicadas en el
metabolismo de L - Arg: iINOS, que genera NO, y ARG 1, que agota el medio ambiente
circundante de L - Arg,®** inhibe la liberacién de citoquinas como IFN-y e IL-2 y
disminuye la expresion de la cadena CD3¢ **° del TCR/CD3, disminuye el nimero de
receptores de la célula T en la membrana celular, disminuye la proliferacion del
linfocito T. 18 2% 35,52 354,355,366, 367. 371 ragltando en el deterioro de la respuesta de los
linfocitos T a antigenos *" durante la respuesta inmune y el crecimiento del tumor.>” Se
ha informado que dichas células se generan a partir de precursores hematopoyéticos en
respuesta a citoquinas producidas por el tumor, entre ellas el GM-CSF, IL-3, VEGF, IL-
10 y M-CSF (figura n°21). Estas citoquinas no solo reclutan las MDSCs, sino que
también favorecen su maduracion como un mecanismo para evadir la respuesta inmune.

Se ha informado que las MDSCs se encuentran tanto en el microambiente tumoral como
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en la periferia, posiblemente generando un ambiente iddneo para que las células
malignas proliferen y adquieran nuevas mutaciones que les permitan expandirse y

evadir la inmunovigilancia del huésped,*® %" 572574

-Las MDSCs fueron descritas originalmente en cancer de cabeza y cuello, y
posteriormente se las caracterizd en el carcinoma de células escamosas, cancer de
pulmon de células grandes, cancer de seno, cancer de colon y melanoma, en estos
ultimos como un factor clave en la inmunosupresion causada por defectos en las células
T. El agotamiento de L - Arg por MDSCs, derivado de la produccion de ARG 1, se
observa en pacientes con cancer induciendo la anergia de las células T. La inanicion de
L - Arg podria regular la progresion del ciclo celular de la célula T. Las células T
estimuladas, cultivadas en ausencia de L - Arg son detenidas en la fase del ciclo celular
GO0-G1. Esto se asocid con una incapacidad de las células T de regular al alza ciclina D3
y CDK4, %747% nero no CDKS, resultando en una alteracion de la sefializacién con una
disminucion de la fosforilacion de la proteina Rb y una baja expresion y union de elF2a.
La regulacion de la ciclina D3 y CDK4 por la inanicion de L - Arg se produce a nivel
transcripcional y postranscripcional. La sefializacion a través GCN2 quinasa se activa
durante la inanicion de aminoacidos. En ausencia de L - Arg la proteina ciclina D3
precipita en los cultivos de células T mostrando una baja expresion del complejo ciclina
D3/CDK4 y un descenso de la actividad de la quinasa. La privacion de L - Arg afecta a
la funcién de los linfocitos T por alteracion de la ciclina D3 y la cadena CD3( por

mecanismos trascripcionales, postrascripcionales y mecanismos traslacionales.

Los datos sugieren que la regulacion de la disponibilidad de aminoacidos por las células
tumorales o células infiltrantes que producen ARG es un mecanismo potente de las

células tumorales para escapar a la respuesta inmune. > #4957

- Aparte del cancer, se han descrito MDSCs que expresan ARG en el traumatismo (en

446

ratones y seres humanos), * sepsis intraabdominal y en ciertas infecciones.

Se detecta expresion de ARG 1 en las células mononucleares después de un

traumatismo o cirugia. 2" 3 482

Tanto el traumatismo severo como la sepsis, estan asociados con enfermedad critica
severa y disfuncion de drganos. En 1991, se demostr6 que habia un acumulo de

metabolitos de NO en el plasma humano durante la sepsis. Esto coincidié con un
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aumento de los niveles de endotoxina en circulacion y disminucion de las resistencias
vasculares sistémicas (como una medida de vasodilatacion excesiva). En contraste, el
traumatismo se asocia con una gran induccion de ARG 1 y una disminucion
concomitante en la circulacion de metabolitos de NO (nitrito/nitrato). El répido
agotamiento de L - Arg es el resultado del aumento de la co-expresion de CAT2B que
permite el transporte de L - Arg a las células donde es metabolizada rapidamente por la
ARG 1.*! La ornitina producida entonces se exporta por el mismo CAT a cambio de
otra molécula de L - Arg. En algunas células, pueden regular la velocidad de la sintesis
de NO mediante el control de la absorcién de L - Arg como el sustrato para la NOS. 3™
>76.577 A través de la deplecion de L - Arg, la MDSCs pueden controlar la produccién de

NO y regular otros procesos biol6gicos dependientes de L - Arg. >+ °"

Estas células han mostrado la capacidad de bloquear la funcién efectora de la célula T;
ademas, las MDSCs pueden disminuir las propiedades migratorias del linfocito T
activado, como se ha informado en casos de cancer de pulmén y en el modelo murino
promueven la angiogénesis del tumor.>™* Los mecanismos de inhibicién dependen del
tipo de tumor; los mas estudiados describen la capacidad para bloquear linfocitos CD4 y
CD8 y la reaccién antigeno-especifica y no especifica; también su accion en la
inmunidad innata para bloguear la citotoxicidad de las células NK, asi como la
activacion de las células dendriticas y la funcién de los macréfagos.®”® Se ha propuesto
que los mecanismos por los cuales las MDSCs alterarian la funcion de los linfocitos T
son dependientes de la actividad de ARG 1 producida sobre los linfocitos. Entre los
principales efectos desencadenados por la expresion de ARG sobre los linfocitos T, se
informa la inhibicidn por contacto, la induccion de Treg y la apoptosis, todos ellos con
el claro propésito de regular negativamente la respuesta inmune frente al tumor .** %
>40.580) 2 inhibicién por contacto requiere la presencia de las dos principales enzimas del
metabolismo de L - Arg, ARG y NOS, en las MDSCs.?®! Por otra parte, se informé que
la induccion de apoptosis es dependiente de la alta produccién de peroxinitritos,
derivados del metabolismo de L - Arg por NOS2, y las bajas concentraciones de L -
Arg. La NOS2 y ARG 1 producidas por las MDSCs pueden actuar individual o
sinérgicamente en la regulacion negativa de la funcién de los linfocitos T. % 5% La
induccion de ARG 1 s6la, resulta en un bloqueo reversible de la proliferacién de células

T. Cuando ambas enzimas son inducidas juntas, los peroxinitritos generados por iINOS
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en condiciones de limitacion de L - Arg, causan activacion de los linfocitos T para

experimentar apoptosis.

- La inmunohistoquimica mostré que la infiltracion del tumor por PMN reduce la ARG1
intracelular, en comparacién con los PMN intravasculares o peritumorales, lo que

sugiere un papel de liberacién en el microambiente tumoral de ARG 1.%**

Otro efecto de la privacion de L - Arg es el de la regulacion positiva de la expresion de
ASS. La regulacion al alza de ASS permite que los linfocitos T generen L - Arg
enddgena a partir de citrulina, incluso en ausencia de L - Arg o en presencia de un
aumento de la expresion de ARG 1 por las MDSCs. Esta observacion abre posibilidades
terapéuticas para el uso de citrulina como una solucién para superar la deficiencia de L -
Arg. La funcion anormal de las células T causada por las MDSCs se restaura a través de
la replecidn de L - Arg o a través del bloqueo de la funcion de la ARG 1. La produccion
patoldgica de ARG 1 en las MDSCs en pacientes con cancer, después del traumatismo o
cirugia podria causar el agotamiento de L - Arg, lo que resultaria en la disfuncion de
células T, en la alteracion de la produccion de NO y en ultima instancia conduce a una
mayor susceptibilidad a la infeccién. Este cuadro cumple con todos los requisitos
necesarios para que pueda ser llamado con el nombre de sindrome de deficiencia de L -
Arg (ADS). El conjunto de signos o sintomas son: un incremento patoldgico en la
ARG1, una disminucion de la disponibilidad de L - Arg, disminucion de la produccién
de NO, disfuncion de las células T caracterizado por la pérdida de la cadena CD3(, y

una predisposicidn a la infeccion.

-La inhibicién de la accién de las MDSCs tanto in vivo como in vitro, por deplecion de
las mismas o uso de inhibidores de las enzimas metabolizadoras de L - Arg como
NOHA vy sildenafil restaura la respuesta inmune, disminuyendo la proliferaciéon de las
células Treg y la tolerancia inducida por el tumor y restablece la proliferacion de los
linfocitos T y la expresion de CD3C. Los hallazgos muestran que las MDSCs tienen
capacidad para captar y presentar antigenos especificos del tumor a las Treg con
requerimiento de L - Arg; es asi como se establece un rol para las MDSCs en la

induccion de la tolerancia mediante la captacion de antigenos. 384 454 528, 540,572, 580

El tratamiento para el deficit de L - Arg debe convertirse en una prioridad clinica si es
gue es un sindrome asociado con consecuencias patoldgicas. Se discuten varias

estrategias posibles de tratamiento:
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a) -La inhibicion del desarrollo y/o de la activacion de MDSCs. La inhibicion del
desarrollo de MDSCs podria ser abordado por factores derivados del tumor que mejoran
la mielopoyesis (por ejemplo, GM-CSF). Alternativamente, la inhibicion del STAT3
podria ser util, porque su activacion en células precursoras ha demostrado ser esencial

para el desarrollo de MDSCs.

b) -El bloqueo de la expresion de ARG 1. La produccion de PGE2 por tumores parece
ser central en la induccion de ARG 1 en la MDSCs en un modelo de cancer de raton. El
uso de inhibidores de COX-2 se ha demostrado para prevenir el aumento de ARG 1 e

inhibir el crecimiento del tumor (figura n°20).

c) -Blogueo farmacoldgico de la funcion de ARG 1. Inhibidores de ARG 1, aunque

ninguno todavia ha alcanzado algtn grado de aplicacion clinica.*

d) -El uso de L - Arg en la dieta.

El uso de suplementos de L - Arg en la dieta, junto con los &cidos grasos -3 ha sido
ampliamente probado en mas de 40 estudios en pacientes quirargicos de alto riesgo, lo
que lleva a wuna reduccion constante y significativa de las infecciones
postoperatorias. Sobre la base de estos estudios, la Sociedad Europea de Nutricion
Enteral y Parenteral (SENPE) ha publicado recientemente sus directrices para
recomendar el uso rutinario de las dietas que contienen L - Arg en pacientes
quirdrgicos. ***°% La citrulina, un precursor de L - Arg, se ha convertido recientemente
en una alternativa muy interesante, ya que se tolera bien y puede ser beneficiosa incluso
en condiciones de alta actividad de ARG 1. Un metanalisis reciente demostré que el
grupo suplementado en la dieta con L - Arg tenia una respuesta significativamente
mayor en la proliferacion de CD4 *, la incidencia de complicaciones infecciosas era
menor y una estancia hospitalaria mas corta aunque este Ultimo dato no tenia

significacion estadistica; 2 %8688

se esta afiadiendo L - Arg a la nutricién enteral para
intensificar la funcién inmune.®® Ni la iNOS ni ARG 1 se inducen en los linfocitos T,

que es una marcada diferencia entre estas células y las células mieloides.

159



JOSE LUIS IGLESIAS GONZALEZ

Tu:eus@ Infecic
. e J
- [ 5
mn ] .|' ]
II'II e rhl‘l1 ?ﬁ * !t ":l :I
e ot
L_ J' ¥ ni':l- ﬁn ' Il.‘-'l:l"'
s l!.':i P J. ¥ .'a ¢n "
Ve e ! on aman)
R AR R L

Figura 21. Vias involucradas en la activacion de las MDSCs

Tabla 3. Condicién de la enfermedad y deficiencia de L - Arg.

Condicion de la Nivel de L - Arg Activiada ARG | Biomarcadores anormales
enfermedad
Cancer l 1 en MSC | zeta -Chain
Proliferacion de células T |
Trauma l 1 en MSC | zeta -Chain
Proliferacion de células T |
Tuberculosis. La \J 1 en MSC | zeta -Chain
infeccion cronica Proliferacion de células T |
Necrosis hepética 2 1 en el suero 1 La hipertension pulmonar
Enfermedad Hemolitica l 1 en el suero 1 La hipertension pulmonar
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5.3. Oxido Nitrico Sintetasa (NOS).

El descubrimiento de la NOS, que cataliza la oxidacion de L - Arg para formar NO y
citrulina, ha generado un interés significativo por la interaccién entre las vias de la NOS
y ARG. Un gran nimero de tejidos expresan ARG tanto de tipo 1 como de tipo 2 asi
como NOS porque estas enzimas compiten por un sustrato comun, la L - Arg. La N “-
hidroxi- L - Arg, un intermediario en la sintesis de NO, es un inhibidor potente de ARG
(figura n°22). Cantidades significativas de la N ®-hidroxi - L - ARG se disocian del
sitio activo de la NOS para servir como un inhibidor endégeno de la ARG en

macréfagos y células endoteliales. 3
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Figura22. La relacién entre la actividad de la ARG y NO Sintetasa. La sintesis N - Hidroxi
- L — Arg por la NO Sintetasa requiere O, como sustrato.

La L - Arg es también el substrato para los enzimas NOS. Los enzimas NOS son
dimeros que requieren la presencia de calmodulina y los cofactores 5, 6, 7, 8
tetrahidrobiopterina (BH4), hierro, protoporfirina IX (grupo Hem), FAD y FMN para su
actividad completa. Se han descrito 3 isoformas > que tienen identidad en un 50%,
pero que difieren en la localizacion intracelular, regulacion, propiedades catalizadoras y
sensibilidad inhibitoria. Las tres isoenzimas NOS, producen éxido nitrico: endotelial (e
NOS), neuronal (n NOS) e inducible (iNOS). De las tres enzimas, n NOS y e NOS son
calcio dependiente; iINOS es independiente de calcio y se produce en respuesta a las
citoquinas y a la endotoxina. Una vez inducida iNOS produce altos niveles de oxido

nitrico: %

161



JOSE LUIS IGLESIAS GONZALEZ

-NOS1, también conocida como la nNOS, predomina en el tejido nervioso.

-NOS2, también conocida como la iNOS, es la isoforma inducible que esta presente en
varias células del sistema inmune, incluyendo varios tipos de células mieloides. La
expresion de la NOS2 y la produccién de NO han sido descritas en los macrofagos de
raton, neutréfilos, eosinofilos y células NK. Las citoquinas Th2 pueden inducir la
actividad de la ARG 1y las citoquinas Th1 inducen NOS2.>** El INF-y, citoquina Thi,
es inductor de la actividad de NOS2 principalmente unido al LPS; también pueden

activar NOS?2 otras citoquinas inflamatorias como la IL-1, TNF, IFN-¢. 0 INF-B.%*

- y NOS3, también conocida como la eNOS, encontrada en las células endoteliales.®*
Las tres isoformas, nNOS, iNOS y eNOS producen NO a partir de L - Arg.

Se identifican dos dominios en cada isoforma NOS: un dominio amino-terminal
oxigenasa y un dominio-carboxy terminal reductasa. Los electrones donados por la
conversion del NADPH a NADP son transferidos al dominio amino oxigenasa a traves
de una cadena redox que implica al transportador de electrones FAD y FMN. El
dominio amino-terminal oxigenasa utiliza entonces los cofactores Hem y BH4 para
catalizar la reaccién entre el O, y la L - Arg para generar NO y L - citrulina; se requiere
la presencia de calmodulina para el flujo electronico. EI NO es un mediador biol6gico
que actuia como un regulador fisiologico y que puede ser responsable de dafio tisular.

Las principales funciones fisioldgicas reguladas por el NO incluyen:

-vasodilatacion endotelial sistémica y pulmonar. La vasodilatacion inducida por el NO
previene el acimulo de mediadores lesivos para el endotelio. Se demostr6 que habia un
acumulo de metabolitos de NO en el plasma humano durante la sepsis. Esto coincidio
con un aumento de los niveles de endotoxina en la circulacion y disminucion de la

resistencia vascular sistémica (como una medida de la vasodilatacion excesiva).>*!

-funciones inmunomoduladoras y

-funcidn protectora en la respuesta inflamatoria.
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5.4. Proteina C Reactiva (PCR).

Compuesta por cinco subunidades de 23 kDa, la proteina C-reactiva (PCR) es un
derivado pentraxina hepatica que juega un papel clave en la respuesta inmune innata.
La PCR tiene una vida media en plasma de unas cuantas horas y ahora se entiende que
es un mediador, asi como un marcador de enfermedad aterotrombotica. La mayoria de
los procesos que producen lesiones tisulares, como infecciones, inflamaciones y
neoplasias malignas, se asocian con una fuerte respuesta de la PCR en fase aguda. La
respuesta de la PCR frecuentemente precede a los sintomas clinicos, incluyendo la
fiebre. Al iniciarse la respuesta de fase aguda, su concentracion sérica aumenta rapida y
acentuadamente. Las alteraciones de la concentracion pueden detectarse tras 6-8 horas,
mientras el valor méximo se alcanza pasadas 24 a 48 horas. La PCR activa la via clasica
del complemento. El seguimiento postoperatorio de los niveles de PCR permite
comprobar si el paciente se recupera normalmente (los niveles disminuyen hasta ser
normales) o si sufre complicaciones inesperadas (los niveles permanecen altos). Una
concentracion sérica elevada de PCR significa un pronostico grave que suele indicar la
presencia de una infeccidn fuera de control; la PCR responde rapidamente a los cambios

en la actividad de la enfermedad.>®

La PCR induce la expresion de moléculas de adhesion en las células endoteliales
humanas en presencia de suero. Estos hallazgos apoyan la hipétesis de que puede
desempefiar un papel directo en la promocion del componente inflamatorio de la
arteriosclerosis 'y presentar un objetivo potencial para el tratamiento de la
arteriosclerosis. ** Hasta la fecha estudios epidemioldgicos prospectivos realizados en
personas sin antecedentes previos de enfermedad cardiovascular demuestran que la PCR
es un predictor fuerte de futuros sucesos cardiovasculares, duracion de estancia
hospitalaria prolongada en pacientes sometidos a cirugia no urgente de

revascularizacion coronaria y muerte, >

que en la mayoria de los casos ha resultado
independiente de la edad, el tabaquismo, los niveles de colesterol, presion arterial y
diabetes.>® La PCR, es un marcador de inflamacién que se ha demostrado en maltiples
estudios epidemioldgicos prospectivos para predecir incidencia de IAM, ACV,
enfermedad arterial periférica y muerte repentina. Los niveles de PCR también se han
utilizado para predecir el riesgo tanto de isquemia recurrente como de muerte entre las
personas con angina de pecho estable e inestable, °® los sometidos a angioplastia
percutanea, y los que se presentan en las salas de emergencia con sindromes coronarios
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agudos. La aterotrombosis, ademas de ser una enfermedad de acumulacion de lipidos,

también representa un proceso inflamatorio crénico.

- La inflamacion se ha evaluado ampliamente en el contexto de la cirugia
cardiaca. Numerosos estudios han evaluado el impacto de la CEC sobre la reaccion
inflamatoria observada tras operaciones cardiacas. Por lo tanto, el estado inflamatorio
preoperatorio podria ser considerado un factor de riesgo para la reaccion inflamatoria
postoperatoria, magnificando los efectos de los factores de estrés inflamatorios
intraoperatorias de la CEC, como la isquemia, la endotoxemia, y el traumatismo

quirdrgico.

a) En un estudio prospectivo de 113 pacientes sometidos a cirugia sin CEC, Gaudino et
al °® demostraron que los pacientes con valores de PCR preoperatoria superiores a 0,5
mg/dl tenian un pico significativamente més alto de PCR en el 2 ° dia de postoperatorio.
Existe una correlacién positiva y significativa entre la PCR y las citoquinas
proinflamatorias tras cirugfa cardiaca °* en pacientes con angina estable o inestable. ©*
%4 La evaluacién perioperatoria de otros marcadores inflamatorios como las
interleucinas proinflamatorias 0 TNF-a en grandes series de pacientes quirdrgicos seria
dificil, caro, y probablemente menos til para la evaluacién clinica del riesgo.>’ Es
probable que sea la hora de estandarizar la evaluacién del estado inflamatorio antes y
después de las operaciones cardiacas; la PCR puede desempefiar tal funciéon. La
capacidad de la PCR preoperatoria para predecir el resultado a corto plazo después de la
cirugia cardiaca ya ha sido reconocida.

b) Cappabianca et al **” mostraron que un nivel de PCR preoperatoria de 0,5 mg/dL o
mas fue un predictor independiente de las infecciones totales e infecciones de la herida
esternal. Ademas, los pacientes con este nivel de PCR experimentaron una mayor

605

incidencia de sepsis, muerte causada por sepsis, y un tiempo prolongado de

ventilacion mecanica.>®’

224 en un estudio de 100 pacientes que habifan sido

¢) Del mismo modo, Boeken,
sometidos a cirugia coronaria y valvular, mostraron que un nivel de PCR preoperatorio
superior a 0,5 mg/dl se asociaba con una mayor incidencia de complicaciones septicas,
necesidad de soporte inotropico, y significativamente mayor duracion de la ventilacion

mecanica y la estancia en unidad de cuidados intensivos.
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d) En consecuencia, Fransen °%

evidencid que la incidencia de infecciones
postoperatorias fue significativamente mayor en los pacientes con un aumento de los
niveles de PCR preoperatorios que en aquellos con niveles normales de PCR; una
infeccion se desarrollaba mas frecuentemente durante el postoperatorio en pacientes que
tenian niveles significativamente mas altos de PCR en el preoperatorio (17,8 +/- 3,9 mg
/ L en comparacién con 7,7 +/- 0,7 mg / 1). La PCR superior a 0,8 mg/dl, junto con
diabetes mellitus y tiempo de CEC de mas de 112 minutos, fueron factores de riesgo
independientes para desarrollar infecciones postoperatorias. Por otra parte, los pacientes
con niveles de PCR preoperatorios mas elevados tuvieron una estancia hospitalaria

significativamente mas larga que aquellos con niveles normales de PCR.

e) Biancari ®°" informé que un nivel de PCR preoperatoria de 1 mg/dL 0 més es un
factor de riesgo independiente de complicaciones y de mortalidad postoperatoria en 764
pacientes de CABG. Su analisis encontré que las complicaciones cardiacas son la

principal causa de muerte perioperatoria.

f) En cuanto a la aplicacion clinica, la PCR parece ser un predictor més fuerte de
sucesos cardiovasculares que el colesterol LDL, y afiade informacion prondstica en
todos los niveles calculados. Los niveles de PCR de < 1, 1-3 y > 3 mg/dl corresponden a
bajo, moderado, y alto riesgo de sucesos cardiovasculares futuros. Las personas con
colesterol LDL por debajo de 130 mg/dl que tienen niveles de PCR > 3 mg/L
representan un grupo de alto riesgo a menudo olvidado en la practica clinica. La adicion
de PCR a la evaluacion estandar de colesterol puede por lo tanto proporcionar un
método simple y de bajo costo para mejorar la prediccion del riesgo global y el

cumplimiento de los enfoques preventivos. >%°

Una posible explicacién de la mayor tasa de complicaciones infecciosas postoperatorias
en pacientes con alto estado inflamatorio preoperatorio consiste en la observacion de
que el crecimiento bacteriano es mayor en presencia de concentraciones elevadas de
mediadores proinflamatorios. °® En su estudio de pacientes con SDRA, Meduri °®
demostr6 que la neumonia asociada a la ventilacion mecénica y la mortalidad
consecuente se relacionan con la magnitud y la duracion de la respuesta inflamatoria del
huésped. Los estudios clinicos han mostrado asociaciones positivas entre la respuesta
inflamatoria sostenida e intensa y la incidencia de infecciones bacterianas. La hipotesis

de que las citoquinas secretadas por el huésped (TNF-a, IL-1p e IL-6) durante el SDRA
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pueden de hecho favorecer el crecimiento de bacterias y explicar la asociacion entre la
inflamacién sistémica exagerada y prolongada y el desarrollo frecuente de infecciones
nosocomiales. Cuando las bacterias fueron expuestas in vitro a una concentracion méas
baja de citoquinas, el crecimiento bacteriano extracelular e intracelular no fue
promovido y las células monociticas humanas eran eficaces para destruir dichas
bacterias. A la inversa, cuando las bacterias fueron expuestas a concentraciones mas
altas de citoquinas pro-inflamatorias, el crecimiento bacteriano intracelular y
extracelular aumento de una manera dependiente de la dosis. La respuesta inflamatoria
excesiva y no especifica observada en el grupo HIS (Alto estado inflamatorio) puede
favorecer, similar a los pacientes con SDRA, infecciones perioperatorias. Los estudios
futuros deben evaluar codmo el sistema inmune reacciona a una agresion infecciosa en
funcion de la activacion anterior o no activacion del sistema inflamatorio. La
interpretacion de los valores preoperatorios de PCR altos puede ser dificil: pueden ser
debidos a una infeccién oculta o subyacente, a la extension y a la gravedad de la
patologia cardiaca (por ejemplo, angina inestable, IAM, ICC). La conclusién inicial es
que los pacientes con un estado inflamatorio activado antes de la cirugia cardiaca tenian
un peor resultado a medio plazo. Un valor de PCR de 0,5 mg/dL o mas es un factor de
riesgo independiente de mortalidad y hospitalizacion por sucesos cardiacos durante el
seguimiento. En los pacientes sometidos a revascularizacion miocérdica a traves de
angioplastia percutanea, los estudios prospectivos evidenciaron que la PCR afecta a la
supervivencia y la tasa de reestenosis. Las evaluaciones de la PCR postoperatoria
mostraron que después de un pico alcanzado a las 48 horas del postoperatorio, la
inflamacién tiende a disminuir sobre el 4° dia del postoperatorio. Las relaciones entre la
cascada inflamatoria y la arteriosclerosis son bien conocidas: la iniciacion, el
crecimiento, y la complicacion de una placa arteriosclerdtica parecen ser la respuesta
inflamatoria del endotelio a las lesiones producidas por factores de riesgo como la HTA,
el tabaquismo, DM, vy la hipercolesterolemia. Inicialmente se sugirié que la PCR podia
ser un biomarcador, ahora parece ser un mediador de aterogénesis.™® La PCR activa las
células endoteliales y aumenta la expresion y actividad del inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI-1) en las células endoteliales humanas, ®'* y por tanto promueve la
aterogénesis al disminuir la fibrinolisis. Los pacientes con un estado inflamatorio
preoperatorio altamente activo pueden conservar esa condicion después de la operacion,
con la consiguiente progresion de la enfermedad arterioscleroética y un mayor riesgo de

oclusion precoz del injerto. El tratamiento con estatinas preoperatorias se asocia con
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una disminucion de la morbilidad y la mortalidad después de la cirugia cardiaca. El
tratamiento con estatinas en pacientes con un valor de PCR de 0,6 mg/dL o maés,
sometidos a cirugia cardiaca reducen la incidencia de muerte de causa cardiaca, |IAM, y
tener que repetir la intervencion del vaso implantado.®™® ®3 Los efectos del tratamiento
con estatinas en el estado protrombotico después de cirugia cardiaca pueden ser
prometedores. Los pacientes con un estado inflamatorio activado que se sometieron a
operaciones cardiacas mostraron un aumento de la respuesta inflamatoria a la cirugia
cardiaca. Se necesitan ensayos futuros para determinar un papel protector a medio plazo
de los antiinflamatorios en pacientes con un estado inflamatorio elevado que se someten

a cirugia cardiaca.

g) En otro estudio los niveles preoperatorios de PCR de 3 mg/l se asociaron con
disminucion de la supervivencia y estancia hospitalaria prolongada en pacientes
programados para cirugia cardiaca sin sintomas de isquemia coronaria en el momento
de la revascularizacion quirdrgica. El Sistema inflamatorio estd implicado en la
patogénesis de la isquemia coronaria y los marcadores de la inflamacion se
correlacionan con el prondstico; el siguiente estudio confirmé la asociacion entre los
niveles preoperatorios elevados de PCR > o igual de 3mg/l con el riesgo aumentado de
isquemia recurrente a |-6 afios después del bypass coronario sugiriendo que los
marcadores de la inflamacion sistémica pueden ser Utiles en valorar el pronéstico a

largo plazo en pacientes programados para revascularizacion coronaria.®®

h) También se ha demostrado que los niveles preoperatorios de PCR que oscilan entre 3
y 10 mg/l son predictores independientes de aumento de mortalidad a largo plazo y
estancia hospitalaria prolongada incluso en pacientes sin evidencia de lesion
miocardica.®® Los niveles elevados de PCR han surgido como un predictor
independiente fuerte de enfermedad cardiovascular en pacientes aparentemente sanos;
en pacientes con sindrome coronario agudo la PCR es un predictor aumentado de
morbimortalidad independientemente de los niveles de troponina elevados.

i) Los estudios previos en pacientes de cirugia cardiaca sugirieron que los niveles
preoperatorios elevados de PCR > 10mg/l se asocian con un aumento de la mortalidad
postoperatoria y mayor estancia hospitalaria en pacientes programados para cirugia

coronaria con circulacion extracorporea.
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j) También hay un numero de estudios que sugieren beneficio con la asociacion
preoperatoria de estatinas y mejora de la supervivencia en el postoperatorio. Los
hallazgos de estos estudios no apoyan ni rebaten la importante cuestion de si la PCR es
un mediador proinflamatorio de mortalidad postoperatoria o simplemente es un
marcador. Un namero de estudios implican a la PCR como un importante mediador para
generar la placa coronaria de ateroma, incluyendo la captacién de LDL por los
macrdfagos, estimulando la expresion de las moléculas de adhesion de las células
endoteliales y activando las proteinas del complemento. En este estudio se mostré que
los niveles preoperatorios de PCR aumentados predecian mortalidad a largo plazo en
pacientes programados para injerto coronario. Nuevos perfiles de los mecanismos
proinflamatorios de la PCR la estableceran como un factor de riesgo potencialmente
modificable tanto en pacientes quirdrgicos como no quirdrgicos. La confirmacion de
una relacion causal directa entre la PCR y resultados cardiovasculares requerird mas
investigaciones.>® Los niveles elevados de PCR pueden ser usados como un marcador
pronostico Util en los pacientes programados para revascularizacién coronaria con
circulacion extracorpdrea, también pueden ayudar a confeccionar el tratamiento con

medidas més agresivas que a los pacientes con niveles de PCR normales.®®

k) -Giuvanna Liuzo et al ®* llegaron a la conclusién que la elevacion preoperatoria de
la PCR, reactante de fase aguda, indicador sensible de inflamacién, predice una pobre
salida en pacientes con angina inestable;*® asi mismo puede reflejar un importante

componente inflamatorio en la patogénesis de esta situacién.®*
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5.5. .Especies reactivas de oxigeno (R.O.S.).

La inflamacién es una manifestacion de la funcion del sistema inmune que es
estimulada por la invasion de microorganismos y/o lesion tisular. Por consiguiente la
respuesta inflamatoria esta dirigida para aislar y destruir a los microrganismos invasores
y ceélulas lesionadas y preparar al tejido para la reparacion y regeneracion. Ambas, la
fase de induccion y la fase de resolucién de la respuesta inflamatoria dependen de los
cambios funcionales y estructurales de la microcirculacion. Esos cambios incluyen
afectacion de la funcion vasomotora, reclutamiento de leucocitos, disminucion de la

funcién barrera del endotelio, aumento de la angiogénesis y de la trombosis.™

La produccion intensificada de ROS y disminucién de la biodisponibilidad de NO
derivado de eNOS que acompaiia a la respuesta inflamatoria, juega un papel importante
en la disfuncion de la microcirculacion; la restauracion del balance normal entre el ROS

y NO devolvera la funcién vascular a su estado normal. *°

INFLAMACION

ESPECIES l
REACTIVAS

DE OXIGENO OXIDO NITRICO
(ROS).
AMNGIOGENESIS TROMBOSIS

Figura 23. Efectos del NO y ROS en la inflamacién.
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6. HIPOTESIS Y OBJETIVO DE TRABAJO.

6.1. Introduccion

La cirugia cardiaca, con o sin bypass cardiopulmonar, provoca una respuesta
inflamatoria vigorosa en todos los pacientes. % "8 9 1015 16, 17,23, 29, 33 174 oty
respuesta inflamatoria es bien tolerada por la mayor parte de ellos pero puede resultar en
consecuencias deletéreas en algunos individuos, con consecuencias clinicas serias en
una minoria a pesar de los avances en farmacologia, técnicas de perfusion,
monitorizacién cardiovascular y técnica anestésica y quirdrgica. Esto es mas evidente
con respecto a la disfuncion pulmonar y cardiovascular postoperatoria. La etiologia de
esos sucesos es probablemente una composicion de inestabilidad hemodinamica
peribypass, isquemia miocardica global, perfusion orgéanica suboptima durante el bypass
y sucesos inmunes por la exposicion a la CEC per se. Una respuesta inflamatoria
excesiva, junto con una depresion importante de la inmunidad siguiendo a esta cirugia
mayor, parece subyacer a una susceptibilidad aumentada al desarrollo de
complicaciones sépticas, *** **® las cuales incluyen infeccion local, neumonia, sepsis y
MOFS. Este estado de inmunosupresion durante las fases tempranas del postoperatorio,
0 después del traumatismo, puede estar vinculado al descenso en la proliferacion de
células T, * la produccién de citoquinas (INF-y) y en la expresién de la cadena CD3(
del TCR/CD3. Tanto in vitro como in vivo en el modelo animal y en células humanas se
ha demostrado que la disminucion de los niveles de L - Arg induce una baja expresion
de la cadena CD3( del TCR/CD3 *** y una disminucién en la produccién de citoquinas
como el IFN-y. La PCR es una proteina plasmatica circulante, que aumenta sus niveles
en respuesta a la inflamacion (proteina de fase aguda); es sintetizada en el higado y
liberada en procesos inflamatorios. Niveles elevados de PCR se asocian con un
prondstico adverso en pacientes con enfermedad de arteria coronaria.'®* °*? Estudios
previos en pacientes de cirugia cardiaca sugieren que niveles preoperatorios elevados de

PCR estan asociados con un aumento en la mortalidad a corto y largo plazo.*®*

6.2. Hipotesis de trabajo.

Sabiendo que altos niveles de PCR se correlacionan con la existencia de
respuesta inflamatoria sistemica, queremos saber si niveles altos de ARG se

correlacionan con esta respuesta inflamatoria sistémica.
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6.3. Objetivos planteados.

1.

Examinar el comportamiento de la ARG en los distintos momentos temporales,
preoperatorio, 24 horas, 48 horas y 72 horas y observar el comportamiento del
resto de las variables (leucocitos, P.C.T, P.C.R, L - Arg, CD3¢, linfocitos,
plaquetas y lactato) en los momentos temporales citados.

Establecer la relacidn existente entre la severidad de la cirugia cardiaca y ARG a
las 24 horas.

Analizar la relacion entre el tiempo de clampaje y tiempo de CEC con ARG a
las 24 horas. Detallar la relacion entre el tiempo de clampaje y tiempo de CEC
con el desarrollo de SIRS.

Analizar la relacion entre los niveles de PCR en el preoperatorio con la
incidencia de complicaciones postoperatorias y determinar la relacién entre los
niveles de PCR en el preoperatorio con la incidencia de SIRS.

Valorar la implicacion de la actividad ARG en el comportamiento del resto de
variables (L - Arg, CD3(, leucocitos, linfocitos, plaquetas, lactato, PCT, PCR).
Examinar la implicacion de la actividad ARG en la respuesta inflamatoria
sistémica (Valorar implicacion de la actividad ARG 24 horas con SIRS).
Construccion del “indice de inflamacion” y del “indice de inmunidad” y
posterior relacion con ARG, PCR, CD3( y SIRS.

Detallar la relacién existente entre ARG y complicaciones postoperatorias hasta

el 7° dia, estancia en UCI y estancia hospitalaria total.
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7. MATERIAL Y METODOS.
7.1. Material

7.1.1. Instalaciones

El presente trabajo se ha realizado en:

- Los laboratorios del Centro Biosanitario de Investigacion Experimental de la
Universidad de Salamanca y en los laboratorios del Hospital Clinico Universitario de

Salamanca.

-Instituto de Biologia Molecular y Celular del cancer, centro de investigacion del
cancer, CSIC. Universidad de Salamanca, Campus Miguel de Unamuno 37007

Salamanca.

-APOINTECH, Centro Hispano-Luso de Investigaciones Agrarias (CIALE).Parque
cientifico de la Universidad de Salamanca c/Rio Duero 12 37185 Villamayor,

Salamanca.

-Departamento de Anestesiologia, Hospital Universitario de Salamanca. Paseo Sn

Vicente s/n 37007 Salamanca.

-Departamento de Anestesiologia, Hospital La Paz, Paseo de la Castellana n® 261,28476
Madrid.

7.1.2. Instrumental y equipo
Durante el desarrollo de este trabajo se ha hecho uso de:
7.1.2.1 MATERIAL PARA EL DESARROLLO DE LA TECNICA ANESTESICA.
A) Inventariable.
Estacion de anestesia Primus de Dragger.
.Vaporizador de gases; laboratorio Abbot
.Bombas de infusion continua de fA&rmacos intravenosos, laboratorio Braun
.Ecégrafo

.Equipo de monitorizacién hemodinamica..
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Laringoscopio de pala recta, laringoscopio dptico (Airtrag®). Fibrobroncospio.
B) Fungible.

Jeringuillas: 5, 10 y 20cc.

.Catéteres de puncién venosa 18G, 16G, 14G.

.Tubos endotraqueales de baja presion Mallinckrodt Medical.

.Catéter de Seldinger para puncion arterial 20G; Vigon.

.Equipo para catéter venoso central de poliuretano de dos limenes (14 y 18G)

percutaneo heparinizado; Laboratorios Abbot. Equipos de Swan Ganz.
.S. fisiologico 0,9%, suero Ringer Lactato, Voluven 6%, seuero glucosalinol/5.
7.1.2.2 MEDICACION.

-Midazolam 5mg

-Escopolamina

-Atropina 1mg (Atropina ® Braun).

-Etomidato

-Cloruro de Fentanilo 0,15mg (Fentanest®) kern Pharma.
-Remifentanilo

-Cisatracurio (Nimbex®), Rocuronio (Esmeron®)

-Propofol 1%

-Sevoflurano D.C.I (Sevorane ®, Abbot)

-Heparina sddica 1% (Heparina Leo 1%. BYK LEO)

-Cefazolina 2 gr

- Protamina

- Bicarbonato sodico 8,4% (venofusin ® Fresenius Kabi)
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7.1.3.ANALISIS Y PRESENTACION DE LOS RESULTADOS.
7.1.3.1 Ordenador.

Intel®core™8Gb RAM. 500GB disco duro.

7.1.3.2 Tarjeta gréfica

NVIDIA Ge Force GT

7.1.3.3 Monitor

7.1.3.4 Impresora

7.1.3.5 Escaner

7.1.3.6 Internet.

Busquedas bibliograficas utilizando la base de datos medline®, US National Library of
Medicine®, Pubmed®, uptodate®, biblioteca virtual del Sacyl.

7.1.3.7 Software
Microsoft® Windows® 7 Home Premium

- Microsoft office 2010 starter (Word y Excel).
- Microsoft Power Point®.
- Microsoft Access®.

- Programa SPSS de estadistica.

7.2. Método
7.2.1. Métodos

Un estudio observacional, longitudinal y prospectivo fue realizado en dos periodos; el
primer periodo se realizé en el Hospital de La Paz en Madrid entre Julio de 2010 y Abril
de 2011. El estudio fue aprobado por el comité de ética e investigacion humana del

Hospital de La Paz, y fue obtenido el consentimiento informado escrito.

El segundo periodo se realiz6 en el Hospital Universitario de Salamanca entre el 6 de
Marzo de 2012 y 18 de Febrero de 2013. El estudio también fue aprobado por el comité

de ética e investigacion humana del Hospital Universitario de Salamanca y fue obtenido
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también el consentimiento informado escrito. Eran excluidos del estudio los pacientes
con tratamiento inmunosupresor, tratamiento por enfermedad renal, tratamiento con
corticoides, FE < 40%, pacientes que mostraban enfermedad maligna, sepsis o
inflamacion. Se obtuvieron 43 pacientes programados para cirugia cardiaca, valvular o

coronaria. No se incluyd ningun paciente considerado cirugia urgente.
7.2.2. Técnica anestesista

Todos los pacientes fueron premedicados con una inyeccion intramuscular que contenia
atropina a una dosis de 0,1mg/kg asociada a escopolamina a una dosis de 0,3mg/kg. La
monitorizacion hemodindmica consistio en el ECG continuo de cinco derivaciones, FC,
TAI, PVC, PAI, PCP, GC, IC, RVS y RVP. La monitorizacién ventilatoria en Vt, FR,
Vm, relaciéon I:E, Ppk y Pmes de vias aéreas; SatO,, ETCO,, complianza de vias aéreas,
PEEP, FiO, y FeO,, curvas flujo/volumen, curvas presion/volumen. Ademas se
monitorizd0 gasto urinario y profundidad anestésica (BIS). La ecocardiografia
transesofagica nos sirvio de gran utilidad. Tras la premedicacion se procedio a canalizar
una vena periférica 18G. Se comenz6 la preoxigenacion con O, al 100% durante 3-4
minutos; la anestesia fue inducida con midazolam (0,03mg/kg), etomidato (0,3mg/kg),
remifentanilo (0,05w/kg/min) y cisatracurio (0,15mg/kg) para facilitar la intubacion
orotraqueal; tras lo cual se procedié a conectar a los pacientes a ventilacion mecéanica
con los siguientes parametros: Vt de 6-8 ml/kg, FR de 10-12 respiraciones/minuto,
relacion I:E de 1:2 y una mezcla de oxigeno/aire del 50%. Tras la induccion anestésica

se suministré 2 g de Cefazolina iv, en pacientes alérgicos se administré Vancomicina.

Para el mantenimiento anestésico se emple6 propofol a una dosis de 3-6 mg/kg/h, o
sevoflurano al 1-2% de concentracion inspiratoria dependiendo de las caracteristicas
fisiopatoldgicas del paciente, remifentanilo a dosis de 0,1-0,6 pg/kg/min, y cisatracurio
a dosis de 0,03mg/kg/h i.v. A continuacion se procede a canalizar la vena yugular
interna vs vena subclavia con un catéter de poliuretano de 2-3 luces, por el cual se
administraron liquidos (s.fisioldgico 0,9% y/o ringer lactato y/o voluvén 6%) asi como
diferentes farmacos, y nos sirve ademas para monitorizar la PCP, GC, RVS, RVP, IC.
Si era necesario se canalizaba otra vena periférica de grueso calibre 16G o 14G y asi
mismo se canalizo la arteria radial por el método de Seldinger para la medicion de la

TAIl y para la extraccion de muestras sanguineas. Los farmacos anestésicos eran
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dosificados para mantener la TAS dentro del 25% de los valores basales. La TAM de

50-70 mmHg y el flujo de sangre de 2,2-2,6L/min/m? eran mantenidos durante el CPB.

El equipo de CPB incluia bombas de rodillo no pulsétiles y oxigenadores de membrana
(Affinity®, Avecor, Bellshill, UK). Los pacientes recibieron una dosis inicial de
heparina sodica de 300U/Kg antes de comenzar el CPB, y se afadieron dosis
adicionales hasta conseguir un TCA (tiempo de coagulacion activado) de 450seg.
Durante el CPB se us6 hipotermia moderada (28-31°) en todos los pacientes. El arresto
cardiaco era conseguido y mantenido usando una solucidn cardiopléjica sanguinea fria
anterégrada /retrogada. El Hct era mantenido por encima del 21% en el CPB y por
encima del 27% en el postoperatorio por la transfusion de concentrados de hematies.
Todos los pacientes eran recalentados a 37° antes de la separacion del CPB. Después del
destete del CPB, se utilizé sulfato de protamina para neutralizar los efectos de la
heparina hasta que se consiguié un TCA basal junto con una perfusion de noradrenalina
o dobutamina si era necesario; la infusion de propofol (2-4 mg/kg/h) era continuada en
ambos grupos en el periodo postoperatorio hasta que los pacientes eran extubados en
UCI; también se continuaba con el remifentanilo para controlar el dolor, al cual se le

podia asociar paracetamol 1gr i.v o metamizol 2 gri.v.

Se establecieron cuatro grupos, uno el grupo control con todos los datos preoperatorios
de los 43 pacientes; y el resto de grupos con los datos de los mismos parametros de los
43 pacientes a las 24, 48 y 72 horas, para comparar con los datos del grupo control y
entre ellos. Al ser datos apareados y no seguir una distribucion normal la prueba mas
apropiada para ver si hay diferencias significativas entre los grupos es la prueba de
Friedman. También se observo la relacion que habia entre la ARG y el resto de
variables organicas mediante regresiones lineales y no lineales. Quisimos saber la
implicacion de la ARG en la cirugia cardiaca y la inflamacion que provoca para lo cual
se realiz6 un analisis de cluster con el que se agruparon las variables y se determind si
algunas agrupaciones ayudaban a determinar inflamacion o no. Se recogieron las
muestras sanguineas y en el laboratorio se prepararon las muestras de la siguente
manera. Cogimos 3 ml de Ficoll con pipeta de nuestro tubo morado y lo dejamos caer
suavemente por las paredes del nuevo tubo azul, con cuidado para que no se mezclaran;
a continuacion centrifugamos durante 30 minutos a 1500 r.p.m. Colocamos en la
centrifugadora el contrapeso enfrente de la muestra. En otro tubo nuevo colocamos 4 ml

de PBS, le afiadimos los “grumos”, una fina capa o interfase de unos 2 mm de nuestra
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muestra, y centrifugamos durante 5 minutos a 1500 r.p.m. De la nueva muestra
extraemos el liquido sobrante dejando solamente 1 cc junto con el boton de

sobrenadante. A continuacién se conservé en frio.
7.2.3. Variables estudiadas

Las variables registradas incluian edad, sexo, altura, peso, IMC, clasificacion segun el
indice de riesgo de cirugia cardiaca (Euroscore, sistema europeo para la evaluacion del
riesgo operatorio en cirugia cardiaca), FE, historia personal y tratamientos. Tipo de
proceder quirargico, tiempo de clampaje adrtico, tiempo de circulacién extracorpérea;
troponina, leucocitos, linfocitos, urea, creatinina, Hb, TP, TTPA, fibrindgeno y
plaquetas; complicaciones, tiempo en UCI, tiempo total de hospitalizacion. Los datos se
recogieron en una tabla de Excel que posteriormente se trasladd a una tabla de SPSS

para realizar el andlisis estadistico.

Las variables estudiadas eran niveles de L - Arg, niveles de PCR, expresion del CD3(,

actividad de la ARG, linfocitos, leucocitos, plaquetas, lactato y PCT.
A) PROTEINA C REACTIVA.

Determinacion cuantitativa de la PCR en suero y plasma humanos con los sistemas

Roche/Hitachi cobas c.

La PCR humana se aglutina con las particulas de latex recubiertas con anticuerpos
monoclonales anti-CRP. El precipitado se determina por turbidimetria. La prueba se

Ilama inmunoturbidimetria potenciada con particulas.
B) RECUENTO DE CELULAS VIABLES MEDIANTE TRYPAN BLUE.

La reactividad del Trypan Blue se basa en el hecho de que el cromdforo esta cargado
negativamente y no interacciona con la célula a menos que la membrana esté dafiada.
Por lo tanto, todas las células que excluyen el colorante son viables. Para realizar el
conteo de células viables, se tomo6 0,5 ml de una suspension celular a la cual se afiadio
0,1 ml de Trypan Blue al 0,4%, se homogeneizd y se dejo a temperatura ambiente por 5
min. Bajo el microscopio y utilizando una cdmara de Neubauer se procedi6 a contar las

células viables no tefiidas. El porcentaje de células viables se calculé como sigue:
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% n° Celulas viables = [(n° células viables) / (n° células viables + n° células no viables)
x 100]

C) AISLAMIENTO DE CELULAS SANGUINEAS

Las células sanguineas fueron aisladas a partir de sangre periférica humana por
sedimentacion con dextrano al 6% en PBS, para eliminar el exceso de eritrocitos. La
solucion que contiene las células sanguineas fue centrifugada durante 8 min a 1200 rpm.
El pellet celular fue resuspendido en PBS en una proporcion 1:1 con respecto al
gradiente de densidad Ficoll-Paque. La resuspencion celular fue dispensada encima del
gradiente y centrifugada a 1500 rpm durante 45 min. Las células mononucleares se
obtuvieron de la interfase formada entre el gradiente y el PBS. Se realizaron dos lavados
con PBS y se resuspendieron en RPMI-1640 (10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). La preparacion de células T esta
formada tipicamente por 65-71% CD3+, 27-29% CD19+, y <0.4% CD14+. Con la
finalidad de purificar las celulas T, las células no adherentes se lavaron con PBS y se
pasaron dos veces a través de una columna de lana de nylon para disminuir las células B
y monocitos residuales como se ha descrito previamente.?® Estas células fueron
incubadas toda la noche a 37°C en atmosfera humidificada y 5% de CO2. Después de la
incubacion se recogieron las células no adherentes (células T) que fueron
posteriormente lavadas con PBS y resuspendidas en medio RPMI-1640 (10% SFB, 2
mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina). La
proliferacion de las células T fue inducida mediante la incubacién durante cuatro dias
con 0,5 ng/ml PHA, que activa la proliferacion primaria y la expresion del receptor de
interleuquina-2 (IL-2), seguido de un dia de tratamiento con 0,5 pg/ml PHA y 50 U/ml
(IL-2) en RPMI-1640 (10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina y 100
pg/ml de estreptomicina). Las cé€lulas T resultantes fueron CD25+ en mas del 80%. Las
células polimorfonucleares fueron aisladas del pellet celular resultante del gradiente de
Ficoll-Paque, los eritrocitos residuales fueron eliminados por choque osmdtico mediante
la resuspencion del pellet celular en 8 ml PBS y 24 ml de agua destilada durante 1 min
15 seg. La isotonicidad se restablecié mediante la adicion de 1 ml de cloruro de sodio 5
M. Las células fueron centrifugadas a 800 g durante 7 min.
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D) GENERACION DE SONICADOS DE NEUTROFILOS

Los neutrdfilos purificados de sangre periférica humana fueron resuspendidos en PBS
(4 x 10’células/ml) y sonicados durante 3 min (80 amplitud) en un Sonicador Ultrasonic
Processor XL (Misonix, Inc. New Highway, Farmingdale, NY), y centrifugados a
20000 g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante fue filtrado (0.2pn m) y se midié la
concentracion de proteinas del extracto, mediante la solucién comercial Kit Protein
Assay (BioRad, Richmond, CA, USA). La concentracion de proteinas totales de cada
muestra se determind mediante la interpolacion de las absorbancias obtenidas en una

curva patron realizada con concentraciones conocidas de BSA (Sigma).
E) ACTIVIDAD ARG

Para medir la actividad ARG de los sonicados de neutrofilos se utilizaron 40ul, a los
cuales se agrego 10ul de 10 mM MnCl2; la enzima fue activada calentando la reaccion
a 56°C durante 10 min. La hidrdlisis de L - Arg fue medida mediante la conversion de L
- Arg a urea, para lo cual se afiadio 50 ul de L - Arg 0,5 M (pH 9.7) y se incub6 a 37°C
de 15 a 120 min. La reaccion fue detenida con 400u 1 de HoO (64%), H3PO4 (27%) y
H.SO,4 (9%) (7/3/1, viviv). La concentracion de urea fue medida a 540 nm tras la
adicion de 20) pl de a isonitrosopropiophenone de 6% (disuelto en 100% etanol)
seguido de calentamiento a 95°C durante 30 min. Una unidad de actividad enzimatica se
define como la cantidad de enzima necesaria para catalizar la formacion de 1pmol de

urea/min.
D) EL FENOTIPO CD3Z.

Para realizar la prueba fenotipica del CD3(, las células eran fijadas y permeabilizadas
por medio del equipo de fijacién y permeabilizacion permanente celular (Laboratorios
CALTAG) siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego eran incubadas con
anticuerpos monoclonales de raton contra CD3( (Beckman Coulter, Inc) a una dilucion
1:100 en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. La muestra se lavaba con
PBS, manchada durante 15 min con IgG antiraton Cy2 conjugada a una dilucién 1:50
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc). Posteriormente se analizaba en un
citometro de flujo Calibur (FACS) de clasificacion celular de fluorescencia activado
Becton Dickinson. Los datos son expresados como un porcentaje, con respecto al

preoperatorio que es el 100%.
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8. RESULTADOS.

La cirugia cardiaca con circulacion extracorpdrea como cualquier intervencion
quirdrgica provoca variaciones en ciertos parametros organicos. Con este anélisis
pretendemos determinar cual ha sido el comportamiento de algunos de estos parametros

que son considerados mas importantes en este tipo de cirugia.
Los parametros que analizamos son los siguientes:

e Actividad ARG
e Nivelesde L - Arg
e Niveles de CD3(

e Leucocitos

e PCR

e Linfocitos
e Plaquetas
e Lactato

e Procalcitonina
Analizamos la variacion que sufren desde el preoperatorio hasta las 72 horas de la
intervencion haciendo hincapié en la variacién que sufren sobre todo a las 24 horas de la
intervencion. Esta variacion se mide tomando muestras de sangre a los pacientes, antes
de la intervencion (preoperatorio), a las 24, 48 y 72 horas de la cirugia. También se
comprobaré si existe relacién entre alguno de ellos, principalmente como se comportan
algunos pardmetros con respecto a la actividad ARG y se analizara si es posible decidir
el comportamiento de la actividad ARG previo a la operacion con las variables
relacionadas con la severidad de la cirugia, se daran estimaciones curvilineas de estas
relaciones. Ademas de la ARG, también tendrd un papel importante en este analisis el
comportamiento de la PCR que junto con los leucocitos seran un medidor de la

inflamacion postoperatoria.

Otras variables que también se revisaran y de las que comprobaremos que tipo de

relacién pueden tener con la actividad ARG, son las siguientes:

e Complicaciones postoperatorias.

e Estancia prolongada en UCI.
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e Estancia total en el hospital.

e SIRS.

e Severidad de la cirugia cardiaca.
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e Tiempo de circulacion extracorporea y tiempo de clampaje.

Pasamos a continuacién a describir la muestra; contamos con una muestra de 43

pacientes de los cuales 29 son hombres y 14 son mujeres.

Tabla 4. Descriptivos de la edad del total y por sexo.

Total Hombres Mujeres
muestra

N Validos 43 29 14
Perdidos 0 0 0

Media
Error tip. de la media 1,322 1,608 2,378
Mediana 72,00 71,00 72,00
Minimo 49 51 49
Maximo 84 84 83

La edad media de la muestra es de 70,44 afios y si lo vemos por sexo la edad media para
hombres es de 69,90 y para las mujeres de 71,57 afios, cabe destacar que el error tipico
de la media de la edad de las mujeres es el doble que el error tipico de la media de la
edad en los hombres. La mediana es aproximadamente igual y tanto los valores
méaximos como minimos son parecidos (tabla n°4). Hay evidencias estadisticas para
considerar que la variable edad tanto conjuntamente como por Ssexo Sigue una
distribucién normal ya que la significacion muestral al realizar una prueba de
normalidad es mayor que 0,05.

Dada la normalidad de la variable edad se procedid a realizar un contraste t de Student
para muestras independientes con el fin de comprobar si habia diferencias significativas
entre las edades segun el sexo. En la prueba de Levene se obtuvo un valor del
estadistico de 0,121 con significacion muestral de 0,729 con lo cual se acepta la
hipétesis de igualdad de varianzas. Realizada esta comprobacion se realizo la prueba t
de Student y se obtuvo un valor del estadistico de -0,589 con significacion muestral de
0,559, es decir, hay evidencias estadisticas para poder asumir que no hay diferencias

entre las edades de los pacientes segun el sexo.

Segun el sexo encontramos que existen diferencias significativas en la actividad ARG
del preoperatorio, siendo mayor en los hombres y en el CD3( a las 72 horas de la

intervencion, siendo mayor en las mujeres. Este aumento del CD3C en las mujeres
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supone que podemos asumir que en las mujeres la mejoria de la operacion es mas

temprana que en los hombres.

Pasamos a analizar el comportamiento de los pardmetros que hemos enumerado,
especialmente queremos evaluar en qué momento se da la variacion maxima y si esta

variacion es en ascenso o descenso.

8.1 ARG: Comportamiento en los distintos momentos temporales.

Empezamos con el analisis de los datos de la actividad ARG, dada la relevancia de esta
variable para el trabajo. Estos datos fueron tomados en 4 momentos temporales a las
mismas personas, a saber, en el preoperatorio, a las 24 horas, a las 48 horas y a las 72
horas de la intervencion quirdrgica. Por esta razon consideraremos que los datos son
apareados. Presentamos la tabla de los estadisticos mas importantes que nos serviran

para realizar una descripcion de la actividad ARG en esta muestra.

Tabla 5. Descriptivos ARG.

Media (Error tip. media) | Mediana | Asimetia | Curtosis
ARG O 1,200298 (,2763) | ,455000 2,665 7,040
ARG 24 3,244316 (,3645) | 2,459000 ,583 -,936
ARG 48 2,292549 (,2858) | 1,614000 1,060 -,005
ARG 72 1,831170 (,3217) | ,929200 1,792 2,228

Disponemos de 43 individuos en cada medicion, siendo para cada momento la media
mayor que la mediana y el coeficiente de asimetria mayor que O luego los datos de la
muestra presentan asimetria a la derecha. Ademas la forma de la distribucion de los
datos en nuestra variable es leptocurtica para la ARG 0 y para ARG 72 ya que presentan
un valor mayor que 0, para la ARG 24 presenta forma platicirtica (coeficiente de
curtosis menor que 0) y para la ARG 48 presenta forma mesocurtica (coeficiente de
curtosis aproximadamente 0) (tabla n°5).

Para poder observar desde un punto de vista grafico esta descripcion presentamos el

diagrama de cajas conjunto de las 4 variables.
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Figura 24. Diagrama de cajas de ARG en los 4 momentos temporales.

Se observa en el gréfico la falta de simetria en los datos, como hemos visto en los
estadisticos anteriores, ya que la mediana no esta centrada en cada una de las cajas y
ademas los bigotes de la derecha de cada caja son mayores que los de la izquierda.

También se puede observar en el grafico que la ARG sufre un fuerte aumento a las 24
horas de la intervencion reduciéndose la cantidad de ARG en el organismo segun
transcurre el tiempo llegando casi a las condiciones del preoperatorio a las 72 horas de
la intervencién, también podemos observar tanto en el preoperatorio como a las 72
horas de la intervencion que hay 5 datos que pueden considerarse atipicos (figura n°24).
Para confirmar la falta de normalidad en la variable actividad ARG en los distintos
momentos temporales se realiza un contraste no paramétrico, la prueba de normalidad
de Kolmogorov — Smirnov (K — S). La significacion muestral que se obtuvo fue menor
de 0,05 por lo que podemos decir que tenemos evidencias estadisticas para no asumir la
normalidad de la variable ARG en cada momento temporal. Queremos saber a
continuacion si este aumento y posterior descenso es significativo. Como estamos
trabajando con muestras relacionadas y las variables presentan falta de normalidad,
realizaremos pruebas no paramétricas, exactamente la prueba de Friedman y ademas

daremos una medida de concordancia entre las variables aportando la W de Kendall.
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Como son pruebas no paramétricas, trabajamos con los rangos de los datos, el mayor
rango medio corresponde a la ARG 24, a continuacion comprobamos si hay diferencias
significativas entre los 4 grupos.

Al realizar la prueba de Friedman, obtenemos un valor del estadistico Chi — cuadrado de
50,749, con 3 grados de libertad, la significacion muestral es de 0,000 menor que 0,01
luego hay evidencias estadisticas para poder afirmar que hay diferencias significativas
entre las medidas de ARG tomadas en los distintos momentos temporales y que la
maxima variacion se da a las 24 horas de la intervencion. El valor de la W de Kendall es
de 0,393 lo que supone una concordancia media baja entre las variables, asumiendo que
este valor esta en el intervalo 0 y 1.

Presentamos también la tabla de los valores extremos, (tabla n°6), hemos comentado
anteriormente que al cabo de las 72 horas de la intervencién los pacientes vuelven a
tener los niveles de ARG en la misma medida que en el preoperatorio lo cual ocurre
incluso en aquellos pacientes que presentan niveles de ARG elevados en el

preoperatorio.
Tabla 6. Datos atipicos de laARG.

ARG Preoperatorio | ARG 24 horas ARG 48 horas ARG 72 horas
N° de caso | Valor | N°decaso | Valor | N°decaso | Valor | N°de caso | valor
31 | 8,3439 26 | 8,1360 15 | 7,1200 I ]
40 | 6,9098 4 | 8,0020 36 | 6,1815 31| 7,3535
41 48595 31 | 7,6025 29 | 6,0270 33 | 7,2554
33 | 4,3827 34 | 7,3884 42 | 5,9375 37 | 5,9598
30 B,9706 37 | 6,8833 33 | 5,1698 W PR
2| ,1030 43 | ,4445 41 | ,3099 5| ,2340
8| ,1340 36 | ,5589 6| ,3490 6| ,3210
6| ,1350 33| ,6695 35| ,4767 9| ,3720
17 | ,1460 19 | ,6970 43 | 5453 21 | ,4440
4| 1570 17 | ,6970 5] ,5510 1| ,4520

8.2.Comportamiento del resto de las variables organicas en los distintos momentos
temporales.
Una vez analizada la actividad ARG pasamos al resto de variables orgéanicas que nos

interesan. En la tabla siguiente se presentan los estadisticos mas importantes de los
distintos parametros organicos con los que se va a trabajar. Cada cuatro filas
corresponde a una variable medida a cada paciente en distinto momento temporal.
En cada caso, la variable va seguida de un numero que se refiere al momento
temporal correspondiente. En la tabla se presentan dos bloques de variables

diferenciados, las que tienen fondo rojo que son aquellas que presentan maxima
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variacion aumentando sus niveles iniciales y las que tienen fondo verde que son las
que presentan mé&xima variacion disminuyendo sus niveles iniciales (tabla n°7).

Tabla 7. Descriptivo del resto de variables.

Variable Media (Error tip.) Mediana | Asimetria (Error tip.) | Curtosis (Error tip.)

Se considerara maxima variacién cuando la diferencia entre la medida siguiente y la

anterior de momentos temporales seguidos, sea la mayor de entre las tres posibles que
tenemos en este estudio ya que se han tomado muestras en 4 momentos temporales. En
la mayoria de los casos la media siempre es menor que la mediana y en estos el
coeficiente de asimetria es mayor que O por lo que desde un punto vista muestral, las
variables que tienen esta situacion presentan asimetria a la derecha, en las pocas que
ocurre lo contrario la asimetria es hacia la izquierda no presentando simetria ninguna
variable. En cuanto a la forma, buena parte de las variables tienen coeficiente de
curtosis mayor que 0 por lo que presentan forma leptocurtica, las que tienen este
coeficiente en negativo, presentan forma platiclrtica. Es de sospechar que nuestras
variables al presentar asimetria y no ser mesocurtica, no seguiran distribucion normal.
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Este hecho supondra trabajar con la mediana en vez de la media como estadistico
centrado de la media. A continuacion se presentara el diagrama de cajas para cada
variable con sus cuatro momentos temporales (figuras n°25 y n°26) en el orden que
aparecen en la tabla. EI objetivo es presentar graficamente la maxima variacion de cada

valor a lo largo de los 4 momentos temporales evaluados.

LEUCOCITOS

32

uuuuuuuuu 24 o
22

leucocitos0 | >—‘ '—1 o o
19 38

T T T T T T T
0 5.000 10.000 15.000 20.000 25.000 30.000

Figura 25. Diagrama de cajas de leucocitos en
los 4 momentos temporales.

PROCALCITONINA PCR
procal72-| >[U—4 * * * PCR7H )
11 16 28 27
procalag | >[|]—< * * * PCRAE o
11 16 28 27
12 16 28
procalo—{ k} PCRO ||]—< *15

Figura 26. Diagrama de cajas de procalcitoninay al lado diagrama de cajas de la PCR
en los 4 momentos temporales.

Gréaficamente se tiene en cada variable que la maxima variacion se da a las 24 horas de
la intervencion, aunque en el caso de la PCR se tiene que la méxima variacion se da a

las 48 horas manteniéndose este nivel de PCR a las 72 horas de la intervencion (figuras
n°25 y n°26).
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Si observamos el diagrama de cajas de la procalcitonina se tiene la maxima variacion a
las 24 horas pero vuelven a los niveles de preoperatorio a las 72 horas, situacién que no
sucede en los leucocitos ni en la PCR que mantienen niveles elevados a las 72 horas de
la intervencion.

En cuanto a la simetria y la forma de estas variables se sigue confirmando la falta de
simetria y se confirma que las variables en todos los momentos presentan forma
leptocurtica.

Observado el comportamiento en las variables que aumentan su nivel a las 24 horas,
pasamos a ver el diagrama de cajas de las variables que sufren descenso de sus niveles a

las 24 horas de la intervencion. El orden que seguiremos es el que hay en la tabla

anterior.
L - ARG CD3ZETA
43 40
arginina0 | 4‘ b—1 o cd3zeta0 =]
36

T T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 0 20 40 60 80 100

Figura 27. Diagrama de cajas de la procalcitonina y al lado diagrama de cajas de la CD3( en los 4
momentos temporales.

6 30
linfocitos72 ] o o plaquetas72 ©
19 30
39 40
linfocitos24 = 000 * plaquetas24 | 00 o
23 36 19 37 30
27 40 37 30
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LACTATO
23
.
lactato0 = *
17

Figura 28. Diagrama de cajas de los linfocitos, al lado diagrama de cajas de las plaquetas y debajo
el diagrama de cajas del lactato todos ellos en los 4 momentos temporales.

En los diagramas de caja anteriores se puede observar que hay maxima variacion en
descenso en todas las variables a las 24 horas de la intervencion salvo en el lactato que
tiene un descenso méas paulatino y menos fuerte; obteniéndose la méaxima variacion en
descenso a las 48h, dandose en este momento el valor minimo. En estas variables, salvo
en la L - Arg, ninguna vuelve a su estado inicial a las 72 horas y es posible que esta
vuelta a los valores del preoperatorio tarde un poco mas.

Los descensos mas importantes se dan en el CD3C y en los linfocitos ademas en el
CD3( a las 48 horas de la intervencion sigue descendiendo su nivel (figuras n°27 y
n°28).

El nivel de plaquetas, se mantiene una vez que se da la méxima variacion de estas a las
24 horas de la intervencion. Se sigue confirmando la falta de simetria y la forma de la
distribucion no es mesocurtica.

Comprobamos a continuacion si hay evidencias estadisticas para poder afirmar que las
variables siguen la distribucion normal, para ello se realiza de nuevo la prueba de K — S.
En todas las variables aparece una valoracion temporal que no sigue una distribucion
normal, es decir, que la significacion muestral es menor de 0,05 ademas los datos son
apareados por lo que para poder decidir si hay diferencias significativas entre los
valores obtenidos en cada pardmetro en cada momento temporal, aplicaremos la misma
prueba no paramétrica que se aplicé en el apartado anterior y ademas igual que para la

actividad ARG daremos un nivel de concordancia.
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En un primer término se valora el aumento y a continuacion el descenso y lo primero

que observamos en cada caso son los rangos medios.

Tabla 8. Rangos medios de variables que aumentan sus niveles.

Rango promedio Rango promedio Rango promedio
leucocitosO 1,12 | procal0 1,00 | PCRO 1,00
leucocitos24 procal24 ey | PCR24 2,02
leucocitos48 BIB8 | procal48 3,05 | PCR48 3,65
leucocitos72 2,40 | procal72 2,13 | PCR72 3,33

Con esta tabla (tabla n°8), se valora cuando se da la maxima variacién (n° en verde) y
cuando se obtiene el valor maximo (fondo en rojo). Salvo en la PCR que se obtiene la
maxima variacion a las 48 horas de la intervencion en el resto de variables en las que
aumentan sus valores, la maxima variacion se da a las 24 horas aunque se obtengan
niveles maximo en otro momento como es en el caso de los leucocitos que la maxima

variacion se da a las 24 horas pero el valor maximo se da a las 48 horas.

Tabla 9. Prueba de Friedman para las variables que aumentan sus niveles.

LEUCOCITOS | PROCALCITONINA PCR
N 43 28 43
W de Kendall o coef. de concordancia ,657 ,892 ,897
Chi-cuadrado 84,734 74,914 ] 115,688
Gl 3 3 3
Sig. asintot. ,000 ,000 ,000

Realizada la prueba de Friedman para estas tres variables, hay evidencias estadisticas
para poder decir que el aumento de las medidas a las 24 horas de la intervencién es
significativo en todas las variables. La concordancia es buena ya que es proxima a uno,
salvo en los leucocitos (tabla n°9).

Se valora ahora el descenso y lo primero que veremos en cada caso son los rangos

medios

Tabla 10. Rangos medios de variables que disminuyen sus niveles.

Rango Rango Rango
promedio promedio promedio
L - Argo 2,64 | CD3zeta0 4,00 | linfocitosO 3,98
I2_4— ARG 2 07 CD3zeta24 2,97 linfocitos24 134
L - Arg48 2,50 | CD3zeta48 linfocitos48 2,12
L - Arg72 2,79 | CD3zeta72 8 | linfocitos72 2,57
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Rango Rango
promedio promedio
plaquetas0 3,93 | lactatoO 3,00
plaquetas24 lactato24 2,71
plaguetas48 I | 'actato48
plaquetas72 1,80 | lactato72 2,04

Con esta tabla se valora cuando se da la maxima variacion (n° en verde) y cuando se
obtiene el minimo (fondo en rojo). En la L - Arg, linfocitos y plaquetas se tiene la
maxima variacion a las 24 horas aunque el minimo en las plaquetas se alcanza a las 48
horas. En el lactato y el CD3( la maxima variacion se da a las 48 horas dandose el

minimo a las 72 horas (tabla n° 10).

Tabla 11. Prueba de Friedman para las variables gue disminuyen sus niveles.

L - ARG | cD3ZETA | LINFOCITOS | PLAQUETAS | LACTATO
N 14 29 43 43 26
W de Kendall o coef. de 057 897 740 620 119
concordancia
Chi-cuadrado 2,400 78,021 95,516 79,923 9,289
Gl 3 3 3 3 3
Sig. asintot. 494 ,000 ,000 ,000 ,026

Realizada la prueba de Friedman para estas cinco variables, hay evidencias estadisticas
para poder decir que el descenso de las medidas a las 24 o0 48 horas de la intervencién es
significativo en todas las variables salvo en la L - Arg que el descenso no es
significativo. La concordancia entre las variables es buena salvo para la L - Arg y el

lactato que presentan un coeficiente muy bajo (tabla n°11).

8.3.Severidad de la cirugia y variables organicas en el preoperatorio.

Pasamos ahora a analizar las variables que valoran la severidad de la cirugia cardiaca y
la relacion que existe de éstas con el aumento que hemos encontrado de la actividad

ARG a las 24 horas de la intervencion.

En primer lugar se realizard el descriptivo de las variables que estan valorando la

severidad de la cirugia cardiaca:

e ASA
e NYHA
e EUROSCORE
Empezamos con el ASA y el NYHA, en nuestra muestra tenemos los siguientes

resultados:
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Tabla 12. Tabla de doble entrada para el NYHA y el ASA.

NYHA
1 2 3 Total
ASA 2 5 8 0 13
3 0 27 3 30
Total 5 35 3 43

Se puede observar que la mayoria de los pacientes tienen una valoracion de 2 en NYHA
y de 3 en ASA exactamente 27 pacientes (tabla n°12). Revisada la asignacion de la
puntuacion del ASA y del NYHA, pasamos a describir la otra variable que se usa para
valorar la severidad de la cirugia, el EUROSCORE.

Tabla 13. Descriptivos del EUROSCORE.

N Vaélidos 43

Perdidos 0
Media (Error tipico de la media) 7,5179 (1,00729)
Mediana 5,0000
Asimetria (Error tipico de asimetria) 1,918 (,361)
Curtosis (Error tipico de curtosis) 3,976 (,709)

La media es mayor que la mediana y el coeficiente de asimetria mayor que 0, con lo que
la distribucion de la muestra presenta asimetria a la derecha, ademas el coeficiente de
curtosis es mayor que 0 con lo que tenemos que es leptocurtica (tabla n°13). A

continuacién presentamos el diagrama de cajas de la variable.

Como se puede observar en el diagrama (figura n°29) ademas de confirmar la falta de
simetria muestral, se observa que hay 4 outliers que se corresponden con valores

extremos, como podemos ver en la siguiente tabla (tabla n°14).

Tabla 14. Valores atipicos del Euroscore.

Caso | Valor | Caso | Valor | Caso | Valor | Caso | Valor
34 (31,73 31| 24,31 30| 22,00 11| 18,00
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Figura 29. Diagrama de cajas del Euroscore.

Comprobamos si hay evidencias estadisticas para poder afirmar que la variable sigue
una distribucion normal, para ello realizamos una prueba de normalidad, obteniéndose
un valor del estadistico de 0,207 con 53 grados de libertad y la significacion muestral es
de ,000 luego hay evidencias estadisticas para poder decir que la variable no sigue una

distribucién normal.

Seguidamente comprobamos si hay relacion entre la asignacion de la valoracion del
ASA y del NYHA y la valoracion del EUROSCORE. Se presenta la tabla de descriptivo
del EUROSCORE segun los valores del ASA en nuestra muestra.

Tabla 15. Descriptivos del Euroscore segun valores del ASA.

ASA 2 ASA 3

N Validos 13 30
Perdidos 0 0

Media (Erro tipico de la media) 7,1415 (2,67219) | 7,6810 (,90711)
Mediana 3,3800 5,9900
Asimetria (Error tipico de la asimetria) 2,083 (,616) 1,243 (,427)
Curtosis (Error tipico de la curtosis) 3,397 (1,191) 1,268 (,833)
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En ambos casos media mayor que la mediana y con coeficiente de asimetria mayor que
0, luego se tiene asimetria a la derecha, y distribucion leptocurtica (tabla n°15). A

continuacion se presenta el diagrama de cajas conjunto para cada grupo de los ASA.

11 30

ASA

27 0] * *
14 31 34

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00
Figura 30. Diagrama de cajas del Euroscore segun los valores del ASA.

Como se puede observar en el diagrama, para los individuos valorados con ASA 2 hay
tres valores atipicos, el resto de los individuos con esta valoracion estan mas
concentrados que en la caja de los individuos con ASA 3 (figura n°30). Comprobamos
si hay diferencias significativas entre ambos grupos, como vimos que la variable
EUROSCORE no seguia una normal, para comprobar esto ultimo aplicamos una prueba
no paramétrica (Prueba U de Mann — Whitney). Se presenta a continuacion la tabla de
los rangos medios segun la variable ASA (tabla n°16) y se observa que los pacientes

valorados con ASA 3 tienen un rango medio mayor que los valorados con 2.

Tabla 16. Rangos medios del Euroscores segun los valores del ASA.

ASA N Rango promedio Suma de rangos

EUROESCORE 2 13 15,46 201,00
3 30 24,83 745,00
Total 43

El estadistico de contraste (U de Mann — Whitney) es de 110 y su significacion muestral

de ,024 luego podemos decir que hay evidencias estadisticas para poder afirmar que
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existen diferencias significativas entre las medidas de EUROSCORE con ASA 2y ASA
3. Hay evidencias estadisticas para poder afirmar que los individuos ASA 3 tienen una
puntuacion més elevada en la variable EUROSCORE que los individuos ASA 2.

Realizamos el mismo andlisis para la variable NYHA. Se presenta la tabla de

descriptivo del EUROSCORE segun los valores del NYHA en nuestra muestra.

Tabla 17. Descriptivos del Euroscore segun valores del NYHA.

NYHA 1 NYHA 2 NYHA 3

N Vélidos 5 35 3

Perdidos 0 0 0

Media (Erro tipico de la media) 6,2500 (4,52618) | 7,5086 (1,05961) | 9,7400 (3,2600)

Mediana 1,5900 5,0000 9,0000

Asimetria (Error tipico de la asimetria) 2,209 (,913) 2,243 (,398) ,580 (1,225)
Curtosis (Error tipico de la curtosis) 4,899 (2,000) 6,053 (,778)

En los tres casos la media es mayor que la mediana y con coeficiente de asimetria
mayor que 0, luego se tiene asimetria a la derecha, y distribucion leptocurtica (tabla n°
17).

A continuacion se presenta el diagrama de cajas conjunto para cada grupo de la variable
NYHA.

NYHA
~
1
o
o
>*

11 30 34

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00

Figura 31. Diagrama de cajas del Euroscore segun los valores del NYHA.
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Como se puede observar en el diagrama, para los individuos valorados con NYHA 1
hay un valor atipico, el resto de los individuos con esta valoracion estan mas
concentrados que en el resto de cajas. En la caja de los individuos con NYHA 2 hay tres
valores atipicos (figura n°31). Comprobamos si hay diferencias significativas entre los
tres grupos, como vimos que la variable EUROSCORE no seguia una normal, para
comprobar si hay diferencias significativas entre los tres grupos aplicamos una prueba
no parametrica (Prueba Kruskal - Wallis).

Tabla 18. Rangos medios del Euroscores segun los valores del NYHA.

NYHA N Rango promedio

EUROESCORE 1 5 11,40
2 35 22,87
3 3 29,50
Total 43

Podemos observar en la tabla anterior (tabla n°18), que existe una diferencia elevada
entre los rangos promedios, y este hecho es confirmado por el estadistico de contraste
Chi — cuadrado con valor de 4,814, puesto que es un contraste unilateral, hay evidencias
estadisticas para poder afirmar que los grupos definidos por el NYHA tienen distinta
valoracion del EUROSCORE. Ya que la significacion muestral (,090) es
suficientemente baja y al ser un contraste unilateral, esta significacion se divide entre 2,
obteniendo un valor de ,045.

Como conclusion podemos decir que a mayor ASA y mayor NYHA se va a tener un
mayor nivel de EUROSCORE.

Hemos descrito y analizado la relacion entre las variables que sirven para valorar la
severidad de la cirugia cardiaca, queremos ahora ver cual seria la relacion que tiene la

variable actividad ARG a las 24 horas de la intervencion con estas variables.

8.3.1. Relacidn de la severidad de la cirugia con la actividad ARG a las 24 horas.

El objetivo en este punto es encontrar un modelo que pueda explicar el comportamiento
de la actividad ARG a las 24 horas de la intervencion a partir de la valoracion del
EUROSCORE. Si observamos el grafico de dispersion de la variable actividad ARG 24
y la variable EUROSCORE, (figura n°32) se tiene que el modelo que podria explicar

este comportamiento es un modelo logaritmico.
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Figura 32. Diagrama de dispersion de Euroscores con ARG

y modelos logaritmicos.

En el diagrama de dispersion se presentan dos modelos logaritmicos, la linea negra es
teniendo en cuenta a todos los pacientes y la linea roja es el modelo pero sin tener en
cuenta a los pacientes que estan representados por un cuadradito con fondo rojo. Estos 5
pacientes de los que prescindimos para el segundo modelo tienen niveles de actividad
ARG bajos con respecto a su valoracion de EURSCORE, entonces nos interesa
prescindir de ellos en esta parte del estudio para valorar mejor a aquellos pacientes que
tienen niveles de actividad ARG mayores y méas acordes con su nivel de EUROSCORE,
es decir, con el modelo que se presenta damos una frontera superior del nivel de
actividad ARG que un paciente tendra a las 24 horas de la intervencion y valores que
estén por encima de esta frontera se consideraran elevados.

La ecuacion correspondiente al modelo en color rojo es la siguiente:
arginasa24 = 2,159 * In(EUROSCORE)

El coeficiente con valor 2,159 es significativo, ya que obtenemos una significacion
muestral de ,000 lo que significa que hay evidencias estadisticas para poder decir que el
coeficiente es distinto de 0. Ademas, con el ANOVA de la regresion se muestra que la
regresion es valida ya que para un valor del estadistico F de 185,868 y grados de
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libertad de (1 y 37) se obtiene una significacion muestral de ,000 luego hay evidencias
estadisticas para poder afirmar que el modelo es apropiado. Como se puede observar en
la siguiente tabla, el poder explicativo del modelo es bastante alto, puesto que el valor
de la R? es de ,834 (tabla n°19).

Tabla 19. Resumen del modelo.

R cuadrado | Error tipico de
R R cuadrado corregida la estimacion

913 ,834 ,829 1,753

A continuacion se realiza el andlisis de los residuos. Comprobamos si los residuos
siguen distribucion normal, para ello primero presentamos el diagrama de cajas y a

continuacion se realiza la prueba de Kolmogorov — Smirnov.
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T
Error for arginasa24 with EUROESCORE from CURVEFIT, MOD_7 LOGARITHMIC NOC

Figura 33. Diagrama del cajas de los residuos del modelo logaritmico.

Como se puede observar, hay simetria y tenemos un valor atipico.

Al realizar la prueba de K — S encontramos evidencias estadisticas para poder decir que
la variable residuos sigue una distribucion normal ya que la significacion muestral es
suficientemente elevada como para aceptar la hipotesis nula de la prueba (figura n°33).
Para concluir con este punto, realizamos el analisis del grafico de los residuos. En el
diagrama se observa que la variable pronosticada (eje horizontal) con respecto a los
errores (eje vertical) se dispone en el grafico de modo aleatorio (figura n°34).
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Figura 34. Diagrama de dispersion de los residuos con valores ajustados de ARG.

Presentamos a continuacion los diagramas de cajas de la ARG con cada una de las
categorias de la variable ASA y las categorias de la variable NYHA para encontrar
alguna relacion entre estas dos varibles y la activida ARG a las 24 horas de igual modo
que se hizo con el EUROSCORE

10,0000
10,0000
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Figura 35. Diagramas de cajas del Euroscore segun los valores de ASA y NYHA.
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Cuando nos centramos en la variable ASA (diagrama de la izquierda) se observa que no
encontramos diferencias elevadas entre la actividad ARG de los pacientes valorados con
ASA 2y los pacientes valorados con ASA 3. Lo mismo podemos decir de la variable
NYHA (diagrama de la derecha), es decir, no hay diferencias importantes entre los

niveles de ARG vy las 3 categorias de la variable NYHA (figura n°35).

Podemos concluir que el modelo logaritmico que presentamos puede servir para estimar
el comportamiento de la actividad ARG después de la cirugia segun la puntuacion del
EUROSCORE, en cambio la variable ASA y NYHA no aporta informacion relevante

con respecto a los niveles de actividad ARG a las 24 horas de la intervencion.

8.3.2. Relacion de las variables orgénicas en el preoperatorio con ARG a las 24
horas.

Dado que la valoracion de la severidad de la cirugia cardiaca se realiza con la suficiente

antelacion del momento de la realizacion de la intervencion, a continuacion se buscaran

relaciones de la variable ARG 24 con las variables medidas en el preoperatorio. Lo

primero que hacemos es comprobar si la variable ARG 24 se correlaciona linealmente

con el resto de variables del preoperatorio.

Tabla 20. Correlaciones de ARG a las 24 horas con todas las variables en el preoperatorio.

ARG Linfocitos | Leucocitos | PCR | Plaquetas | Lactato | Procalcit L - Arg
Preopera
Corre. de 141 061 -084 | -062 -014 | -013 -,229 -,232
Pearson
Sig. ,366 ,696 594 | 694 ,929 ,948 ,233 426
N 43 43 43 43 43 28 29

A la vista de la tabla, la significacion muestral es lo suficientemente grande como para
afirmar que hay evidencias estadisticas para decir que no hay relacion lineal entre la
variable ARG 24 vy el resto de variables del preoperatorio (tabla n°20). Comprobamos
mediante estimaciones curvilineas si existe relacién no lineal entre la ARG 24 con el

resto de variables del preoperatorio.

Presentamos a continuacion la tabla con el resumen de los modelos que mayor poder
explicativo tienen, siendo la ARG 24 la variable dependiente y el resto de variables las
independientes (tabla n°21).
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Tabla 21. Modelos que relacionan ARG a

RESULTADOS

las 24 horas con variables del preoperatorio.

Modelo Variable ind. N R R? R? corregida | Error tip. de la estimacion
Cubico ARG 0 43| ,778| ,605 ,575 2,616
Logaritmico | Linfocitos 0 43 ,793 ,629 ,620 2,474
Logaritmico | Leucocitos 0 43 ,806 ,650 ,641 2,403
Logaritmico | PCRO 43 717 515 ,503 2,829
Logaritmico | Plaquetas 0 43 ,807 ,651 ,643 2,399
Cuadratico Lactato O 28 ,831 ,691 ,667 2,239
Logaritmico grocalutonma 29 817 668 656 2239
Inverso L-Arg0 14 784 ,614 ,584 2,830

Todas las ecuaciones se estimaran sin el término constante.

La mejor estimacion curvilinea dada la cantidad de muestra y el mayor R? podemos
considerar que es la del modelo logaritmico con la variable leucocitos 0 y el modelo
logaritmico con la variable plaquetas 0.

Presentamos los graficos de dispersion sobre escribiendo el modelo, de la pareja ARG
24 — LeucocitosO (diagrama de la derecha figura n°36) y ARG 24 — PlaquetasO
(diagrama de la izquierda, figura n°37).

Como se puede observar en ambos graficos la funcion del modelo es la de separar a las
pacientes con niveles de actividad ARG que vamos a considerar elevados de los
pacientes con niveles de actividad argiansa 24 méas bajos. Esta separacion propiciara la
creacion de una nueva variable que la denominaremos “ARG 24alta” donde
distinguiremos dos tipos de pacientes segun su nivel de actividad ARG, consideraremos
ARG alta a las 24 horas aquella puntuacion mayor de 3,02 y con ARG baja a las 24
horas a la puntuacion menor de 3,02.
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Figura 37. Diagrama de dispersion de Figura 36. Diagrama de dispersion de

Plaquetas preoperatorio y ARG a las 24 horas. leucocitos preoperatorio y ARG a las 24 horas.

El resultado que se presenta a continuacion es el diagrama de cajas para la variable
ARGO0 y ARG24 segtin la nueva variable “ARG 24alta”.

. arginasa0
109 . arginasa24

41
33
*

27 o ‘
T T
niveles de arginasa24 por debajo de 3,02 niveles de arginasa24 por encima de 3,02

30

arginasa24alta

Figura 38. Diagrama de cajas de ARG a las 24 horas
segun la variable “ARG 24alta”.

Las dos primeras cajas son la medida de los niveles de actividad ARG en el

preoperatorio y las dos siguientes son los niveles de actividad ARG a las 24 horas de la
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operacion, como puede observarse, hay una gran diferencia entre los niveles de ARG a
las 24 horas en los pacientes segun la nueva variable (figura n°38).

También podemos decir que hay evidencias estadisticas para poder admitir la elevada
diferencia que existe entre los dos grupos segun la variable creada en la variable ARG
24 ya que para un valor del estadistico U Mann — Whitney de 4 se obtiene una
significacion muestral de ,000 y se puede afirmar que hay evidencias estadisticas para
decir que no hay diferencia entre los grupos en la variable ARGO ya que el valor del

estadistico es de 165 con significacién muestral de ,113.

Si esta nueva particion la llevamos también a la variable EUROSCORE se obtienen los

siguientes resultados.
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Figura 39. Diagrama de cajas de Euroscore a las 24 horas
segun la variable “ARG 24alta”.

En este caso la nueva variable creada, también marca la diferencia entre los individuos
con EUROSCORE alto y los individuos con EUROSCORE bajo, (figura n°39) para
confirmar este hecho realizamos la prueba de U Mann — Whitney.

Tabla 22. Rangos medios del Euroscores segun la variable “ARG 24alta”.

Rango Suma de
ARG 24alta N promedio rangos
EUROESCORE niveles de ARG 24 por
debajo de 3,02 20 16,50 330,00
niveles de ARG 24 por
encima de 3,02 23 26,78 616,00
Total 43
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En la tabla podemos observar que la diferencia de los rangos medios es importante en
nuestra muestra (tabla n°22), lo que viene confirmado por la prueba de U de Mann —
Whitney con valor del estadistico de 120 y significacion muestral de ,007 mostrando
que hay evidencias estadisticas para poder decir que hay diferencias significativas entre

los dos grupos creados con respecto a la valoracion del EUROSCORE.

8.4 Tiempo de clampaje y tiempo de circulacion extracorporea.

Queremos analizar a continuacion de que manera incide el tiempo de clampaje y el
tiempo de circulacion extracorporea en el aumento de la actividad ARG; presentamos

primero la tabla de los estadisticos de las variables.

Tabla 23. Descriptivos de tiempo de clampaje y de tiempo de circulaicén extracorpérea.

Tiempo Tiempo Circulacion
Clampaje Extracorporea

N 43 43
Media (Error tip. de la media) 88,58(4,53) 116,95(5,42)
Mediana 88,00 114,00
As_imet(l'a (Error tip. de 579(,361) 344(,361)
asimetria)
Curtosis (Error tip. de curtosis) ,783(,709) -,263(,709)

Como en el tiempo de circulacion extracorporea se incluye el tiempo de clampaje

empezaremos el andlisis con el tiempo de circulacion extracorporea.

La media de circulacién extracorp6rea en minutos son 116,95 con una mediana de 114
minutos en el tiempo de clampaje la media es de 88,58 y la mediana de 88 minutos. La
forma de la distribucion de las variables en la muestra presenta asimetria a la derecha y
es platicirtica (tabla n°23). Se realiza una prueba no paramétrica, la prueba de
Kolmogorov — Smirnov para determinar la normalidad de las variables. La significacion
muestral que se obtuvo fue mayor que 0,05 por lo tanto hay evidencias estadisticas para

poder afirmar que la distribucion de las variables es normal.

El gréafico de dispersidn que se presenta a continuacidn exhibe la relacion existente entre
el tiempo de clampaje y el tiempo de circulacion extracorpérea. Como puede observarse
ocurre que a mayor tiempo de clampaje hay mayor tiempo de circulacion extracorporea,
ademas la correlacion entre ambas variables es de 0,938 con significacion muestral de
0,000 con lo que tenemos evidencias estadisticas para poder afirmar que hay una alta
relacién directa entre ambas variables, lo que era de esperar pero lo que también se

observo en la muestra es que en aquellos pacientes que superaban un tiempo de
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clampaje de 110 minutos presentaban mas dispersion, como se observa en los pacientes
que tienen una circulacion extracorporea por encima de 150 minutos. Esto se puede

observar en los pacientes representados mediante cuadrados y fondo rojo (figura n°40).
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Figura 40. Diagrama de dispersién del tiempo de clampaje con tiempo de circulacién

extracorporea.

8.4.1. Analizar la relacion entre tiempo de clampaje y tiempo de circulacion
extracorpdrea con la ARG a las 24 horas.

Queremos saber a continuacion de que manera pueden influir estas medidas de tiempo
en el aumento de la actividad ARG a las 24 horas de la intervencion. No se encontro
ningun valor de tiempo de circulacién extracorp6rea ni tiempo de clampaje que a partir
de él se diese un aumento significativo de los niveles de actividad ARG a las 24 horas
de la intervencion. Presentamos a continuacién el diagrama de dispersion de la actividad
ARG a las 24 horas de la intervencion y la variable tiempo de circulacion extracorporea.

Podemos observar en este grafico que no existe una clara relacion lineal o no lineal
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entre estas dos variables (figura n°41). Con lo que no tiene sentido dar ningin modelo

que ayude a entender el comportamiento de la actividad ARG segun esta variable.

10,0000
8,0000 o o
(0]
(e)
[0}
o
6,0000 5 o
3 0 °
1] (0]
= © o °
o
P %)
© 40000 (¢} (0]
(¢]
o
o
(0] ° (0]
2,0000 o o
(0}
®
0o © o, °
o 8 o 0 00
(0]
0,0000—
T T T T
50 100 150 200
tiempoCP

Figura 41. Diagrama de dispersién de tiempo de circulacién extracorpdrea con ARG a las 24 horas.

8.4.2. Analizar la relacion entre el tiempo de clampaje y el tiempo de circulacion
extracorpdrea con el SIRS.

Para comprobar esta relacion se realizé una prueba t — Studen para evidenciar si existia

relacion entre la ausencia o presencia de SIRS con el tiempo de clampaje y con el

tiempo de circulacion extracorpérea, (tabla n°24), observandose que la significacion era

muy elevada con lo que encontramos evidencias estadisticas para poder afirmar que la

ausencia o presencia de SIRS no viene dada por el mayor o menor tiempo de clampaje o

de circulacion extracorporea.
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Tabla 24. Descriptivos de tiempo de clampaje y tiempo de CEC segun SIRS.

sirs N Media Mediana Error tip. de la media
tiempoClam |0 19 87,89 88 6,516
1 24 89,13 87,5 6,379
tiempoCP 0 19 113,63 104 7,887
1 24 119,58 116 7,545

En nuestra muestra si hay diferencias entre los sujetos con mayor tiempo de circulacion

extracorporea y mayor tiempo de clampaje y la aparicién de SIRS, como se puede

observar en el siguiente grafico, aunque estas diferencias no son significativas (figura

n°42),
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Figura 42. Diagrama de cajas de los tiempos seguin SIRS.

8.5. PCR preoperatoria.

Queremos ver a continuacion, a partir de la variable PCRO (en el preoperatorio), la

aparicion de complicaciones que se pudieran dar después de la intervencion. Es decir

gueremos ver si niveles altos de PCR en el preoperatorio, indican que habra aparicion

de complicaciones postoperatorias.
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Segun se observa en el grafico, hay 19 pacientes que presentan un nivel de PCRO menor
de 0,14mg/dl. Este nimero es practicamente la mitad de la muestra con la que estamos
trabajando. Y solo 9 individuos tienen niveles de PCRO igual o mayor a 0,5 mg/dl, nivel
que la literatura plantea como punto critico a la hora de aparicion de complicaciones en
el postoperatorio. Presentamos primero el histograma de la variable PCR en el

preoperatorio (figura n°43).
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Figura 43. Histograma de la PCR en el preoperatorio.

8.5.1. Analizar la relacion entre los niveles de PCR preoperatoria con mayor
incidencia de complicaciones post-operatorias.

Queremos saber la posibilidad de que se den complicaciones dados unos niveles de PCR

en el preoperatorio, realizamos un contraste no parametrico (Prueba de Mann —

Whitney), ya que nuestros datos no siguen una distribucion normal. En otras palabras,

queremos saber si la apariciébn de complicaciones depende de niveles de PCR

preoperatorios elevados.Y se obtienen los siguientes resultados.
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Tabla 25. Rangos medios de la PCR en el preoperatorio segln la variable “Hay complicaciones”.

“Hay complicaciones” N Rango promedio Suma de rangos

PCRO No aparecen complicaciones “0” 18 22,78 410,00
Aparecen complicaciones “1” 25 21,44 536,00
Total 43

Analizando los rangos medios, observamos que el rango medio de los pacientes que no
sufren complicaciones es mayor que aquellos que si sufren complicaciones, adn
teniendo en cuenta que en el caso de la suma de rangos esto es al contrario (tabla n°25).
Con estos resultados de los rangos se construye el estadistico U de Mann-Whitney, que
arroja un valor de 211, con significacion muestral de ,730 que es un valor lo
suficientemente alto como para aceptar la hipotesis nula, es decir, hay evidencias
estadisticas para afirmar que el nivel de PCR en el preoperatorio no es determinante
para que se dé el evento de complicacion postoperatoria.Ademas para ilustrar este
resultado, se presenta el diagrama de cajas segin la variable de agrupacion, “hay

complicaciones” (figura n°44).
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Figura 44. Diagrama de cajas de la PCR 0 segiin la variable “Hay complicaciones”.

Podemos concluir que dado un nivel de PCR preoperatoria elevado o niveles de PCR
preoperatoria bajo no supone que se den 0 no complicaciones postoperatorias. Como la

bibliografia expone que a partir del nivel 0,5 mg/dl de PCR preoperatoria aparecen
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complicaciones, buscamos en nuestra muestra a partir de qué nivel se daran las
complicaciones postoperatorias. Para este andlisis prescindimos de los casos 16 con
nivel de PCR preoperatorio por encima de 1,5 mg/dl y que sufre complicaciones y del
caso 30 con nivel de PCR casi de 1 ya que aparecen como atipicos en el diagrama de

cajas anterior.

El nuevo diagrama de cajas queda del siguiente modo:
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Figura 45. Diagrama de cajas de la PCR 0 segin la variable “Hay complicaciones”, sin

atipicos.

Como puede observarse, excluidos estos dos casos, las cajas se solapan mas aun e
incluso se observa que la mediana en el caso de los pacientes que no sufren
complicaciones es mayor que en los pacientes que si sufren complicaciones (figura
n°45). La realizacién de un contrate no paramétrico, arrojaria el mismo resultado que

anteriormente.

Con el afan de encontrar el valor de PCR preoperatoria que confirmase la aparicion de
complicaciones en el postoperatorio, construimos una nueva variable que categorice la
variable “hay complicaciones” de la siguiente manera. Construimos tres categorias, a

saber, no hay complicaciones, hay 1 complicacién y hay 2 o mas complicaciones. Y
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presentamos el grafico de las medianas del PCR preoperatorio segin esta nueva

variable.

Gréaficamente se observa que los individuos que tienen 2 o méas complicaciones
presentan un nivel de PCR por encima de los pacientes que no presentan

complicaciones o presentan solo 1 complicacion (figura n°46).

0,350

0,300

0,250

Med PCRO

0,200

0,150

T T T
,00 1,00 2,00

Hay 2 0 méas complicaciones

Figura 46. Diagrama de lineas de las medianas del PCR 0 segun la variable “Hay 2 o mas

complicaciones.

En la siguiente tabla se presentan los estadisticos del nivel de PCR preoperatoria segun

esta nueva variable (tabla n°26).
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Tabla 26. Media, intervalos de confianza y medianas de la PCR 0 segiin n® de complicaciones.

0 complicaciones Media (Error tipico) ,28750 (,050087)
18 pacientes Intervalo de confianza para | Limite inferior ,18183
la media al 95% Limite superior ,39317
Mediana ,27250
1 complicacién Media (Error tipico) ,31278 (,093157)
18 pacientes Intervalo de confianza para | Limite inferior ,11623
la media al 95% Limite superior ,50932
Mediana ,17500
2 complicaciones Media (Error tipico) ,31800 (,082388)
7 pacientes Intervalo de confianza para | Limite inferior ,11640
la media al 95% Limite superior ,51960
Mediana ,35000

En nuestra muestra los pacientes que presentan complicaciones si tienen niveles de
PCR preoperatorio un tanto elevados con respecto al resto de pacientes, comprobamos
con un contraste no paramétrico si esta diferencia es significativa. Se realiza la prueba

de Kruskal — Wallis y se obtienen los siguientes resultados:

Tabla 27. Rangos medios de la PCRO segun la variable “Hay 2 0 mas complicaciones”.

Hay mas de 2

complicaciones N Rango promedio
PCRO 0 complicaciones 18 22,78

1 complicacion 18 20,47

2 complicaciones 7 23,93

Total 43

El rango medio es mayor para aquellos pacientes que sufren 2 0 mas complicaciones,
(tabla n°27) aunque como veremos en el siguiente resultado, esto no es significativo ya
que el estadistico de la prueba es de ,501 con una significacion muestral de ,778 lo cual
significa que hay evidencias estadisticas para poder decir que no hay diferencias
significativas entre los tres grupos.

Como conclusién podemos decir que en nuestra muestra, solo los pacientes que
presentan 2 complicaciones tuvieron niveles de PCR preoperatorio superiores al resto de

pacientes pero no existen diferencias significativas entre estos tres grupos de pacientes.

8.5.2. Analizar la relacion entre los niveles de la PCR preoperatoria con SIRS.

Revisamos los niveles de PCR en el preoperatoria de los pacientes que sufrieron SIRS y
de los pacientes que no sufrieron SIRS. Presentamos el diagrama de cajas segun la

variable de separacién y a continuacion los rangos de los enfermos.
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Como se puede observar en el diagrama, (figura n°47), las medianas de los datos son
casi similares y ademas se solapan las cajas. La tabla de rangos que se presenta también

plantea el mismo hecho.
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Figura 47. Diagrama de cajas de la PCR 0 segln el SIRS.

Como se observa en la tabla n°28 los rangos medios de los pacientes que sufrieron SIRS
es mas elevado que los de los pacientes que no sufrieron SIRS, aungue como vemos a
partir del estadistico esta diferencia no es significativa, puesto que el valor del
estadistico es de 220 con una significacion muestral de ,845 con lo que tenemos
evidencias estadisticas para aceptar la hipotesis nula; es decir, los niveles de PCR en el
preoperatorio de los individuos que no sufrieron SIRS es igual al nivel de PCR

preoperatoria de los individuos que sufrieron SIRS.

Tabla 28. Rangos medios de la PCR O segtin el SIRS.

Sirs N Rango promedio Suma de rangos

PCRO  No sufren SIRS “0” 19 21,58 410,00
Si sufren SIRS “1” 24 22,33 536,00
Total 43
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Como conclusion podemos decir, que en nuestra muestra los pacientes que sufrieron
SIRS si presentaban niveles de PCR preoperatoria mas elevados que los individuos que

no sufrieron SIRS, aunque estadisticamente no es significativo.

8.6. Valorar la implicacion de la actividad ARG en el comportamiento del resto
de variables.

En este punto queremos observar cual es el comportamiento del resto de las variables
organicas con respecto a la actividad ARG a las 24 horas de la intervencion y plantear
un modelo matematico, que no pretende ser el Unico pero si apropiado para poder
explicar esta relacion. EIl esquema a seguir en cada subpunto sera el siguiente:

Siempre que se pueda se presentard un grafico de dispersion de las dos variables del
preoperatorio y de las 24 horas de la intervencion para observar como es el
comportamiento individual de cada paciente ya que se vio el comportamiento conjunto
en el punto 2 y de modo individual para cada variable. A continuacion se presentara el
modelo de como se comporta la variable que toque en cada caso segun la actividad
ARG vy para finalizar, para algunas variables dada su importancia se analizara su
comportamiento a las 48 horas de la intervencion dados unos niveles de actividad ARG

a las 24 horas de la intervencion.

8.6.1. Actividad ARG con L - Arg.

La primera variable que analizamos es el comportamiento de la L — Arg con respecto a
la actividad ARG. Presentamos en primer lugar como se dijo anteriormente el diagrama

de dispersion conjunto del preoperatorio y de las 24 horas (figura n°48).
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Figura 48. Gréfico de dispersion de L — Arg con ARG en el preoperatorio y a las 24 horas.
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Los circulitos azules se refieren a las medidas tomadas en el preoperatorio y los verdes
se refieren a las medidas de ambas variables a las 24 horas de la intervencién. Se puede
observar que estos pacientes mantienen comportamientos muy dispares de los niveles de
L - Arg con respecto a la actividad ARG tanto en el preoperatorio como a las 24 horas
de la intervencion. A continuacion presentamos el cruce de ARG con L - Arg a las 24
horas de la intervencion, el modelo que usamos para poder explicar el comportamiento
de la L - Arg en funcion de la ARG es el inverso, que presenta los siguientes resultados.
Contamos con 14 individuos de los 43 a los que se les midieron las distintas variables.
El modelo explica el 30% de la variabilidad aproximadamente y la tabla del anova como
los coeficientes presenta valores de significacion muestral menores de 0,05 lo que nos
hace pensar que el modelo es apropiado, ademas el grafico de los residuos presenta una
dispersion acorde con lo esperado aunque tendremos un valor que sera atipico, es el que

en el grafico estd marcado con un cuadradito en rojo (figura n°49).
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bservada
15,0000 — Inverso — Inverso

12,5000

10,0000
10,0000

7,5000

5,00007]
50000

25000

1L 1L

0.000 T T 1 T T T 0,0000 T T T T T
0,0000 2,0000 4,0000 6,0000 8,0000 10,0000 0,0000 2,0000 4,0000 6,0000 8,0000 10,0000

arginasa24 arginasa24

Figura 49. Grafico de dispersién de L — Arg con ARG a las 24 horas con modelo inverso en el

segundo se prescinde del dato atipico.

Si en el estudio prescindimos de este dato atipico, el modelo mejora sustancialmente.
Presentando valores bastante mejores usando el mismo modelo, vemos que usando el
modelo inverso se consigue explicar el 42% de variabilidad y la significacion muestral
de la tabla del anova asi como de los coeficientes sigue siendo menor de 0,05 lo que

conduce a pensar que el modelo es apropiado estadisticamente y el gréafico de datos
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ajustados frente a los errores presenta la dispersion apropiada (tabla n°29). Por lo tanto

el modelo inverso vendra dado por la siguiente ecuacion:

Tabla 29. Coeficientes del modelo.

Coeficientes no Coeficientes
estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tipico Beta
1/ARG 24 2,448 ,870 647 | 2,813 ,017
(Constante) 3,133 877 3,573 ,004
448

arginina = 3,133 + —
arginasa

Como conclusion podemos decir segun observamos en el modelo que al aumentar el

nivel de actividad ARG, disminuye el nivel de L - Arg y ademas esta disminucién viene

explicada por el modelo inverso que se presenta

8.6.2. Actividad ARG con CD3C.

En este caso también se presentar el diagrama de dispersion conjunto del preoperatorio
y de las 24 horas de la intervencion, aunque el CD3( en el preoperatorio para todos los
individuos es valorada al 100% el gréfico quedara un tanto extrafio pues todos los
pacientes tienen inicialmente el mismo nivel de CD3( pero este grafico ayudara a
entender el comportamiento de esta variable con respecto a la ARG a las 24 horas de la
intervencion.

En el gréfico se puede observar el fuerte descenso que sufre el CD3( a las 24 horas de la
intervencion.

También aparecen 3 pacientes que presentan niveles de actividad ARG poco apropiados
en el preoperatorio, estos pacientes tienen una etiqueta. Ademas la linea roja horizontal
separa a los pacientes que tienen niveles de CD3( a las 24 horas mas elevados de lo

normal (figura n°50).
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Figura 50. Gréfico de dispersion del CD3¢ con ARG en el preoperatorio y a las 24 horas.

Los pacientes que presentan niveles de CD3( mas elevados de lo habitual, se
prescindird de ellos en el siguiente grafico. Al observar el comportamiento del CD3(
con respecto a la actividad ARG a las 24 horas de la intervencion se determin6 que
habia dos tipologias de enfermos o dos grupos como se puede comprobar en el siguiente

gréafico de dispersion (figura n°51).
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Figura 51. Gréfico de dispersion del CD3¢ con ARG a las 24 horas con dos modelos lineales que

definen dos grupos.
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Los pacientes de cada grupo vienen representados por circulos sin fondo y por
cuadraditos con fondo rojo. La recta que explica el comportamiento del CD3( de cada
paciente segun su actividad ARG y grupo, se construy6 a partir de los individuos
representados por circulos, y en el otro grupo se us6 la misma pendiente y se ajusto el
término independiente. La recta que ajusta al grupo de pacientes representados por
circulitos tiene una bondad de ajuste de 0,282 que si bien es baja, la significacion
muestral que se obtiene al realizar el anova de la regresion es menor de 0,05 y los
coeficientes también presentan significacion muestral menor de 0,05. Ademas el gréfico
de residuos, (figura n°51) presenta una distribucion lo suficientemente aleatoria como

para poder dar por buena la recta de regresion. Estas rectas son las siguientes:

Circulos: cd3¢= 0,174 — 0,007 *x arginasa

Cuadrados: cd3{ = 0,07 — 0,007 * arginasa

En cualquier caso lo que tenemos en comun en estos dos grupos es que al aumentar los
niveles de actividad ARG, disminuyen los niveles de CD3C. Y cabe destacar que los
pacientes que vienen representados por cuadraditos, a las 48 horas continuaran
manteniendo niveles de actividad ARG similares a los tenidos a las 24 horas ya que
como veremos a continuacion en el diagrama de cajas, la diferencia entre actividades
ARG a las 48 y las 24 horas esta en torno al 0 y en los pacientes que vienen
representados por circulos tenemos una disminucion de esta actividad. Ademas hay
diferencias significativas entre estos dos grupos. Al realizar un contraste paramétrico,
una prueba t — Student para muestras independientes ya que la variable presenta
evidencias estadisticas de seguir una distribucion normal, el valor del estadistico es de
2,115 vy la significacion muestral de ,042 luego hay evidencias estadisticas para poder

afirmar que hay diferencias entre los dos grupos de pacientes.

Esto se puede ver en el diagrama de cajas, figura n°52 siguiente:
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Figura 52. Diagrama de cajas de ARG segun los grupos definidos por el CD3¢.

8.6.3. Actividad ARG con leucocitos.

Se presenta el grafico de dispersion de ambas variables en el preoperatorio y a las 24

horas conjuntamente.
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Figura 53. Gréfico de dispersion de leucocitos con ARG en el preoperatorio

y a las 24 horas.
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Se puede observar que inicialmente los pacientes tienen niveles muy concentrados con
algunas excepciones pero que al transcurrir las 24 horas de la intervencién aumenta
considerablemente la dispersion de los individuos perdiéndose la concentracion inicial
(figura n°53).
Centrandonos en el momento temporal de las 24 horas de la intervencion se observa con
mas detalle este aumento de la dispersion. Como el objetivo es confirmar el aumento de
leucocitos debido al aumento de ARG se realiz6 un modelo de regresion lineal,
obteniéndose la siguiete recta de regresion:

leucocitos24 = 9504,306 + 417,789 * arginasa24
La recta presenta coeficientes significativos ambos menores que ,05 ademas la regresion
es significativa pues el ANOVA presenta tambien significacion menor de ,05. El valor
de la R? = 13,1% valor que se puede considerar bajo.
La recta presenta pendiente positiva y el coeficiente de correlacién es positivo con lo
que se puede concluir que tenemos relacion directa entre las variables, es decir, al
aumentar el nivel de ARG, aumenta el nivel de leucocitos (figura n°54).
Se presenta a continuacion el diagrama de dispersion con la recta de regresion sobre los

puntos (figura n°54).
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Figura 54. Gréfico de dispersion de leucocitos con ARG a las 24 horas con recta de regresion.
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8.6.4. Actividad ARG con linfocitos.

Empezamos presentando un grafico de dispersion, (figura n°55), donde representamos

las variables de linfocitos en el eje vertical y la ARG en el eje horizontal.
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Figura 55. Gréfico de dispersion de linfocitos con ARG en el preoperatorio y a las 24 horas.

Los puntos azules representan los linfocitos frente a la ARG en el preoperatorio y los
puntos verdes los linfocitos frente a la ARG a las 24 horas de la operacién. Se observa
que en el preoperatorio los niveles de linfocitos estaban altos y los de ARG bajos pero a
las 24 horas de la operacion se invierte esta situacion. Presentamos a continuacion un
modelo no lineal, exactamente daremos un modelo inverso (figura n°56). Como se
puede observar, los pacientes sufren un fuerte descenso de los linfocitos con el aumento
de la ARG. Presentamos a continuacion un resumen del modelo donde se observa que el
valor de la R? es 56 %, lo cual puede considerarse una buena bondad del ajuste del
modelo. De igual manera que anteriormente, hay evidencias estadisticas para considerar
que el modelo es valido ya que la significacion muestral es menor que 0,01. Ademas los

coeficientes del modelo pueden considerarse distintos de cero (tabla n°30).

Tabla 30. Coeficientes del modelo.

Coeficientes no | Coeficientes

Modelo estandarizados estandarizados t Sig.
B Error tipico | Beta

1/ARG 24 ,088 ,012 , 748 7,305 ,000
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Figura 56. Grafico de dispersion de linfocitos con ARG a las 24 horas con modelo inverso.

8.6.5. Actividad ARG con plaquetas.

Siguiendo con el mismo procedimiento que para las anteriores variables, realizamos el

mismo analisis para las plaquetas. Presentamos el grafico de dispersion, figura n°57, de

las dos variables en los dos momentos temporales de modo conjunto.
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Figura 57. Gréfico de dispersion de plaquetas con ARG en el preoperatorio y a las 24 horas.
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De nuevo vemos que el nivel de plaquetas desciende a la vez que el nivel de actividad
ARG aumenta aunque hay un grupo de pacientes que no les ocurre esto que son los
representados con cuadrados y fondo rojo (figura n°58), presentamos a continuacion dos
modelos que pueden ayudar a explicar el comportamiento de las plaquetas a partir del
nivel de actividad ARG a las 24 horas de la intervencion. Las graficas de los modelos se
sobreescriben en el diagrama de dispersion para explicar el comportamiento de las
plaquetas a partir de ciertos niveles de actividad ARG (figura n°58).

Los dos modelos que presentamos son los siguietes:

plaquetas 24 = 25000 * arginasa24 + 65000

123718,54 )

l tas 24 = 30000 + 10000 [ 24 + (—
praduers T argmasa arginasa24
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Figura 58. Gréfico de dispersion de plaquetas con ARG a las 24 horas con modelo inverso y modelo

lineal.

Los pacientes que estan representados por cuadrados estan explicados por la primera
ecuacion y los pacientes representados por circulos estan explicados por la segunda
ecuacion y como se dijo anteriormente hay individuos que presentan descenso de

plaquetas pero hay un pequefio grupo que presentan aumento de plaquetas.
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8.6.6. Actividad ARG con lactato.

En la pareja actividad ARG — lactado al igual que en la pareja actividad ARG — CD3(,

hemos encontrado dos grupos de pacientes bien diferenciados.

Como se puede observar en el diagrama, (figura n°59), tenemos los circulos con fondo
rojo y los circulos sin fondo, los primeros pueden ser explicados por una recta, en
cambio los segundos son mas complejos de interpretar aunque se optaré por la solucién

dada anteriormente, construir una recta paralela para el segundo grupo.
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Figura 59. Gréfico de dispersion del lactato con ARG a las 24 horas con

dos modelos lineales que definen dos grupos.

Las rectas son las siguientes:
Circulos con fondo: Lactato = 3,115 — 0,224 * arginasa
Circulos sin fondo: 1,9 — 0,224 * arginasa

La primera recta que es nuestra referencia cumple los requisitos para poder darla por
valida, (figura n°59) es decir, significacion muestral del anova de la regresiéon y de los
coeficientes menor de 0,05. Ademas el valor de la R? es del orden del 0,8 lo que se

puede considerar muy bueno.
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Como conclusion podemos decir que para niveles bajos de ARG encontramos que el

lactato aumenta.

Presentamos también el comportamiento de la actividad ARG segun la separacion que
se realizo en el lactato con el siguiente diagrama de cajas:
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Figura 60. Diagrama de cajas de ARG segun los grupos definidos por el lactato en los 4 momentos

temporales.

Como se puede observar los individuos denominados altos, tienen niveles de actividad
ARG muy superior a las 24 y a las 48 horas de la intervencion que los denominados

bajos (figura n°60).
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8.6.7. Actividad ARG con procalcitonina.
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Figura 61. Grafico de dispersion de la procalcitonina con ARG en el preoperatorio y a las 24 horas.

De nuevo se presenta el diagrama de dispersion, (figura n® 61), esta vez de la ARG y la
procalcitonina, de los momentos temporales del preoperatorio y a las 24 horas de la
intervencion. Los circulos azules son los pacientes en el preoperatorio y los circulos
verdes son los mismos pacientes pero a las 24 horas. Se puede observar que de niveles
bajos de procalcitonina que se tenian en el preoperatorio, se pasa a niveles mas

elevados.

Si observamos el diagrama de dispersién pero solo del momento temporal de las 24
horas, tenemos tres grupos de pacientes bien diferenciados. Los pacientes que estan
representados por un circulo sin fondo son pacientes que no suben en exceso los niveles
de procalcitonina. Los pacientes con fondo rojo si que experimentan una importante

subida de niveles de procalcitonia a la vez que aumenta la ARG.
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Figura 62. Grafico de dispersion de la procalcitonina con ARG a las 24 horas con modelo lineal.

Los cuatro pacientes con fondo azul tienen niveles de procalcitonina bastante elevados a
la vez que sus niveles de actividad ARG son tambien altos (figura n° 62). Ya que se
espera que los niveles de procalcitonina a las 24 horas de la intervencién sean elevados
pero tampoco en exceso, consideramos que los pacientes mas apropiados para modelizar
el comportamiento de la procalcitonina en funcién de la actividad ARG son aquellos
que tienen el fondo rojo. ElI modelo que elegimos es el lineal y la ecuacion que

obtenemos es la siguiente:
procalcitonina 24 = 1,905 + 0,375 * ARG24

Los coeficientes de esta ecuacion son significativos al igual que el ANOVA de la
regresion. El valor de la R? = 63,7% valor suficientemente elevado como para poder

explicar el nivel de procalcitonina a partir del nivel de ARG.

Como conclusion podemos decir que se espera que el paciente tenga niveles de
procalcitonina elevados cuando aumenta la ARG siguiendo el modelo que planteamos.

Los pacientes que poseen niveles de procalcitonina bajos a las 24 horas no suponen
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riesgo pero los que estdn muy por encima de nuestro modelo si que merecen una

atencion especial.

8.6.8 Actividad ARG con PCR.

En este grafico podemos observar el comportamiento de las variables conjuntamente y
se tiene que en el preoperatorio (circulitos azules) los valores de ARG y PCR estdn méas
concentrados pero a las 24 horas de la intervencion esta concentracion sufre una
explosién dando valores de ARG por encima de 2 y de PCR no inferiores a 4. Podemos
pues admitir desde un punto de vista grafico (figura n°63), que los valores de ambas
variables aumentan aunque no de modo lineal. Comprobaremos que no hay relacion

lineal entre las variables, para ello damos el coeficiente de correlacion de Pearson.
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Figura 63. Gréfico de dispersion de la PCR con ARG en el preoperatorio y a las 24 horas.
Como vemos en la tabla n°31 no existe correlacion significativa entre las variables salvo

entre la PCR 0 y la PCR 24 que tienen una correlacion positiva de ,366 con
significacion muestral menor que ,05. Descartamos pues la relacion lineal entre la ARG

y la PCR, con lo que buscamos alguna relacién no lineal entre estas variables.

Tabla 31. Correlaciones de ARG y PCR en el preoperatorio y a las 24 horas.

ARGO ARG 24 PCRO PCR24
ARGO Correlacion de Pearson 1 ,141 111 -,184
Sig. (bilateral) ,366 AT7 ,237
N 43 43 43 43
ARG 24 Correlacion de Pearson ,141 1 -,062 -,068
Sig. (bilateral) ,366 ,694 ,667
N 43 43 43 43
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PCRO Correlacion de Pearson 111 -,062 1 ,366(*)
Sig. (bilateral) AT7 ,694 ,016
N 43 43 43 43
PCR24 Correlacion de Pearson -,184 -,068 ,366(*) 1
Sig. (bilateral) ,237 ,667 ,016
N 43 43 43 43

Se encontrd que la relacion no lineal que mejor se ajusta a nuestros datos es un modelo
cubico, este modelo viene dado por la siguiente ecuacion:

PCR24 = 10,837 * arginasa24 — 2,922 = arginasa24? + ,216 = arginasa243
Estos coeficientes son significativos ya que la significacion muestral es menor de ,05.
Gréaficamente (figura n® 64) se tiene:
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Figura 64. Grafico de dispersion de la PCR con ARG a las 24 horas con modelo cubico.

Ademas la regresion cubica es valida puesto que al realizarse el ANOVA de la regresion
se obtiene significacion muestral menor que ,01 lo que significa que es apropiada
realizar la regresion. El poder explicativo del modelo es del 88,3 %, es muy bueno, con
lo que podemos afirmar que los datos de nuestra muestra estdn bien ajustados por
nuestro modelo, es decir, la variabilidad explicada por nuestro modelo es bastante
elevada. Como conclusion podemos decir que hasta niveles de ARG 24horas de 4 la
PCR aumenta; con niveles de ARG 24h de 4a 8 la PCR disminuye y a partir de niveles
de ARG 24horas de 8 la PCR vuelve a aumentar. Otra alternativa a valorar para poder
explicar el comportamiento de la PCR a partir de la ARG seran las siguientes:

El modelo que puede explicar el comportamiento de la PCR24 y de la PCR48 segun la
actividad ARG 24 viene dado por las siguientes ecuaciones:
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arginasa24

PCR48 =19 + 6 * log >

arginasaz4

PCR24 =13 + 4+ log c

Y el grafico que describen estas funciones junto a los datos es el que se presenta a

continuacion:

PCR24

arginasa24
O PCR48

arginasa24
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Figura 65. Gréfico de dispersion, comparando evolucion
PCR — ARG preoperatorio con 24 horas.

Podemos decir que dados unos niveles de ARG elevados vamos a encontrarnos con

niveles de PCR a las 48 horas mas elevados que los dados a las 24 horas (figura n°65).

8.7. Examinar la implicacion de la actividad ARG en la respuesta inflamatoria
sistémica (Valorar implicacion de la actividad ARG 24 con SIRS).

Estamos interesados en saber si el nivel de actividad ARG a las 24 horas de la
intervencion influye en el hecho que el paciente sufra SIRS o no; realizamos una prueba
t de Student para comprobar si hay diferencias entre la media de actividad ARG de los
pacientes que sufren SIRS y la media de la actividad ARG de los pacientes que no
sufren SIRS. En la muestra se observa que el nivel de ARG en los pacientes que sufren
SIRS es més elevado en media, pero observamos que esta diferencia no es significativa,

es decir, no hay evidencias estadisticas para poder afirmar que existan diferencias
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significativas en la actividad ARG de las 24 horas entre los pacientes que sufren SIRS y
los pacientes que no lo sufren. Se presenta el siguiente grafico de cajas (figura n°66),
para poder comprobar esto Gltimo de un modo mas visual y queda evidenciado, por lo
menos en la muestra que los pacientes que sufren SIRS “1” si tienen una mediana

mayor que los pacientes que no sufren SIRS “0”

10,0000

8,0000-

6,00007]

arginasa24
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2,0000-

0,00007]

sirs

Figura 66. Diagrama de cajas de la ARG segun la variable SIRS.
8.8. Construccion del indice de inflamacién y del indice de inmunidad.
Mediante el “Andlisis de Conglomerados”, un método de clasificacion estadistica de

variables cuantitativas, clasificamos las siguientes variables para el momento temporal
“24 horas”:

e Actividad ARG
e Linfocitos

e Leucocitos

e PCR
e Plaquetas
e CD3(¢
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El método de conglomeracion que usamos es la vinculacién inter-grupos y la medida es
la correlaciéon de Pearson, es decir, la forma de medir la distancia entre las variables
sera el coeficiente de correlacion de Pearson. Diremos que dos variables 0 mas estan
muy proximas cuando su coeficiente de correlacion sea elevado. Clasificamos en 3

grupos o conglomerados.

Presentamos la agrupacion que podemos dar de las variables a las 24 horas de la
intervencion, mostrando en primer lugar la matriz de correlaciones.

Tabla 32. Matriz de correlaciones.
Matriz de distancias a las 24 horas de la intervencién (Coeficiente de correlacion de

Pearson)

Archivo matricial de entrada
Caso ARG linfocitos leucocitos PCR plaquetas CD3¢
ARG 1,000 -,134 ,003 -,095 225 ,245
Linfocitos -,134 1,000 -,185 -,160 -,018 ,015
Leucocitos ,003 -,185 1,000 ,243 ,259 174
PCR -,095 -,160 - 1,000 ,181 -,052
Plaquetas 225 -,018 ,259 181 1,000 585
CD3(¢ ,245 ,015 174 -,052 ,585 1,000

La mayor correlacion se tiene entre las variables plaquetas y CD3C, (tabla n°32), es de
sospechar que estas dos variables formaran parte del mismo conglomerado, también se
correlacionan de modo positivo con la ARG. En la siguiente tabla (tabla n°33),

observamos cdmo han quedado agrupadas las variables en los conglomerados.

Tabla 33. Conglomerados.

Caso 3 conglomerados
ARG

Linfocitos
Leucocitos
PCR
Plaquetas
CD3¢

P P W WwWwN PP

El proceso de agrupacion se puede ver observando el dendograma (figura n°67).
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Figura 67. Dendograma de agrupacion.

Como hemos decidido hacer tres conglomerados, la linea roja del dendograma,
representa el corte que se realiza para dar lugar a los tres conglomerados. Transcurridas
las 24 horas de la operacion observamos que la ARG, las plaquetas y el CD3( se
agrupan en el mismo conglomerado. En otro conglomerado estan los leucocitos y la

PCR. Y formando un conglomerado los linfocitos (figura n°67).

Que en este momento los leucocitos y la PCR estén en el mismo conglomerado es
apropiado pues ambas son variables que pueden valorar la inflamacion de los pacientes
y podemos analizar si los pacientes sufren SIRS o no. Para comprobar en qué medida
los pacientes de nuestra muestra sufren SIRS, se presenta el siguiente diagrama de

dispersion (figura n°68).

En el diagrama, se observa que son los pacientes que tienen leucocitos fuera del
intervalo [4000, 12000] y PCR por encima de 10 los que son mas propensos a sufrir
SIRS y por lo tanto tendrdn mas predisposicion a la inflamacion, esto no es
independiente que un enfermo pueda sufrir un sindrome infeccioso o inflamatorio con

niveles de PCR menor de 10 y de leucocitos en el intervalo [4000, 12000].

A la vista del grafico podemos construir una nueva variable que Ilamaremos
“Inflamacién”, sera una variable dicotomica donde el 0 son pacientes que no sufren
inflamacién, si bien en nuestra muestra hay 4 pacientes que cumplen los criterios SIRS
pero que los consideramos como 0 ya que estan dentro de nuestros limites y el 1 son

pacientes que sufren inflamacion.
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Figura 68. Diagrama de dispersién de leucocitos con PCR a las 24 horas de la intervencién.

Nuestra nueva variable queda de la siguiente manera:

Tabla 34. Frecuencia de la variable inflamacion.

Frecuencia Porcentaje
Vélidos  Sin inflamacién 16 37,2
Con inflamacién 27 62,8
Total 43 100,0

Este nuevo indicador pretende confirmar que los individuos que sufren SIRS van a tener
por lo general niveles mas elevados de lo que consideramos normales en esta situacion
(tabla n°34).

Como los linfocitos por si sélos determinan un conglomerado, ellos formaran el indice
de inmunidad. Como ya se analizé en el punto 8.2 los linfocitos sufrian un importante
descenso a las 24 horas de la intervencion, este descenso puede llevar consigo la

aparicion en los pacientes de los distintos niveles de infeccion.

8.9.
8.9.1.

Estudiar la relacion del indice de inflamacion con actividad ARG y PCR.
Indice de inflamacion con actividad ARG

Revisamos el comportamiento de la actividad ARG en nuestros pacientes con respecto a

nuestro indice de inflamacion, vemos como es el comportamiento en cada momento
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temporal y como se comporta en cuanto a la diferencia de actividad ARG de un

momento a otro.

Tabla 35. Prueba de U de Mann-Whitney.

U de Mann-Whitney | W de Wilcoxon Z Significacion asint. (bilateral)
ARGO 186,000 564,000 -, 754 451
ARG 24arg0 213,000 591,000 -,075 ,940
ARG 24 198,500 576,500 -,440 ,660
arg48ARG 24 175,000 311,000 -1,030 ,303
ARG48 155,000 291,000 -1,533 %
ARG72 191,500 569,500 -,616 ,538

En cuanto a la actividad ARG no hay diferencias significativas entre los pacientes que
marcamos sin inflamacién y los que marcamos con inflamacion, pero si podemos decir
que hay descenso en la significatividad hasta llegar a una significacion de 0,125 en la

ARG que tienen los pacientes a las 48 horas de la operacion.

Sabemos que los niveles de actividad ARG empiezan a bajar a las 48 horas y en los
pacientes que sufren inflamacién esta actividad ARG se mantiene elevada, podemos
asumir aunque no sea significativo que se mantiene la actividad ARG elevada en los
pacientes con “indicador de inflamacion” con respecto a los pacientes “sin indicador de

inflamacion” (tabla n°35).

También vemos que la significacién muestral entre los pacientes sin inflamacion y los
pacientes con inflamacion, en la variable que mide la diferencia entre la ARG a las 72
horas y la ARG a las 48, es de 0,072 que si bien no es menor que nuestro nivel de
significacion habitual, es lo suficientemente baja como para que nos llame la atencion,
es decir, en la variable que mide el incremento / decremento de la actividad ARG en

estos dos momentos hay diferencias importantes pero no significativas (figura n® 69).

Como se observa en el siguiente grafico:
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Figura 69. Diagrama de cajas de la ARG segiin la variable “inflamacién” en los 4 momentos
temporales.

8.9.2. Indice de inflamacion con PCR.

Pasamos a analizar el comportamiento de la PCR segun la clasificacion de pacientes sin

inflamacion y pacientes con inflamacion.

T
Sin inflamacion

inflamacién

Con inflamacién

Tabla 36. Prueba de Prueba de U de Mann-Whitney.

. arginasa0

. arginasa24
|:| arginasa48
. arginasa72

W de Significacion
U de Mann-Whitney Wilcoxon Z asintotica (bilateral)
PCRO 208,000 344,000 -,201 ,841
PCR48 190,000 326,000 -,653 ,514
PCR72 203,000 339,000 -,327 744

Encontramos que los pacientes con inflamacion tienen niveles de PCR superiores a los

pacientes sin inflamacion a las 24 horas (tabla n°36) y ademas esta diferencia es
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significativa. El nivel medio, asumiendo la mediana como el mejor estimador de la
media de PCR en el preoperatorio de los pacientes con inflamacién fue de 0,22 y en los
pacientes sin inflamacién fue de 0,194; con lo cual podemos concluir que los enfermos
con niveles de PCR en el preoperatorio mas elevada son mas propensos a sufrir SIRS o
inflamacion (indicador de inflamacion en nuestro trabajo). Los niveles de PCR se
tienden a igualar en ambos grupos a las 48 y a las 72 horas como se observa en el
gréafico (figura n°70), lo que nos hace sospechar que los pacientes sin inflamacion a las

24 horas pueden haberse complicado a las 48 horas.

M rcro

30— B Pcr24a
[] pcras
W rcr72

25—

20—

15—

10—

T T
Sin inflamacién Con inflamacién

inflamacion

Figu ra 70. Diagrama de cajas de la PCR segiin la variable “inflamacién” en los 4 momentos

temporales.

8.10. Analizar relacién del indice de inmunidad con CD3¢ y con la presencia de
SIRS.

8.10.1. Relacidn del CD3zeta con el indice de inmunidad

En el punto 8.6.1 se observo que existia una relacion inversa no lineal significativa entre
ARG y L — Arg, en el punto 8.6.2 comprobamos que existia una relaciéon lineal
significativa entre la actividad ARG y el CD3( dando lugar a 2 grupos bien
diferenciados; también se comprobé en el punto 8.6.4 que existia una relacion inversa
no lineal significativa ente ARG Yy linfocitos. Segun el comportamiento que lleva a cabo
nuestro organismo cuando se realiza una intervencion de estas caracteristicas lo primero
que se empieza a consumir es L — Arg lo que provoca consumo de CD3C que a su vez

provoca variacion en la cantidad de linfocitos. En primer lugar analizamos como es la
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situacion del CD3( con respecto de la L — Arg a las 24 horas de la intervencion, en este
caso sélo disponemos de los datos de L — Arg de 11 pacientes. Lo que comprobamos es
si hay diferencias significativas en el consumo de CD3( entre aquellos pacientes de los
que conocemos los niveles de L — Arg y de los que no conocemos estas medida.
Realizamos una prueba no paramétrica ya que los niveles de CD3( en cada momento

temporal no seguian una distribucion normal. Realizamos la prueba de Mann —

Whitney.
Tabla 37. Rangos medios del CD3( segun ciudad.

Rango Suma de
ciudad N promedio rangos
CD3¢24 1 29 18,34 532,00
2 11 26,18 288,00
Total 40

En la tabla n°37 observamos que los rangos medios de los pacientes marcados como 1
alcanzan nieves mas bajos de CD3( que los pacientes marcados como 2, ademas esta
diferencia es significativa ya que realizamos un contraste unilateral y la significacion
que obtenemos es de ,029 con un valor del estadistico de U de Mann-Whitney de 97. La
significacion que obtenemos es menor de ,05 luego podemos decir que los niveles de
CD3( alcanzados por los pacientes marcados como 1 es menor que los niveles de CD3(
alcanzado por los pacientes marcados como 2 a las 24 horas de la intervencion.

Presentamos mediante un grafico de dispersion (figura n°71), cual es el comportamiento

de la L - Arg en el preoperatorio y a las 24 horas de la intervencion.
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argininaO
Figura 71. Diagrama de dispersion de la L — Arg preoperatorio y la ARG 24.
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Como se puede observar, la mayoria de los pacientes muestran valores de L - Arg a las
24 horas de la operacion inferiores a los valores que tenian en el preoperatorio, salvo en
dos pacientes que presentan niveles de L - Arg a las 24 horas de la intervencion mayores
que en el preoperatorio. Podemos decir que en nuestra muestra, los niveles de L - Arg a
las 24 horas de la intervencion bajan con respecto al preoperatorio (figura n® 71).

Uno de los principales responsables del comportamiento del nivel de linfocitos, que en
nuestro estudio es el indice de inmunidad, es el comportamiento del CD3C. Por este
motivo se va analizar la relacion existente entre estas dos variables. Para poder analizar
esta relacion presentamos el diagrama de dispersién de las variables CD3C vy linfocitos,
ambas a las 24 horas de la intervencion. Se observa que en la mayoria de los pacientes
los niveles de CD3( son bajos al igual que los niveles de linfocitos salvo en aquellos
individuos que presentan una etiqueta con un numero que tienen niveles de ambas
variables no esperados (figura n° 72).

Al excluir del analisis los datos con la etiqueta, obtenemos una recta de regresion que
aparece sobreimpresionada en el diagrama. La recta es la siguiente:

linfocitos 24 = 0,054 + 0,072 * cd3¢&

0,30007]

0,2500

0,20007

itos24
Q

0,1500 CE' .

linfoc

0,1000—

0,0000—

T T T T T
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000
cd3zeta24

Figura 72. Grafico de dispersion del CD3¢ con linfocitos a las 24 horas con modelo

lineal.
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Esta recta presenta en el andlisis de regresion coeficientes significativos, es decir,
distintos de 0. Y la significacion en la tabla del anova de la regresién también es menor
de ,05 con lo que podemos afirmar que hay evidencias estadisticas para la existencia de
la recta (figura n°72). (A mayor consumo de CD3¢ menor cantidad de linfocitos en el
organismo). La correlacion entre las dos variables, excluyendo los casos etiquetados es
de ,403 con significacion menor de ,05. El valor de la R? es del 16,3% valor que es bajo,
pero al obtener valores significativos la recta puede considerarse apropiada. Podemos
decir que si bien el nivel de CD3( desciende de modo importante a las 24 horas de la
intervencion, al igual que los linfocitos, este nivel de linfocitos a las 24 horas de la
intervencion dependera del nivel de CD3( que haya en el organismo a las 24 horas de la
intervencion. Esto es, si se mantienen niveles altos a las 24 horas de CD3C, se
mantendran niveles altos de linfocitos a las 24 horas. Se entiende la expresion de

“niveles altos” de modo apropiado al contexto y la situacion.

8.10.2. Relacion del indice de inmunidad con la presencia de SIRS

Queremos saber ahora de que manera afectaria al paciente la supresion inmune en la
aparicion de SIRS. Para ello en primer lugar presentamos el grafico de dispersion de los

linfocitos en el preoperatorio y a las 24 horas de la intervencion.

SIRS

O Ausencia de SIRS
O Presencia de SIRS
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0,25007]
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Figura 73. Gréfico de dispersion de linfocitos en el preoperatorio y a las 24 horas con

modelos lineales.
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En el gréfico se observan tres grupos, los pacientes representados con un rombo, los
pacientes representados con un cuadrado y los pacientes representados con un circulo,
ademas el color azul representa “Ausencia de SIRS y el color verde significa
“Presencia de SIRS”. Los pacientes que vienen representados por un rombo poseen a las
24 horas de la intervencion niveles de linfocitos muy elevados con respecto al resto y
por ser sélo tres no construiremos su correspondiente modelo (figura n°73).

El modelo 1 que explica a los pacientes representados con un cuadrado presenta
coeficientes significativos al igual que la regresion de la tabla del ANOVA. El valor de
la R? es igual a 84,5%. De igual manera, el modelo que explica el comportamiento de
los pacientes representados con un circulo presenta coeficientes y regresion
significativos. El valor de la R? es igual a 38,3%. Lo que comprobamos a continuacion
es si la ausencia o presencia de SIRS depende del modelo en el que esta el paciente,
para ello, realizamos una tabla de contingencia donde se cruzaran las variables SIRS y

la nueva variable “modelo linfocitos” (tabla n°38).

Tabla 38. Tabla de contingencia de SIRS variable “modelo de linfocitos”.

SIRS
Ausencia | Presencia de
de SIRS SIRS Total
Modelo Modelo 0 11 18 29
linfocitos Modelo 1 8 3 11
Total 19 21 40

El estadistico Chi — Cuadrado que obtenemos es 3,872 con una significacién muestral
de ,049 con lo que aceptamos la hipotesis de dependencia, esto es, el hecho que un
paciente pertenezca o sea explicado por el modelo 0 podria implicar que éste sufriera
SIRS con mayor probabilidad, y si un paciente pertenece al modelo 1 implicaria que no

sufriria SIRS con mayor probabilidad.

8.11. Detallar la relacion existente entre ARG y variables relacionadas con la
estancia en el hospital (complicaciones postoperatorias hasta el 7° dia,
estancia en UCI y estancia hospitalaria total).

En este punto nos interesa saber de qué manera ha afectado el aumento de la actividad

ARG de los pacientes en la aparicion de complicaciones, asi como en la estancia en UCI

y por lo tanto su estancia total en el hospital.
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8.11.1. Ver relacion de la actividad ARG con las complicaciones postoperatorias
hasta el 7° dia.

La siguiente relacion que analizamos es la actividad ARG con las complicaciones

postoperatorias, es decir, queremos comprobar si dado este aumento de ARG que se

tiene a las 24 horas de la intervencion hay un aumento de las complicaciones

postoperatorias. Se presenta el siguiente diagrama de cajas (figura n°74), con el que

podemos observar el comportamiento de la ARG con respecto al hecho de que se den

complicaciones o no.
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Figura 74. Diagrama de cajas de ARG con variable “hay complicaciones”.

Como comentario podemos decir que en aquellos individuos que se dan
complicaciones, “1”, las cajas son mayores a las 24 y a las 48 horas de la intervencion
pero se reduce de un modo dréastico a las 72 horas, (figura n® 74) curiosamente ocurre
que en aquellos individuos que no se dan complicaciones los niveles de ARG aumentan
a las 72 horas, es decir, podemos considerar que hay un repunte de la actividad ARG
transcurridas 48 horas de la intervencion y este hecho en los pacientes con
complicaciones no se da ya que al haber complicaciones el control es mas exhaustivo.
Comprobamos ahora si hay diferencias significativas en los niveles de actividad ARG

en cada momento temporal entre los pacientes que sufrieron complicaciones y los que
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no. Para ello realizamos un contraste no paramétrico (Prueba de Mann — Whitney)
siendo la variable de separacion “hay complicaciones”.

La tabla de rangos medios (tabla n°39), ya expone lo comentado en el diagrama de
cajas, que los pacientes que sufren alguna complicacion tienen la actividad ARG mas
elevada a las 24 y 48 horas de la intervencion pero ocurre que los pacientes que no
presentaran complicaciones tienen actividad ARG maés elevada en el preoperatorio que
los pacientes que presentardn complicaciones lo mismo ocurre si nos fijamos en la

actividad ARG evaluada a las 72 horas.

Tabla 39. Rangos medios de ARG segtn la variable “Hay complicaciones”.

Rango Suma de

Hay complicaciones N promedio rangos

ARGO 0 18 23,61 425,00
1 25 20,84 521,00
Total 43

ARG 24 0 18 17,69 318,50
1 25 25,10 627,50
Total 43

ARG48 0 18 18,17 327,00
1 25 24,76 619,00
Total 43

ARG72 0 18 22,44 404,00
1 25 21,68 542,00
Total 43

Al realizar el contraste (tabla n°40) cabe destacar que no se observan diferencias
significativas entre los pacientes que presentan complicaciones y los que no presentan
complicaciones en el preoperatorio y a las 72 horas de la intervencién. Pero que si hay
diferencias significativas en la actividad ARG a las 24 y 48 horas de la intervencion
entre los pacientes que presentan complicaciones y los pacientes que no presentan

complicaciones.

Tabla 40. Prueba U de Mann-Whitney.

ARGO ARG 24 ARG48 ARG72
U de Mann-Whitney 196,000 147,500 156,000 217,000
W de Wilcoxon 521,000 318,500 327,000 542,000
z -, 714 -1,908 -1,699 -,197
Sig. asintét. (unilateral) 2375 ,028 ,0445 422
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8.11.2. Ver relacién de la actividad ARG con estancia hospitalaria: estancia en
UCI. Estancia hospitalaria total.

8.11.2.1. Actividad ARG con Estancia en UCI

Presentamos primero el descriptivo de las variables tiempo.

Tabla n° 41. Descriptivo de las variables tiempo.

Tiempo en UCI Tiempo hospitalizado
Media (Error tipico de la media) 3,53 (,439) 10,66 (,690)
Mediana 3,00 9,00
Asimetria 3,517 1,257
Curtosis 15,152 ,695

La media de dias que pasan los pacientes en la unidad de UCI son 3,53 con una mediana

de 3 dias. La forma de la distribucién de los dias es asimétrica a la derecha y

leptocurtica ya que ambos estadisticos, coeficiente de asimetria y curtosis, son mayores
gue 0 respectivamente (tabla n°41).

Como el 46,5 % de la muestra han pasado dos dias en UCI, (figura n°75 - tabla n°42)

vamos a comprobar si los niveles de ARG del preoperatorio provocan una mayor
estancia en UCI (mas de 2 dias).
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Figura 75. Diagrama de barras de tiempo en UCI.
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Tabla 42. Frecuencia tiempo en UCI.

Frecuencia %
2dias 20 46,5
3 13 30,2
4 2 4,7
5 2 4,7
6 1 2,3
7 3 7,0
10 1 2,3
18 1 2,3
Total 43 100,0
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Realizaremos una prueba no paramétrica para comprobar si hay diferencias
significativas entre los individuos que estan 2 dias en la UCI o mas de dos dias. Se
realiza la Prueba de Mann — Whitney obteniéndose los siguientes resultados

(tabla n° 43).

Tabla 43. Rangos medios de ARG preoperatorio segiin tiempo en UCI.

N | Rango promedio | Suma de rangos
ARGO0 2 diasen UCI 20 22,05 441,00
Més de 2 dias en UCI | 23 21,96 505,00

Total 43

En la tabla de los rangos tenemos que hay 20 individuos que pasan 2 dias en UCI y 23
pacientes que pasan mas de 2 dias en UCI, el rango medio es de 22,05 y 21,96
respectivamente (tabla n°43). El contraste arroja un valor del estadistico de 229 con
significacion bilateral de ,981 luego hay evidencias estadisticas para poder decir que no
hay diferencias significativas entre los pacientes que estuvieron 2 dias en UCI y los que

estuvieron mas de dias en UCI.

Este mismo andlisis lo hacemos para los mismos individuos pero con la medida de la
actividad ARG a las 24 horas de la intervencién. En la tabla de los rangos (tabla n°44)
se puede observar que el rango medio de los pacientes que estan 2 dias en UCI después
de la intervencién es 17,58 y del otro grupo de pacientes es de 25,85, la diferencia de

rangos es mayor que en el analisis anterior.

Tabla 44. Rangos medios de ARG 24 segun tiempo en UCI.

Mas de 2 dias N | Rango promedio | Suma de rangos

ARG 24 2 dias en UCI 20 17,58 351,50
Mas de dos dias en UCI | 23 25.85 594,50
Total 43

Al realizar el contraste encontramos que hay diferencias significativas entre ambos
grupos, ya que obtenemos una significacién muestral de 0,031 menor que 0,05 con lo
que tenemos evidencias estadisticas para poder decir que el tiempo en UCI depende de
la cantidad de actividad ARG a las 24 horas de la intervencion.

Comprobamos si la estancia en UCI puede deberse al aumento de la actividad ARG a
las 48 horas de la intervencidn, es decir, si el paciente estara 3 dias en UCI 0 més de tres

dias.
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Tabla 45. Rangos medios de ARG 48 segun tiempo en UCI.

Mas de 3 dias N [ Rango promedio | Suma de rangos

ARG48 | 3 dias en UCI 13 9,69 126,00
Mas de 3 dias en UCI | 10 15,00 150,00
Total 23

En la tabla de los rangos se puede observar que el rango medio de los pacientes que
estan 3 dias en UCI después de la intervencion es 9,69 y del otro grupo de pacientes es
de 15 (tabla n%45).

Atendiendo a la significacion muestral asintotica (,063) hay evidencias estadisticas para
poder decir que no hay diferencias significativas en la actividad ARG entre los
individuos que estan 3 dias en la UCI y aquellos que estan mas de 3 dias. Sin embargo
si realizasemos un contraste unilateral y utilizasemos la significacion muestral exacta,
tendriamos que si hay diferencias entre estos dos grupos de pacientes, el valor del

estadistico es 35.

También se comprueba si la estancia en UCI puede deberse al aumento de la actividad
ARG a las 72 horas de la intervencion, es decir, si el paciente estard 4 dias en UCI o
mas de 4 dia (tabla n°46). Observando los rangos medios podemos decir que no hay

diferencias significativas entre estos dos grupos de pacientes.

Tabla 46. Rangos medios de ARG 72 segun tiempo en UCI.

Mas de 4 dias N | Rango promedio | Suma de rangos

ARG72 4 diasen UCI 2 5,50 11,00
Mas de 4 diasen UCI | 8 5,50 44,00
Total 10

Como conclusion podemos decir que el aumento de actividad ARG a las 24 horas de la
intervencion provoca que el paciente tenga que estar por lo menos dos dias en UCI. Y si

estos niveles de actividad ARG contintan el paciente sigue en la unidad de la UCI.

8.11.2.2.Actividad ARG con Estancia hospitalaria total.

Queremos comprobar a continuacion si existe relacion entre los niveles de ARG vy la
cantidad de tiempo que el paciente va a pasar hospitalizado, como esta variable incluye

a la variable tiempo en UCI, esperamos obtener resultados similares a los anteriores.
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Observamos la tabla anterior de descriptivos (tabla n°41). La media de dias es de 10,66
y tenemos una mediana de 9. Igual que la variable tiempo en UCI, la forma es
asimétrica a la derecha y leptocurtica.

Tabla 47. Frecuencia tiempo hospitalizacién.

tiempohosp Dias | Frecuencia %

7dias 3 10,3

8 9 31,0
— 9 5 17,2

o 10 1 3,4
12 4 13,8

9 6 13 2 6,9
— 14 1 34
= 16 1 34
18 1 3,4

. 19 1 34
H 20 1 34
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Figura 76. Diagrama de barras en Tiempo hospitalizacién.

Obviamente un mayor tiempo en UCI provoca una mayor hospitalizacion, vamos a ver

graficamente este hecho.
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Figura 77. Diagrama de barras en Tiempo hospitalizacion.
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Como puede observarse tenemos dos grupos de puntos bien diferenciados, aquellos que
pasan hasta 4 dias en UCI y hasta 10 dias hospitalizados (cuadrados rojos) y el resto
(aspas azules y tridngulos) (figura n°77). Vamos a ver la correlacion que existe entre

estas dos variables.

Tabla 48. Correlacidn lineal entre tiempo en UCI y tiempo de hospitalizacion.

Tiempo hospitalizado

Tiempo en UCI | Correlacion de Pearson ,561(**)
Sig. (bilateral) ,002

N 29

Hay una correlacion de 0,561 con lo que la relacién entre las variables es directa y con
un nivel de significacion muestral de 0,002 que es menor que 0,01 luego hay evidencias
estadisticas para poder decir que el aumento de estancia en UCI puede suponer mayor
tiempo hospitalizado (tabla n°48).

Lo mas frecuente para un paciente es estar hasta 3 dias en UCI y hasta 9 dias
hospitalizados, si se supera esta cantidad de dias es posible que las complicaciones
hayan aumentado. Comprobamos si estas complicaciones son debidas a los niveles de la
actividad ARG, para ello analizamos si hay diferencias entre los pacientes que cumplen

nuestro criterio y los otros pacientes en la variable ARG72.

Tabla 49. Rangos medios de ARG 72 segln variable “Mas tiempo hospitalizados”.

Mas tiempo Rango Suma de
hospitalizados N promedio rangos
ARG72 3dias UCly
hasta 9 dias en 16 14,69 235,00
hospital

Mas de 3 dias
en UCI o més
de 9 dias en
hospital

Total 29

13 15,38 200,00

Como puede verse la diferencia de los rangos medios es pequefia y no hay diferencias
significativas entre los dos grupos de pacientes (tabla n°49).

Como conclusion podemos decir que el nivel de actividad ARG determinara el tiempo
en UCI y que existe correlacion directa entre la estancia en UCI y el tiempo de
hospitalizacidn, pero que una vez que el enfermo termina en la UCI, la mayor o menor

estancia en el hospital no depende de niveles elevados de actividad ARG.
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9. DISCUSION.

La disponibilidad de L - Arg es un factor importante para la evolucién de la respuesta
inmune y para el desarrollo y proliferacion de algunos tumores. Las células T pierden la
expresion de la cadena CD3( en ausencia de L - Arg y pueden mantenerse en un estado
no proliferativo sin que se inicie un proceso de muerte celular programado. Por el
contrario, existen tumores auxotrofos a la L - Arg que mueren por apoptosis al ser
tratados con enzimas que catabolizan este aminodcido. La ausencia de L - Arg aumenta
la actividad del proteasoma, el cual degrada la cadena CD3¢ del TCR/CD3. *** La L —
Arg es un aminoacido no esencial involucrado en varios sistemas  biolégicos  que
incluyen al sistema inmune. *** Estudios in vitro e in vivo demuestran que la ausencia
de L - Arg (por aumento de ARG 1 por la inflamacidn) no so6lo bloquea la proliferacion
de células T, sino que también induce cambios moleculares que incluyen la disminucion
de la expresion de la cadena CD3( del TCR y la produccion de ciertas citoquinas como
IFN-y, IL-5 e IL-10. *° La regulacién negativa de la cadena CD3(, como unica
consecuencia molecular relacionada directamente con la ausencia de L - Arg, no explica
la incapacidad de las células T para proliferar después de la estimulacion con PHA+IL-2
en ausencia de L - Arg. Los datos publicados hasta el momento en cuanto al efecto de L
- Arg sobre la proliferacion de las células T humanas, se han limitado a describir la
disminucion de la expresion de la cadena CD3( del TCR y la parada del ciclo celular en
GO/G1 por la disminucion de la expresién de la ciclina 3 y CDk 4. %" ***° Sin embargo,
no se han explicado los mecanismos que permiten a las células T permanecer hasta 5
dias en cultivo en ausencia de L - Arg sin que se observe un aumento significativo de la

muerte celular. Los resultados del trabajo de Résula **

indican que la ausencia de L -
Arg induce autofagia como mecanismo de supervivencia en las células T, manteniendo
un estado no proliferativo que puede revertirse restableciendo los niveles de L - Arg;
demuestran que la degradacion de la cadena CD3( en las células T por la ausencia de L
- Arg se debe a la activacion de la via proteasomal (complejo proteinico que fagocita la
cadena CD3(); es decir al internalizarse la cadena CD3( puede ser dirigida al RE para el
ensamblaje del complejo TCR/CD3, pero debido a los cambios producidos en la
homeostasis del RE por la ausencia de L - Arg y al blogueo de la sintesis general de
proteinas por la fosforilacion de elF2a se supone que el complejo TCR/CD3 no puede

formarse y en consecuencia la cadena CD3( es rapidamente degradada por la via

proteasomal. La enzima ARG supone el dltimo paso en la transformacion del ion
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amonio en urea en el proceso conocido como Ciclo de la Urea. Si bien ésta es su
principal funcion en el hepatocito, en los ultimos afios se han descrito otras funciones
para la misma tales como: 1. Su participacion en la formacion de ciertos procesos
tumorales por medio de las poliaminas generadas a partir de la ornitina producida en la
misma reaccion. 2. Implicacion en procesos granulomatosos. 3. Papel en la respuesta
inmune al participar de la relacion de los niveles de L - Arg (control de la sintesis de
NO).

La ARG 1 cataboliza L - Arg a L - ornitina y urea, siendo su principal funcion eliminar
nitrogeno formado durante el ciclo de la urea, disminuyendo los niveles de L - Arg
disponibles. Los neutréfilos humanos expresan grandes cantidades de ARG 1, lo que

podria ser perjudicial para algunas células tumorales auxétrofas para L - Arg *3

(lineas
tumorales con deficiencia en la expresion de la enzima ASS son auxotrofas para L -
Arg, y la ausencia de este aminoacido puede inducir una parada en el ciclo celular y la

posterior muerte celular por apoptosis).

El traumatismo y la cirugia estan asociados con un descenso de la produccién de NO y
de los metabolitos del NO, un aumento de la actividad y expresion de ARG 1 48 482 483
en las células del sistema inmune y un estado de inmunosupresion caracterizado por un

perfil de células Th2 %

asociado a disfuncion celular inmune; ademas disminuye la L -
Arg, disminuye la citrulina y aumenta la ornitina. La funcién principal de la ARG 2 es
la homeostasis de L - Arg. Nuestro objetivo es valorar el aumento de la actividad ARG
después de cirugia cardiaca, su relacion con L — Arg, CD3C, leucocitos, PCR,
linfocitos, su implicacion en el sistema inmune asi como en la aparicién de SIRS y otras
complicaciones postoperatorias. Para ello todos los datos obtenidos los sometimos a
analisis estadistico exhaustivo, valorando significatividad para poder compararlos con
los datos encontrados en la literatura; es la primera vez que se relaciona ARG con PCR
y leucocitos, integrados como “indice de inflamacién” y también es la primera vez que
se relacionan ARG e “indice de inmunidad”; también es la primera vez en la que se
puede intuir el aumento de IRA como complicacidn postoperatoria a partir de cifras de

ARG elevadas a las 48 horas de la cirugia.

En un estudio animal reciente la maxima actividad ARG se observo a partir de 2-4 horas
después de la cirugia (26,6 + 1,9 M mg ornitina / min). La actividad ARG comenzé a

disminuir a las 8 horas después de la cirugia pero se mantuvo elevada durante 12 a 24

258



DISCUSION

horas; se observo una disminucion progresiva de los niveles plasmaticos de L - Arg
durante las primeras 8 horas después de la cirugia probablemente como resultado de la
liberacion de ARG en la circulacion. Esta disminucién es proporcional a la gravedad de
la lesion.®™® Los datos sugieren que la liberacion de ARG después de la cirugia no
viene desde el higado; el traumatismo y la cirugia activan los neutrdfilos circulantes,
que expresan ARG y muestran signos de degranulacion. Los datos presentados plantean
la posibilidad de que la ARG circulante se produce como resultado de la activacion de
los neutréfilos que la liberarian. Sin embargo, estos datos no descartan la posibilidad de
liberacion de ARG de otras fuentes tales como el endotelio vascular. El aumento de
actividad ARG es proporcional a la gravedad de la lesién. Como se estudio en ratones,
los autores aprobaron la hipotesis de que existe un aumento similar de actividad ARG

en la circulacion en los seres humanos.

| 482

-Para Tsueli et a el aumento de ARG 1 se hace evidente a las 6 horas de la cirugia'y

puede contribuir a la disfuncion inmune postoperatoria al afectar el uso de L - Arg y la

I 482 el

disponibilidad y metabolismo del NO en el sistema inmune. Segn Tsuei et a
traumatismo quirdrgico induce la expresion y actividad ARG en el sistema inmune
humano. La actividad ARG en MNC aumento a las 6 horas de la cirugia. En plasma los
metabolitos del NO disminuyeron significativamente después de la operacion. El
aumento de expresion de ARG en MNC puede contribuir a la disfuncion inmune
postoperatoria al disminuir la L - Arg y la disponibilidad y el metabolismo de NO en el
sistema inmune. En plasma la IL-10 puede jugar un papel en la regulaciéon de la

actividad de la ARG en MNC. %2

-Para Ochoa et al ** este aumento de la actividad ARG 1 aparece de forma temprana en
la primeras 12 horas después de la cirugia y persiste a lo largo de su estancia en la UCI;
los niveles de ornitina disminuyeron en la fase temprana después de la lesion, pero se

recuperaron hacia el 3° dia del postoperatorio.

En el traumatismo y cirugia la ARG 1, més que la NOS, parece ser la ruta dominante
para el metabolismo de L - Arg en las células del sistema inmune. La ARG puede
regular la produccién de NO compitiendo con la NOS por la L - Arg. El estado inmune
que induce la expresion de la iINOS esta asociado con competencia celular inmune e

inflamacion, se trata de un perfil de citoquinas Th1.’
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-Segln Palomero et al, “®® durante las reacciones inflamatorias se degranulan los PMN,
que contienen ARG Yy la liberan, aumentando principalmente durante las primeras 24-48
horas, que agota L - Arg extracelular, lo que suprime la traduccion de iNOS; esta
privacion de L - Arg induce una supresion profunda de diversas funciones de la célula
T, no altera la apoptosis o muerte celular, altera la activacion de la célula T, disminuye
la liberacion de INF-y por parte de la célula T humana. Las células T suprimidas
permanecen viables, disminuyen la cadena CD3( lo que compromete la sefializacion de
la célula T de forma eficiente. ?° Se observé una disminucion progresiva de los niveles
plasmaticos de L - Arg durante las primeras 8 horas después del traumatismo quirargico

en un modelo animal.®*®

Se muestra una fuerte correlacidn negativa entre ARG plasmatica y la actividad L - Arg.
Estos datos son compatibles con la hipotesis de que la ARG circulante es
biolégicamente activa y responsable de la disminucion de la L - Arg. ° El aumento de
la actividad ARG se correlacion6 con la severidad de la cirugia, con los niveles
elevados de forma temprana de lactato, que se sabe que son predictores independientes
de prondstico y con el aumento de los niveles circulantes de 1L-10. *° El aumento de la
actividad ARG se asoci6 con un aumento en la duracion de la estancia hospitalaria; **
el aumento de la actividad ARG en las MNC puede ser un marcador de gravedad de
enfermedad o predictor de resultado. **° La expresion de CD3({ disminuido en las
células T en estos pacientes podria ser debido a la mayor produccién de ARG 1, 24
horas después de la cirugia. Estos hallazgos podrian ser la base del estado de
inmunosupresion que ocurre después de la cirugia y podrian desempefiar un papel
importante en el escape del tumor y en la aparicion de metéstasis a largo plazo después

de la cirugfa.

Ichihara *"® demostré que el estrés quirdrgico induce un descenso de la expresion de
CD3( en las células T, mediado por H,O, derivado de monocitos aunque no esté

asociado este cambio con descensos de L - Arg.

Los resultados demuestran que los niveles de CD3( en las células T periféricas fueron
mas bajos en el segundo y tercer dia del postoperatorio en comparacion con el periodo

preoperatorio y se recuperaron el séptimo dia del postoperatorio.

Las condiciones inflamatorias-sépticas producen una disminucion significativa de las

concentraciones de L - Arg para la NOS3, debido a un aumento inducido por los
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patégenos de ARG 1 e iNOS en macréfagos. 222 La disminucion de L - Arg mediada
por ARG 1 y la disminucion de la NOS3 inducida por endotoxinas, afecta a la
biodisponibilidad de NO en la microvasculatura, % *®* *®® |o que resulta en disfuncién

endotelial.>®" 8

-Seglin Kawahito et al *** el aumento del nimero de neutréfilos circulantes, el aumento
de la agregabilidad de los neutrdfilos, la produccion de superdxidos y liberacion de
elastasas ocurre a las 12-24 horas de la cirugia, *** con la funcién oxidativa de los
neutréfilos afectada a las 48 horas de la cirugfa. ** Esto sugiere una respuesta bifasica
con una citotoxicidad tisular temprana seguida de una disfuncion de los neutrofilos

tardia.

La concentracion total de linfocitos cae durante la CEC, un efecto reflejado en todas las
subespecies, incluyendo los linfocitos B, células NK, células T helper y linfocitos T
supresores. Este descenso permanece alreedor de 3-7 dias después de la cirugia.'?’ El
descenso en el numero se combina con una afectacion de la fagocitosis de las células
blancas y una inhibicién de la habilidad de los monocitos para presentar el antigeno y
sintetizar IL-1, y resulta en una debilidad de la respuesta celular immune y un aumento

en la susceptibilidad de los pacientes a adquirir infecciones postbypass.*?®

Las alteraciones de la concentracion de PCR pueden detectarse tras 6-8 horas, mientras
el valor maximo se alcanza pasadas 24 a 48 horas. El seguimiento postoperatorio de los
niveles de PCR permite comprobar si el paciente se recupera normalmente (los niveles
disminuyen hasta ser normales) o si sufre complicaciones inesperadas (los niveles
permanecen altos). Una concentracion sérica elevada de PCR significa un prondstico
grave que suele indicar la presencia de una infeccion fuera de control; la PCR responde

rapidamente a los cambios en la actividad de la enfermedad.>*?

La CEC produce trombopenia y aumento del tiempo de hemorragia que se normalizara

dentro de 4-12 horas.*?

La cirugia cardiaca utilizando CEC a menudo induce un SIRS. El concepto de
MIDCAB elimina la derivacién cardiopulmonar. Se evalu6 el curso perioperatorio de la
PCT para comparar la respuesta inflamatoria debido a estos dos procedimientos
quirurgicos diferentes. El aumento en la concentracion de PCT fue mas pronunciado

después de CABG, lo que indica una respuesta inflamatoria reducida después de
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MIDCAB. La PCR se incremento después de ambos procedimientos. La PCT refleja la
respuesta inflamatoria después de la cirugia de derivacién coronaria con o sin CEC.%*
Se estudiaron las consecuencias bioldgicas del agotamiento de L - Arg planteando la
hipétesis de que el sistema inmune podria verse afectado debido a que la produccién de
NO por la NOS de las células mieloides y la funcion de las células T activadas
dependen de la disponibilidad de L - Arg. El trabajo de Pribis et al ®*°> muestra que una
causa importante de aumento de la morbilidad, mortalidad y costo asociado con un
traumatismo es el desarrollo de infecciones, por el descenso de linfocitos T debido a la
ausencia de L - Arg. Similar a lo que ocurre en un traumatismo, las complicaciones
infecciosas después de la cirugia electiva son proporcionales al grado de lesion
fisica. La comprensién de los mecanismos que conducen a una mayor susceptibilidad a
las infecciones después del traumatismo y / o cirugia es una estrategia valiosa que
deberia resultar en el desarrollo de terapias exitosas. La L - Arg es también el sustrato
para la produccion de NO por la NOS, una molécula biol6gica implicada en procesos
tan diversos como la vasodilatacion, y la muerte bacteriana. Ademas, la L - Arg
desempefia otras funciones, incluyendo el ser un aminoacido esencial durante la
activacion de los linfocitos T, y ser el sustrato para la produccién de poliaminas e
hidroxiprolina y por tanto participar en la reposicion de colageno y la cicatrizacion de
las heridas. Todas estas funciones pueden verse afectadas negativamente por la ausencia
o el agotamiento de L - Arg. °® Los niveles de L - Arg disminuyen sélo temporalmente
en el modelo de traumatismo quirdrgico. ®*° El estado de disfuncién inmune en
humanos después del traumatismo o cirugia existe, comprobado por un descenso de la
reactividad de los linfocitos T a los mitégenos, descenso de la produccion de interferon
e IL-2 asi como un aumento de la produccion de IL-4, IL-10 y TGF-B. Ademas, el
bloqueo farmacoldgico de ARG con nor-NOHA (inhibidor de ARG) puede atenuar el
aumento de la susceptibilidad a la infeccién. Se postula que la disminucién del nimero
de bacterias puede resultar de la restauracion de la produccion de NO o funcion de las
células T, debido a un aumento de la disponibilidad de L - Arg. Mas trabajos son
necesarios para determinar si nor-NOHA restaura la disponibilidad de L - Arg, la
produccién de NO, y la funcidon de las células T y si, al hacer ésto, podemos establecer
un papel definitivo de ARG como causa del aumento de la susceptibilidad a la infeccion
después de la cirugia. La utilizacion de dietas que contienen L - Arg puede ser un
mecanismo para superar el agotamiento de L - Arg después de la cirugia o traumatismo

y disminuir asi el nimero de infecciones, complicaciones y costes.
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En nuestro estudio observamos que la ARG sufre un fuerte aumento a las 24 horas de la
intervencion reduciéndose su cantidad en el organismo segun transcurre el tiempo
Ilegando casi a las condiciones del preoperatorio a las 72 horas de la intervencion; hay
evidencias estadisticas para poder afirmar que hay diferencias significativas entre las
medidas de ARG tomadas en los distintos momentos temporales y que la maxima
variacion se da a las 24 horas de la intervencion. Hemos comentado anteriormente que
al cabo de las 72 horas de la cirugia los pacientes vuelven a tener los niveles de ARG en
la misma medida que en el preoperatorio lo cual ocurre incluso en aquellos pacientes

que presentan niveles de ARG elevados en el preoperatorio.

En nuestro trabajo, muestralmente (graficamente) la maxima variacion de las variables
que aumentan, se da a las 24 horas de la intervencion, aunque en el caso de la PCR se
tiene que la maxima variacion se da a las 48 horas manteniéndose este nivel de PCR a

las 72 horas de la intervencion.

Si observamos el diagrama de cajas de la procalcitonina (figura n°27) se tiene la
méaxima variacion a las 24 horas pero vuelven a los niveles del preoperatorio a las 72
horas, situacion que no sucede en los leucocitos ni en la PCR que mantienen niveles
elevados a las 72 horas de la intervencidon. Al realizar una prueba no paramétrica con los
rangos medios vimos que salvo en la PCR que se obtiene la maxima variacion a las 48
horas de la intervencion en el resto de variables en las que aumentan sus valores, la
méaxima variacién se da a las 24 horas aunque se obtengan niveles maximos en otro
momento como en el caso de los leucocitos que la maxima variacion se da a las 24
horas pero el valor maximo se da a las 48 horas. Realizada la prueba de Friedman para
estas cuatro variables, hay evidencias estadisticas para poder decir que el aumento de las

medidas a las 24 horas de la intervencion es significativo en todas ellas.

Muestralmente se puede observar que hay maxima variacion en descenso en todas las
variables que disminuyen, a las 24 horas de la intervencion salvo en el lactato que tiene
un descenso mas paulatino y menos fuerte; obteniéndose la maxima variacion en
descenso a las 48h, dandose en este momento el valor minimo. El lactato (signo de
hipoperfusion) es la Gnica variable en discordancia ya que en la literatura el aumento de
ARG se acompafia de aumento de lactato y en nuestro estudio disminuye. Al realizar
una prueba no paramétrica con los rangos medios obtenemos que en la L - Arg,

linfocitos y plaquetas, la maxima variacion a las 24 horas aunque el minimo en las
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plaquetas se alcanza a las 48 horas. En el lactato y CD3( la maxima variacion se da a las

48 horas dandose el minimo a las 72 horas.

En estas variables, salvo en la L - Arg, ninguna vuelve a su estado inicial a las 72 horas

y es posible que esta vuelta a los valores del preoperatorio tarde un poco mas.

Los descensos méas importantes se dan en el CD3( y en los linfocitos, ademas en el
CD3( a las 48 horas de la intervencion sigue descendiendo su nivel. El nivel de
plaquetas, se mantiene una vez que se da la maxima variacion de éstas a las 24 horas de
la intervencion. Realizada la prueba de Friedman para estas cinco variables, hay
evidencias estadisticas para poder decir que el descenso de las medidas a las 24 o 48
horas de la intervencion es significativo en todas las variables salvo en la L — Arg en la

que el descenso no es significativo.

En nuestro trabajo quisimos observar cudl era el comportamiento del resto de variables
organicas con respecto a la actividad ARG y plantear un modelo matematico, para poder
explicar esta relacion. Podemos decir, que al aumentar el nivel de actividad ARG,
disminuye el nivel de L - Arg y ademas esta disminucion viene explicada por el modelo
inverso (tabla n°29). Al aumentar los niveles de actividad ARG, disminuyen los niveles
de CD3(C (figura n°51). La expresion disminuida de CD3( en ausencia de L - Arg no
estd causada por una disminuciéon de CD3{ m RNA, un aumento de la degradacion del
CD3( o apoptosis de la célula T (muerte celular desencadenada por sefiales celulares
controladas genéticamente), sino por un descenso de la sintesis del CD3( 25,366,371 B
acoplamiento del TCR, con el antigeno o anti CD3 resulta en un ciclo de internalizacion
y re-expresion del CD3{. Siguiendo a la internalizacion, el CD3( es degradado y
reemplazado por el nuevo CD3( sintetizado en la superficie celular. La disponibilidad
de L - Arg modula el ciclo de internalizacion y re-expresion de CD3( y causa disfuncion
de la célula T. Las células T estimuladas y cultivadas en presencia de L - Arg
experimentan el ciclo normal de internalizacion y re-expresion del CD3(; sin embargo
las células T estimuladas y cultivadas en ausencia de L - Arg presentan una baja
regulacion de CD3( impidiendo la expresion normal del complejo TCR/CDS3,
mostrando una proliferacion y produccion disminuida de IFN-y, IL-5 e IL-10 pero no de
la IL-2. La reposicién de L - Arg recupera la expresion del CD3(. **° Ademas, este
proceso parece ser selectivo para la cadena CD3({, porque no parece afectar a otras

proteinas del TCR ni a otros receptores de membrana como al receptor IL-2. La funcion
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reguladora también parece ser aminoacido especifico, porque el agotamiento de L -
glutamina no conduce a una disminucion de la cadena CD3C. Los resultados demuestran
que los niveles del CD3( en las células T periféricas fueron mas bajos en el segundo y
tercer dia del postoperatorio en comparacion con el periodo preoperatorio y se
recuperaron el séptimo dia del postoperatorio. La disminucion de la expresion de CD3(
se ve pronto, a las 2 h, seguido por una caida méas significativa después de 24 h de
inanicion de L - Arg. Las correlaciones realizadas entre los hallazgos clinicos,
resultados patoldgicos y expresion de la cadena € en las células inmunes sugieren que
los bajos (ausencia) niveles de la cadena CD3( es predictivo de mal pronéstico y
supervivencia en pacientes con cancer.”*! Hallazgos recientes en ratones portadores de
tumores y pacientes con cancer indican que el aumento del metabolismo de L - Arg por
las MDSCs, que producen ARG 1, inhiben las respuestas de los linfocitos T. *** Los
datos sugieren que el aumento de expresion de ARG 1 por las MDSCs, puede tener un
efecto local o sistémico de descenso de L - Arg resultando en un descenso de la
expresion de CD3(, disminuyendo la produccion de citoquinas como el INF-y, pero no
de la IL-2, inhibiendo la proliferacion de las células T activadas, permitiendo a los

tumores escapar a la respuesta inmune, 3% 371340541

Ademas de la disminucion de la expresion de la cadena CD3(, se han descrito otras
alteraciones en la respuesta inmune frente al tumor asociadas al metabolismo de L -
Arg, por lo que la expresion de la ARG vy el agotamiento de L - Arg se han convertido

en una via inmunosupresora potente. 3

Kawahito et al !

publicaron que el aumento de leucocitos se producia a las 12-24h de
la cirugia. La activacion de los neutréfilos es un componente integral de la respuesta
sistémica del huésped. Los neutréfilos son las células inflamatorias mas abundantes, y
su activacion es esencial para la defensa del huésped contra la infeccion bacteriana o
fangica, ademéas de estar principalmente involucrados en lesiones del huésped en

estados de inflamacion persistente.®’

El modelo que mejor ajusta los datos de la relacion ARG y leucocitos (al aumentar
ARG aumentan los leucocitos) es un modelo lineal con pendiente positiva (figura n°54).
Se observa que en el preoperatorio los niveles de linfocitos estaban altos y los de ARG
bajos pero a las 24 horas de la operacion se invierte esta situacion. Como se puede

observar, los pacientes sufren un fuerte descenso de los linfocitos con el aumento de
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ARG (figura n°56). De igual manera que anteriormente, hay evidencias estadisticas para
considerar que el modelo inverso es valido ya que la significacion muestral es menor
que 0,01. De nuevo vemos que el nivel de plaquetas desciende a la vez que el nivel de
actividad ARG aumenta (figura n°58), aunque también vimos un pequefio nimero de

pacientes en quienes aumentaban las plaquetas.

Podemos decir que para niveles bajos de ARG encontramos que el lactato aumenta
(figura n°59). Aunque los niveles de procalcitonina (PCT), experimentan el méximo
aumento a las 24 horas de la cirugia, el modelo matematico que mejor explica en
nuestra muestra su relacion con la ARG es el modelo lineal con pendiente positiva, es
decir para niveles altos de ARG tenemos niveles altos de PCT (figura n°62). Con
respecto a la PCR podemos decir que hasta niveles de ARG 24 horas de 4, la PCR
aumenta; con niveles de ARG 24 h de 4 a 8 la PCR disminuye y a partir de niveles de
ARG 24 horas de 8 la PCR vuelve a aumentar (figura n°64). Descartamos pues la
relacién lineal entre la ARG y la PCR, con lo que buscamos alguna relacion no lineal
entre estas variables. Se encontr6 que la relacién no lineal que mejor se ajusta a nuestros

datos es un modelo cubico.
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Figura 64. Gréfico de dispersion de la PCR con ARG

a las 24 horas con modelo cubico.

Estamos interesados en saber si el nivel de actividad ARG a las 24 horas de la

intervencion influye en el hecho que el paciente sufra SIRS o no; en la muestra se
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observa que el nivel de ARG en los pacientes que sufren SIRS es mas elevado en media,
pero observamos que esta diferencia no es significativa, es decir, no hay evidencias
estadisticas para poder afirmar que existen diferencias significativas en la actividad
ARG de las 24 horas entre los pacientes que sufren SIRS y los pacientes que no lo
sufren.

Numerosos estudios han evaluado el impacto de la CEC sobre la reaccion inflamatoria
observada tras cirugia cardiaca. Por lo tanto, el estado inflamatorio preoperatorio podria
ser considerado un factor de riesgo para la reaccion inflamatoria postoperatoria,
magnificando los efectos de los factores de estrés inflamatorios intraoperatorios de la
CEC, la isquemia, la endotoxemia, y el traumatismo quirdrgico. Se ha planteado la
hipétesis, pero aun no esta claramente demostrado, que el nivel de reaccion inflamatoria
postoperatoria puede influir en el desarrollo de complicaciones graves tales como
disfuncion miocérdica, IRA, IR, y disfuncidn neuroldgica, trastornos de la coagulacion,

y en Gltima instancia MODS.3%

Es la primera vez que se analiza el comportamiento de la actividad ARG después de la
cirugia cardiaca segun la puntuacion del EUROSCORE; es la primera vez que se
relacionan las variables que valoran la severidad de la cirugia cardiaca con el aumento
que hemos encontrado de la actividad ARG a las 24 horas de la intervencion. Las

variables que valoran la severidad de la cirugia cardiaca son:
. ASA

. NYHA

. EUROSCORE

La mayoria de los pacientes tienen una valoracion de 2 en NYHA y de 3 en ASA,
exactamente 27 pacientes. El estadistico de contraste (U de Mann — Whitney) es de 110
y su significacion muestral de ,024 luego podemos decir que hay evidencias estadisticas
para poder afirmar que existen diferencias significativas entre las medidas de
EUROSCORE con ASA 2 y ASA 3. Hay evidencias estadisticas para poder afirmar que
los individuos con ASA 3 tienen una puntuacion mas elevada en la variable
EUROSCORE que los individuos con ASA 2.
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Podemos decir que a mayor ASA y mayor NYHA se va a tener un mayor nivel de
EUROSCORE. Queremos ahora ver cual seria la relacion que tiene la variable actividad
ARG a las 24 horas de la intervencion con el EUROSCORE.

El modelo logaritmico que presentamos puede servir para estimar el comportamiento de

la actividad ARG después de la cirugia segun la puntuacién del EUROSCORE.
arginasa24 = 2,159 x In(EUROSCORE)

El coeficiente con valor 2,159 es significativo, ya que obtenemos una significacion
muestral de ,000 lo que significa que hay evidencias estadisticas para poder decir que el
coeficiente es distinto de 0. Ademas, con el ANOVA de la regresion se muestra que la
regresion es valida y hay evidencias estadisticas para poder afirmar que el modelo es
apropiado. Podemos concluir que el modelo logaritmico que presentamos puede servir
para estimar el comportamiento de la actividad ARG después de la cirugia seguin la
puntuacion del EUROSCORE, en cambio la variable ASA y NYHA no aportan
informacidn relevante con respecto a los niveles de actividad ARG a las 24 horas de la

intervencion.

Analizamos a continuacion de que manera incide el tiempo de clampaje y el tiempo de
CEC en el aumento de la actividad ARG. La media de CEC en minutos en nuestro
estudio fue de 116,95 con una mediana de 114 minutos; en el tiempo de clampaje la
media fue de 88,58 y la mediana de 88 minutos. Como puede observarse ocurre que a
mayor tiempo de clampaje hay mayor tiempo de CEC, ademas la correlacion entre
ambas variables es de 0,938 con significacion muestral de 0,000 con lo que tenemos
evidencias estadisticas para poder afirmar que hay una alta relacion directa entre ambas
variables, lo que era de esperar. Queremos saber a continuacion de que manera pueden
influir estas medidas de tiempo en el aumento de la actividad ARG a las 24 horas de la

intervencion.

No se encontr6 ningun valor de tiempo de CEC ni tiempo de clampaje que a partir de €l
se diese un aumento significativo de los niveles de actividad ARG a las 24 horas de la
intervencion. No existe una clara relacion lineal o no lineal entre estas dos variables.
Con lo que no tiene sentido dar ningin modelo que ayude a entender el comportamiento

de la actividad ARG segun esta variable.
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En nuestra muestra si hay diferencias entre los sujetos con mayor tiempo de clampaje y
mayor tiempo de CEC con la aparicion de SIRS, aunque estas diferencias no son

significativas.

La mayoria de los procesos que producen lesiones tisulares, tales como infecciones,
inflamaciones y neoplasias malignas, se asocian con una fuerte respuesta de fase aguda
de la PCR. La respuesta de la PCR frecuentemente precede a los sintomas clinicos,
incluyendo la fiebre. Al iniciarse la respuesta de fase aguda, la concentracion sérica de
PCR aumenta rapida y acentuadamente. Las alteraciones de su concentracion pueden
detectarse tras 6-8 horas, mientras el valor maximo se alcanza pasadas 24 a 48 horas.
¢Seria la PCR un marcador valido de inflamacion en el contexto de la cirugia
cardiaca?. Aunque se han descrito los mecanismos de accion especificos para cada
molécula inflamatoria, todos ellos estan involucrados en el mismo proceso inflamatorio.
De hecho, se ha demostrado una correlacion positiva y significativa entre la PCR y las
citoquinas proinflamatorias después de la cirugia cardiaca ®y en pacientes con angina
estable o inestable. ®® La evaluacién perioperatoria de otros marcadores inflamatorios
como interleucinas proinflamatorias 0 TNF-a en grandes series de pacientes quirrgicos
seria dificil, caro, y probablemente menos util para la evaluacion clinica de riesgo. La
PCR podria evaluar el estado inflamatorio antes y después de la cirugia cardiaca. La
capacidad de la PCR preoperatoria para predecir el resultado a corto plazo después de la
cirugfa cardiaca ya ha sido reconocida. Cappabianca et al **” mostraron que un nivel de
PCR preoperatoria de 0,5 mg / dL o mas fue un predictor independiente de infecciones
generales e infecciones de la herida esternal. Ademas, los pacientes con este nivel de
PCR experimentaron una mayor incidencia de sepsis, muerte causada por sepsis, y un

I, 224 mostraron en un estudio

tiempo prolongado de ventilacion mecanica. Boeken et a
de 100 pacientes que habian sido sometidos a cirugia coronaria y valvular que un nivel
de PCR preoperatoria superior a 0,5 mg / dl se asocié con una mayor incidencia de
complicaciones sépticas, necesidad de soporte inotrépico, y significativamente mayor
duracién de la ventilacion mecénica y la estancia en la unidad de cuidados intensivos.
En consecuencia, Fransen °® evidenci6 que la incidencia de infecciones postoperatorias
fue significativamente mayor en los pacientes con un aumento de los niveles de PCR
preoperatoria (17,8 +/- 3,9 mg / L) que en aquellos con niveles normales de PCR;

I 606

Fransen et a evidenciaron que la PCR superior a 0,8 mg / dl, junto con diabetes
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mellitus y el tiempo de CEC de mas de 112 minutos, fueron factores de riesgo

independientes de infecciones postoperatorias.

Una posible explicacion de la mayor tasa de complicaciones infecciosas postoperatorias
en pacientes con alto estado inflamatorio preoperatorio consiste en la observacién de
que el crecimiento de bacterias se incrementa en presencia de concentraciones elevadas

de mediadores proinflamatorios. °®

En su estudio de pacientes con sindrome de SDRA, Meduri et al ®*® demostraron que la
neumonia asociada a la ventilacion mecanica y la mortalidad consecuente se relacionaba

con la magnitud y la duracién de la respuesta inflamatoria del huésped.

La interpretacion de los valores preoperatorios de PCR elevados puede ser dificil, puede
ser debido a una infeccion oculta subyacente o a la extension y la gravedad de la
patologia cardiaca (por ejemplo, angina inestable, IAM reciente, ICC). El hallazgo
original del trabajo de Cappabianca es que los pacientes con un estado inflamatorio
activado antes de la cirugia cardiaca tenian un peor resultado a medio plazo. Las
evaluaciones de la PCR postoperatorias mostraron que después de un pico alcanzado en
el 2° dia del postoperatorio, la inflamacién tiende a disminuir en el 4° dia del
postoperatorio pero, por desgracia, no son capaces de proporcionar los datos que
describen el estado inflamatorio durante el seguimiento. Es posible que sus pacientes, a
pesar de la correccién quirargica de su enfermedad, continten teniendo un estado
inflamatorio altamente activado. La elevacion de las proteinas de fase aguda sensible,
PCR y amiloide A sérico en el momento del ingreso en el hospital predice un mal
resultado en los pacientes con angina inestable y puede reflejar un importante

componente inflamatorio en la patogénesis de esta enfermedad.

En nuestro estudio el madximo aumento de la PCR se da a las 48 horas de la intervencion
manteniéndose este nivel de PCR elevado a las 72 horas de la misma. Quisimos ver si
niveles altos de PCR en el preoperatorio, indicaban que habria aparicion de
complicaciones postoperatorias. Hay 19 pacientes que presentan un nivel de PCRO
menor de 0,14mg/dl. Este nimero es practicamente la mitad de la muestra con la que
estamos trabajando. Y solo 8 individuos tienen niveles de PCRO igual o mayor a 0,5
mg/dl, nivel que la literatura plantea como punto critico a la hora de aparicién de
complicaciones en el postoperatorio. Realizamos un contraste no paramétrico (Prueba

de Mann — Whitney), ya que nuestros datos no siguen una distribucion normal. En otras
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palabras, queremos saber si la aparicion de complicaciones depende de niveles de PCR
preoperatorio elevados. Hay evidencias estadisticas para afirmar que el nivel de PCRO
en el preoperatorio no es determinante para que se dé la complicacion postoperatoria.
Dado un nivel de PCR preoperatorio elevado o niveles de PCR preoperatorio bajos no
supone que se den o0 no complicaciones postoperatorias. Como la bibliografia expone
que a partir del nivel 0,5 mg/dl de PCR preoperatoria aparecen complicaciones,
buscamos en nuestra muestra a partir de qué nivel se daran las complicaciones

postoperatorias.

Como conclusion podemos decir que en nuestra muestra, s6lo los pacientes que
presentan 2 complicaciones tuvieron niveles de PCR preoperatorio superiores al resto de

pacientes, pero no existen diferencias significativas entre estos grupos de pacientes.

Revisamos a continuacion los niveles de PCR en el preoperatorio de los pacientes que
sufrieron SIRS y de los pacientes que no sufrieron SIRS. Los rangos medios (tabla
n°28) de los pacientes que sufrieron SIRS es mas elevado que los de los pacientes que
no sufrieron SIRS, aunque como vemos a partir del estadistico esta diferencia no es
significativa; por lo que podemos afirmar que en nuestra muestra los pacientes que
sufrieron SIRS si presentaban niveles de PCR preoperatorio méas elevados que los

individuos que no sufrieron SIRS, aunque estadisticamente no es significativo.

Dados unos niveles de ARG elevados vamos a encontrarnos con niveles de PCR a las
48 horas mas elevados que los encontrados a las 24 horas. Estamos interesados en saber
si el nivel de actividad ARG a las 24 horas de la intervencion influye en el hecho que el
paciente sufra SIRS o0 no; en la muestra se observa que el nivel de ARG en los pacientes
que sufren SIRS es mas elevado en media, pero observamos que esta diferencia no es
significativa, es decir, no hay evidencias estadisticas para poder afirmar que existen
diferencias significativas en la actividad ARG de las 24 horas entre los pacientes que

sufren SIRS y los pacientes que no lo sufren.

Los valores de ambas variables, ARG y PCR, a las 24 horas aumentan aunque no de
modo lineal, el modelo que mejor se ajusta al aumento de estas dos variables es un

modelo cubico.

Se sugirid inicialmente ser un biomarcador, la PCR ahora parece ser un mediador de la

aterogénesis, ®° capaz de regular al alza al factor nuclear-kappa B, un factor nuclear
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clave que facilita la transcripcién de numerosos genes proateroscleréticos.*® La PCR
activa las células endoteliales y aumenta la actividad y expresion del PAI-1 en las

células endoteliales humanas.®!*

Cabe sefalar que los grandes estudios retrospectivos han demostrado que el tratamiento
preoperatorio con estatinas esta asociado con una disminucion de la morbilidad y la
mortalidad después de las operaciones cardiacas. ®* Los efectos del tratamiento con
estatinas en el estado protrombdtico después de la cirugia cardiaca podrian ser
prometedores.

Una fuerte inflamacion sistémica perioperatoria contribuye a la depresion inmune de
larga duracion. Los estudios indican que la lesion quirdrgica, el traumatismo y pérdida
de sangre producen una marcada supresion de la inmunidad mediada por células y una
mayor susceptibilidad a la infeccion de la herida quirdrgica y sepsis. Por lo tanto, tiene
sentido tratar de prevenir esa extensa depresién inmune mediante el bloqueo de la
inflamacion sistémica. Angele y Faist ** informaron en un ensayo piloto que el G-CSF,
en los pacientes quirdrgicos, estimula la liberacion de monocitos inalterados.®* Los
efetos inmunoprotectores del G-CSF pudieran ser debidos ademéas de la capacidad
antimicrobiana avanzada de los neutréfilos G-CSF-activados, a la capacidad anti-
inflamatoria de G-CSF. **

En nuestro estudio hay un aumento maximo de ARG a las 24h, coincidiendo con un
aumento maximo de leucocitos y de procalcitonina a las 24 horas, de PCR a las 48h; en
los leucocitos ocurre similar situacion que en la PCR, seran mejor pronosticados (es
decir se ajustan mejor a nuestro modelo) los pacientes con leucocitos por debajo de
12000, en la PCR eran pacientes entre 5y 10. Valores por debajo o por encima son méas
dificiles de poder pronosticar. Los pacientes con niveles de ARG de hasta 2,5 en general
tendran valores de PCR entre 5 y 14 segun nuestro modelo, si por cualquier
circunstancia estos niveles fuesen superados el enfermo necesitaria una atenciéon mayor.
También encontramos que enfermos con niveles de ARG entre 2,5 y 6, sus niveles de
PCR estan elevados. Los pacientes que presentan mayores valores de leucocitos son
peor pronosticados. En cuanto a las plaquetas tenemos dos grupos, pacientes por encima
de 140000 plaquetas y pacientes por debajo de este valor. Son peor pronosticados

aquellos pacientes que se les disparan las plaquetas.
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Mediante el Analisis de Conglomerados, un método de clasificacion estadistica de
variables cuantitativas, clasificamos las variables ARG, linfocitos, leucocitos, PCR,

plaquetas y CD3( para el momento temporal “24 horas”.

El método de conglomeracion que usamos es la vinculacion inter-grupos y la medida es
el coeficente de correlacién de Pearson. Diremos que dos variables 0 mas estan muy
préximas cuando su coeficiente de correlacion sea elevado. Clasificamos en 3 grupos o
conglomerados. La mayor correlacion se tiene entre las variables plaquetas y CD3C, es
de sospechar que estas dos variables formaran parte del mismo conglomerado, también
se correlacionan de modo positivo con la ARG. Transcurridas 24 horas de la operacion
observamos que la ARG, las plaquetas y el CD3{ se agrupan en el mismo
conglomerado. En otro conglomerado estan los leucocitos y la PCR. Y formando un
conglomerado los linfocitos que formaran el indice de inmunidad (figura n°67). Que en
este momento los leucocitos y la PCR estén en el mismo conglomerado es apropiado
pués ambos son variables que pueden valorar la inflamacion de los pacientes y podemos
analizar si los pacientes sufren SIRS o0 no. Se observa que son los pacientes que tienen
leucocitos fuera del intervalo [4000, 12000] y PCR por encima de 10 los que son mas

propensos a sufrir SIRS y por lo tanto tendran mas predisposicion a la inflamacion.

Revisamos el comportamiento de la actividad ARG en nuestros pacientes con respecto a
nuestro “indice de inflamacién”. En cuanto a la actividad ARG no hay diferencias
significativas entre los pacientes que marcamos “sin inflamacién” y los que marcamos
“con inflamacion”, pero si podemos decir que hay descenso en la significatividad hasta
llegar a una significacion de 0,125 en la ARG que tienen los pacientes a las 48 horas de
la operacion. Sabemos que los niveles de actividad ARG empiezan a bajar a las 48 horas
y en los pacientes que sufren inflamacion esta actividad ARG se mantiene elevada,
podemos asumir aunque no sea significativo que se mantiene la actividad ARG elevada
en los pacientes con “indicador de inflamacién” con respecto a los pacientes “sin
indicador de inflamacién”. También vemos que la significacion muestral entre los
pacientes sin inflamacion y los pacientes con inflamacion, en la variable que mide la
diferencia entre la ARG a las 72 horas y la ARG a las 48, es de 0,072 que si bien no es
menor que nuestro nivel de significacion habitual, es lo suficientemente baja como para
que nos llame la atencion, es decir, en la variable que mide el incremento / decremento
de la actividad ARG en estos dos momentos hay diferencias importantes pero no
significativas.
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Analizamos el comportamiento de la PCR segln la clasificacion de pacientes sin
inflamacion y pacientes con inflamacion. Encontramos que los pacientes con
inflamacion tienen niveles de PCR superiores a los pacientes sin inflamacion a las 24
horas y ademas esta diferencia es significativa. Podemos concluir que los enfermos con
niveles de PCR en el preoperatorio mas elevados son méas propensos a sufrir SIRS o
inflamacién (indicador de inflamacion en nuestro trabajo). Los niveles de PCR se
tienden a igualar en ambos grupos a las 48 y a las 72 horas como se observa en el
gréfico (figura n°70) lo que nos hace sospechar que los pacientes sin inflamacion a las

24 horas pueden haberse complicado a las 48 horas.

La asociacion de la ARG con el sistema inmune fue descubierta hace méas de 30 afios
cuando Kung y colaboradores demostraron que el agotamiento de L - Arg por la ARG
de los macréfagos provocaba deficiencias en la produccion de anticuerpos en linfocitos
murinos. 3 3¢ E| déficit de L - Arg induce disfuncién de las células T y podria
modular las propiedades de las células NK que participan en la defensa del huésped
contra las infecciones y tumores. El destino metabdlico de la L - Arg en el sistema
inmune esta determinado por el estado de activacion de las células T y el patron de
expresion de las citoquinas en el proceso inflamatorio. Por ejemplo, la L - Arg mediante
su catabolismo puede intervenir en el SIRS a través de dos mecanismos basicos: (i) la

produccién de NO en los macréfagos por la ruta inducible; 1% 2 40

(i) y la utilizacién
de L - Arg por parte de las células T para su activacion y proliferacion.**® El papel de la
ARG de los macrofagos en la inflamacion también se demuestra claramente por el
hecho de que la ARG murina es inducible por macromoléculas derivadas de patdgenos
tales como LPS o lipoproteinas.*® Se plante6 la hipétesis de que la enzima causalmente
podria estar implicada en la patogénesis de enfermedades debido a la supresién de la
citotoxicidad mediada por NO, a través del consumo de L - Arg, aumento de la sintesis
de colageno y fibrosis a través de la generacién de prolina y aumento de la proliferacién
celular a través de la generacién de poliaminas. Kung y colaboradores observaron que
en cultivos de leucocitos murinos, la adicién de macrofagos peritoneales que sobre-
expresan ARG, suprimia la generacion de linfocitos citotoxicos, posiblemente por el
agotamiento de L - Arg en el medio de cultivo.®® En las células del sistema inmune la
expresion de ARG 1 juega un papel importante en la regulacién de infecciones, por
ejemplo en macrofagos la ARG 1 participa en la regulacion de las infecciones por

esquistosoma y leishmania.*®* **° En los neutréfilos humanos la ARG 1 se almacena en
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granulos intracelulares.*® La ARG 1 en los neutréfilos parece intervenir en un
mecanismo antimicrobiano novedoso, independiente de oxigeno. Cuando los grénulos
azurofilos se fusionan con los fagosomas, ARG 1 agota la L - Arg disponible,

impidiendo la duplicacion de microorganismos como Candida albicans.

Las alteraciones del sistema inmune del huesped siguiendo a la cirugia se cree que es
responsable del mayor riesgo de infeccion. La respuesta inmune del huesped a la lesion
tisular generalizada se piensa que sigue una respuesta bimodal, con el SIRS, seguido por
el CARS. Lesiones fisicas relacionadas con traumatismo y cirugia aumentan la
expresion de linfocitos Th2 que causan trastornos en la inmunidad mediada por células
(CMI). La disminucidn de la expresion y la sefializacion de la IL-12 y el aumento de
expresion de las Treg parecen desempefiar un papel central en la mediacion de esta
depresion inmune. Ademas, las citoquinas Th2 aumentan la expresion de la ARG 1 en
MDSCs que causan un estado de déficit de L - Arg, que deteriora la funcién de los
linfocitos. Dietas inmunomoduladores que contienen suplementos de L - Arg y acidos
grasos o - 3 se han demostrado para restablecer el equilibrio Thl / Th2 después de un

8 Los

traumatismo quirdrgico y para reducir el riesgo de complicaciones infecciosas.>*
linfocitos Th1 producen IFN-y, una citoquina esencial en la respuesta inmune mediada
por células. Las células Th2 producen selectivamente IL-4 e IL-5 que participan en el
desarrollo de la inmunidad humoral y tienen un papel prominente en la

hipersensibilidad de tipo inmediato.

Los macréfagos estimulados por la via alterna, con la IL-4 mas IL-13 inducen un
aumento de la expresion de ARG 1, pero no de ARG 2 o iNOS, disminucion de los
niveles extracelulares de L - Arg y una rapida disminucion de la expresion de CD3( en
las células Jurkat. En contraste, los macrdfagos estimulados con INF-y, por la via
clasica, aumentan la expresion de la iINOS y aumentan la produccion de NO,

disminuyendo la expresion de ARG 1 sin alterar la expresion de CD3¢.3"™

La ARG 1 disminuye L - Arg, la ausencia de L - Arg afecta la re-expresion de la cadena
CD3( por el blogueo de su sintesis. La ARG 1 disminuye L - Arg, disminuye la
expresion de CD3( y altera la proliferacion de las células T. ¥ 43 4245 | 3 haja
expresion de la cadena CD3( no puede explicar por si séla la disminucion de la

proliferacion de los linfocitos T.
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-El traumatismo y cirugia estan asociados con un descenso de la produccion de NO y de

458, 482, 483
1

los metabolitos del NO, un aumento de la actividad y expresion de ARG en

las células del sistema inmune y un estado de inmunosupresion caracterizado por un

perfil de células Th2 %

asociado a disfuncion celular inmune; ademas disminuye la L -
Arg, disminuye la citrulina y aumenta la ornitina. Este aumento de la actividad ARG 1
aparece de forma temprana en las primeras 12 horas después de la cirugia y persiste a lo
largo de su estancia en la UCI; los niveles de ornitina disminuyeron en la fase temprana
después de la lesién, pero se recuperaron hacia el 3° dia del postoperatorio. **° La
expresion CD3( disminuida en las células T en estos pacientes podria ser debido a la
mayor produccion de ARG 1 24 horas después de la cirugia. Estos hallazgos podrian ser
la base del estado de inmunosupresion que ocurre después de la cirugia y podrian
desempefiar un papel importante en el escape del tumor y en la aparicion de metastasis a

largo plazo después de la cirugia. **

En condiciones de inflamacién-sepsis hay aumento de la actividad ARG 1, » * 162 389

un descenso significativo de las concentraciones de L - Arg para la NOS3 y un
aumento de la NOS2 (iNOS) en los macréfagos, aumentando por ello el NO. ¥° 4> | 3
microcirculacion, presenta varios cambios funcionales y estructurales caracteristicos en
respuesta a la sepsis. Estos incluyen la disfuncién vasomotora (alteracion de la
dilatacion y constriccion de los vasos), la adherencia y la migracién transendotelial de
leucocitos, disfuncion de la barrera endotelial (aumento de la permeabilidad vascular),
proliferacion de vasos sanguineos (angiogénesis), y aumento de la formacion de

trombos.

En el punto 8.6.1 se observo que existia una relacion inversa no lineal significativa entre
ARG y L — Arg, en el punto 8.6.2 comprobamos que existia una relacién inversa lineal
significativa entre la actividad ARG y el CD3(. También se comprobo en el punto 8.6.4
que existia una relacién inversa no lineal significativa ente ARG y linfocitos. Toda la
literatura revisada coincide afirmando que cuando se realiza una intervencion quirdrgica
de estas caracteristicas se produce un aumento de ARG, y lo primero que empieza a
consumir es L — Arg lo que provoca descenso de CD3( que a su vez provoca variacion
en la cantidad de linfocitos. La mayoria de los pacientes muestran valores de L -Arg a
las 24 horas de la operacion inferiores a los valores que se tenian en el preoperatorio.
Uno de los principales responsables del comportamiento del nivel de linfocitos, que en

nuestro estudio es el indice de inmunidad, es el comportamiento del CD3C. Por este
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motivo se va a analizar la relacién existente entre estas dos variables. Obtenemos una

recta de regresion que es la siguiente:

linfocitos 24 = 0,054 + 0,072 * cd3¢

Esta recta presenta en el andlisis de regresion coeficientes significativos, es decir,
distintos de 0. Y la significacion en la tabla del anova de la regresion también es menor
de ,05 con lo que podemos afirmar que hay evidencias estadisticas para la existencia de
la recta (a mayor consumo de CD3({ menor cantidad de linfocitos en el organismo).
Podemos decir que si bien el nivel de CD3(¢ desciende de modo importante a las 24
horas de la intervencion, al igual que los linfocitos, este nivel de linfocitos a las 24
horas de la intervencion dependera del nivel de CD3( que haya en el organismo a las 24
horas de la intervencion. También queremos saber de que manera afectaria al paciente la

supresion inmune en la aparicion de SIRS.

SIRS

O Ausencia de SIRS
O Presencia de SIRS

0,30007]

0,25007]

0,20007]

% Modelo 1: y=0,316 * x + 0,031
O

itos24
&

0,15007]

linfoc

0,10007]

0,05007]

Modelo 0: y=0,105 * x + 0,032

0,00007]

! ! ! ! !
0,1000 0,2000 0,3000 0,4000 0,5000

linfocitos0

Figura 73. Gréfico de dispersion de linfocitos en el preoperatorio y a las 24 horas con

modelos lineales.

Lo que comprobamos es si la ausencia o presencia de SIRS depende del modelo en el
que esté el paciente, para ello, realizamos una tabla de contingencia donde se cruzaran

las variables SIRS y la nueva variable “modelo linfocitos”. El estadistico Chi —
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Cuadrado que obtenemos es 3,872 con una significacion muestral de ,049 con lo que
aceptamos la hipétesis de dependencia, esto es, el hecho que un paciente pertenezca o
sea explicado por el modelo O podria implicar que éste sufriera SIRS con mayor
probabilidad, y si un paciente pertenece al modelo 1 implicaria que no sufriria SIRS con
mayor probabilidad.

La siguiente relacion que analizamos es la actividad ARG con las complicaciones
postoperatorias, es decir, queremos comprobar si dado este aumento de ARG que se
tiene a las 24 horas de la intervencion hay un aumento de las complicaciones
postoperatorias y el resultado es que si hay diferencias significativas en la actividad
ARG a las 24 y 48 horas de la intervencion entre los pacientes que presentan

complicaciones y los pacientes que no presentan complicaciones.

Nosotros como complicaciones recogimos 2 casos de muerte, 2 paradas
cardiorespiratorias, 1 caso de pericarditis, 5 pacientes con F.A, 2 casos de sepsis, 6
pacientes con IRA, 6 pacientes con IR, 7 coagulopatias y un paciente con IAM. Ademas

24 pacientes cumplen criterios de SIRS.

Analizamos en nuestra muestra la relacion entre IRA como complicacién
postpoperatoria y PCR postoperatoria; podriamos anticipar la probabilidad de IRA
teniendo unos valores de PCR de 15-20 mg/dl, que corresponden con los valores de
PCR a las 72h del postoperatorio. En nuestro estudio niveles de ARG de 48 horas
asociado a un prolongado tiempo de CEC se asocia con alta probabilidad de sufrir IRA
en el postoperatorio. En concreto y por primera vez también estudiamos la relacién
entre ARG en pacientes que habian sufrido IRA como complicacion. Lo que estamos
interesados en ver es si hay diferencias significativas entre la ARG en cada momento
temporal segun la variable de agrupacion, es decir, si la actividad ARG es mayor o igual
en los pacientes que no sufren IRA que los pacientes que sufren IRA o si por el
contrario la actividad ARG de los pacientes que no sufren IRA es menor que los

pacientes que sufren IRA.

En el Gnico momento temporal donde se encuentran diferencias significativas es en la
medida de la actividad ARG a las 48 horas, esto es, la actividad ARG a las 48 horas es

mayor en los pacientes que sufren IRA que en los pacientes que no sufren IRA.

La media de dias que pasan los pacientes en la unidad UCI son 3,53 con una mediana de

3 dias. Como el 46,5 % de la muestra han pasado dos dias en U.C.I, vamos a comprobar
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si los niveles de ARG del preoperatorio provocan una mayor estancia en UCI (mas de 2
dias). Hay 20 individuos que pasan 2 dias en UCI y 23 pacientes que pasan mas de 2
dias en UCI. El contraste arroja un valor del estadistico de 229 con significacion
bilateral de ,981 luego hay evidencias estadisticas para poder decir que no hay
diferencias significativas entre los pacientes que estuvieron 2 dias en UCI y los que

estuvieron mas de dias en UCI.

Este mismo analisis lo hacemos para los mismos individuos pero con la medida de la
actividad ARG a las 24 horas de la intervencion. Tenemos evidencias estadisticas para
poder decir que el tiempo en UCI depende de la cantidad de actividad ARG a las 24
horas de la intervencion. Comprobamos si la estancia en UCI puede deberse al aumento
de la actividad ARG a las 48 horas de la intervencion, es decir, si el paciente estara 3
dias en UCI 0 més de tres dias. Si realizasemos un contraste unilateral y utilizdsemos la
significacion muestral exacta, tendriamos que si hay diferencias entre estos dos grupos
de pacientes. También se comprueba si la estancia en UCI puede deberse al aumento de
la actividad ARG a las 72 horas de la intervencidn, es decir, si el paciente estard 4 dias
en UCI o mas de 4 dias. Podemos decir que no hay diferencias significativas entre estos
dos grupos de pacientes. Como conclusion podemos decir que el aumento de actividad
ARG a las 24 horas de la intervencion provoca que el paciente tenga que estar por lo
menos dos dias en UCI. Y si estos niveles de actividad ARG contintan el paciente
seguird en la unidad UCIl.Comprobamos a continuacién si existe relacién entre los
niveles de ARG y la cantidad de tiempo que el paciente va a pasar hospitalizado; como
esta variable incluye a la variable tiempo en UCI, esperamos obtener resultados

similares a los anteriores. La media de dias es de 10,46 y tenemos una mediana de 9.

Como puede observarse tenemos dos grupos bien diferenciados, aquellos que pasan
hasta 4 dias en UCI y hasta 10 dias hospitalizados y el resto. Hay evidencias estadisticas
para poder decir que el aumento de la estancia en UCI puede suponer mayor tiempo de
hospitalizacidn. Lo mas frecuente para un paciente es estar hasta 3 dias en UCI y hasta 9
dias hospitalizado. Comprobamos si estas complicaciones son debidas a los niveles de
la actividad ARG; como conclusion podemos decir que el nivel de actividad ARG
determinaré el tiempo en UCI y que existe correlacion directa entre la estancia en UCl y
el tiempo de hospitalizacién, pero que una vez que el enfermo pasa a planta, la mayor o

menor estancia en el hospital no depende de niveles elevados de actividad ARG
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10.

CONCLUSIONES

CONCLUSIONES.

La cirugia cardiaca provoca una intensa reaccion inflamatoria con un aumento
significativo de ARG a las 24 horas. Hay evidencias estadisticas para afirmar
que hay un aumento significativo a las 24 horas de leucocitos, PCT y PCR y hay
un descenso significativo de CD3¢, linfocitos, plaquetas y lactato; la L - Arg

disminuye a las 24 horas pero no hay diferencia significativa.

. Valores altos de Euroscore (severidad de cirugia) explicaran valores altos de

ARG a las 24 horas.

Existe relacién directa entre el aumento de la ARG y tiempo de CEC pero esta
relacién es débil. Si hay diferencias entre el tiempo de clampaje y de CEC y
sufrir SIRS pero no son significativas.

No encontramos diferencias significativas entre la PCR en el preoperatorio y la
incidencia de complicaciones en el postoperatorio, aunque la PCR si era mayor;
tampoco encontramos diferencias significativas entre la PCR preoperatoria y el
desarrollo de SIRS.

El aumento de ARG a las 24 horas explica el comportamiento de L - Arg, CD3C,
leucocitos, linfocitos, plaquetas, lactato, P.C.T, P.C.R mediante distintos
modelos matematicos.

Se observa que el nivel de ARG en los pacientes que sufren SIRS es mas
elevado en media, pero observamos que esta diferencia no es significativa.

Se construye el “indice de inflamacion” y asumimos, aungue no sea
significativo, la actividad ARG elevada en los pacientes con “indicador de
inflamacion”. Si hay diferencias significativas entre PCR 24 horas e “indicador
de inflamacién”. Se construye el “indice de inmunidad”. El nivel de CD3¢
desciende de modo importante a las 24 horas de la intervencion; el nivel bajo de
linfocitos dependera del nivel de CD3¢ que haya en el organismo. La ausencia o
presencia de SIRS depende de forma significativa de la supresion inmune.

El aumento de ARG se asocia con la aparicion de complicaciones, mayor

estancia en UCI y por lo tanto mayor estancia hospitalaria total.
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ANEXO 1. Documento de consulta preanestésica

Mod. 23.230

Sacyl

HOSPITAL
UNIVERSITARIO
B SALAMANCA

Paseo de San Vicente, 58-182
37007 SALAMANCA

N.° Historia: Edad:
Apellidos:
Nombre:

Servicio:

SERVICIO DE ANESTESIOLOGIA Y TERAPEUTICA DEL DOLOR

DIAGNOSTICO:
INTERVENCION:
ANTECEDENTES:

Hébitos:
Alergias:

MEDICACION ULTIMOS 6 MESES:

EXPLORACION FiSICA Y CONSTANTES:

Red venosa:

ANALITICA Y PRUEBAS COMPLEMENTARIAS:

Hto: Gluc: €l
Hb: Urea: Na:
Plg: Creat: K:
Leu: Prot: Ca:
ECG:

Rx Térax:

Ofras:

CONSIDERACIONES PREANESTESICAS:

- Continuar con el tto. hasta la mafiana de la 1.

T A Peso:
Intubacién:
TP: pH: CO;H:
TCK: pO,: BE:
Fbr: pCO,: SaO,:
Q. inclusive.

- Tranxilium 5 mg. v. o. la vispera de la |. Q. por la noche.

A.S.A.: DECISION ANTE LA INTERVENCION:

Fecha: ANESTESIOLOGO
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ANEXO 2. Grafica anestésica intraoperatoria

N°SSS. )
N.° historia clinica L
Sacyl

Apellidos - Nombre |........

SANDAD B CASTILA T LCON

HOSPITAL i o
UNIVERSITARIO Domicilio
B SALAMANCA ) o
Paseo de San Vicente, 58-182 Ciudad - Provincia
37007 Salamanca
ANESTESIOLOGIA
FECHA ...........cceconsiecucnncnne.. EDAD DEL ENFERMO/A...........ccceeuevreerennecn. HABITACION CAMA
SERVICIO DE PROCEDENCIA CIRUJANO.
ESTADO FISICO: Peso Altura Superficie. Constitucién
Temperatura. Respiracion Tipo respiratorio. Pulso
Tensi6n arterial Boca Cuello. Nariz
Concienci Dolores. Voémitos. Ayuno
Locomotor. Respiratorio
Cardiovascular. Urinario.
Digestivo. Metabolismo
LABORATORIO: Hematies. Hemoglobina. Ureas.
Glucosa: Proteinas. Albuminuria
Grupo S ineo. Rh Tiempo coagulacién
Tiempo de hemorragia. y Tiempo de protrombina
DIAGNOSTICO INTERVENCION
=| Premedicacion Hora Efecto
S
=
2
=
OBSERVACIONES:
Anestésicos: Total drogas Total Fluidos
Estimados.
Perdidas Medidos....
TOTAL..
Repuestos { Sangre.
Suero..
Balance:
Sangre y sueros: Tipos Cantidad
Circuito AB.en T. S.A.B. S.C.C. Respiracion Hipot.® Cont. Analg. Regional
Mascarina Esponténea Arfonad. § Puncién
Guedel Asistid 5. { Altura i
Endotraqueal Endobronquial sistica Agen.t’e Posis
Tubo n.° Tubo n.° Control manual E Puncion
) . P B r Altura
Nasal B. Derecho Control mecanico Hipotermia Cont. & Agente Dosis
Oral B. Izquierdo 3
Topica lobar Yolwnen Regional Puncién
Frecuencia Superficial Altura .
—— { Noumo Breilt - Agente Dosis
g Faringeo feon Perfusion Local - Agente
Posicion Regién Fdo.:
Operacion
Diagnéstico postoperatorio El Anestesiélogo
Consignar al dorso toma de constantes DL amsnamisnninsnngg
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L R. pTA 1*h. 2*h. 3*h. 4*h. 5*h.

45 180

41°C| 40 150

40°C| 35 140

39°€C} 30 120

38°C| 25 100

37°C| 20 80

36°C| 15 60

35°C| 10 40
5 20
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ANEXO 3. Gréfica de constantes de reanimacién
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ANEXO 4. Abreviaturas utilizadas en el texto

AARE Elementos de respuesta de aminoacidos.

ACTH Hormona Adreno Corticotropa.

ACV Accidente Cerebro Vascular.

ADC Arginina Decarboxilasa.

ADI Arginina Deiminasa.

ADMA Dimetil Arginina Asimétrica.

ADP Adenosin Difosfato.

ADI-PEG Arginina Deiminasa Pegilado.

ADS Sindrome de Deficiencia de L-Arg.

AEEM Agencia Europea de Evaluacion del Medicamento.
AGAT L-Arginina Glicina Amidino Transferasa

AINEs Antiinflamatorios No Esteroideos.

AIT Accidente isquémico transitorio.

AIR Autofagia inducida por el receptor.

ALI Lesion pulmonar aguda.

AMC Autofagia mediada por chaperonas.

AMPc Adenosin Monofosfato ciclico.

AMPK Proteina Quinasa Activada por AMP.

APCs Células Presentadoras de Antigenos.

Apel Aminopeptidasa 1.

ARG Arginasa.

ARN Acido Ribonucléico.

ASL Argininosucinato liasa

ASS Arginosuccinato sintetasa

ATF4 Factor de transcripcion activador 4.

ATF-6 Factor de transcripcion activador 6.

3-MA 3-Metiladenina.

Atg Autofagia.

ATP Adenosin Trifosfato.

BIS Indice Biespectral.

BSA AlbUmina estdndar bovina.

CABG Cirugia de revascularizacién coronaria con bomba de CEC.
CARS Sindrome de respuesta antiinflamatoria compensada.
CAT2B Proteina Transportadora de Amino&cidos Cationicos 2B.
CD Cluster de Diferenciacion.

CDNA DNA complementario.

CD3¢ Cadena ¢ del CD3.
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CDK Quinasa Dependiente de Ciclina.

CDK4 Quinasa Dependiente de Ciclina 4.

CEC Circulacion Extracorporea

CHOP Factor de transcripcion.

CMI Inmunidad mediada por células.

CPB Bypass cardiopulmonar.

CRM Revascularizacion coronaria convencional.
COX-1 Ciclooxigenasa Constitutiva-1.

COX-2 Ciclooxigenasa Constitutiva-2.

CPS-1 Carbamil Fosfato Sintetasa — 1.

CQ Cloroquina.

DAG Diacilglicerol.

DDAH Dimetil-L-arginina-dimetil-amino-hidrolasa.
DDS Decontaminacion digestiva selective.
DFMO a - Difluor Metil Ornitina.

Deptor DEP-domain containing mTOR-interacting protein.
DMA Dimetil Arginina.

DMSO Dimetilsulfoxido.

DNA Acido Desoxirribonucleico.

dNTP Deoxinucleétido Trifosfato.

Dominio ITAM | Inmunoreceptor tyrosine-based activation motif.
ECG Electrocardiograma.

eNOS Oxido Nitrico Sintetasa endotelial.

elF2a Subunidad 1 Factor 2a de iniciacion eucariético.
EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica.
EPT-N Extracto de proteinas totales de neutrofilos.
ETCO, Fraccion espirada de CO,,

FA Fibrilacion auricular.

FC Frecuencia cardiaca.

FAD Dinucledtido Flavin Adenina..

FDA Food and Drug Administration.

FeO, Fraccion espirada de O,,

FEVI FE del VI.

FiO, Fraccion inspirada de O,

FMN Mononucleétido de Flavina.

FR Frecuencia respiratoria.

FT Factor Tisular.

Fvw Factor Von Willebrand.

GAP Proteina de activacion de la GTP asa.
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GC Gasto cardiaco.

GCN2 General control nonrepressed-2.

GCN4 General control nonrepressed-4.

GDP Guanosina Difosfato.

G-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos.
GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos monocitos.
GMPc Guanosil Monofosfato ciclico.

Gr-1 Célula Supresora Mieloide Inmadura.

GST Glutation-S-Transferasa.

Hct Hematocrito.

H,0, Peréxido de Hidrdgeno; agua oxigenada.

HCC Circuito de Circulacion extracorpérea recubierto de Heparina.
CHC Céncer Hepatocelular Humano.

HIS Grupo de Alto Estado Inflamatorio

HK Quinindgeno de alto peso molecular.

H,0, Perdxido de Hidrdgeno. Agua oxigenada.

HPA Sistema Hipotalamo Hipdfisis Adrenal.

HTA Hipertension Arterial

HUVEC Célula endotelial de vena umbilical humana
HVI Hipertrofia del Ventriculo Izquierdo.

1AM Infarto Agudo de Miocardio.

IC Indice Cardiaco.

ICAM 1 Molécula de adhesion intracelular 1.

ICAM 2 Molécula de adhesion intracelular 2.

IC50 Concentracion que inhibe el 50% de crecimiento.
IC 80 Concentracion que inhibe el 80% de crecimiento.
ICC Insuficiencia cardiaca congestiva.

IDO Indolamina Dioxigenasa.

I:E Relacion I:E.

IECA Inhibidor del Enzima Conversor de la Angiotensina.
IFN-y Interferon —y.

IGF-1 Factor de Crecimiento Insulina like.

Ig Inmunoglobulina.

IL Interleuquina.

IL-1ra Antagonista del receptor de IL-1.

IMC Indice de masa corporal.

iMC Células mieloides inmaduras.

IMD Dieta inmunomoduladora.

iNOS Oxido Nitrico Sintetasa inducible.
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IMPasa Inositol monofosfatasa.

IP Inmunoprecipitacion.

IPPasa Inositol polifosfato 1 fosfatasa.

IP3R Inositol 1, 4, 5-trifosfato receptor.

IRE1 Inositol que requiere la proteina 1.

IRA Insuficiencia Respiratoria Aguda.

IR Insuficiencia Renal.

I/IR Isquemia-Reperfusion.

ITAM Immunoreceptor tyrosine-based activation motif.
ITL Linfocitos infiltrantes del tumor.

kDa Kilodalton.

LDL Lipoproteinas de Baja Densidad.

LAMP Proteina de Membrana Asociada al Lisosoma

LLA Leucemia Linfatica Aguda

L-NAME L-N ®Nitro-L-Arginina Metil-Ester.

L-NIL Inhibidora de iNOS.

L-Norvalina Inhibidor de ARG.

LPS Lipopolisacarido.

LVmasa Masa del ventriculo izquierdo.

MAC Complejo de ataque de membrana.

MBL Activacion del complemento por la via de la Manosa unida a la Lectina.
MCH Complejo Mayor de Histocompatibilidad.

MECC Minicirculacion Extracorpdrea.

MDSCs Células Supresoras Mieloides Derivadas.

MIDCAB Derivacion mininamente invasiva directa de arteria coronaria.
MNC Células Mononucleares Periféricas.

MODS Sindrome de Disfuncion Orgénina Mdltiple.

MOFS Sindrome de Fallo Orgénico Mdltiple.

MSC Célula Supresora Mieloide.

mTOR Obijetivo de la Rapamicina en mamiferos.

mMTORC1 Objetivo de la Rapamicina en mamiferos complejo 1.
mTORC?2 Objetivo de la Rapamicina en mamiferos complejo 2.
MUF Ultrafiltracién Modificada.

NADP Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato.

Ni NOHA NI-N-Hidroxi-L-Arginina.

NK Célula Natural Killer.

nNOS Oxido Nitrico Sintetasa neural.

NO Oxido Nitrico.

NOHA NC-Hidroxi-L-Arginina.

366




ANEXOS

Nor- NOHA N-hidroxi -nor-L- L- Arginina.

NOS Oxido Nitrico Sintetasa.

OAT Ornitina Aminotransferasa.

oDC Ornitina Decarboxilasa.

ONCABG Cirugia de revascularizacién coronaria con bomba de CEC.
OPCABG Cirugia de revascularizacién coronaria sin bomba de CEC.
oTC Ornitina TransCarbamilasa.

OXLDL Lipoproteina de Baja Densidad Oxidada.
PAI Presion de Auricula Izquierda.

PAI-1 Inhibidor del Activador del Plasmindgeno-1.
PDF Productos de Degradacion de la Fibrina.
PEG-ADI Arginina Deiminasa Pegilado.

Pb Pares de bases.

PCR Proteina C Reactiva.

PCT Procalcitonina.

PKC Proteina Quinasa C.

Pmes Presion meseta de via aérea.

PMNs Polimorfos nucleares neutrofilos.

Ppk Presidn pico de via aérea.

PRMT Proteina Arginina Metil Transferasa.
PRMT 6 Proteina Arginina Metil Transferasa 6.
PTEN Supresor tumoral.

PTX Pentoxifilina.

PVC Presion Venosa Central.

PI3K Fosfatidil Inositol 3 Kinasa.

P59H" Proteina Tirosina Quinasa.

P,56'° Proteina Tirosina Quinasa.

rh ARG Arginasa humana recombinante.

rh ARG-PEG | Arginasa humana recombinante Pegilado.
rh ARG-PEG I | Arginasa humana recombinante Pegilado I.
RE Reticulo Endoplasmico.

RNA Acido Ribonucléico.

ROS Especies Reactivas de Oxigeno.

Rpm Revoluciones por minuto.

RVS Resistencias Vasculares Sistémicas.

RVP Resistencias Vasculares Pulmonares.

SAS Sistema Simpético adrenal.

SDRA Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo.
SDMA Dimetil Arginina Simétrica.
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SFB Suero fetal bovino.

SENPE Sociedad Europea de Nutricion Enteral y Parenteral.
SIRS Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.
SLAP Src-like adaptor protein.

STAT Transductor de sefial y activador de la transcripcion.
STAT3 Transductor de sefial y activador de la transcripcion 3.
SOD Enzima Superoxido Dismutasa.

TAD Tension arterial diastolica.

TAI Tension arterial invasiva.

TAM Tension arterial media.

TAS Tension arterial sistdlica.

TAN Neutréfilos asociados a tumores.

TCR Receptor de célula T.

TCR/CD3 Complejo Receptor de célula T.

TGF-p Factor de Crecimiento Transformante -p.

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral-a.

TCA Tiempo de Coagulacién Activado.

Thl Linfocitos T helper 1.

Th2 Linfocitos T helper 2.

TIL Linfocitos Infiltrantes del Tumor especificos de antigeno.
™ Domimio Transmembrana.

t-PA Activador tisular del Plasmindgeno.

TRALI Lesion Pulmonar Aguda Relacionada con la transfusion.
Treg Linfocitos T reguladores.

UF Ultrafiltracién Convencional.

VEGF Factor de Crecimiento Endotelial Vascular.

Vt VolGmen tidal.

ZAP70 Cadena Zeta asociada a la proteina kinasa de 70 kDa.
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ANEXO 7. Consentimientos informados

Mod.:53022830-1*h.

Ejemplar para la Historia Clinica

sacyl Apellidos:

COMVIPLEJO
ASISTENCIAL 5
UNIVERSITARIO Nombre:
B SALANANCA =
Paseo de San Vicente, 58-182 N° Historia Clinica ( —|

37007 Salamanca

AUTORIZACION DE ANESTESIA

D./Dia.:
Con D.N.I. n° encalidad de: | | Paciente
E Responsable legal
He sido informado por el Dr. D. de la necesidad de administrarme

anestesia apropiada a mi condicion. Igualmente se me ha explicado la naturaleza del procedimiento, los metodos
alternativos de tratamiento y los posibles riesgos o complicaciones relacionados con la técnica anestésica. He tenido
ocasion de examinar la hoja de informacion acerca de la técnica .

Por lo tanto, informadamente consiento y expresamente AUTORIZO al Servicio de Anestesiologia a aplicar la
técnica anestésica que crean mas adecuada a mi caso y consiento tambien a las medidas adicionales que puedan

resultar necesarias durante el acto anestésico y reanimacion postanestésica.

Salamanca a de de

Fdo.: El Paciente o Responsable legal Fdo.: Dr.:

(Firmar las dos copias)
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Informacion

ANEXOS

COMPLEJO HOSPITALARIO DE SALAMANCA
SERVICIO DE ANESTESIOLOGIA

SOBRE LA ANESTESIA

El Servicio de Anestesiologia, Reanimacién y Tratamiento del Dolor, en virtud de la Ley General
de Sanidad, solicitara su consentimiento para aplicarle anestesia general, local o sedacion durante los
procedimientos quirtrgicos, médicos o diagnosticos a los cuales va usted a ser sometido para recuperar
su salud. Es nuestra obligacién informarle de:

- Los fines de la anestesia son evitar el dolor y las reacciones del organismo como consecuencia
de la intervencién. Para ello un médico del Servicio de Anestesiologia administrara la anestesia
apropiada en su caso.

- Aparte de los riesgos inherentes a la intervencion quirtirgica o procedimiento diagnéstico
(dolor, infeccién, hemorragia, etc.) y de las posibles complicaciones derivadas de la operacién, la
Anestesia conlleva riesgos adicionales distintos a los de la intervencién.

- Estos riesgos dependen principalmente de su estado de salud previo a la intervencién y de las
enfermedades asociadas que padezca como : Hipertension arterial, enfermedades cardiacas, asma
bronquial, diabetes

- También pueden producirse otros riesgos adicionales, tales como lesiones de cuerdas vocales,
problemas respiratorios, arritmias cardiacas, dolor, lesiones de arterias y/o venas y dolor de cabeza.

- Asi mismo se le informa de la existencia de complicaciones que si bien existen en un niimero
minimo de casos, pueden poner en peligro la vida del paciente y que pueden presentarse
independientemente del buen hacer profesional de los miembros del Servicio de Anestesiologia como
son:

* Existencia de reacciones alérgicas a los medicamentos usados en el acto anestésico.

* Existencia de enfermedades ocultas en las que el acto anestésico puede desarrollar
complicaciones muy graves como son el caso de las porfirias, hipertermia maligna, cardiopatias,
diabetes, hipertiroidismo..... 0 agravamiento de enfermedades anteriores: hipertension arterial, infarto
de miocardio, asma bronquial....

* Posibilidad de aspiracion del vomito en la intervencion quirtrgica o en el postoperatorio
inmediato. Por ello es necesario que guarde un ayuno absoluto al menos 6 horas antes de la intervencion.
(La medicacion oral que pueda estar tomando el paciente, si es necesario no interrumpirla, se tomaréa
con el minimo de agua posible).

- Deber4, asi mismo, advertir al Anestesiélogo de la existencia de protesis dentales, dientes en
mal estado (méviles...) ya que pueden producirse dafios en la dentadura si es necesaria la intubacion
orotraqueal para la anestesia general.

En la mujer, si est4 embarazada, los anestésicos pueden causar alteraciones en el feto, por ello
si estd usted embarazada o existe alguna posibilidad de que lo esté, debera comunicarselo a su cirujano
o anestesidlogo.

Este informacién sera completada de forma verbal y personalizada al estado de salud general del
paciente. Consulte todas sus dudas.

Fdo.:

Sacyl
Paseo de San Vicente, 58-182 37007 SALAMANCA Tel.: 291100 Fax: 291211 pemmmm

Ejemplar para la Historia Clinica
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METODOLOGIA A UTILIZAR (APORTAR CONFORMIDAD/INFORMES/PROTOCOLOS GARANTIZANDO

BIOETICA/BIOSEGURIDAD SI EL TIPO DE EXPERIMENTACION LO REQUIERE) (MAXIMO 50 LINEAS):
METHODOLOGY TO BE USED (PROVIDE CONSENT FORMS/REPORTS/PROTOCOLS GUARANTEEING BIOETHICS/BIOSECURITY
IF REQUIERED BY THE TYPE OF EXPERIMENTATION] (50 LINE MAXIMUM):

A los pacientes se les informé del estudio y se les dio consentimiento informado aparte del de la propia
cirugia.

HOSPITAL
UNIIvVERSITARIO
B sSAaLAvVMIANCA

NIVELES DE ARGINASA Y CD3 ZETA EN ENFERMOS SOMETIDOS A CIRUGIA
CARDIACA Y DIGESTIVA

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Servicio de Anestesiologia y Reanimacién
GRF 462/A/10

D./Dia de afios de edad y con DNI n°

o manifiesta que ha sido informado/a sobre el proyecto de investigacion titulado
“NIVELES DE ARGINASA Y CD3 ZETA EN ENFERMOS SOMETIDOS A CIRUGIA
CARDIACA Y DIGESTIVA” con el fin de mejorar el conocimiento del Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica secundario a este tipo de cirugia.

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado, he podido hacer todas las preguntas

que he considerado necesarias y he recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran protegidos e incluidos en un

fichero que debera estar sometido a y con las garantias de la ley 15/1999 de 13 de diciembre.

Comprendo que mi participacién es voluntaria y que puedo retirarme del estudio sin que esto

repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.
Fecha:

Firma dc participantc Firma del investigador
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