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FUNDAMENTOS



TRAUMATISMO

El traumatismo es uno de los mayores problemas sanitarios de la sociedad
industrializada, siendo la principal causa de muerte entre el ano y los 44 afios de edad, y
la tercera para todas las edades después de las enfermedades cardiovasculares y el
cancer. El traumatismo afecta sobretodo a personas jovenes que estan en pleno
rendimiento de su vida productiva, por lo que conlleva elevados costes econdmicos en
asistencia médica, indemnizaciones y absentismo laboral .

Se define como politraumatismo a la coexistencia de lesiones traumaticas multiples

producidas por un mismo accidente, comportando, aunque s6lo sea una de ellas, riesgo

vital para el paciente.

A nivel mundial, cada afio mueren por traumatismo mas de 5 millones de personas. De
los fallecidos por traumatismo en el afio 2002, aproximadamente 1,8 millones fueron
como consecuencia de accidentes de trafico (datos de la OMS: Abril 2004).

Los accidentes de trafico constituyen en Espafia la primera causa de mortalidad en
personas que aun no han cumplido los 35 afios. Los afios probables de vida perdidos son
un indicador de gran utilidad que sefala a los accidentes de trafico como la primera
causa de mortalidad prematura en nuestro pais. Si los dafos relativos a la mortalidad
son importantes, los de las secuelas sufridas por los implicados que logran sobrevivir al
accidente, no lo son menos. Estos son los responsables de casi el 40% de las
minusvalias registradas (datos de la Direccion General de Trafico 1998).

En Cataluna, en 1999, se perdieron 210.791 afos de vida entre la poblacién de 1 a 70
aflos por muertes prematuras. De éstos, el 71,4% correspondian a hombres y el 28,6% a

mujeres. Las causas que provocan una pérdida global mayor de afios potenciales de vida
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(segiin la agrupacion D-73 de causas de mortalidad) son, para los hombres: los
accidentes de vehiculos de motor en primer lugar, seguidos por tumores de traquea,
bronquios y pulmon, y en tercer lugar de las enfermedades cardiacas isquémicas. Para
las mujeres, la principal causa es el tumor de mama, seguido de los accidentes de trafico

y de las enfermedades vasculares cerebrales®.

La mortalidad en el politraumatismo se caracteriza por seguir una distribucion trimodal,
de forma que las causas de muerte en estos pacientes varian segun el tiempo desde que
se produce la lesion®.

En una Primera Etapa (segundos o minutos después del traumatismo) se produce el 40%
de los casos de muerte debido a lesiones cerebrales, de la médula espinal, cardiaca, de
los grandes vasos o de la aorta.

En una Segunda Etapa (primeras horas después del traumatismo) se produce un 40% de
la mortalidad total causado por hematomas subdurales o epidurales, hemoneumotorax,
lesiones hepaticas o esplénicas, fracturas de pelvis o lesiones con hemorragia severa.
Asi, en las primeras 6 horas (Primera y Segunda Etapas), y en el 80% de los casos, las
lesiones del Sistema Nervioso Central y las hemorragias son las principales
responsables de la mortalidad de estos pacientes.

En el 20% restante de los casos (Tercera Etapa), dias o semanas después del

traumatismo, las complicaciones sépticas y el Sindrome de Disfuncion Multiorganica

(MODS), seran las principales causas de mortalidad.

El tratamiento del traumatismo grave ha seguido una serie de etapas. Hasta la década de
los 60, la mayoria de los fallecimientos se producian por alteraciones hemodindmicas. A

partir de entonces, comenzé a generalizarse la reposicion agresiva de la volemia, lo que
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permitio recuperar a muchos enfermos que hasta entonces fallecian por insuficiencia
circulatoria. A pesar de ésto, se observd que muchos de los supervivientes desarrollaban
fracaso renal. Estudios experimentales sobre la fisiopatologia de la insuficiencia renal
postraumatica”, llevaron a prevenir esta complicacion mediante la administracion de
cristaloides junto con la transfusion sanguinea para mantener un volumen intravascular
efectivo y asi asegurar una perfusion renal adecuada. A partir de los afios 70, el mejor
control hemodinamico en las unidades de cuidados criticos, asi como la estrategia de
transporte y evacuacion rapida de los accidentes, experimentados con éxito en las
Guerras de Corea y Vietnam, permitié un nuevo descenso de la mortalidad de estos
pacientes. Sin embargo, empezo a ser frecuente entre los supervivientes el desarrollo de
insuficiencia respiratoria, que inicialmente se denomind “pulmoéon de shock™, y que
actualmente incluimos dentro del denominado sindrome del distrés respiratorio del
adulto (SDRA)®. Con la aparicién del soporte ventilatorio y la introducciéon de la
presion positiva espiratoria final (PEEP), la mayor parte de las veces se conseguia
controlar la hipoxia, pero la mortalidad de los politraumatizados que desarrollaban
SDRA persistia elevada como consecuencia de la asociacion de fracaso de otros
organos, apareciendo un nuevo sindrome que se identificé como fracaso multiorganico
(FMO) o multisistémico®.

Asi pues, desde la aparicion de las unidades de cuidados intensivos, las técnicas de
tratamiento del enfermo traumatizado critico han progresado de forma espectacular;
muchos pacientes que antes morian rapidamente, en la actualidad sobreviven a la crisis
inicial; pero a pesar del tratamiento, el resultado final no ha mejorado en un porcentaje
determinado de los mismos ya que mueren por complicaciones sépticas y FMO semanas

o meses después del traumatismo'”.
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FRACASO MULTIORGANICO

1- INTRODUCCION

El fracaso multiorganico (FMO) se ha reconocido como una entidad clinica diferenciada
desde hace apenas tres décadas. Desde que fue descrito, se ha mantenido como la
principal causa de mortalidad en las unidades de cuidados intensivos quirtirgicos, con
una tasa de mortalidad que oscila alrededor del 70%. Esta, no se ha logrado disminuir a
pesar de los enormes esfuerzos en investigacion para intentar determinar la
fisiopatologia del FMO y de los grandes avances en el manejo de pacientes criticos en

los tltimos afios® ?).

2- REVISION HISTORICA

En 1973, Tilney describe por primera vez el fracaso secuencial de multiples 6rganos
después de la reparacion quirargica de aneurismas de la aorta abdominal'?.

En 1975, Baue""" reconoce este sindrome en pacientes con situaciones clinicas muy
dispares como pancreatitis, peritonitis por perforacion intestinal, y shock prolongado
tras recambio valvular cardiaco.

(12) y Eiseman"® publican su serie de pacientes

En 1976 y 1977, respectivamente, Border
en los que identifican este sindrome.

La aparicion de este nuevo sindrome fue paraddjicamente facilitada por el entonces

reciente desarrollo de sistemas de soporte organo-especifico como didlisis renal,
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ventilacion asistida, monitorizacidon hemodinamica y soporte inotrépico en el fallo
cardiaco. Estas terapias mejoraron la evoluciéon de pacientes con fracaso de un solo
organo que en otras condiciones hubieran fallecido. Otros pacientes, no s6lo no
mejoraron con soporte Organo-especifico, sino que desarrollaron fracaso de otros
sistemas; a estos pacientes se les incluyod dentro de un nuevo sindrome denominado
Sindrome de Fracaso Multiorganico o Multisistémico. Dos caracteristicas comunes se
observaron en este grupo de pacientes. En primer lugar, el fracaso de drganos era
generalmente secuencial, no sincronico. Inicialmente el paciente desarrollaba un fracaso
pulmonar durante los tres primeros dias, seguido de una disfuncion hepatica e intestinal,
y finalmente un fracaso renal aproximadamente diez dias después del insulto original.
En segundo lugar, la tasa de mortalidad se correlacionaba con el nimero de 6rganos

. I (14,1
afectados, siendo letal el fracaso de cuatro 6rganos o mas"'* '),

Es en 1980 cuando Fry!'®

identifica el cuadro de sepsis por Gram-negativos como el
precursor mas comun del FMO.

Desde 1980 hasta 1985, la comunidad clinica responde inicialmente tratando a todos
los pacientes con FMO como si tuvieran una infeccion probada, y posteriormente con
tratamiento empirico cubriendo un foco de infeccion oculto. Aparece la laparotomia
exploradora como intervencion precoz para identificar y drenar abscesos abdominales,
aunque el indice de sospecha fuera bajo. En 1985 Norton demuestra que estas
estrategias fracasan para revertir el sindrome una vez que esté establecido. La infeccion
puede ser suficiente para iniciar el proceso aunque innecesaria para mantener el
sindrome una vez instaurado"'”.

A mediados de los anos 80, la disponibilidad de técnicas diagnodsticas no invasivas
como la tomografia computerizada, puso de manifiesto la ausencia de focos infecciosos

ocultos en una no despreciable cantidad de pacientes con FMO. En 1985, Goris!"®
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publica en un estudio retrospectivo de 55 pacientes traumaticos con FMO, que s6lo un
tercio de ellos presenta un foco de sepsis identificado con cultivos positivos en sangre.
Introduce por primera vez la teoria de una inflamacion generalizada como la causa del
FMO.

A pesar de que el papel de la infeccion como causante del FMO estaba siendo
cuestionado, en 1988, Marshall destac6é la importancia del reservorio bacteriano del
intestino como fuente de infeccidon, considerando al intestino como el “motor” del
fracaso multiorganico"”. Se iniciaron tratamientos antibioticos destinados a reducir el
indculo bacteriano patégeno en el intestino, aunque la descontaminacion intestinal
selectiva no demostrd que previniera el desarrollo de FMO en pacientes de riesgo®.

A mediados de los afios 80, se identifica la molécula causante de la caquexia y necrosis
tumoral, el actualmente conocido factor de necrosis tumoral (TNF,), glicoproteina
elaborada por las células mononucleares tras su exposicién al lipopolisacarico®".
Aproximadamente al mismo tiempo se identifica la Interleuquina 1 (IL;) o pirdégeno
endogeno™®. A medida que avanzan los estudios sobre TNF e IL;, se confirma la
presencia de concentraciones elevadas de estos mediadores en el plasma de pacientes
criticos, especialmente en aquellos con cuadros sépticos®. De estas observaciones
surge la hipotesis de que el FMO es consecuencia de una respuesta biologica alterada,
mediada por una inapropiada y excesiva secrecion de mediadores inflamatorios
endogenos a la circulacion sistémica®.

A mediados de los afios 90 destacan dos observaciones clinicas de gran relevancia. En
primer lugar, el FMO puede ocurrir después de una gran variedad de agresiones,
incluyendo el traumatismo, quemaduras, sepsis, reseccion hepatica, pancreatitis y shock.

En segundo lugar, el tratamiento de lo que parece ser la causa desencadenante del FMO

. . . e 2
no necesariamente previene su desarrollo o revierte el proceso una vez iniciado ®. A la
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luz de estas observaciones, y como resultado de intensos esfuerzos de investigacion, se
reconoce que el sistema inmune-inflamatorio juega un papel principal en la
fisiopatologia del FMO, y que son factores enddgenos del propio huésped los que
contribuyen al fallo organico mas que factores puramente exogenos.

El papel innegable de la respuesta inflamatoria en la evolucion del FMO lleva a definir
un nuevo concepto, el Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) que
identifica a la poblacion de riesgo de desarrollar un FMO®“®.

Esta hipotesis de la inflamacion como causa del FMO propicio el desarrollo de las
terapias antimediadores. Los primeros estudios clinicos emplearon anticuerpos
policlonales y posteriormente anticuerpos monoclonales dirigidos contra endotoxinas. A

(27, 28)

pesar de las expectativas optimistas preliminares , ninguno de los estudios clinicos

que evaltan la neutralizaciéon de endotoxinas mediante anticuerpos monoclonales ha

. , o 1
demostrado inequivocamente un beneficio®” 3% G

, y al menos uno~ "’ sugiere que este
tratamiento puede ser perjudicial. Posteriormente, la atencion se dirigié hacia la
inmunomodulacion mediante terapéuticas contra citoquinas especificas. El uso de

F32-34)

anticuerpos antiTN o de antagonistas del receptor de la IL;®® tampoco ha

demostrado el esperado aumento de la supervivencia en pacientes criticos®® *”.

El fracaso de las terapias antimediadores ha llevado a replantearse la hipotesis sobre los
mecanismos patogenéticos del FMO®Y. Surge una nueva hipétesis que sostiene que la
progresion del SIRS al FMO radica en la alteracion en la interrelacion entre 6rganos y la
irreversibilidad que se produce tras estos cambios. La recuperacion de la funcion de un
organo individual es necesaria, pero insuficiente para regular los mecanismos

fisiologicos que mantienen la homeostasis del sistema. La estabilidad del sistema

depende del nimero y tipo de interconexiones entre los constituyentes del mismo; la
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alteracion de uno de estos constituyentes puede producir resultados inesperados e
incluso paradéjicos®®.

Esta nueva tendencia se identifica dentro de la Teoria de los sistemas complejos no

lineales™, que se desarrolla mas adelante dentro del capitulo de nuevas tendencias.

3- DEFINICIONES

Ante la disparidad de definiciones utilizadas para describir los términos sepsis,
infeccion, SIRS y FMO, surgid la necesidad de estandarizar y simplificar la
terminologia; para ello, se convocod la “1991 Conference Consensus” en la que
participaron expertos de la ACCP (American College of Chest Physicians) y de la
SCCM (Society of Critical Care Medicine). El objetivo fue establecer unas definiciones
que permitieran en la practica clinica una mejor y mas fécil identificaciéon de la

. ., . . .y 26
enfermedad, y una estandarizacion de los protocolos de investigacion®®.

Hasta la “1991 Conference Consensus” el Fracaso M ultiorganico era descrito como un
proceso estdtico, que estaba presente o ausente en una serie de pacientes en estado
critico ingresados en unidades de cuidados intensivos. Posteriormente se enfatiza en la
naturaleza dindmica del proceso, en su cambio continuo en el tiempo®®.

El FMO describe un proceso activo de progresiva disfuncion de varios organos
interdependientes; existe una compleja interrelacion entre oOrganos individuales, de
modo que la alteracion de la funcion de un 6rgano implica un dafio a otro 6rgano o
sistema.

Como disfuncion entendemos al fendmeno en que la funcion de un 6rgano no es capaz

de mantener la homeostasis*?).
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Se recomienda sustituir las diferentes nomenclaturas utilizadas para nombrar al FMO,
por el acronimo MODS (Sindrome de Disfuncién Multiorganica) que identifica la
disfuncién de varios 6rganos como un sindrome®® *. Se enfatiza en la gradacion de la
disfuncion del 6rgano en lugar de la irreversibilidad del fallo organico. Se entiende por
MODS, al estado de desequilibrio fisioldgico en el que las funciones de los 6érganos no
son capaces de mantener la homeostasis.

La importancia de este nuevo concepto reside en que permite una vision mas global del
proceso y con ello, un reconocimiento precoz de anomalias organicas que permitan
iniciar un tratamiento en estadios iniciales del sindrome. Asi mismo, los cambios en la
funcién del 6rgano son un elemento prondstico importante; la aplicacion de los
diferentes “Scores” de severidad de la enfermedad s6lo da una vision puntual en el
tiempo de este proceso dindmico. Deberian desarrollarse sistemas capaces de cuantificar
de forma continuada la disfuncion de cada 6rgano individualmente para un mejor
control evolutivo de la enfermedad“?.

Por otra parte, Marshall*? destaca en una amplia revision sobre la patogénesis del
MODS, la dificultad para identificar alteraciones que son agudas y potencialmente
reversibles, de aquellas que son cronicas e irreversibles, ya que muchos de los pacientes
admitidos en servicios de UCI presentan enfermedades de base con algin grado de
disfuncion organica. Ademas, muchas de las enfermedades que propician el ingreso en
UCI incluyen desordenes que causan dafio tisular directo como por ejemplo neumonias
o traumatismos que provocan una lesion pulmonar aguda. Por estos motivos, y porque
aun no estd claro si el MODS es un unico proceso patolégico con expresion clinica
muy variable o Unicamente la expresion fenotipica de un gran nimero de procesos
patolégicos diferentes, resulta dificil identificar los pacientes que presentan un sindrome

de disfuncion multiorganica™® *®.
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El término SIRS (Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica) describe la
situacion clinica resultante de la activacion sistémica de la respuesta inmunitaria innata,
independientemente de la causa que la provoque*®. Se manifiesta por dos o mas de las
siguientes condiciones, en ausencia de otras causas conocidas:

1- Temperatura axilar mayor de 38°C o menor de 36°C.

2- Frecuencia cardiaca mayor de 90 latidos por minuto.

3- Frecuencia respiratoria mayor de 20 respiraciones por minuto, o Presion

parcial de dioxido de carbono (Pa CO;) menor de 32 mmHg.

4- Leucocitosis mayor de 12000 células por mm’ o leucopenia menor de 4000

células por mm’, o mas de un 10% de formas inmaduras.
Una reaccién inflamatoria localizada es una respuesta fisiologica protectora que es
controlada por el organismo en el lugar de la agresion. En su control participan
mecanismos humorales y celulares. Las citoquinas son los mensajeros fisioldgicos; y los
polimorfonucleares, macréfagos y células endoteliales son las células efectoras de la
respuesta inflamatoria. La pérdida del control local o una desmesurada activacion de
esta respuesta, da lugar a una exagerada respuesta sistémica identificada clinicamente
como SIRS. Ante esta situacién se activan unos mecanismos compensadores y el
resultado final (resolucion, MODS o muerte), depende del balance entre el SIRS y sus

. 44
mecanisSmos compensadores( ).

@) propone que hay tres estadios en el desarrollo del SIRS. En el Estadio I, en

Bone
respuesta al insulto inicial, se produce una respuesta inflamatoria local con activacion
de la triada compuesta por macrofagos, células endoteliales y produccion de citoquinas.
En el Estadio II, pequenas cantidades de citoquinas llegan a la circulacion para

intensificar la respuesta local. La respuesta de fase aguda esta simultdneamente

controlada por un descenso de los mediadores pro-inflamatorios y liberacion de
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antagonistas endogenos. Esto continia hasta que se consigue la reparacion de las
lesiones, resolucion de la infeccion y restitucion de la homeostasis. En algunas
ocasiones, la homeostasis no se restablece y se desarrolla el Estadio III, que se
caracteriza por una reaccion sistémica masiva o SIRS. La liberacion incontrolada de los
mediadores inflamatorios produce la activacion de diferentes fendmenos que resultan en
una vasodilatacion periférica generalizada, excesiva permeabilidad microvascular y
formacion de microtrombos, que originan cambios importantes en la fisiopatologia de
diferentes 6rganos hasta desembocar en una disfuncién multiorganica.

En resumen, el SIRS es una exagerada respuesta del huésped que se caracteriza por una
activacion generalizada de la respuesta inflamatoria en o6rganos remotos al insulto
original. Una complicacion frecuente del SIRS es el desarrollo de disfuncion de
diferentes organos. Por lo tanto, el SIRS se considera un factor de riesgo para
desarrollar un MODS. Dado que el SIRS es un proceso continuo, el MODS se puede
entender como el final mas grave de una variedad de enfermedades que se caracterizan

por presentar un SIRSZ640).

Se define como infeccion al fendmeno microbioldgico caracterizado por la invasion de
microorganismos o sus toxinas de tejidos normalmente estériles.
Se reserva el término “SepsiS’ para situaciones en que existe SIRS en presencia de un

proceso infeccioso confirmado (Figura 1).

Diez afios después de la “1991 Conference Consensus”, en la “2001 International Sepsis
Definitions Conference”, se realiza una revision de las definiciones, confirmandose los
conceptos aprobados previamente. Se espera que en el futuro serd el uso de criterios

bioquimicos y/o inmunologicos (como niveles circulantes de interleuquina 6 (ILg) o
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proteina C reactiva (PCR), entre otros), los que permitan identificar la respuesta

inflamatoria, en lugar de los actuales criterios clinicos“*”.

Figura 1: Interrelacién entre SIRS, sepsis einfeccion

Bacteriemia

4- HIPOTESIS SOBRE LAS CAUSAS DEL MODS

Desde que fue descrito, se han propuesto numerosas hipdtesis sobre la patogénesis del
MODS que han sido englobadas dentro de dos modelos principales: los modelos

infecciosos y los modelos inflamatorios.

4.1- MODELOSINFECCIOSOS

Inicialmente se defini6 un modelo infeccioso en el que el FMO estaria causado por un
foco infeccioso no tratado o tratado inadecuadamente .
Desde finales de los 70 hasta mediados de los 80, la teoria predominante afirmaba que

la infeccion con sepsis sistémica era la via habitual que desencadenaba el sindrome del
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distress respiratorio del adulto (SDRA) y el posterior fallo multiorganico. Se proponian
dos modelos “infecciosos” para describir como una variedad de agresiones traumaticas
acababan desarrollando sepsis y el SDRA/FMO (Figura 2). Los primeros estudios

epidemiologicos sugerian que el segundo modelo era el mas comun.

Figura 2: Modelosinfecciosos del FMO

TRAUMA TRAUMA
0 0
SDRA Sepsis
4 4
Sepsis pulmonar SDRA/FMO
4
FMO

De las primeras observaciones realizadas durante los afios 70 y principio de los 80, se
llegaron a una serie de conclusiones: 1- Los factores de riesgo relacionados con el
traumatismo para que se inicie tanto el SDRA como el FMO son los mismos: un
traumatismo grave y la presencia de shock. 2- El SDRA puede ser causado por la
agresion inicial o por una sepsis posterior, mientras que el FMO est4 invariablemente
asociado a la sepsis. 3- Si los pacientes con un SDRA aislado empeoran clinicamente,
éstos falleceran por un FMO asociado a sepsis de inicio retardado. 4- El SDRA es un
hecho inicial en el FMO y est4 claramente separado en el tiempo del inicio del fallo de

, 47
otros organos “n,
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Se ha investigado en modelos animales el mecanismo mediante el cual una infeccion
distante produce el SDRA. Entre los modelos utilizados destaca la infusion de bacterias
vivas o endotoxinas, la infusién de mediadores de sepsis (Factor de necrosis tumoral), o
provocando una infeccion local mediante ligadura cecal y posterior puncion “”. Se ha
demostrado que la hipertension pulmonar y el aumento de la permeabilidad pulmonar
con edema intersticial rico en proteinas, en ausencia de alteracion en la presion de la
auricula izquierda es la clave para el desarrollo del SDRA precoz “**. El edema rico
en proteinas que se detecta en el pulmon no es exclusivo de este 6rgano, se trata de un
cuadro generalizado que se constata en las primeras horas después del traumatismo y
que tiene como traduccion clinica un balance positivo de liquidos, un descenso de las

concentraciones séricas de proteinas y un aumento en el peso de los 6rganos®”.

4.2- MODELOSINFLAMATORIOS

A mediados de los afios 80 qued6 patente que no todos los pacientes con FMO
presentaban un foco infeccioso no tratado o mal tratado; en 1985 Norton publica un
trabajo en el que demuestra que el drenaje de abscesos intraabdominales revierte el
FMO en una proporcién descorazonadoramente baja de pacientes!'”.

En los ultimos afos las investigaciones se han centrado en los modelos “inflamatorios”
intentando averiguar coOmo una agresion establece un ambiente inflamatorio que,
independientemente de la infeccion, acaba desencadenando un MODS. En estos
modelos, una gran variedad de agresiones no infecciosas precipitan un Sindrome de
Respuesta Inmunitaria Sistémica (SIRS) que desencadena una disfuncién de varios
organos y puede acabar provocando un MODS.

Se han postulado dos patrones distintos de aparicion de MODS; el primero o “one hit”

postula que una lesion masiva de tejidos y el shock, producen una intensa reaccion
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inflamatoria sistémica que desemboca en un MODS precoz. El modelo “two hits”
involucra multiples agresiones secuenciales, un paciente con un traumatismo moderado
entra en un sindrome de respuesta inmunitaria sistémica (SIRS) leve pero sera mas
vulnerable a que una segunda agresion inflamatoria magnifique el SIRS y precipite un

MODS tardio (Figura 3).

Figura 3: Modelosinflamatoriosdel MODS

Trauma grave Trauma moderado
0 0
SIRS grave SIRS moderado
4 4
MODS precoz Segunda agresion
4
MODS tardio

Se sabe que el MODS postraumatico sigue un patron bifasico, con un fracaso organico
precoz (no séptico) y un MODS tardio (séptico). Se cree que el MODS precoz esta
causado por la respuesta inflamatoria postraumatica inicial (teoria del “one hit”)
mientras que el MODS tardio seria precipitado por un insulto posterior (teoria del “two
hits”)®V.

Se ha demostrado que intervenciones quirargicas mayores realizadas en pacientes
politraumaticos (a pesar de presentar estabilidad hemodinamica) pueden actuar como
una segunda agresion y precipitar el sindrome de disfuncion organica si se efectiian en
pacientes con un nivel de inflamacion elevado (estado vulnerable) después del primer

. 2 . <z . . .
traumatismo®?. Concretamente, la primera agresién activa la respuesta inflamatoria
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hasta que un segundo estimulo, que podria ser inocuo en otras circunstancias, inicia la
respuesta exagerada a la agresion. Los indicadores de la respuesta inflamatoria (Proteina
C Reactiva, elastasa de los neutrofilos y recuento plaquetar) podrian ayudar a identificar
a los pacientes de riesgo de desarrollar disfuncion multiorganica. La Figura 4

esquematiza los modelos inflamatorios del MODS (teoria del “one hit” y “two hits”).

Figura4: Modelosinflamatoriosdel MODS
vulnerable > MODS tardio|

» [SIRS
protegido] —>>>

Ino resucitacién»»MODS precoZ]

Recientemente se ha matizado la hipétesis anterior®>>¥. El insulto original, por ejemplo
un traumatismo, provoca inicialmente la sintesis de mediadores pro-inflamatorios (TNF
e IL,); al llegar a un determinado nivel critico de mediadores localmente, se produce
una diseminacion sistémica. Ante esto, se genera una respuesta compensadora anti-
inflamatoria en un intento de regular la reaccion pro-inflamatoria, y reestablecer la
homeostasis. En algunos pacientes, la excesiva reaccion pro-inflamatoria desencadenara
una respuesta autodestructiva (SIRS) que conducira al MODS. En otros, la exagerada
respuesta anti-inflamatoria dejard al paciente en un estado de inmunosupresion,
conocido también como inmunoparalisis o sindrome de respuesta anti-inflamatoria
(45)

compensatoria (CARS), que conducird también a una disfunciéon multiorgénica
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En este planteamiento, una cascada incontrolada de mediadores inmunes e inflamatorios
inicialmente desencadenados por un agente agresor, van lo suficientemente lejos como

para desencadenar una respuesta autodestructiva (Figura 5).

Figura5: Respuesta inflamatoria disfuncional

FMO

Sint.mediadores

. roinflamatorios
Traumatismotl P

R. Antinflamatoria

I nmunosupresién

4.3- RESPUESTA “HIPERACTIVA” A LA AGRESION

La respuesta “hiperactiva” a la agresion es el centro de las tres hipotesis actuales del
MODS: la hipétesis de la isquemia-reperfusion, la hipdtesis de los mediadores y la
hipdtesis del intestino. Que sean tres hipotesis diferenciadas o tres aspectos de la misma
situacion es algo sobre lo que actualmente se estdn desarrollando las investigaciones

sobre el MODS®?,
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4.3.1- HIPOTESISDE LA ISQUEMIA-REPERFUSION

Periodos extensos de isquemia provocan muerte celular con empeoramiento de la
funcion del o6rgano afecto; ademads, una vez restaurado el flujo sanguineo, los tejidos
lesionados inducen una respuesta inflamatoria.

Estados de bajo flujo generalizado (shock hemorragico e hipovolémico) y otras
agresiones que con frecuencia se acompanan de hipovolemia (traumatismos y grandes
quemados) pueden causar directamente lesiones por isquemia-reperfusion en diferentes
organos como resultado de la hipoperfusion y posterior reperfusion de los drganos tras
la resucitacion> 79,

Durante el metabolismo oxidativo mitocondrial normal, el oxigeno molecular es
reducido a agua en una sola reaccion que implica a cuatro electrones. Sin embargo, el
oxigeno molecular puede ser reducido en cuatro reacciones de un solo electron cada una
por una variedad de enzimas extra-mitocondriales, lo que produce tres metabolitos
intermedios llamados radicales libres. Estos tres metabolitos son el i6n radical
superoxido, el peréxido de hidrogeno y el radical hidroxilo. Hay suficientes evidencias
que demuestran que estos tres radicales estan implicados en la lesion mucosa secundaria
al shock, trauma o sepsis®’>”. Los radicales libres se generan en reacciones catalizadas
por dos enzimas llamados xantina oxidasa y NADPH oxidasa.

Se sabe que los tejidos isquémicos son vulnerables a la lesion por reperfusion mediada
por la xantino oxidasa; ésta se halla presente en grandes cantidades en el endotelio
capilar de numerosos tejidos como el higado, corazén, musculo esquelético, pulmon,
intestino y rifiones, asi como en el epitelio intestinal ®”. En células normales esta enzima
esta presente en su forma deshidrogenada (xantino deshidrogenasa) y tras la isquemia,
se convierte en xantino oxidasa mediante una via proteolitica irreversible®”. Debido a

la isquemia, los depoésitos energéticos celulares estan vacios, por lo que la capacidad
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para regenerar el adenosin 5S-trifosfato (ATP) esta reducida generando un aumento del
nivel de metabolitos de la purina (adenosina e hipoxantina). Con la reperfusion, el
oxigeno vuelve a estar disponible, y la oxidacion de la hipoxantina a xantina
dependiente de la xantino oxidasa genera una enorme cantidad de metabolitos reactivos
del oxigeno (peroxido de hidrogeno e i6n radical superoxido), causantes de lesiones

titulares (Figura 6).

Figura 6: Lesion por reperfusion inducida por la xantino oxidasa

Isquemia Reperfusion

Xantino-dh Xantino-oxidasa

0,
ATP ADP AMP Adenosina  Hipoxantina » Xantina

v v v W \

Radicales libres

La NAPDH oxidasa se halla en granulos especificos de los neutréfilos; la reaccion
catalizada por esta enzima produce i6n superdxido. Los neutrofilos también poseen
mieloperoxidasa, que cataliza la formacion de 4cido hipocloroso desde el perdxido de
hidrogeno y anion cloro. El acido hipocloroso es un potente agente oxidante y clorante ,
que puede reaccionar con aminas primarias para formar N-cloraminas, también potentes
oxidantes".

Los radicales libres y los agentes oxidantes relacionados pueden lesionar las células por

muchas vias diferentes, como la oxidacion de grupos sulthidrilos de las proteinas, hecho
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que desencadena la inactivacion de enzimas o proteinas de transporte de membrana,
“cortes” del ADN, y cloracién de bases purinas del ADN®?. La sintesis de ATP
disminuye en células sometidas a un estrés oxidante, un fendémeno que sugiere un
mecanismo constituido por dos lesiones subletales (dafios producidos por radicales
libres precedido o seguido de hipoxia intracelular) que actuian de manera sinérgica para
dafiar irreversiblemente la célula®.

Dado que las células estdn continuamente expuestas a bajos niveles de agentes
oxidantes, los tejidos poseen una amplia gama de defensas consistentes en enzimas que
degradan los radicales libres y derivados. La superoxido dismutasa cataliza la
conversion del radical superoxido a peréxido de hidrogeno y oxigeno (O;). La catalasa
cataliza la conversion de peroxido de hidrogeno a agua (H,O) y O,. Finalmente, la
glutation peroxidasa cataliza la oxidacion del glutation reducido a glutation oxidado
usando peréxido de hidrogeno, el cual transforma en agua. Se supone que el dafio de los

radicales libres a la célula se inicia cuando estos sistemas son sobrepasados por una

excesiva produccion de agentes oxidantes.

Actualmente se esta estudiando el papel de los polimorfonucleares (PMN) en este
proceso, puesto que se ha demostrado que la isquemia-reperfusion activa la fosfolipasa
A, independientemente de la xantino oxidasa, y ésta a su vez, libera factor activador
plaquetar y otros eicosanoides que actuan como factores de quimiotaxis para los
PMN®. Los neutrofilos circulantes son atraidos, se adhieren y transmigran a través de
las células endoteliales, tras este proceso los neutréfilos son activados para producir

oxidantes, proteasas y citoquinas que son los responsables del dafio tisular.
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Recientemente se conoce que, si bien los oxidantes se derivan inicialmente del oxigeno
mediante el proceso mediado por la xantina oxidasa, posteriormente son generados por
los neutr6filos activados®®.

Los oxidantes pueden ocasionar un dafo tisular directamente o bien, mediante la
activacion de las células endoteliales, inducir la liberacion de los productos derivados de
la activacion de los neutréfilos (oxidantes, proteasas y citoquinas). La produccion de
citoquinas atrae a células mononucleares que son capaces de una produccion adicional
de citoquinas y activacion de neutrédfilos. El vertido de estas citoquinas producidas
localmente y de los neutréfilos activados a la circulacion sistémica debido al aumento
de la permeabilidad microvascular, produce un dafio tisular remoto (por exceso de
citoquinas pro-inflamatorias, excesiva reaccion anti-inflamatoria compensadora o

imbalance entre ambas)(45) .

Las lesiones intestinales por isquemia-reperfusion pueden producir lesiones a érganos

distantes®>

. El pulmoén parece ser un o6rgano especialmente sensible para que un
proceso inflamatorio iniciado en otro érgano, basicamente el intestino que sufre una
exagerada vasoconstriccion esplacnica tras un traumatismo, actiie como “iniciador” de
una respuesta inflamatoria que lo alcanzard posteriormente®”. Se ha desarrollado un
modelo experimental para comprobar esta hipotesis basado en la oclusion de la arteria
mesentérica superior durante 45 min; a partir de este modelo se ha llegado a las
siguientes conclusiones: 1) La actividad de la fosfolipasa A, del intestino esta
aumentada produciendo liberacion de factores de quimiotaxis para los PMN. 2) Los
PMN circulantes estan activados con importante liberacion de radicales libres. 3) Los
PMN estan secuestrados en el pulmoén. 4) Existe una permeabilidad microvascular

pulmonar aumentada®?.
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El secuestro de PMN en organos vitales es la causa principal de liberacion de
mediadores de la inflamacion, este secuestro tiene lugar en la primera hora tras el
traumatismo®”. Esta “leucostasis” en el pulmon es el principal hallazgo morfoldgico
que puede encontrarse en la fase inicial del shock. Relacionado con este secuestro puede
observarse una grave alteracion de las células endoteliales asociado a la hipoxia, a la
lesion por reperfusion o al dafio directo que causan los PMN a través de la liberacion de

mediadores como radicales libres de oxigeno y proteasas (elastasa, colagenasa...)?.

4.3.2- HIPOTESIS DE LOS MEDIADORES INFLAMATORIOS:

CITOQUINAS.

La falta de pruebas concluyentes de la infeccion como exclusiva causa de desarrollo de
MODS, unido a los avances en biologia molecular y a la mejor comprension de las
bases bioldgicas de la agresion e inflamacion, condujo a la hipotesis de la participacion
de los macrdfagos en el inicio y mantenimiento del MODS. En esta hipdtesis, la lesion
organica y el MODS se deben a una produccion y liberacion incontrolada de citoquinas

y otros productos de los macrofagos activados'®”.

Las citoquinas son sustancias que act@ian como sefiales intercelulares no especificas y
mediante las cuales, cé€lulas activas pueden “reclutar” a otras células e incluso en
algunas situaciones, controlar procesos fisioldgicos mayores. Se distinguen de otros
mediadores inmunes mayores (como las inmunoglobulinas) en que operan a
concentraciones extremadamente bajas y en su falta de especificidad para antigenos.
Suelen actuar localmente o en la vecindad de las células del interior de un tejido,

sintetizandose de “novo” ante una estimulacion®.

31



Existe un grupo de citoquinas producidas principalmente por los macréfagos activados
que son pro-inflamatorias, este grupo incluye la interleuquina 1 (IL;), interleuquina 6
(ILs), factor de necrosis tumoral (TNF), interferon alfa (IF,) y beta (IFp), asi como la
interleuquina 8 (ILsg).

Las citoquinas se caracterizan por: la interdependencia, la pleitropia (tienen multiples
efectos), y la redundancia (existen multiples citoquinas con el mismo efecto)®. Los
efectos de unas citoquinas pueden inhibir o amplificar los efectos de otras, por ejemplo,
el TNF, y la IL; tienen accion sinérgica, mientras que la IL;¢ disminuye los niveles
séricos de TNF, e IL; . Ademas, los efectos de las citoquinas pueden variar segiin sus
concentraciones, por ejemplo, TNF, causa neutrofilia a dosis bajas y neutropenia a altas

dosis en humanos sanos!"?.

En condiciones normales, ante una agresion, se inicia una respuesta inflamatoria no
especifica contra los tejidos desvitalizados y las bacterias contaminantes hasta que las
respuestas inmunes especificas tienen lugar. Los productos antigénicos derivados de
microorganismos patdégenos o procedentes de la destruccion tisular activan los
mecanismos de defensa del huésped, éstos incluyen factores solubles en plasma
(cascadas del complemento y de la coagulacion) y componentes celulares
inmunocompetentes (neutrofilos, monocitos, macrofagos y células endoteliales). Estas
células activadas son las que producen mediadores potencialmente toxicos (TNF e IL,)
y otras sustancias quimicas como quininas, eicosanoides, factor de activacion plaquetar
(PAF) y o6xido nitrico. La presencia de pequefias cantidades de citoquinas en la
circulacion sistémica es normal y beneficiosa, forma parte de la respuesta del huésped a
la agresiéon®”. Se han documentado concentraciones séricas bajas de citoquinas en

(71

voluntarios sanos''’, asi como en una variedad de enfermedades cronicas y otras
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condiciones que no condicionan una disfuncién multiorganica como alcoholismo,
diabetes insulinodependiente, edad avanzada y ovulacién entre otros™. Tal y como ya
se ha descrito anteriormente, la liberacion masiva e incontrolada de estos mediadores
producird una respuesta inflamatoria sistémica desmesurada que desencadenara una
disfuncion multiorganica y la muerte.

Es sabido que las citoquinas pro-inflamatorias juegan un papel primordial en la
regulacion de la respuesta inflamatoria, demostrado por el hecho de que la
administracion de TNF e IL; reproducen un sindrome indistinguible de la respuesta
sistémica a una infeccion grave. Estudios de cohortes en pacientes criticos demostraron

L% 7

que niveles circulantes altos de citoquinas como TNF e I o marcadores de

(74, 75)

elevada liberacion de TNF en respuesta al estimulo inflamatorio estan asociados a

disfuncién organica y a riesgo incrementado de muerte.

La complejidad de las interacciones entre citoquinas hace dificil establecer protocolos
de tratamiento dirigidos al bloqueo de esta respuesta sistémica descontrolada que se
produce tras un traumatismo o una sepsis(76). No se ha podido demostrar el efecto
beneficioso de la terapia anticitoquina, sobre todo si €sta se administra una vez iniciada
la cascada pro-inflamatoria. Los resultados de una revision de mas de 24 estudios
utilizando terapias antimediadores han sido decepcionantes, no sélo no han obtenido

beneficios, sino que en algunos casos se han relacionado con efectos adversos'”.

La hipdtesis de las citoquinas como mediadores del MODS tiene aspectos muy
atractivos, ya que clarifica la paradoja clinica de no encontrar foco infeccioso en un
porcentaje relativamente alto de pacientes aparentemente sépticos con MODS. El

concepto de una respuesta inflamatoria incontrolada como inductora del fallo
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multiorganico, permite explicar el mecanismo por el cual este sindrome es
desencadenado por causas no infecciosas como la pancreatitis grave, la lesion por

quemaduras y el politraumatismo®”.

4.3.3- HIPOTESIS DEL INTESTINO: TRANSLOCACION

BACTERIANA

4.3.3.1- TRANSLOCACION BACTERIANA: PERSPECTIVA HISTORICA

Hacia finales del siglo XIX y principios del XX, se publicaron trabajos que sugerian
cuadros de peritonitis resultantes de la invasion de la cavidad peritoneal por gérmenes
procedentes de Organos adyacentes al peritoneo o cubiertos por el mismo, sin una
perforacion intestinal previa. En 1891 se demostrd “in vivo” que bacterias viables

podian atravesar una pared intestinal intacta’®

. En 1895 se publica que cocos
grampositivos atraviesan la mucosa intestinal intacta'’”. Mientras que la mayoria de los
investigadores de principios de siglo pensaban que la translocacién era un proceso
patologico, en 1926 se sugiere la posibilidad de que sea un hecho normal que soélo
ocasionalmente se convierte en patologico®”. Hacia la misma época se propone también
la malnutricion como un factor causante de la translocacion®”. La primera migracion de
bacterias gramnegativas se describe en un modelo experimental de 1928®%. Mas de 20
anos mas tarde se demuestra que la viabilidad de las bacterias no es un requisito

indispensable para su translocacion®.

Jacob(84) 5)

y Fine™”’ son los primeros autores que, en la década de los 50-60, investigaron
extensamente la aparente relacion entre la mortalidad por shock traumadtico y la
endotoxemia sistémica de origen intestinal. En su modelo de shock, el intestino fue

considerado como el origen de endotoxinas y de bacterias gramnegativas invasivas. Se
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postuld que un fallo en el sistema reticuloendotelial para eliminar las endotoxinas
entéricas, asociado a una caida de los sistemas de defensa antibacterianos eran la causa

de la irreversibilidad del shock hemorragico®*®.

Sin embargo, esta teoria fue
desacreditada y permanecio en el olvido durante casi 20 afios.

En 1979, Berg y Garlington®” publican el trabajo que servira de punto de partida a la
extensa investigacion clinica y de laboratorio desarrollada en los ultimos 20 afios.
Definieron la translocacion bacteriana como el paso de bacterias viables a través del
epitelio mucoso hacia la lamina propia y posteriormente hacia los ganglios linfaticos
mesentéricos, y posiblemente hacia otros 6rganos a distancia. Posteriormente se
modificaria la definicion, entendiendo como translocacién bacteriana el paso de
bacterias viables o no y de sus productos, como endotoxinas, a través de una barrera

intestinal anatdmicamente intacta®®.

4.3.3.2- LA TEORIA DEL INTESTINO

Con el reconocimiento de que el MODS es un proceso sistémico con alteraciones
fisiologicas similares a la sepsis, se ha propuesto la idea de que el MODS es el resultado
y la expresion de un foco séptico oculto"® *”. Sin embargo, en un 30% de los casos de
pacientes que fallecen por MODS, y que presentan cultivos positivos en sangre, no se
encuentra el origen de la sepsis®”. Estas observaciones clinicas y un gran niimero de
estudios experimentales realizados indican que el intestino puede ser el reservorio de la
bacteriemia sistémica y/o endotoxemia que se evidencian en enfermos criticos, y es lo
que ha motivado a algunos autores a llamar al intestino el “motor” del MODS®".El

25(92)

intestino actua como un “absceso no drenado™”, responsable del inicio de la cadena de

eventos inflamatorios que culminan en un estado séptico y la muerte.
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La teoria del intestino como “motor” del MODS se basa en la idea de que las
endotoxinas y bacterias translocadas llegan a los macrofagos hepaticos y esplénicos
activandolos e iniciando asi la liberacion de mediadores que pueden desencadenar o
93)

perpetuar la respuesta hipermetabodlica y pro-inflamatoria

Un considerable numero de trabajos experimentales han sido desarrollados para

(94, 95) (96-98) (99-101) se

investigar si el traumatismo , el shock hipovolémico y las quemaduras
acompafian de translocacion bacteriana; la mayoria de ellos demuestran translocacion a
los ganglios mesentéricos. Sin embargo, la presencia de bacterias en los ganglios
mesentéricos puede reflejar tan s6lo un normal funcionamiento fisiologico del tejido
linfoide asociado al intestino (GALT), que estd bdasicamente compuesto por
Inmunoglobulina A intestinal (que inhibe la interaccion de la bacteria con el epitelio
mucoso reduciendo la penetracion bacteriana) y por macrdéfagos y células T (que
proporciona una segunda linea de defensa), situados en la ldmina propia intestinal y en
los ganglios mesentéricos. En la mayoria de estos estudios experimentales las bacterias
son raramente aisladas en sangre periférica, una posible explicacion es que el higado
posee un mecanismo de defensa a través de los macrofagos portales, capaz de destruir
los microorganismos. Se ha propuesto, pero aun no esta probado, que la eliminacion de
los microorganismos por el tejido macrofagico hepatico puede ser un arma de doble filo,
ya que los macréfagos activados por los gérmenes responderan con la produccion de
citoquinas, que como se ha mencionado anteriormente contribuira a la génesis del
MODS®.

Para entender el concepto de translocacion bacteriana y su papel en la génesis del

fracaso orgénico es indispensable, en primer lugar, entender la fisiologia del intestino y

como puede perderse la funcion natural de barrera que posee.
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4.3.3.3- LA BARRERA INTESTINAL

El tracto intestinal normal contiene en condiciones normales unas 10" bacterias, de las
cuales 10’ son gramnegativos entéricos potencialmente patogenos, asi como endotoxina
suficiente para matar al huésped varias veces'’”.Es una funcion fisiolégica normal
mantener las bacterias y endotoxinas dentro de la luz intestinal mientras se absorben los
nutrientes. En la barrera intestinal participan cuatro componentes: la flora comensal
normal, factores mecanicos, un sistema inmunitario intacto y el eje entero-hepatico®.
Flora comensal normal: Las bacterias anaerobias intestinales superan en una
proporcion de 1/100 a 1/1000 a las gramnegativas'®? y estan colocadas mas cerca del
epitelio intestinal, limitando la posibilidad de adherencia al epitelio de los gérmenes
gramnegativos potencialmente patéogenos asi como su sobrecrecimiento. Alterando la
flora normal mediante antibidticos de amplio espectro, a los a que los anaerobios son
extremadamente sensibles, esta accion beneficiosa se pierde, facilitindose la adherencia
de las bacterias al epitelio, y por ende, su translocacion''®?.

Factores mecanicos. La capa mucosa, cuyo componente principal es la mucina
(glicoproteina de alto peso molecular) y la inmunoglobulina secretoria IgA, provee un
ambiente Optimo para el crecimiento y fijacion de los anaerobios. Las alteraciones en
esta capa propiciaran un sobrecrecimiento y una mayor adhesividad de las bacterias
pat(')genas(zs).

El peristaltismo normal es otro importante factor mecanico de defensa. El ileo
paralitico, al producir estasis del contenido intestinal, incrementa el porcentaje de
bacterias capaces de penetrar la capa mucosa y adherirse al epitelio intestinal. Se ha
demostrado que un peristaltismo disminuido, como el que se produce en las oclusiones

. . . ., . 104
intestinales, se asocia a translocacion bacteriana'®?.
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La barrera celular del intestino delgado estd constituida por una capa de células en
forma de epitelio columnar simple (enterocitos), entre las cuales se hallan células
especializadas como las células caliciliares, linfocitos y células de Paneth. Los
enterocitos se unen entre si mediante desmosomas y "tigh juntions", que permiten el
paso de pequefias moléculas pero no el de grandes moléculas o bacterias'*>.

Este epitelio es muy sensible a estimulos agresores entre los cuales cabe destacar la
isquemia-reperfusion. En condiciones normales el intestino recibe el 20% del gasto
cardiaco, y estd regulado por el sistema nervioso y sustancias circulantes como la
vasopresina, angiotensina II, 6xido nitrico y otros"’?. Durante episodios de shock
hipovolémico o cardiogénico, la sangre es derivada hacia organos vitales como el
corazén o cerebro a expensas de la circulacion esplacnica; al estar disminuida la
disponibilidad de oxigeno, se desencadena un complejo proceso que desemboca en una
lesion histologica proporcional a la duracién e intensidad del episodio isquémico™.La
lesion y alteracion de la barrera intestinal propicia la translocacion de bacterias y
endotoxinas al torrente circulatorio.

Sistema inmunitario (GALT): El sistema inmunitario asociado al intestino esta
compuesto por linfocitos intraepiteliales y de la ldmina propia, foliculos linfoides, placa
de Peyer, ganglios linfaticos mesentéricos e IgA. Del correcto funcionamiento de todos
ellos y de su interrelacion depende que no se produzca translocacion bacteriana'’”. La
secrecion de IgA en la pared intestinal permite que establezca uniones con receptores de
la pared bacteriana, impidiendo asi la unién de las bacterias al enterocito™.

Eje Entero-hepético: Las sales biliares se unen a las endotoxinas a nivel endoluminal
formando complejos poco absorbibles que limitan la translocacion. Este proceso no es

efectivo al 100% y de hecho, algunos estudios han demostrado que pequenas cantidades

de endotoxinas pasan normalmente a la sangre portal manteniendo el sistema
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reticuloendotelial activado'”®.Ademas, se ha documentado experimentalmente que la
ausencia de sales biliares en el interior del intestino promueve la translocacion

bacteriana asi como la endotoxemia'® 119,

Se ha descrito alteraciéon de cada uno de estos cuatro componentes de la barrera
intestinal en pacientes criticos. Estos pacientes estan a menudo inmunodeprimidos, y
suelen recibir antibidticos de amplio espectro que alteran la flora intestinal. El ileo
paralitico es frecuente, aumentando el crecimiento bacteriano intestinal. Ademas, las
dietas hiperosmolares entéricas o la nutricion parenteral producen alteracion de la
ecologia normal del intestino y empeoran las defensas de la barrera intestinal.
Frecuentemente hay periodos de hipotension o administracion de drogas vasoactivas
que disminuyen la perfusion esplacnica, producen isquemia mucosa y disrupcion de la
barrera. Existe en estos pacientes hipoalbuminemia, con sindrome de fuga capilar y
edema intestinal que preceden al ileo paralitico y aumento de la permeabilidad
intestinal. Finalmente, el fallo hepatico empeora el “clearance” de endotoxinas, pasando
éstas a la circulacion sistémica. Todos y cada uno de estos factores contribuyen a la

translocacion bacteriana.

4.3.3.4- MECANISMOS DE TRANSLOCACION
Un pequeiio numero de bacterias translocan normalmente desde el tracto gastrointestinal

(1D Estas bacterias translocadas son

incluso en  huéspedes inmunocompetentes
eliminadas “in situ” por los 6rganos linfoides del sistema reticulo-endotelial, de forma

que los 6rganos linfoides extraintestinales permanecen estériles. En estudios animales,

la confirmacion de translocacion bacteriana se realiza mediante cultivo de bacterias en
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los ganglios linfaticos mesentéricos, sangre portal o periférica o mediante deteccion de
endotoxina de sangre portal o periférica.

Existen factores dependientes de los microorganismos y del propio huésped que
influyen en la incidencia de translocacién bacteriana. Se han identificado tres
mecanismos que promueven la translocacion de bacterias enddgenas desde el tracto
gastrointestinal que se describen a continuacion:

Sobr ecrecimiento bacteriano: La translocacion bacteriana hacia los ganglios linfaticos
mesentéricos (GLM), el primer 6rgano en la ruta de la translocacion desde la luz
intestinal, est4 facilitada por un sobrecrecimiento bacteriano”''?. De hecho, el grado de
translocacion de ciertas especies de enterobacterias hacia los GLM estd directamente
relacionado con sus niveles en el intestino delgado y ciego!"'?. No todas las especies de

la flora indigena translocan con la misma eficacia''®.

Se ha observado que
Pseudomona Aeruginosa, y enterobacterias como Klebsiella Pneumoniae, E. Coli y
Proteus Mirabillis son los gérmenes con mayor facilidad para translocar y son los
mismos que causan gran proporcion de sepsis en pacientes debilitados. En cambio, las
bacterias anaerobias estrictas como B.Fragilis, B.Vulgatus y F. Rusii, que colonizan el
tracto gastrointestinal a altas concentraciones, son las menos eficientes en la
translocacion’'". Estas ultimas juegan un papel preventivo evitando la colonizacion de
potenciales bacterias patogenas (Gramnegativos aerébicos facultativos).

Se ha observado que el mecanismo de translocacion de las bacterias indigenas es
intracelular, cruzando la mucosa a través del interior de las células epiteliales por un
mecanismo de internalizacion diferente a la fagocitosis clasica (sin atravesar las placas
de unioén existentes entre los enterocitos o “tigh junctions™)®. Una vez en la lamina

propia, las bacterias translocadas viajan por via linfatica hacia los GLM. Si el epitelio

intestinal o las “tigh junctions” estan dafiados, las bacterias atraviesan la barrera por las
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zonas lesionadas, esta translocacion se produce por via sanguinea alcanzando el higado
y diseminandose sistémicamente®".

El sobrecrecimiento bacteriano puede ocurrir en pacientes que reciben antibioticos por
via oral, esto produce una alteracion del equilibrio bioldgico intestinal que permite
tanto el crecimiento de bacterias enddgenas normalmente resistentes al tratamiento
antibidtico, como la colonizacién por bacterias mas patdogenas no indigenas. En un
modelo experimental, la administraciéon por via oral de penicilina, metronidazol o
clindamicina a ratones, reduce la poblacion cecal de anaerobios obligados mientras que
permite el sobrecrecimiento de enterobacterias. Al finalizar la administracion de
antibioticos, las poblaciones de gérmenes cecales vuelven a sus niveles normales,
cesando la translocacion de enterobacterias hacia los 30 dias de la suspension del
tratamiento'*?.,

Situaciones clinicas que también propician el sobrecrecimiento bacteriano son la
administracion de una dieta exclusivamente liquida o bien la nutricién parenteral'''”.
Deficiencia de las defensas inmunitarias del huésped: En practicamente todos los
modelos animales de translocacion, las bacterias son detectadas en los GLM antes que
en cualquier otra localizacion. Los macrofagos de los GLM estan estratégicamente
colocados para reducir la translocacion desde el tracto intestinal. Es normal hallar
bacterias en los ganglios linfaticos mesentéricos (funcion fisiologica del GALT), en
cambio, es raro hallar cultivos positivos en sangre periférica. Esto es debido a que los
macrofagos del higado y pulmén son un mecanismo de defensa del huésped que elimina
los microorganismos de la sangre portal y de la sangre venosa central. Los macrofagos

localizados en el higado ademdas de eliminar microorganismos mediante fagocitosis,

resultan activados por éstos, lo que origina la produccién de citoquinas.
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Todos los componentes del sistema inmunitario del huésped estan involucrados en su
defensa, incluyendo la inmunidad de la mucosa (inmunoglobulina secretoria IgA),
inmunidad celular (macréfagos y células T) e inmunidad humoral (inmunoglobulinas
séricas):

Se cree que la Ig A inhibe la interaccion de la bacteria y el epitelio mucoso reduciendo
asi la penetraciéon bacteriana’'®. Se ha demostrado que es capaz de unir y agregar
bacterias, funcion denominada “exclusion inmune”, mecanismo a través del cual se
postula que inhibe la translocacién bacteriana''”.

La inmunidad celular (macrofagos y células T) proporcionan una segunda linea de
defensa localizada en la lamina propia y en los 6rganos linfoides (ganglios linfaticos
mesentéricos). La administracion de agentes inmunosupresores como ciclofosfamida o
prednisona en ratones, promueve la translocacion de bacterias hacia los GLM, bazo,
higado y rifiones"'™®.Asi mismo, la timectomia en ratones neonatos también facilita la
translocacion''”.El papel concreto de los linfocitos T se ha investigado a través de la
administracion de anticuerpos monoclonales contra estas células. La deplecion completa
de CD4 y/o CD8 en el epitelio intestinal, la Iamina propia y los GLM se ha demostrado
que promueve la translocacion de E.Coli hacia los GLM??.Sin embargo, los linfocitos
T no son capaces de destruir las bacterias directamente, las células encargadas de ello
son los macréfagos y/o polimorfonucleares mediante su funcion de fagocitosis.
Finalmente, las inmunoglobulinas plasmaticas actian como opsoninas que incrementan
la efectividad de la fagocitosis por macrofagos y polimorfonucleares y la subsiguiente
eliminacion de bacterias. Se ha demostrado que la administracion endovenosa de IgG
contra E.Coli reduce la diseminacion del germen a 6rganos extraintestinales, aunque no
reduce la translocacién bacteriana desde el intestino hacia los ganglios linfaticos

o 121
mesenterlcos( ).
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Lesion de la mucosa intestinal: La funcion primaria de la mucosa es la digestion y
absorcion de nutrientes; sin embargo, la mucosa sirve también como un importante
mecanismo de barrera que ayuda a prevenir la diseminacién sistémica de los
microorganismos que colonizan el intestino. Tanto en modelos experimentales como en
humanos, la funcion de barrera del tracto gastrointestinal puede verse afectada por

varias agresiones induciendo translocacion bacteriana, entre las que se incluyen el shock

hemorragico®® '*?, oclusién intestinal'** '*¥, inmunosupresion''® '3, lesiones por
quemaduras(mo’ 101), traumatismos* 95), infecciones bacterianas(]%), lesiones por
radiacion’?”, modelos asépticos de inflamacion'*® ' endotoxemia(130) y
pancreatitis"*' %%,

Existen diferentes factores que contribuyen a la lesion de la mucosa intestinal como la
hipoxia intracelular de la mucosa; los radicales libres de oxigeno y productos de la
activacion de los neutroéfilos; citoquinas y mediadores lipidicos; y la nutricion:

En situaciones de bajo gasto (shock hipovolémico o cardiogénico) la perfusion del
territorio esplacnico decrece considerablemente produciéndose una situacion de
hipoperfusiéon en la mucosa intestinal (isquemia) que conlleva a un dafo tisular y

(

. .7 ;. 134 7 : :
disfuncion organica'*?. Asi mismo, en modelos experimentales se ha documentado un

marcado descenso del flujo sanguineo mesentérico durante el episodio de hipotension
pngs o (135)

que se produce en el shock séptico' ~~.

Numerosos trabajos han demostrado que los radicales libres estan implicados en la

lesion tisular asociada a la reperfusion de un intestino isquémico, asi como en la lesion

intestinal por sepsis y endotoxemia. De hecho, el intestino es uno de los 6rganos mas

afectados en los modelos experimentales de sepsis por gramnegativos y endotoxemia.

La infusion en animales de experimentacion de E.Coli viables o de lipopolisacaridos

purificados provoca la aparicion de lesiones histologicas en el intestino, que van desde
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el edema de la submucosa con leve descamacion epitelial en los extremos de los villis,
. . (130, 136-139)

hasta la franca ulceracion y hemorragia . Aunque faltan datos sobre el papel de
los radicales libres en la lesion intestinal por sepsis, se ha demostrado que la endotoxina
. .. . . . . (137, 138)

incrementa la actividad de la xantina oxidasa a nivel ileal .

La lesion intestinal también esta ocasionada por mediadores de la inflamacion como las
citoquinas. Entre otros, se ha implicado en la lesion tisular tras agresion al factor
activador plaquetar, tromboxano A,, leucotrienos y fosfolipasa A,.

Existen diferentes investigaciones sobre la relacion entre translocacion bacteriana y
nutricion; la cantidad, composicién y via del soporte nutricional tienen una profunda

., . . 14 . ., .,

relacion con la integridad de la barrera mucosa*”. La combinacién de malnutricion
proteica o un ayuno prolongado con otra agresion desencadena una translocacion
bacteriana; por si solos, ni el ayuno de corta duracion ni la malnutricion proteica
estimulan la translocacidén, es preciso afnadir otro estimulo agresor para que se

produzca'*?.

. 14
Autores como Wilmore'

? y Souba"*® han realizado diversos estudios en los que se
contempla el déficit de glutamina como uno de los factores causales mas importantes de
la atrofia y posible lesion funcional de la barrera mucosa intestinal. La glutamina es un
aminoacido que es utilizado como fuente principal de energia por el epitelio intestinal,
el mayor consumo de glutamina tiene lugar en el epitelio que tapiza las vellosidades
intestinales. La glutaminasa intestinal hidroliza la glutamina a glutamato (que es
utilizado como fuente de energia) y amoniaco. Se cree que el tejido linfoide intestinal
participa en la elevada extraccion circulatoria intestinal de glutamina. En el curso de
procesos graves la disponibilidad de glutamina puede verse seriamente reducida. Por

una parte, la glutamina no se encuentra como componente de las soluciones de nutricion

parenteral por ser un aminoacido inestable que no tolera periodos prolongados de
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almacenamiento en soluciones convencionales. Por otra, la extraccion intestinal de
glutamina estd disminuida en la sepsis probablemente por influencia del glucagén y del

cortisol. Por estos motivos, Herskowitz y Souba'*"

, en una amplia revision publicada
sobre el tema, sostienen que en paciente criticos tratados con nutricion parenteral, la
mucosa intestinal, privada de un metabolito energético fundamental, se atrofia o se
lesiona, favoreciéndose asi el fallo de la barrera intestinal y la translocacion de bacterias
y endotoxinas.

No solo la glutamina ha despertado el interés en relacion a los problemas metabdlicos
de la mucosa intestinal en los pacientes graves. Los acidos grasos de cadena corta,
producidos en la luz coldnica a partir de carbohidratos no digeribles, también son
considerados como factor trofico y fuente energética importante para los enterocitos' *.
Su deficiencia, secundaria a una nutricion parenteral exclusiva o enteral sin fibra, podria
perjudicar al epitelio intestinal, especialmente al colonico, y favorecer la translocacion
bacteriana.

En diferentes modelos animales experimentales se ha demostrado que la nutricion
parenteral facilita la translocacion bacteriana. Se ha intentado determinar la relacion
entre atrofia intestinal provocada por la nutriciéon parenteral y la translocacion, siendo
los resultados muy controvertidos. Parece bastante claro que a pesar de que se desarrolla
una atrofia intestinal tras la nutricién parenteral, ésta no parece estar relacionada con la

(146)

translocacion En cambio, si se evidencia una permeabilidad intestinal a las

macromoléculas aumentada, y este hecho si se podria correlacionar con la translocacion

bacteriana'*?,
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4.4- TENDENCIASACTUALES

Actualmente se estdn evaluando hipotesis que intentan conjugar los tres aspectos
fundamentales en la génesis del MODS; la isquemia y la posterior reperfusion del
intestino actuaran como proceso inflamatorio, induciendo al tejido linfatico asociado al
intestino a producir y liberar citoquinas y otros factores del sistema inmune-inflamatorio
incluso en ausencia de bacteriemia portal detectable. Ademas hay crecientes evidencias
de la activacion de los neutréfilos a nivel intestinal, responsables de la lesion a drganos
distantes (sobretodo pulmon) si son captados por la microcirculacion y liberan sus
productos toxicos. Por otra parte, la translocacion de bacterias y endotoxinas seran
responsables de la liberacion de mediadores inflamatorios sistémicos al activar los
macrofagos hepato-esplénicos.

Estas nuevas teorias que implican al intestino como un érgano generador de citoquinas,
activador de neutrofilos y generador de oxidantes, sugiere que el tracto gastrointestinal
bajo “ estrés” puede contribuir al desarrollo del MODS mediante la liberacion directa de

mediadores sistémicos asi como a través del proceso de translocacion bacteriana.

Recientemente, teorias mas innovadoras, identifican al MODS como un prototipo de la
TEORIA DE LOS SISTEMAS COMPLEJOS NO LINEALES®. Segun estas
tendencias, cometemos un error de concepto al suponer que los sistemas bioldgicos
siguen un sistema deterministico o lineal, en el cual para una misma variacion de la
causa, se obtiene siempre la misma variacion del efecto. Un sistema no lineal es aquel
en que sus componentes no son la simple suma o multiplicacién de las variables, sino
que las ecuaciones que lo definen incluyen en su formulacidon productos y potencias de

(38, 39)

las variables del sistema Estos sistemas se caracterizan porque minimas

variaciones en sus parametros iniciales conllevan resultados finales completamente
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divergentes e impredecibles, ademas, alteraciones en ciertas variables pueden variar las
relaciones entre otras variables.

Los sistemas no lineales, a diferencia del mundo de la fisica, son la regla en los sistemas
biologicos. La progresion de un SIRS a MODS implica necesariamente la interconexion
entre varios organos, siguiendo un modelo no lineal. Asi, el MODS se caracteriza por
una compleja y exagerada respuesta del huésped que surge de la interrelacién entre
mecanismos inmunes, metabdlicos neuroendocrinos e inflamatorios que normalmente
ocurren después de un insulto masivo o infeccion. El sindrome clinico que emerge
refleja el estado de balance dindmico que existe entre cada uno de los componentes del
sistema. La respuesta del huésped a la agresion se comporta como un sistema complejo
no lineal que implica a un gran nimero de variables y sistemas de variables. A pesar de
la naturaleza dinamica de la respuesta del huésped, las propiedades del sistema, es decir,
el “todo” permanece estable en la gran mayoria de individuos garantizando la
homeostasis, sin desencadenar un MODS®?).

Hasta ahora, el tratamiento de los pacientes criticos ha sido fundamentalmente de
soporte y a pesar de la inicial confianza en la aplicacion de las nuevas terapias
antimediadores los resultados han sido decepcionantes en los numerosos estudios

realizados!””.

La teoria de los sistemas complejos no lineales proporciona una
explicacion para el fracaso de las terapias antimediadores en el tratamiento de pacientes
con MODS, ya que la mayoria de los estudios practicados hasta la actualidad se han
centrado en evaluar mecanismos inmunoldgicos individuales asumiendo relaciones
lineales. La utilizaciéon de un anticuerpo contra un determinado mediador puede dar
resultados impredecibles en funcion del estado del sistema en ese momento en el

tiempo™*?.
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Las implicaciones del reconocimiento de la naturaleza compleja de la disfuncion
orgdnica son fundamentales para el desarrollo de estrategias destinadas a prevenir o
tratar el proceso. Las acciones terapéuticas dirigidas contra estadios precoces del
proceso no tendran ningun efecto si se aplican una vez que se ha iniciado la liberacion
de mediadores pro-inflamatorios y el proceso ya se ha vuelto autdbnomo.

La tendencia de los estudios va encaminada a desarrollar sistemas de deteccion precoz
de la disfuncién organica y evaluacion dindmica de ésta en el tiempo™®®. Se aboga por
centrar las investigaciones en las interacciones entre los constituyentes del sistema, en

lugar de describir aspectos aislados de la enfermedad"*”.
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DEPLECION DE MACROFAGOS

1- MACROFAGOS

Los macrdéfagos derivan de los promielocitos de la médula o6sea que, tras su
diferenciacion en monocitos sanguineos, finalmente asientan en los tejidos como
macrofagos maduros que forman parte de sistema fagocitico mononuclear. La otra
célula fagocitica importante, el neutrdéfilo polimorfonuclear, estd confinada en el
torrente circulatorio excepto cuando es reclutado en sitios de inflamacion aguda*®.

Los macrofagos se hallan presentes en todo el tejido conectivo y alrededor de las
membranas basales de los vasos pequefios. Su concentracion es especialmente elevada
en el pulmon (macrofagos alveolares), el higado (células de Kupffer), en la pared de los
sinusoides esplénicos y en los senos medulares de los ganglios linfaticos, donde su
ubicacion es estratégica para filtrar y eliminar el material extrafio. Otros ejemplos son
las células mesangiales en los glomérulos renales, la microglia del encéfalo y los
osteoclastos del tejido 6seo"*®.

Los microorganismos se adhieren a la superficie de la célula fagocitica, activan el
proceso de endocitosis y son internalizados dentro de una vacuola o fagosoma. Los
granulos citoplasmaticos se fusionan con el fagosoma y liberan su contenido
produciendo la muerte y digestion celular.

Los macréfagos constituyen la primera linea de defensa del huésped contra
microorganismos y sustancias potencialmente nocivas. Estan implicados en la
eliminacion de complejos antigeno-anticuerpo, procesamiento y presentacion del

antigeno, asi como en la regulacion de la funcion de los linfocitos!*”.
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Los macrofagos sufren una transformacion morfologica, funcional y metabolica hacia
un estado de activacion al ser expuestos a determinados estimulos (endotoxinas,
tioglicolato, zimosan ¢ inmunocomplejos entre otras). El macréfago activado o célula
efectora, presenta un aumento de la concentracion intracelular y secrecion de enzimas
hidroliticas, aumenta la capacidad endocitica y de opsonizaciéon, y aumenta el
metabolismo oxidativo'"*¥.

Los macrofagos activados tienen la capacidad de generar importantes cantidades de
anion superdxido, 6xido nitrico y citoquinas (IL;, ILs, TNF). En un sistema bien
regulado, su accion beneficia al huésped y ayuda a mantener el sistema de defensa

inmunitario**.

2- MACROFAGOSY MODS

Tanto una incontrolada activacion de los macrofagos como la pérdida de la funcién de
la barrera intestinal se han implicado en el desarrollo del sindrome del distress
respiratorio del adulto y el sindrome de disfuncion multiorganica.

En el modelo inflamatorio del MODS, el desencadenante que inicia la cascada de
eventos que lleva al MODS es una excesiva e incontrolada produccion de citoquinas y
otros productos inmuno-inflamatorios por los macrdéfagos activados. En la hipdtesis del
intestino, la pérdida de la funcién de la barrera intestinal produce translocacion de
bacterias y/o endotoxinas hacia 6rganos sistémicos y otros tejidos donde inician,
exacerban o perpetlian la respuesta inflamatoria sistémica. La habilidad de las bacterias
y endotoxinas de activar las células de Kuppfer y otras poblaciones macrofagicas ha

- - - 150, 151 - . . .
sido bien documentada experimentalmente!’*™ '°". Existe una importante interrelacion
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entre ambas hipotesis ya que los mediadores que conducen al dafio orgdnico son
similares en ambas teorias.

Conceptualmente, la eliminaciéon de macréfagos podria interrumpir la secuencia de
eventos que conducen al dafio organico, al suspender la sefial inflamatoria. No obstante,
los macrofagos estan implicados en la cicatrizacion de heridas, defensa antibacteriana
del huésped y en la respuesta metabolica, por lo que impedir la funciéon de los

macrofagos podria tener consecuencias perjudiciales.

3- DEPLECION DE MACROFAGOS

La inhibicion de los macrofagos clasicamente se habia realizado mediante la

(152)

administracion de silice,  asbesto o anticuerpos antimacréfagos, pero esta

eliminacion no resultaba ni selectiva ni completa. Posteriormente se observo que la
aplicacion de la “técnica del suicidio macrofagico mediada por liposomas™'™¥,
constituia la mejor opciodn para el estudio de los efectos de la deplecion macrofagica “in
vivo?(?Y,

La eliminacion de macrofagos se realiza mediante Diclorometileno-difosfonado
encapsulado en liposomas (CL,MDP-liposomas).

El diclorometileno-difosfonado (CL,MDP), denominado también clodronato o acido
clodrénico, pertenece a la familia de los bifosfonados, andlogos del pirofosfato
inorgéanico e inhibidores de la reabsorcion 6sea. Es un bifosfonado no nitrogenado que
es metabolizado a andlogos no hidrolizables del ATP produciendo apoptosis (muerte
celular programada) de los osteoclastos y otras células del sistema mononuclear

fagocitico®”. Estudios farmacologicos y clinicos han demostrado su eficacia en el

tratamiento de la osteoporosis posmenopdusica y otras condiciones que cursan con
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exceso de reabsorcion osea como la enfermedad de Paget, hipercalcemia tumoral
maligna, metastasis osteoliticas e hiperparatiroidismo. Asi mismo, es eficaz en la
reduccion del dolor dseo en patologias osteopénicas'*® '°7.

La utilizacion del clodronato en la deplecion macrofagica se basa en la accion de éste
sobre las células del sistema mononuclear fagocitico. Tras el proceso de encapsulacion,
los liposomas actiian como transportadores del clodronato de forma que facilitan la
fagocitosis por endocitosis de esta sustancia por los macrofagos. Las vacuolas
resultantes se unen a los lisosomas que contienen fosfolipasas. Las enzimas lisosomales
rompen las uniones de fosfolipidos de los liposomas permitiendo la liberacion
intracelular del clodronato y la consiguiente muerte del macrofago.

Se ha demostrado “in vivo” el mecanismo de acciéon molecular del clodronato y el

1 . .
(158 Ambas sustancias son metabolizadas a

clodronato encapsulado en liposomas
adenosin 5’-(beta, gamma-diclorometileno) trifosfato (AppCClyp) por los osteoclastos y
macrofagos; la acumulacion intracelular de este metabolito produce apoptosis celular
explicando el efecto antireabsortivo 6seo e inhibidor de la cascada inflamatoria del
clodronato.

El clodronato liberado a la circulacion tras la destruccion del macrofago tiene una vida
media muy corta, y no es capaz de atravesar las membranas celulares, lo que explicaria
que las células no fagociticas no se hallen afectadas' > %%,

Las poblaciones macrofagicas eliminadas dependen de la ruta de administracion de la
sustancia. Debido a que los liposomas no pueden atravesar ni el epitelio ni el endotelio,
so6lo los macrofagos hepaticos y esplénicos seran eliminados tras la inyeccion
endovenosa. Los macrofagos de drganos sin sinusoides como los del pulmoén, ganglios

linfaticos mesentéricos o de la lamina propia del intestino no seran eliminados usando la

via intravenosa. Los efectos de la administracion endovenosa de CL, MDP-liposomas
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parece ser dosis dependiente. Se ha evidenciado que todas las subpoblaciones de
macrofagos esplénicos son eliminadas tras la administracion de 0,2 mililitros de una
suspension de liposomas conteniendo 2 miligramos de clodronato en ratones'®".

Después de la muerte de los macréfagos hepaticos y esplénicos, el animal permanecera
en un estado de deplecion macrofagica hasta que estos compartimentos sean repoblados
por macréfagos que en un principio se pensd que procedian de la médula 6sea. Esta
repoblacion requiere de por lo menos 7 dias en el higado, y dependiendo de la

(162 e ha

subpoblacion de macréfagos, de 7 a 30 dias en el bazo''*” 'V, Posteriormente
observado que la repoblacion de las células de Kupffer parece ser que procede de un
pool de precursores macrofagicos presentes en el higado, en lugar de monocitos de la
médula 6sea. La produccion local en el higado de factor estimulante de los macrofagos
parece que juega un papel crucial en la diferenciacion, maduracion y proliferacion de las
células de Kupffer.

Para examinar qué influencia tiene la deplecion de macrofagos en un modelo de
inflamacién generalizada asociado a translocacion bacteriana, Nieuwenhuijzen'®®
utiliz6 la “técnica del suicidio macrofagico mediada por liposomas” para producir una
deplecion de los macréfagos hepaticos y esplénicos previa a la inyeccion de zimosan.
Esta es una sustancia que induce una respuesta inflamatoria generalizada que se asocia a
translocacion bacteriana, signos de sepsis y desarrollo de un sindrome similar al
MODS"#”. En su estudio, Nieuwenhuijzen'*® evidencia que, aunque la incidencia de
translocacion bacteriana estd aumentada tras la deplecion macrofagica, la respuesta
toxica sistémica y la mortalidad estan significativamente reducidas en el grupo de
eliminacion de macréfagos. Concluye que los efectos letales y toxicos del zimosan estan

mas relacionados con una excesiva activacion de los macrofagos que con la liberacion

sistémica de bacterias.
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HIPOTESIS

El sindrome de disfuncion multiorganica (MODS) es actualmente la principal causa de
mortalidad en pacientes criticos quirurgicos, asi como en pacientes politraumaticos una
vez transcurridas las primeras 24 horas tras la agresion™.

En la actualidad se considera que el traumatismo provoca inicialmente la sintesis de
mediadores pro-inflamatorios (citoquinas); al llegar a un determinado nivel critico, se
produce una respuesta compensadora anti-inflamatoria en un intento de regular la
homeostasis. En algunos pacientes, la excesiva reaccion pro-inflamatoria desencadenara
una respuesta autodestructiva (SIRS) que conducira al fracaso multiorganico. En otros,
la exagerada respuesta anti-inflamatoria dejard al paciente inmunodeprimido
provocando un fallo multiorganico™.

Las tres hipotesis patogenéticas actuales del fracaso multiorganico son: hipdtesis de los
mediadores, hipdtesis de la isquemia-reperfusion e hipotesis del intestino; que sean tres
hipodtesis diferenciadas o diferentes aspectos de la misma situacion, estd ain por
determinar®. La teorfa del intestino como “motor” del fracaso multiorganico se basa
en la idea de que las endotoxinas y bacterias translocadas llegan a los macrofagos
hepaticos y esplénicos iniciando la liberacion de mediadores que pueden desencadenar o
perpetuar la respuesta hipermetabélica y pro-inflamatoria®®®.

Existe la posibilidad de eliminar selectivamente los macrofagos del eje hepatoesplénico
mediante la administraciéon de diclorometileno-difosfonato contenido en liposomas,
evitando asi la activacion de éstos y la liberacion de la cascada de mediadores pro-

inflamatorios'®?,
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HIPOTESISDE TRABAJO

La deplecion de los macréfagos hepaticos y esplénicos mediante la administracion
endovenosa de diclorometileno-difosfonato contenido en liposomas (DCL2MDP-
liposomas) en un modelo de politraumatismo experimental, podria regular la génesis del

fracaso multiorgdnico y disminuir la mortalidad.
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OBJETIVOS

En un modelo de politraumatismo experimental, previamente testado, se pretende

alcanzar los siguientes objetivos:

1- Comparar la incidencia de translocacion bacteriana a nivel de ganglios mesentéricos,

higado, bazo y pulmén entre un grupo de animales politraumatizados sometidos a

deplecion macrofagica y un grupo control con poblacion macrofagica normal.

2- Comparar la toxicidad sistémica postraumatica (signos toxicos, movilidad y
diferencia de peso) entre el grupo de animales con deplecion macrofagica y el grupo

control.

3- Comparar la mortalidad postraumatica precoz y tardia entre dos grupos de animales,

con y sin deplecién macrofagica.
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MATERIAL

1- APARATO GENERADOR DE POLITRAUMATIS

MO (AGP)

Nuestro trabajo se fundamenta en el Aparato Generador de Politraumatismo (AGP),
disefiado y modificado por Lépez Negre'® desde un modelo original de Schildt y

(165 que permite reproducir un politraumatismo controlado y de intensidad

Nilsson
variable en animales de experimentacion (Figura 7).

En sintesis, el aparato consta de seis partes diferenciadas:

Motor: Motor eléctrico rotativo que funciona con corriente alterna de 220 voltios y gira
a velocidad constante. Tiene su eje central conectado a una polea construida en aluminio
de 90mm de diametro y 12,5mm de grosor. La polea presenta en su circunferencia
periférica un surco de seccion conica de 4mm de profundidad, al que se adaptan tres
correas de transmision circulares de diversos diametros. Transmiten el movimiento de la
polea principal a otras tres que estan adaptadas a la caja principal del aparato. Estas tres
poleas tienen su centro situado a 21cm de altura del centro del eje de la polea del motor.
Se pueden obtener velocidades variables de giro de la caja donde se alojara el animal de
experimentacion en funcion del uso de las poleas y correas, a razén de 35, 40 y 45
revoluciones por minuto (rpm). El motor va montado sobre una pletina movil que

permite su desplazamiento hacia delante y atras siguiendo un angulo de 30 grados a fin

de mantener siempre la vertical entre la polea del motor y las poleas de la caja principal.
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Poleas: Ademas de la polea de transmision del motor, existe una segunda polea unida al
cilindro o caja principal construida en aluminio de 12mm de espesor. Esta ultima, esta
dividida en tres segmentos de 75, 60 y 50mm de didmetro, donde se ubican tres coreas
sucesivas de distinta medida, lo que les confiere velocidades de giro de 35, 40 y 45rpm.
Correas de transmision: Correas de nylon de 5mm de grosor y de 18, 20 y 22cm de
diametro, resistentes y algo elasticas; que transmiten el giro de la polea del motor a las
poleas de la caja principal.

Pletina: Placa construida en acero inoxidable de 2mm de espesor y un tamafio de 16 por
l6¢cm; presenta dos ranuras en su superficie paralelas entre si, que permiten el
desplazamiento de la misma de forma oblicua en la horizontal segun un angulo de 30
grados. El motor con su polea se mantiene fijo a la pletina; de esta manera, en los
desplazamientos de la misma se mantiene la verticalidad entre la polea del motor y la de
la caja principal, lo que asegura una transmision 6ptima del movimiento. La pletina se
desplaza sobre la base vertical del aparato a través de sus ranuras que estan atravesadas
por dos ejes con rosca en los que se fijan dos tornillos palomita, que permiten su
inmovilizacion en la posicion deseada.

Cilindro o caja principal: Es el habitaculo donde se aloja el animal de
experimentacion previa anestesia general. Mide 29,5cm de diametro, 17,5¢cm de altura o
profundidad y esta construido en plancha de acero inoxidable de 1,5mm de grosor. Su
cara anterior la constituye la tapa o puerta de la caja y encaja perfectamente en el
cilindro, sujetdindose al mismo mediante ranuras oblicuas y tornillos palomita, que
permiten la apertura rdpida y cémoda. La puerta presenta en su centro un tirador
esférico de latdén que permite su manejo y extraccion con comodidad. Se ha cuidado que
el cilindro tenga una superficie totalmente lisa en su interior, con ausencia de elementos

que puedan producir heridas incisas en el animal. Se han incorporado a la superficie
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interna del cilindro dos grandes resaltes de forma piramidal, de base periférica y vértice
interno totalmente romo; tienen 30mm de altura y 30mm de base y estan situados de
forma opuesta en el interior del aparato, de manera que en cada giro hacen que el animal
salga proyectado contra el lado opuesto en dos ocasiones. De no existir estos resaltes, el
aparato se comportaria como una simple centrifugadora, haciendo girar al animal sin
producirle ningin traumatismo, ya que la fuerza centrifuga mantendria al animal contra
la superficie interna de la caja sin golpearse contra las paredes.

Elementos de soporte: Todo el aparato va montado sobre una plataforma de hierro de
60 por 40cm, con un espesor de 15mm, lo que da al conjunto un peso de unos 25kg y le
confiere la solidez suficiente para evitar movimientos o desplazamientos durante el giro
de la caja. Dos pequefios ejes con rosca soldados a la superficie de la base de hierro
atraviesan las ranuras de la pletina sobre la que esta fijo el motor y permiten sus
desplazamientos. La fijacion de la pletina se consigue mediante dos tornillos palomita.
Las tres poleas solidarias a la caja central se mantienen y giran con su centro a una
altura de 21cm del centro de la polea del motor gracias a una estructura tubular soldada
en posicion vertical sobre la base del aparato. Esta barra estd construida con acero
inoxidable de 1,5mm de espesor y tiene un diametro de 2,5cm. En su parte superior
presenta, en posicion horizontal, una varilla a la que se adapta un cojinete de bolas,
cerrado, con orificio de lubricacion, que soporta y permite el giro de la caja principal.
Planos detallados del aparato pueden consultarse en la tesis doctoral de Lopez

Negre(1 4,

El método experimental de politraumatismo ha sido aprobado por la Direccié General

de Producci6 i Industries Agroalimentaries (Generalitat de Catalunya; Departament de
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Ramaderia i Pesca; Servei de Ramaderia, Barcelona) con autorizacion del dia 25/7/1994

n°® 5367, segiin normas dictadas por el Reial Decret 223/1988 de 14 de Marzo.

Figura 7: Aparato Generador de Politraumatismo
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2- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Ratones Balb/c machos mayores de 8 semanas de vida y con pesos comprendidos entre
los 22 y 32 gramos, procedentes de la empresa CRIFFA (Santa Perpétua de la Mogoda,
Barcelona).

Los animales fueron mantenidos en el estabulario convencional del Instituto Municipal
de Investigaciones Médicas (IMIM) (c/ Aiguader 80, Barcelona), con unas condiciones
de temperatura de 21-23° C, humedad del 40-70%, ciclo de luz-oscuridad de 12 horas y
dieta de mantenimiento “ad libitum”. Los ratones han seguido alimentacién por via oral
equilibrada en todos los principios inmediatos, utilizandose pienso completo
garantizado por Industrias Panlab tipo VAR-A-04; la composicién se detalla en la
(Tabla 1). Se calcula en unas 4 a 6 horas el tiempo tras la anestesia en que los animales
son capaces de nuevo de alimentarse por si mismos si no son traumatizados, y alrededor

de 12 horas tras el traumatismo.

Tabla 1. Composicion del pienso VAR-A-04

ANALISIS (%) ADITIVOS (Kg)

Proteina bruta..................... 15,60 Vitamina A.......cooooovevevieieeeeeeeeeeeee, 7.500 Ul

Materias grasas brutas........ 2,80 Vitamina D3.......cccoeviiinnnnninenee 1.500 Ul

Celulosa bruta..................... 4,80 Vitamina E (alfa-tocoferol)................... 15 mg
Cenizas brutas..................... 4,60 Cu (sulfato cuprico pentahidratado)....... 14,7 mg

El estabulario cumple las directrices 86/609/CEE del 24 de Noviembre de la
Comunidad Econdémica Europea referente a la proteccion de los animales utilizados en

experimentacion y otras finalidades cientificas; la ley 5/1995 del 21 de Junio de la
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Generalitat de Cataluia y el decreto 214/1997 del 30 de Julio que desarrolla esta ley
referente a los animales usados en experimentacion. El estabulario también cumple la
Resolucion de Estrasburgo referente a las categorias del personal que utiliza animales de

experimentacion.

3- ANESTESIA

Todos los animales han sido sometidos a anestesia general previamente al traumatismo
mediante el uso de tiopental sodico, a dosis de 60 mg/kg de peso, por via
intraperitoneal. La anestesia completa se consigue entre los 6 y 10 minutos después de
la administracion del farmaco, y se valora como efectiva al observarse la pérdida del
reflejo que permite la recuperacion espontanea de la posicion de decubito prono por

parte del animal.

4-DICLOROMETILENO-DIFOSFONATO

(CL2MDP) CONTENIDO EN LIPOSOMAS

El Diclorometileno-difosfonato (CL,MDP) o clodronato, sustancia pura, ha sido
proporcionado por Productos Roche, S.A. Departamento Médico. (C/ Josefa Valcarcel
n°® 2, Madrid).

Para su utilizacién en el estudio se ha procedido a la encapsulacién en liposomas de la
sustancia pura obteniendo CL,MDP-liposomas en el Departamento de Biologia y
Bioquimica Molecular de la Facultad de Quimica. Universidad de Barcelona. (C/ Marti

y Franqués n° 1, Barcelona).
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Prepar acion de clodronato encapsulado en liposomas.

En el presente trabajo se han utilizado vesiculas unilamelares grandes!'®”

, obtenidas por
sonicacion en bafio de dispersiones de vesiculas multilamelares, hasta un diametro de poro

final inferior a 450 nm, que permite su esterilizacion por filtracion.

a) Obtencion de vesiculas multilamelares.

Los liposomas multilamelares pueden ser considerados como los precursores de los otros
tipos de liposomas ya que su obtencion suele ser una etapa previa en los distintos procesos
de preparacion descritos. El método mas utilizado consiste en la dispersion mecéanica de
una pelicula lipidica en un medio acuoso salino.

El proceso se inicia con la preparacion de una pelicula fina de lipido. Para ello se disuelve
la cantidad necesaria de fosfolipido en cloroformo, en un tubo de vidrio, y el disolvente se
evapora mediante una corriente suave de nitrogeno durante 30 minutos aproximadamente,
de manera que el lipido se deposita sobre la pared del tubo de ensayo. En el caso de
sistemas mixtos, los lipidos deben disolverse previamente juntos en cloroformo, a fin de
que la mezcla sea completa y homogénea. En nuestro caso se ha utilizado una mezcla
lipidica de fosfatidilcolina de huevo: colesterol 6:1 (relacion molar).

Para asegurar la eliminacion total del disolvente, el tubo se deja en un desecador de
anhidrido fosforico toda la noche.

La hidratacion de la pelicula lipidica se realiza con una disolucion acuosa de 0,25 g/mL de
clodronato mediante los siguientes pasos:

1 paso: Ciclos de 30 segundos cada uno de agitacion mecanica y calentamiento a 30°C,
alternadamente, durante 20 minutos.

2° paso: 5 ciclos de congelacion-descongelacion con nitrégeno liquido, pasando por la

temperatura de transicion.
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b) Obtencion de vesiculas unilamelares

Las vesiculas unilamelares estdn formadas por una sola capa bimolecular de lipido
rodeando una fase acuosa, su rango de tamaios es de 80 a 1000 nm. Este tipo de vesiculas
las obtendremos por sonicacion en baiio de la dispersion de las vesiculas multilamelares
obtenidas anteriormente, durante una hora a 40°C de temperatura.

La dispersion liposomal obtenida se mantiene durante una hora a una temperatura superior
a la temperatura de transicion de la mezcla lipidica (30-35°C). Este proceso se denomina
“annealing” y permite la recuperacion estructural de las bicapas defectuosas.

Para separar el material no encapsulado en el interior liposomal, la suspension se
cromatografia por una columna de Sephadex G-50 equilibrada con PBS (sal tamponada de
fosfato). Finalmente los liposomas unilamelares se han esterilizado por filtracion a través
de 0,45um. La suspension final de liposomas que encapsulan clodronato tiene una

concentracion de 27 mM de lipido total y 5 mg/mL de clodronato.

5>- TEST DE MOVILIDAD

Para realizar el test de movilidad se utilizd una tabla de melamina blanca, de un metro
cuadrado y 1,5 cm de grosor, dividida en cuadros de 10 cm mediante trazos
transversales y longitudinales con rotulador negro de punta gruesa.

El test consiste en cuantificar el nuimero de cuadros que recorre el animal durante un
minuto en dicha tabla. Para facilitarlo, se reproduce el movimiento del animal en un
papel, que es una plantilla a menor escala del cuadriculado de la tabla, quedando asi
constancia de los test de movilidad de cada animal.

La Figura 8 ilustra el test de movilidad.

66



Figura 8: Test de movilidad

6- DETERMINACION DE TRANSLOCACION

BACTERIANA

La obtencion de muestras (pulmon, ganglios linfaticos mesentéricos, bazo e higado) se
ha realizado en el Quir6fano de Cirugia Experimental del Instituto Municipal de
Investigaciones Médicas (IMIM). Se ha dispuesto de lupas de 2,5 aumentos de la casa
Keeler para ampliar el campo quirurgico.

El instrumental quirtrgico utilizado ha sido esterilizado en la Unidad de Esterilizacion
Central del Hospital del Mar (Paseo Maritimo 25-29, Barcelona), asi como los tubos de
ensayo donde se depositaban las muestras.

Una vez obtenidas, las muestras fueron introducidas en tubos de ensayo estériles que
contenian 2 mililitros de caldo de tripticasa, y trasladadas al Laboratorio Central de

Referencia de Cataluia donde se procedid a su homogenizacion en mortero estéril.
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Posteriormente, cada muestra fue sembrada en tres placas de Agar Sangre de Carnero
(Biomerieux) de diferentes diluciones (100, 500 y 1000 ul), que se incubaron durante 72
horas y realizdndose lectura diaria. El nimero de colonias que creci6 en cada placa se
multiplicé por la dilucion correspondiente. Los microorganismos fueron identificados
siguiendo los métodos microbiologicos convencionales. Se considerd translocacion

bacteriana al crecimiento de bacterias en cualquier dilucion de las anteriormente citadas.
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METODOS

Para comprobar la hipdtesis se han disefiado dos experimentos, cada uno con
metodologia diferente y objetivos concretos. Se describen en primer lugar los métodos
comunes a todas las técnicas realizadas, y posteriormente el disefo del estudio, que

incluye los dos experimentos realizados.

1- ADMINISTRACION DE LA ANESTESIA

Tal y como se ha descrito anteriormente, se ha utilizado tiopental sédico a dosis de 60
mg/kg diluido en suero fisiologico. El anestésico se ha administrado por via
intraperitoneal a nivel del cuadrante superior izquierdo del abdomen, inyectandose un
volumen total de liquido entre 0,15 y 0,25 ml seglin el peso del animal, y usandose una
aguja de insulina de 25 5/8 GA. La anestesia se prepara diluyendo 0,5 g de tiopental
sodico en 50 ml de suero fisiologico, dilucion de 10 mg/ml.

La anestesia se consigue a los 6-10 minutos de la inyeccion, y se valora como completa

cuando el animal pierde el reflejo que le permite recuperar la posicion prona.

2- INYECCION ENDOVENOSA

Todos los animales del estudio reciben 48 horas antes del traumatismo una inyeccién
endovenosa de 0,20 ml de clodronato (CL2MDP-liposomas), o de suero fisiologico,
segin pertenezcan al grupo de deplecion macrofagica o al grupo control

respectivamente. El animal, previamente anestesiado, es introducido en dectbito lateral
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en un aparato inmovilizador de ratones que permite realizar la inyeccién endovenosa en
una de las venas laterales de la cola. El animal es excluido del estudio si se produce

extravasacion de la sustancia inyectada.

3- GENERACION DEL TRAUMATISMO

Nuestro modelo presenta una mortalidad que depende de la intensidad del traumatismo,
parametro que podemos modificar a demanda. Asumiendo un peso promedio de 25 g, y
que la distancia que recorre en cada giro el animal es de 21 cm, la energia de cada
impacto es de 0,052 Joules y para un tiempo de 7 minutos, la energia global que recibe
cada animal es de aproximadamente unos 33 Joules, equivalente al choque de un ser
humano de 70 kg contra un obstaculo a una velocidad de 85 km/h. Esta energia produce
una mortalidad global que ronda el 40%, siendo de un 16% la que se produce en las
primeras 24 horas, y el resto (24%) mas alla de las 24 horas.

La energia final para cada experimento se puede predefinir (y por lo tanto el nimero de
revoluciones del aparato) segun las necesidades. En el presente estudio hemos definido
tres tipos de traumatismo segln la energia final recibida: traumatismo leve (15 Joules),
traumatismo moderado (30 Joules) y traumatismo grave (45 Joules). En cada tipo de
traumatismo el tiempo de exposicion al Aparato Generador de Politraumatismo es
variable dependiendo del peso del animal. El célculo del tiempo de exposicion para una
energia final determinada se ha obtenido calculando la velocidad del animal en el
momento de cada impacto dentro del AGP, convirtiendo esta energia cinética en energia
mecanica y multiplicando por el nimero de impactos que recibe cada animal (variable
que depende del tiempo que gira el AGP). Ajustando al méaximo el tiempo en funcion de

la masa del animal, se consigue que las variaciones de energia recibidas para cada uno
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de ellos sean del orden del 2°5% unicamente. El tiempo promedio de exposicion para el
traumatismo leve es de 3 minutos, de 6 minutos para el traumatismo moderado y de 9
minutos para el grave (Tablas 2,3 y 4).

Los animales siempre se traumatizaron por parejas cuyos pesos fueron similares y

previa anestesia general.

4- INTRODUCCION DE DATOSY ESTADISTICA

Los datos de los experimentos se introdujeron en una base de datos ACCESS 97, con
formato protegido para intentar minimizar la entrada de valores anémalos o fuera de
rango. La base de datos se transfiri6 a SPSS 11.5.2 para su andlisis estadistico. El
primer paso en SPSS fue su depuracion, analizando los datos perdidos si los habia y
recuperando todos los posibles.

En los datos descriptivos se utilizo la media, mediana e intervalo de confianza del 95%
para las variables continuas, asi como porcentajes e intervalo de confianza del 95% para
las variables categoricas.

La comparacion de dos variables categoricas se efectud mediante el test exacto de
Fisher. Se comprobo si las variables seguian una distribuciéon normal, utilizandose la t
de Student si seguian la Ley Normal y la U de Mann-Whitney si no era el caso. Se
utilizaron las respectivas pruebas para datos apareados si asi correspondia. En la
comparacion de diversas medias distribuidas a lo largo del tiempo se utilizo el test de
ANOVA multiple.

Se uso la regresion logistica para valorar la diferente implicacion del traumatismo y del

clodronato en la translocacion bacteriana, siendo ésta la variable dependiente y el
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traumatismo y la administracién del clodronato las independientes. Se uso la regresion
por pasos hacia atrds. Se ha utilizado siempre la prueba de razon de verosimilitud en
lugar de la prueba de Wald, ya que es mas potente cuando el valor del parametro B se
aleja de cero. Por ultimo, para valorar la discriminacién del modelo, se ha utilizado la
curva ROC (Receiver Operating Characteristics). El punto de corte 6ptimo para cada
curva se calcula en funcion de la sensibilidad, especificidad y prevalencia. Se puede
obtener una valoracion cuantitativa de la precision diagndstica del modelo midiendo el
area bajo la curva mediante célculo trapezoidal. Se pueden comparar indices de precision
y sus errores estandar usando un método estadistico desarrollado por Hanley y McNeil'®”
168)

Los analisis de supervivencia se realizaron mediante la regresion de Cox, para poder
controlar la influencia de las diversas variables (clodronato y traumatismo).

En todos los andlisis se utilizo el error alfa de 0,05, sin efectuarse correcciones por

comparaciones multiples.

5- DISENO DEL ESTUDIO

Para cumplir los objetivos fijados se han disefiado dos experimentos independientes, el
primero es un estudio a corto plazo (24 horas) y el segundo a largo plazo (14 dias):

Experimento 1: Influencia de la eliminacién de los macrofagos en la translocacion

bacteriana y la toxicidad sistémica.

Experimento 2: Analisis de mortalidad y toxicidad sistémica (pérdida de peso,

movilidad y signos toxicos).
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EXPERIMENTO 1

Objetivos 1. Comparar la incidencia de translocacion bacteriana entre los animales
sometidos o no a deplecién macrofagica.
2. Comparar la toxicidad sistémica postraumatica entre ambos grupos.
M étodos
Para examinar si la eliminacion de macrofagos puede influir en la translocacion

bacteriana y en la toxicidad sistémica, los animales fueron randomizados en 4 grupos

homogéneos:
GRUPO 1. Traumatismo leve (15 J) sin deplecion de macrofagos (n=11)
GRUPO 2. Traumatismo leve (15 J) con deplecion de macrofagos (n=7)

GRUPO 3. Traumatismo grave (45 J) sin deplecion de macréfagos (n=10)

GRUPO 4. Traumatismo grave (45 J) con deplecion de macréfagos (n=8)

Los animales con deplecion macrofagica recibieron una inyeccion endovenosa en la
cola de 0,20 ml de diclorometileno-difosfonato (CL,MDP) contenido en liposomas y
disuelto en sal tamponada de fosfato (PBS 0,125 g/ml), 48 horas antes de ser sometidos
al traumatismo. Previamente a la inyeccion, los animales son pesados y anestesiados
con tiopental sodico a dosis de 60 mg/ kg de peso por via intraperitoneal. A los animales
de los grupos en los que no se realiza deplecion de macrdéfagos se les administra la
misma cantidad endovenosa de suero fisioldgico. Después de la inyeccion son devueltos
a sus jaulas con acceso libre a comida y bebida.

Transcurridas 48 horas después de la inyeccion, los animales son pesados y se
introducen por parejas con pesos similares en el aparato generador de politraumatismo
(AGP) a 45 revoluciones por minuto, previa anestesia general. Para los sujetos

sometidos a traumatismo leve (15 J), se calcula el tiempo de traumatismo segun la Tabla
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2; y para los animales que reciben un traumatismo grave (45 J) segin la tabla 4.
Inmediatamente después de ser extraidos del AGP son devueltos a sus jaulas con acceso
libre a comida y bebida. Solo han sido incluidos como validos los animales que han
sobrevivido al traumatismo.

Veinticuatro horas después del traumatismo se anotaron de forma ciego simple (el
investigador desconoce a qué grupo pertenece cada animal), en una tabla de recogida de
datos para cada animal, la toxicidad sistémica (cuantificada mediante tres variables:
signos toxicos, peso del animal y test de movilidad), asi como el nimero de lesiones
externas.

Se describieron como signos toxicos la presencia de alguno de los siguientes
parametros: respiracion forzada, espasticidad, convulsiones, letargia, alopecia, diarrea,
conjuntivitis, pelo rizado y ausencia de ingesta de liquidos y/o sélidos"** '*?. Se definid
signos de toxicidad global como la suma de signos toxicos que presenta cada animal a
las 24 horas del traumatismo.

Se anotaron el numero de lesiones externas que presentaba cada animal. El nimero
maximo de lesiones externas se establecid en §; se consideraron como posibles lesiones:
pabellones auriculares (2), extremidades (4), hocico (1), boca y dientes (1).

Tras estas valoraciones se procedi6 a la diseccion de cada espécimen previa anestesia
general. Se realizd extraccion en condiciones de esterilidad de pulmoén derecho, higado,
bazo y ganglios linfaticos mesentéricos. Las muestras para cultivo fueron pesadas e
introducidas en tubos de ensayo estériles que contenian 2 ml de caldo de tripticasa. Las
muestras se enviaron al Departamento de Microbiologia del Laboratorio de Referencia

de Cataluiia para su cultivo y lectura.
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Se disefiaron cuatro grupos control de 5 animales cada uno para verificar que ni el PBS,
ni el CL,MDP (sustancia pura), ni espontaneamente, ni los liposomas producen

translocacion bacteriana o mortalidad por si mismos:

GRUPO 5. PBS (n=5)
GRUPO 6. CL,MDP (n=6)
GRUPOQO 7. Suero Fisioldgico (espontaneo) (n=5)
GRUPO 8. Liposomas (n=5)

En estos grupos control se realizé el mismo procedimiento sin someter a los animales de
experimentacion a traumatismo. Asi, 48 horas después de la inyeccion, se realizo el test
de movilidad y se procedio a la diseccion y obtencion de las muestras para

microbiologia siguiendo el mismo procedimiento que en los grupos anteriores.

EXPERIMENTO 2

Objetivos 1. Comparar la mortalidad postraumatica precoz y tardia entre los animales
sometidos o no a deplecion macrofagica.
2. Comparar la diferencia de peso entre los animales de ambos grupos.
3. Comparar la movilidad entre ambos grupos.
4. Comparar los signos de toxicidad sistémica entre el grupo de deplecion
de macrofagos y el grupo control.
M étodos
Estudio experimental prospectivo y randomizado en el que 40 ratones Balb/c machos
fueron distribuidos en dos grupos para analizar en ambos la mortalidad y la toxicidad
sistémica (signos toxicos, diferencia de peso y movilidad):
GRUPO 9. Traumatismo moderado (30 J) sin deplecién de macrofagos (n=20)

GRUPO 10. Traumatismo moderado (30 J) con deplecién de macrofagos (n=20)
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Antes de iniciar el estudio, a todos los animales se les sometio a un test de movilidad
inicial.

Al igual que en el Experimento 1, los animales recibieron una inyecciéon endovenosa de
0,20 ml de clodronato en el Grupo 9, y la misma cantidad de suero fisioldgico en el
Grupo 10.

A las 48 horas de la inyeccion todos los sujetos del estudio fueron introducidos por
parejas en el AGP, previa anestesia general, y sometidos a un traumatismo moderado
(30 Joules). No fueron excluidos los animales que no sobrevivieron al traumatismo.
Inmediatamente después del traumatismo se anotaron el nimero de lesiones externas, ya
descritas anteriormente, que presentaba cada animal.

Se realizé un seguimiento durante 14 dias de todos los animales, sometiéndolos cada 24
horas a un test de movilidad, determinacién de presencia o no de signos de toxicidad
sistémica y peso.

Se definié como mortalidad precoz a aquella que se present6 en las primeras 24 horas
tras el traumatismo, y como mortalidad tardia la que se produjo mas alla de las 24 horas
postraumatismo. Al decimocuarto dia, los animales que no habian fallecido fueron

sacrificados mediante dislocacion cervical una vez finalizado el estudio.
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Tabla 2: Célculo detiempo en € AGP paraun traumatismo leve

CALCULO DE TIEMPO PARA ENERGIA 265 303
FINAL DETERMINADA : :

26,6 3,02

26,7 3,02

Impacto total (joules) 15 26,8 3,01

distancia (m): 0,21 26,9 3,00

gravedad (m/s2) 9,81 27 2,60

numerador ecuacion 0,080902222 27,1 2,59

27,2 2,58

27,3 2,58

Masa en gramos Tiempo trauma 27,4 2,57

(minutos,segundos) 27,5 2,57

22 3,41 27,6 2,56

22,1 3,40 27,7 2,55

22,2 3,39 27,8 2,55

22,3 3,38 27,9 2,54

22,4 3,37 28 2,53

22,5 3,36 28,1 2,53

22,6 3,35 28,2 2,562

22,7 3,34 28,3 2,52

22,8 3,33 28,4 2,51

22,9 3,32 28,5 2,50

23 3,31 28,6 2,50

23,1 3,30 28,7 2,49

23,2 3,29 28,8 2,49

23,3 3,28 28,9 2,48

23,4 3,27 29 2,47

23,5 3,27 29,1 2,47

23,6 3,26 29,2 2,46

23,7 3,25 29,3 2,46

23,8 3,24 29,4 2,45

23,9 3,23 29,5 2,45

24 3,22 29,6 2,44

24,1 3,21 29,7 2,43

24,2 3,21 29,8 2,43

24,3 3,20 29,9 2,42

24,4 3,19 30 2,42

24,5 3,18 30,1 2,41

24,6 3,17 30,2 2,41

24,7 3,17 30,3 2,40

24,8 3,16 30,4 2,40

24,9 3,15 30,5 2,39

25 3,14 30,6 2,39

25,1 3,13 30,7 2,38

25,2 3,13 30,8 2,38

25,3 3,12 30,9 2,37

25,4 3,11 31 2,37

25,5 3,10 31,1 2,36

25,6 3,10 31,2 2,36

25,7 3,09 31,3 2,35

25,8 3,08 31,4 2,35

25,9 3,07 31,5 2,34

26 3,07 31,6 2,34

26,1 3,06 31,7 2,33

26,2 3,05 31,8 2,33

26,3 3,05 31,9 2,32

26,4 3,04 32 2,32




Tabla 3: Calculo detiempo en € AGP para un traumatismo moder ado

CALCULO DE TIEMPO PARA ENERGIA 26,5 6,06
FINAL DETERMINADA 26,6 6,05
26,7 6,04
26,8 6,02
Impacto total (joules) 30 26,9 6,01
distancia (m): 0,21 27 5,60
gravedad (m/s2) 5 9,81 27.1 5,58
numerador ecuacion 0,161804443 272 557
27,3 5,56
i 27,4 5,54
Masa en gramos Tiempo trauma 27,5 5,53
(minutos.segundos) ! :
27,6 5,52
22 7,21
22,1 7,19 20l =
22,2 7.17 i 249
' : 27,9 5,48
22,3 7,15 28 547
22,4 7,13 28,1 5,45
22,5 7,11 28,2 5,44
22,6 7,10 28,3 5,43
22,7 7,08 28,4 5,42
22,8 7,06 28,5 5,41
22,9 7,04 28,6 5,39
23 7,02 28,7 5,38
23,1 7,00 28,8 5,37
23,2 6,58 28,9 5,36
23,3 6,57 29 5,35
23,4 6,55 29,1 5,34
23,5 6,53 29,2 5,32
23,6 6,51 29,3 5,31
23,7 6,50 29.4 5,30
23,8 6,48 29,5 5,29
23,9 6,46 29,6 5,28
24 6,45 29,7 5,27
24,1 6,43 29,8 5,26
24,2 6,41 29,9 5,25
24,3 6,40 30 5,24
24,4 6,38 30,1 5,23
24,5 6,36 30,2 5,21
24,6 6,35 30,3 5,20
24,7 6,33 30,4 5,19
24,8 6,31 30,5 5,18
24,9 6,30 30,6 5,17
25 6,28 30,7 5,16
25,1 6,27 30,8 5,15
25,2 6,25 30,9 5,14
25,3 6,24 31 513
25,4 6,22 31’1 5’12
25,5 6,21 312 511
25,6 6,19 31,3 5,10
257 e 314 5,09
258 6.16 31,5 5,08
259 e 316 5,07
26 oL 31,7 5,06
26,1 6,12 31,8 5,05
26,2 6,11 31,9 5,04
26,3 6,09 32 503
26,4 6,08




Tabla 4: Célculo detiempo en e AGP para un traumatismo grave

CALCULO DE TIEMPO PARA ENERGIA 26,5 9,10
FINAL DETERMINADA 26,6 9,07
26,7 9,05
26,8 9,03
Impacto total (joules) 45 26,9 9,01
distancia (m): 0,21 27 8,59
gravedad (m/s2) 5 9,81 27.1 8,57
numerador ecuacion 0,242706665 272 855
27,3 8,53
_ 27,4 8,51
Masa en gramos Tiempo trauma 27,5 8,50
(minutos.segundos) ! :
22 11,02 i 348
22,1 10,59 i 3,46
27,8 8,44
22,2 10,56 279 8.42
22,3 10,53 28 8,40
22,4 10,50 28,1 8,38
22,5 10,47 28,2 8,36
22,6 10,44 28,3 8,35
22,7 10,42 28,4 8,33
22,8 10,39 28,5 8,31
22,9 10,36 28,6 8,29
23 10,33 28,7 8’27
23,1 10,30 288 8.26
23,2 10,28 28.9 8.24
23,3 10,25 29 8,22
23,4 10,22 29,1 8,20
23,5 10,20 29,2 8,19
23,6 10,17 29,3 8,17
23,7 10,14 29.4 8,15
23,8 10,12 29,5 8,14
23,9 10,09 29,6 8,12
24 10,07 29,7 8,10
24,1 10,04 29,8 8,09
24,2 10,02 29,9 8,07
24,3 9,59 30 8,05
24,4 9,57 30,1 8,04
24,5 9,54 30,2 8,02
24,6 9,52 30,3 8,01
24,7 9,50 30,4 7,59
24,8 9,47 30,5 7,57
24,9 9,45 30,6 7,56
25 9,42 30,7 7,54
25,1 9,40 30,8 7,53
25,2 9,38 30,9 7,51
25,3 9,36 31 7,50
25,4 9,33 31’1 7’48
25,5 9,31 31,2 7,47
25,6 9,29 31,3 7,45
25,7 9,27 31,4 7,44
25,8 9,24 31,5 7,42
25,9 9,22 31,6 7,41
26 9,20 31,7 7,39
26,1 9,18 31,8 7,38
26,2 9,16 31,9 7,37
26,3 9,14 32 7,35
26,4 9,12
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RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

1- DISTRIBUCION DE GRUPOS

Se utilizaron, en este experimento, un total de 57 animales repartidos en 8 grupos.
Distribuimos a los animales en funcion del traumatismo aplicado (leve o grave) y si
fueron sometidos o no a deplecion macrofagica en 4 grupos, denominados grupos de
traumatismo (Tabla 5).

Asi mismo, se disefiaron 4 grupos control para demostrar que ninguna de las sustancias
administradas (PBS, CL,MDP (sustancia pura), suero fisioldégico o liposomas),
producen translocacion bacteriana por si mismos. Por este motivo, a los grupos control

no se les sometio a traumatismo (Tabla 6).

Tabla5: Gruposde traumatismo Tabla 6: Grupos control
Traumatismo Deplecion - —
No g Sustancia administrada | Grupo
Leve Grupo 1 Grupo 2 PBS Grupo 5 (n=5)
(n=11) (n=7) CL,MDP Grupo 6 (n=6)
Grave Grupo 3 Grupo 4 Suero Fisiologico Grupo 7 (n=5)
(n=10) (n=8) Liposomas Grupo 8 (n=5)

PBS= Sal tamponada de fosfato;
CL,MDP= Clodronato no encapsulado.
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El peso de los animales al inicio del experimento, la energia recibida en el traumatismo
expresada en Joules (E Traumatismo), el nimero de lesiones externas, la movilidad
(recuadros/minuto) a las 24 horas de la agresion, el peso del animal al final del
experimento y los signos de toxicidad global, se recogen por grupos en las Tablas 7 y 8.

Las diferencias de peso observadas al inicio del experimento son atribuibles al azar.

Tabla7: Traumatismo leve

Grupo Parametros Media (1C 95%) Mediana
Limite inferior Limite superior
1 (n=11) | Peso inicial (g) 28,81 22,04 35,59 30,60
E Traumatismo (J) 15 - - 15
Lesiones (n°) 0,55 -0,15 1,24 0,00
Movilidad (recuadros/min) 13,18 8,02 18,34 12,00
Peso final (g) 30,00 27,57 32,49 30,40
Signos de toxicidad global 0,09 -0,11 0,29 0,00
2 (n=7) | Peso inicial (g) 29,64 27,87 31,41 29,60
E Traumatismo (J) 15 - - 15
Lesiones (n°) 1,00 0,24 1,76 1,00
Movilidad (recuadros/min) 16,00 7,52 24,48 15,00
Peso final (g) 27,33 22,40 32,26 28,00
Signos de toxicidad global 1,85 -1,53 5,25 0,00

IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%; g=gramos; E= Energia; J= Joules; n°= numero;
Recuadros /min= ntimero de recuadros recorridos en un minuto.

Tabla 8: Traumatismo grave

Grupo Parametros Media (1C 95%) Mediana
Limite inferior Limite superior
3 (n=10) | Peso inicial (g) 30,75 29,78 31,71 30,70
E Traumatismo (J) 45 - - 45
Lesiones (n°) 2,90 1,10 4,70 2,50
Movilidad (recuadros/min) 9,90 3,61 16,19 9,00
Peso final (g) 28,57 27,36 29,77 28,45
Signos de toxicidad global 1,10 -0,53 2,73 0,00
4 (n=8) | Peso inicial (g) 28,66 26,90 30,42 28,40
E Traumatismo (J) 45 - - 45
Lesiones (n°) 5,25 3,93 6,5 6,00
Movilidad (recuadros/min) 9,63 1,58 17,67 8,00
Peso final (g) 25,91 24,15 27,67 26,10
Signos de toxicidad global 1,37 -2,93 3,04 1,00

IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%; g=gramos; E= Energia; J= Joules; n°= numero;
Recuadros /min= niimero de recuadros recorridos en un minuto.
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En los cuatro grupos control se recogieron los pardmetros no relacionados con el

traumatismo: peso inicial, movilidad y peso final (Tabla 9).

Tabla 9: Grupos control

Grupo | Parametros Media (1C 95%) Mediana
Limite inferior Limite superior
5 (n=5) | Peso inicial (g) 32,54 31,00 34,07 33,10
Movilidad (recuadros/min) 12,20 4,38 20,02 14
Peso final (g) 31,74 30,62 32,85 32,00
6 (n=6) | Peso inicial (g) 31,63 29,73 33,53 32,20
Movilidad (recuadros/min) 12,90 8,22 17,59 14,81
Peso final (g) 31,16 29,22 33,10 31,65
7 (n=5) | Peso inicial (g) 32,98 30,57 35,38 32,70
Movilidad (recuadros/min) 17,20 14,37 20,03 18,00
Peso final (g) 32,86 30,10 35,61 33,60
8 (n=5) | Peso inicial (g) 32,84 31,70 33,97 32,60
Movilidad (recuadros/min) 8,80 6,11 11,49 9,00
Peso final (g) 33,12 32,10 34,13 33,50

IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%; g=gramos;
Recuadros /min= niimero de recuadros recorridos en un minuto.

2- TRANSLOCACION BACTERIANA

Al analizar el patron de translocacion bacteriana en los cultivos de las muestras
obtenidas (pulmén higado, GLM y bazo), se observé un predominio de Bacilos
Gramnegativos, principalmente Pasteurella y Escherichia Coli. Les siguen en
frecuencia Cocos Grampositivos del tipo Enterococos y Saphylococos. En la mayoria
de los cultivos se aislo un solo germen, en los casos de cultivos polimicrobianos éstos

eran de origen intestinal.

El primer objetivo del experimento fue comparar la incidencia de translocacion
bacteriana (TB) entre los animales sometidos 0 no a deplecion macrofagica. En las

Tablas 10a y 10b se recoge el porcentaje de translocacion bacteriana de cada grupo.
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Tabla 10a: Transocacién bacteriana en los grupos de traumatismo

Grupos Frec TB TB (%) (1C 95%) p
traumatismo
Leve 1 5/11 454 (16,7-76,6) 0,151
2 6/7 85,7 (42,1-99,6)
Grave 3 7/10 70 (34,7-93,3) 1
4 5/8 62,5 (24,5-91,5)
Total 23/36 63,9 (46,2-79,2)

Frec TB= Frecuencia de translocacion bacteriana;
1C 95%= Intérvalo de confianza del 95%.

Tabla 10b: Translocacion bacteriana en los grupos control

Grupos | Frec TB TB (%) (IC 95%)
control

5 0/5 0(0-52,2)

6 1/6 16 (0,4-64,1)

7 1/5 20 (0,5-71,6)

8 0/5 0 (0-52,2)

Total 2/21 9,5(1,2-30,4)

Frec TB= Frecuencia de translocacion bacteriana;
IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%.

Se observé que los animales sometidos a traumatismo presentaron un mayor porcentaje
de translocacion bacteriana (63,9% I1C95% entre 46,2 y 79,2) que los no traumatizados
(9,5% 1C95% entre 1,2 y 30,4), diferencia estadisticamente significativa (P<0,001).

Al comparar el porcentaje de translocacion entre los grupos de traumatismo leve
(Grupos 1 y 2) observamos que, si bien no hay una diferencia estadisticamente
significativa (P=0,151), los animales que son sometidos a deplecion macrofagica tienen
mas tendencia a translocar que los animales no deplecionados. Del mismo modo,
cuando los animales se someten a un traumatismo grave (Grupos 3 y 4), tampoco se
observan diferencias estadisticamente significativas en cuanto a translocacion bacteriana

si se les administra clodronato o suero fisiologico (P=1).
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La Tabla 11 simplifica la relacién entre traumatismo y translocacién bacteriana.

Obtuvimos una incidencia de translocacion bacteriana total del 43,8% (25/57), con
diferencias estadisticamente significativas (P<0,001) entre los animales sometidos a
traumatismo 63,9% (23/36) y los animales del grupo control 9,5% (2/21).

Tabla 11: Relacién entretraumatismo'y translocacién bacteriana

Traumatismo Total
S No
Translocacion Si 23 2 25
bacteriana No 13 19 32
Total 36 21 57

Asi mismo, también se ha estudiado la relacion entre la administracion de clodronato y

la presencia de translocacién bacteriana. Los resultados se exponen en las Tablas 12a y

12b.

Tabla 12a: Trandocacién bacteriana y deplecion macr ofagica

Grupos FrecTB  TB (%) (1C 95%) p
Clodronato (2 y 4) 12/21 57,1 (34-78,2)
No Clodronato (1 y 3) 13/36 36,1(20,8-53,8) 0,169

Frec TB= Frecuencia de translocacion bacteriana;
IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%.

Tabla 12b: Relacion entre clodronato y translocacion bacteriana

Clodronato Total
S No
Translocacion Si 12 13 25
bacteriana No 9 23 32
Total 21 36 57

Se demostré que, aunque los animales sometidos a depleciéon macrofagica presentaron
mayor porcentaje de translocacion bacteriana (57,1%) que el grupo control (36%), las

diferencias no fueron estadisticamente significativas (P=0,169).
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Factores deriesgo de translocacion bacteriana

Se analizé mediante regresion logistica la relacion entre translocacion bacteriana como
variable dependiente, y la administracion de clodronato y energia del traumatismo como
variables independientes. En este mismo analisis se considero la variable de interaccion
clodronato x energia del traumatismo.

Los resultados del analisis logistico se resumen en la Tabla 13, en la que se comprueba
que la administracion de clodronato no tiene un valor predictivo en la translocacion

bacteriana (P= 0,27); en cambio, la energia del traumatismo si lo tiene (P<0,001).

Tabla 13: Variables dela ecuacion

B Sg Exp(B)
E trauma 0,059 <0,001 1,060
Clodronato 0,71 0,27
Constante | -1,560

Ante estos resultados, podemos afirmar que la translocacion bacteriana depende de la
energia del traumatismo y no de la administracion de clodronato. Podemos predecir la

presencia de translocacion bacteriana aplicando la férmula de la regresion logistica:

1
l4e (—1'560 +0'059 Xetraumati smo)

translocacion =

Esta formula permite predecir si habra translocacion bacteriana o no, en funcion de la
energia del traumatismo. Esta ecuacion nos da una precision del modelo del 79,1%,

calculado mediante curva ROC (Figura 9):
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Figura9: Curva ROC
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3- TOXICIDAD SISTEMICA

El segundo objetivo del experimento fue comparar la toxicidad sistémica entre ambos

grupos (deplecion macrofagica o no), para ello se han analizando los signos toxicos y la

movilidad.

3.1- SSIGNOSTOXICOS

El andlisis de los signos toxicos se realizd mediante una U de Mann-Whitney, los

resultados se exponen en la Tabla 14.

Tabla 14: Signos de toxicidad global

Clodronato | Media (1C 95%) Mediana Desv. Tip.
Limite inferior Limite superior

No 0,57 -1,17 1,31 0,00 1,63

Si 1,60 0,05 3,15 1,00 2,80

IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%; Desv. Tip. = Desviacion tipica.
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Toxicidad global
U de Mann-Whitney 104,50
W de Wilcoxon 335,50
V4 -2,034
Sig. Asint. (bilat) 0,042

Sig. Asint. (bilat)= Significacion asintotica bilateral

En nuestro estudio se demostr6 que la toxicidad global es superior en los animales
sometidos a deplecion macrofagica que en los animales control (1,60 versus 0,57).

Existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos (P= 0,042).

Factoresderiesgo detoxicidad
Para responder a la pregunta de si es el clodronato un factor de riesgo de toxicidad
independiente de la energia del traumatismo, se aplicO una regresion logistica

multivariante. Las variables de la ecuacion se resumen en la Tabla 15.

Tabla 15: Variables dela ecuacion

B ET. Wad d Sg. Exp(B)

E. Trauma | 0,024 0,29 0,713 1 0398 1,024
1

1

Clodronato | 1,580 0,759 4,331 0,037 4,857
Constante | -1,447 0,556 6,779 0,009 0,235

E. Trauma= Energia del traumatismo;
gl= grados de libertad; Sig.= Significacion estadistica.

Se evidencid que la administracion de clodronato previo al traumatismo es un factor de
riesgo de presentar signos de toxicidad sistémica (P= 0,037). En cambio, no se ha

demostrado que lo sea la energia del traumatismo (P= 0,39).

3.2-MOVILIDAD
Se compar6 también la movilidad a las 24 horas del traumatismo entre los animales

sometidos o no a deplecion macrofagica (Tabla 16).
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El analisis se realizo mediante una U de Mann-Whitney.

Tabla 16: Movilidad

Clodronato | Media (1C 95%) Mediana Desv. Tip.
Limite inferior Limite superior

No | 11,62 7,89 15,35 11,00 8,19

Si 12,60 7,26 17,94 12,00 9,65

IC 95%= Intérvalo de confianza del 95%; Desv. Tip. = Desviacion tipica.

Toxicidad global
U de Mann-Whitney 149,00
W de Wilcoxon 380,00
V4 -0,27
Sig. Asint. (bilat) 0,78

Sig. Asint. (bilat)= Significacion asintdtica bilateral

A las 24 horas del traumatismo se observo que la movilidad es similar en ambos grupos,
una media de 12,6 recuadros recorridos en 1 minuto en el grupo de deplecion versus
11,6 en el grupo control (P=0,785). En nuestro estudio a corto plazo la movilidad no

esta afectada por la administracion de clodronato.
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EXPERIMENTO 2

1- DISTRIBUCION DE GRUPOS

En este experimento se utilizaron 40 animales a los que se les sometio a un traumatismo
moderado de 30 Joules, distribuidos en dos grupos (Grupo 9 y 10). A los animales del
Grupo 9 se les realizé deplecion macrofagica mediante la administracion de clodronato,

mientras que a los animales del Grupo 10 se les administr6 suero fisiologico.

2- MORTALIDAD

El primer objetivo fue comparar la mortalidad precoz y tardia entre ambos grupos.
Datos recogidos en la Tabla 17:

Tabla 17: Mortalidad y supervivencia.

Clodronato | N Mortalidad Supervivientes % supervivencia P
Precoz Tardia Total al 14°dia

Si 20 4 1 5 15 75

No 20 3 1 4 16 80 0,69

Total 40 7 2 9 31 77,50

El estudio bivariante demostré que no habia diferencias en la supervivencia entre los
dos grupos estudiados.

Las muertes que se producen antes de las 24 horas del traumatismo (mortalidad precoz)
son atribuidas al propio traumatismo, observamos que ésta es similar en ambos grupos,
3/20 en el grupo control versus 4/20 en el grupo de deplecion macrofagica.

La mortalidad tardia es atribuible al sindrome de disfuncion multiorgénica, se produce
un caso en el 9° dia de seguimiento en el grupo al que se le administra clodronato, y otro
unico caso en el 10° dia en el grupo control. No existen tampoco diferencias en cuanto a

mortalidad tardia entre ambos grupos.
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El 75% de los animales del grupo al que se les administra clodronato sobreviven al
experimento frente a un 80% en el grupo control, observamos que no existen diferencias
en cuanto a supervivencia entre ambos grupos (P= 0,69).

La comparacion entre ambas supervivencias se efectué ademas mediante una regresion

de Cox. La Tabla 18 recoge los resultados de esta regresion.

Tabla 18: Resultados delaregresion de Cox parala supervivencia.

B ET. Wad d Sg. Exp(B)
Clodronato | 0,244 0,671 0,132 1 0,716 1,276

Finalmente, se realizé un andlisis de Kaplan-Meyer, comparando la supervivencia de
ambos grupos mediante el test de log rank. La Figura 10 muestra las curvas de

supervivencia en ambos grupos.

Figura 10: Curvas de supervivencia
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Con estos resultados interpretamos que el clodronato no afecta la supervivencia en casos
de politraumatismo experimental. De todas formas, s6lo tenemos dos casos de
mortalidad tardia atribuible al sindrome de disfuncién multiorganica, por lo que esta
muestra resulta demasiado pequefia para conocer el efecto del clodronato sobre la

mortalidad.

3- TOXICIDAD SISTEMICA

3.1- PERDIDA DE PESO
El segundo objetivo fue comparar las diferencias de peso observadas respecto al peso
inicial, entre los animales sometidos o no a deplecion macrofagica; los resultados se

exponen en la Tabla 19:

Tabla 19: Diferencia de peso media

Diferencia de peso media Clodronato

(peso final-peso inicial) S No
Dia 1 -2,08 -1,91
Dia2 221 2,75
Dia3 -2,09  -3,06
Dia 4 -1,67  -2,99
Dia 5 -0,59  -2,05
Dia 6 -0,30  -1,66
Dia 7 0,29  -1,24
Dia 8 0,05 -0,71
Dia 9 0,39  -0,36
Dia 10 0,68  -0,20
Dia1l 1,07 0,50
Dia 12 1,11 0,75
Dia 13 1,12 0,54
Dia 14 1,53 0,86

En la Figura 11 se muestra la evolucion del peso a lo largo del tiempo y en funcion de la

administracion o no de clodronato:
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Figura 11: Evolucién del peso
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Observamos que la méaxima pérdida de peso se produce al segundo dia en el grupo de
deplecion macrofagica y al tercer dia en el grupo control, siendo mayor la pérdida de
peso maxima en el grupo control (-3,06 g) que en el grupo de clodronato (-2,21 g).

En cuanto a la recuperacion del peso, ésta se produce antes en el grupo clodronato (8°
dia) que en el grupo control (11° dia), observando que la recuperacion del peso al final
del experimento (14° dia) es mayor en el grupo de deplecion macrofagica.

Podemos constatar que con la administracion de clodronato la pérdida maxima de peso
es menor que en el grupo control, y que la recuperacién del peso se produce antes.
Ademas, los animales pierden menos peso al administrarles clodronato y la
recuperacion de éste al final del experimento es mayor. A pesar de ello, esta diferencia

no alcanza significacion estadistica (P=0,450).
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3.2- MOVILIDAD
El tercer objetivo fue comparar la movilidad entre ambos grupos, los resultados se

recogen en la Tabla 20:

Tabla 20: Movilidad media

Movilidad Clodronato

(recuadros/min) S No
Inicial 16,2 13,6
Dia 1 11,8 10,1
Dia 2 15,8 13,9
Dia3 15,0 81
Dia4 15,4 8,6
Dia5 131 54
Dia6 16,1 6,2
Dia7 14,4 8,5
Dia8 12,7 6,3
Dia9 12,4 6,4
Dia 10 10,3 8.9
Dia 11 10,8 7,3
Dia 12 14,1 7,9
Dia 13 12,7 8,1
Dia 14 10,4 10,7

En la Figura 12 se muestra la evolucion de la movilidad a lo largo del tiempo y en

funcién de la deplecion macrofagica.

Figura 12: Evolucion dela movilidad
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Observamos que tienen mayor movilidad los animales sometidos a deplecion
macrofagica que los animales del grupo control. Estas diferencias son significativas

entre los dia 3 y 9 (P<0,04).

3.3- SIGNOSTOXICOS
El ultimo objetivo fue comparar los signos de toxicidad sistémica entre ambos grupos.
En la Tabla 21 se recoge el numero de signos de toxicidad presentes para cada animal,

asi como los sujetos que fallecen y qué dia del experimento lo hacen.

Tabla 21: Signos detoxicidad sistémica

Animal Sgnos Toxicidad Sstémica
Grupo control Grupo clodronato

1 1 No

2 Exitus (Dia 1) No

3 No Exitus (Dia 1)

4 No No

5 No No

6 No No

7 No Exitus (Dia 1)

8 3 Exitus (Dia 11) Exitus (Dia 1)

9 No Exitus (Dia 1)

10 No 5

11 No No

12 No No

13 4 5 Exitus (Dia 10)

14 No No

15 No No

16 No No

17 No No

18 No No

19 Exitus (Dia 1) No

20 Exitus (Dial) No

Observamos que hay tres animales con signos de toxicidad sistémica en el grupo control
y dos casos en el grupo clodronato. Como ya se ha expuesto anteriormente tan s6lo hay
un caso de mortalidad tardia por grupo. El niimero de signos toxicos hallados son

insuficientes para cualquier andlisis estadistico.
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DISCUSION



DISCUSION

1- EL MODELO EXPERIMENTAL

En el 5° Congreso Europeo de Cirugia que se celebré en Barcelona en Noviembre de
1995, y concretamente en el Simposio sobre Experimentos en Animales, todos los
ponentes estuvieron de acuerdo en que no existe un modelo experimental de
politraumatismo en animales que sea facilmente reproducible y que refleje con exactitud
las multiples interrelaciones que se producen en la especie humana tras un traumatismo

(170), y de hecho, en los

grave. La literatura también coincide con esta apreciacion
ultimos afos se aboga por modelos complejos constituidos por la uniéon de varios
modelos previos conocidos (por ejemplo, usar modelos de shock hemorrdgico en
animales sanos como procedimiento preliminar a la aplicacion a estos mismos animales
de otro modelo de sepsis), evitando asi usar animales sanos que a menudo no reflejan en
absoluto al paciente critico'’?. De hecho, el modelo experimental que més se parece a
un modelo humano de disfuncién multiorgdnica tras un traumatismo consiste en aplicar
sucesivamente a ovejas un shock hemorragico, una intervencidén quirargica (raspado
medular del fémur), administracion de endotoxina y finalmente administracion de
plasma activado previamente con zimosan''’?. Basandose en este modelo, sus autores
han demostrado que la aprotinina y 21-esteroides consiguen atenuar el desarrollo del

(173, 174)

sindrome de disfuncion multiorganica Hay que destacar, no obstante, la

complejidad de las manipulaciones que deben efectuarse a los animales.
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Durante la década de los 80, una gran cantidad de datos de laboratorio, principalmente
de estudios en roedores, plantearon la hipdtesis de que las alteraciones producidas en la
barrera intestinal jugaban un papel primordial en el desarrollo del MODS que
caracteriza a los pacientes que sufren un politraumatismo. Sin embargo, estudios
clinicos posteriores no consiguen demostrar esta atractiva hipdtesis en pacientes
politraumatizados. Podemos especular acerca del fallo de la evidencia clinica en
corroborar los datos experimentales, pero lo mas légico es suponer que los modelos
experimentales no son adecuados''”. Parece demostrado que la barrera intestinal de los
roedores es bastante mas inestable que la de los humanos, y por lo tanto, que la
translocacion bacteriana que se induce en los ratones es de una menor significacion
clinica de la que aparenta a primera vista. Los mismos autores que afirman esto,
reconocen que el MODS, definido como la progresiva (y a veces secuencial) disfuncion
de los sistemas fisioldgicos en presencia de un cuadro clinico de sepsis, es un sindrome
complejo, muy dificil de reproducir en animales de laboratorio!’> 7%,

Sin embargo, hay otras razones por las cuales no hay una correlacion entre los estudios
clinicos y los experimentales, atribuibles a las especiales caracteristicas de ambos tipos
de estudios. La metodologia de los estudios clinicos carece en ocasiones de ciertos
requisitos que si pueden darse en los animales de experimentacion. Es habitual que los
criterios de inclusion en estudios clinicos sean amplios, uniendo asi a pacientes con
diferentes enfermedades de base y que la monitorizacion esté a menudo limitada. Una
extensa critica de los modelos clinicos se puede obtener en el articulo publicado por
Moore"’”. Los estudios experimentales adolecen de otro tipo de problemas. Es una
critica habitual la ausencia de estudios a largo plazo en condiciones idénticas o lo mas
similares posibles a las Unidades de Cuidados Intensivos. Normalmente, en los estudios

experimentales no se simula correctamente el a menudo retrasado inicio de la disfuncion
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organica, hecho caracteristico de la situacion clinica. Por ultimo, los modelos
experimentales usan un esquema de tiempo fijo para iniciar los tratamientos, en lugar de
usar la sepsis o criterios de disfuncién orgdnica como sucede en la practica clinica
diaria""".

Fue en 1970, mucho antes de que se conociera el MODS como tal, cuando Schildt y
Nilsson'® describen el método de politraumatismo en ratones sobre el que se basa el

nuestro. Nosotros hemos utilizado el modelo creado por Lopez Negre!'*Y

que introduce
algunas modificaciones del modelo original, como base para nuestro estudio. Como
cualquier otro modelo experimental, tiene ventajas e inconvenientes. Se trata de un
modelo “tosco”, en el sentido de que no todos los animales tienen exactamente las
mismas lesiones, y no son monitorizados exhaustivamente en el momento de la
produccion del traumatismo. Pero en cambio, es el reflejo mas fiel que existe
actualmente en animales de experimentacion de la situacion que encontramos
diariamente en los pacientes politraumaticos. Asi pues, no es un buen modelo si
pretendemos analizar las variaciones de la tension arterial tras una agresion traumatica,
o si pretendemos analizar los niveles sanguineos de cualquier sustancia tras un shock
hipovolémico (para eso ya existen modelos disefiados), pero en cambio es el mejor para
obtener un grupo homogéneo de animales que han sufrido la misma intensidad de un
politraumatismo, parametro éste que es imposible de conseguir en humanos. Respecto a
modelos que intentan reflejar todos los acontecimientos del MODS en politraumaticos

. 172
como el comentado en ovejas'’?

, es evidente su mayor sencillez de aplicacion, tanto
por lo que respecta al animal utilizado, como por las manipulaciones que se requieren.

Nuestro modelo nos proporciona la posibilidad de variar la intensidad del traumatismo

de una manera homogénea para todos los animales, y por lo tanto podemos obtener una

99



mortalidad predefinida (datos disponibles en el trabajo de Rebasa)®®. Aunque nuestro
trabajo no ha sido disefiado para analizar las causas de la muerte, es 16gico y asi lo

demostraron Schildt y Nilsson''®”

que la mortalidad en las primeras 24 horas se debe al
efecto del impacto directo por el traumatismo, mientras que los fallecimientos que se
producen mas alla de las 24 horas presentan cambios histopatologicos de disfuncion
multiorganica precoz. Asi pues, nuestro modelo permite disponer de un grupo
homogéneo de animales que han sufrido idéntica intensidad de traumatismo, que

nosotros podemos variar, y que tengan diversas lesiones que conducen a un cuadro de

disfuncién multiorgénica, sobre el que podemos actuar.

2- TRANSLOCACION BACTERIANA

Ya se ha discutido la hipotesis de que el tracto gastrointestinal juega un papel
preponderante en la patogénesis del sindrome de disfunciéon multiorganica tras una
agresion. Sin embargo, y a pesar de la extensa investigacion en este sentido, no hay
estudios clinicos ni experimentales que demuestren de una manera irrefutable esta
hipotesis' > 177,

Hemos podido determinar en este trabajo si existe translocacién bacteriana asociada o
no a nuestro modelo de politraumatismo, y si ésta estd relacionada o no con la
intensidad o energia del traumatismo.

Hemos demostrado que tras cualquier intensidad de traumatismo existe una
translocacion bacteriana que oscila entre el 46 y el 79% de los animales (Tabla 10a),
datos consistentes con trabajos previos al nuestro utilizando el mismo modelo de

(54

politraumatismo* ”. Numerosas publicaciones han descrito translocacién bacteriana

100



asociada al traumatismo tanto en modelos experimentales como en humanos®* *> '

179)
Uno de los hallazgos mas relevantes de nuestro trabajo es que la translocacion
bacteriana depende de la energia del traumatismo, es decir, a mayor intensidad de
traumatismo, mayor translocacion bacteriana. Podemos saber, con una precision del
79,1%, si habra translocacion bacteriana o no en funcion de la energia del traumatismo
aplicado (Figura 9).

Algunos trabajos experimentales también observan mayor translocaciéon bacteriana a

189 " en un modelo experimental de fracturas

mayor intensidad del traumatismo. Oztuna
oOseas en ratas, demuestra mayor incidencia de translocacion bacteriana cuanto mayor es
el numero de fracturas asociadas y sobre todo si se produce fractura craneal
(traumatismo grave). Asi mismo, se ha descrito, en un trabajo sobre la patogénesis del
dafio de la barrera intestinal tras lesiones multiples por heridas de arma de fuego en un
modelo animal porcino, que el trauma multiple causa isquemia de la mucosa intestinal
incluso sin shock hemorragico y que el dafio de la barrera intestinal es mas severo en el
trauma con lesiones multiples que en el que se produce una lesion aislada, promoviendo

<7 . 181
mayor translocacion bacteriana'®".

Al estudiar la interaccion entre la energia del traumatismo y deplecion macrofagica,
observamos que en un traumatismo leve (15 Joules), la administracion de clodronato si
que puede variar el porcentaje de translocacion, existe una tendencia a que ésta esté
aumentada (45,4% sin deplecion, 85,7% con deplecion). En cambio, en el traumatismo
grave (45 Joules), la translocacion bacteriana estd determinada por el propio
traumatismo; aunque realicemos una deplecion macrofagica no se obtienen variaciones

en cuanto a la translocacion (Tabla 10a).
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Sabemos que tras un traumatismo de intensidad leve se libera una moderada cantidad de
elementos capaces de generar translocacion bacteriana (radicales libres de oxigeno,
citoquinas, productos de activacion de los neutrofilos y de las células endoteliales)®?.
Si nosotros actuamos inhibiendo la accion de los macrofagos (uno de los elementos que
impide la translocacion bacteriana), el porcentaje de ésta en el grupo de traumatismo
leve y deplecion serd mayor que en el grupo control, al que no se ha eliminado la
poblacion macrofagica. En cambio, tras un traumatismo grave se produce una liberacion
masiva de mediadores de la respuesta inflamatoria (tal y como, entre otros, demuestra el
estudio de Waydhas®?); el mero hecho de actuar solamente sobre uno de los ejes de la
respuesta inflamatoria al administrar clodronato, serd insuficiente para modificar la

translocacion bacteriana ya que ha sido activada de forma masiva por los otros

mediadores de la respuesta inflamatoria (neutrofilos y células endoteliales).

Al analizar la relacion entre deplecion macrofagica y translocacion bacteriana
independientemente de la energia del traumatismo, hemos observado una mayor
incidencia de translocacidén bacteriana en los animales sometidos a deplecidon, aunque
sin alcanzar la significacion estadistica (Tabla 12a). Como era de esperar, nuestros
resultados no difieren mucho de los obtenidos en un modelo de inflamacién sistémica
inducida por zimosan, donde se evidencia que la translocacidon bacteriana a érganos

C o, . , . . . ., , . 1
sistémicos est4 significativamente aumentada en el grupo de deplecion macrofagica®?.

Reynolds"'?

, en un modelo de ictericia obstructiva secundaria a la ligadura del
conducto biliar en ratas, evidencia un aumento de la translocacion bacteriana y un
descenso de la produccion de TNF, anion superdéxido y oxido nitrico, como

consecuencia de la supresion de la activacion macrofagica en estados de ictericia

obstructiva.
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En nuestro trabajo encontramos una mayor tendencia a presentar translocacion
bacteriana en el grupo de deplecion macrofégica, la explicacion mas plausible seria que
las bacterias translocadas que llegan al higado y bazo tienen mayor posibilidad de
sobrevivir cuando los macréfagos estan ausentes. Es decir, en ausencia de macréfagos
hepaticos y esplénicos, las endotoxinas y bacterias circulantes no son eliminadas
eficazmente. Apoyando esta hipdtesis, ha sido documentada una mayor translocacion

. . . , - 182
bacteriana en ratones con deficiencia macrofagica'®?.

No hemos intentado determinar la especie bacteriana translocada porque creemos que
no es trascendente para los resultados. De hecho, en los experimentos iniciales sobre
translocacion, los investigadores si que determinaban la especie; pero en la mayoria de
los trabajos publicados en los tltimos afos, la translocacion se convierte en una variable
dicotomica del tipo “si/no”, existiendo algun autor que incluso afirma taxativamente
que la especie translocada es lo de menos"®. En cualquier caso, la activacién del
sistema inflamatorio viene determinada por el simple contacto con un germen, sea éste
el que sea. En nuestro estudio obtenemos un patrén de translocacién con predominio de

microorganismos de origen intestinal.

3- DEPLECION MACROFAGICA

Una elevacion prolongada de citoquinas es el estimulo para desarrollar el sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), una situacion clinica caracterizada por las

. o . . (18, 48
consecuencias de una activacion generalizada de los macréfagos .

Microorganismos, necrosis tisular, isquemia y otros estimulos inician y perpetiian esta

. . (184 . . . . .
cascada inflamatoria"®". Algunos casos de respuesta inflamatoria sin sepsis sugieren
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que las reacciones a la agresion, mas que la agresion misma, son la base del SIRS™*

185)
Ningun trabajo clinico ha conseguido buenos resultados intentando modificar la
respuesta de la cascada inflamatoria tras administrar anticuerpos anticitoquinas. Un
amplio resumen de la mayoria de los trabajos publicados puede obtenerse en la revision
de Gullo y Berlot"®®, asi como en la de Fisher"®”. El primer intento de modificar la
cascada inflamatoria fue un estudio doble ciego multicéntrico con controles placebo
utilizando dos anticuerpos monoclonales antiendotoxina sin éxito!'™. Desde entonces,
se ha intentado con anticuerpos contra la proteina activadora de permeabilidad
bacteriana (BPIP; bacterial permeability-increasing protein)'®”, anti-TNF(** **, anti-

(190, 191)

IL1(35), y con anti-ILg en animales. A la vista de estos resultados, algunos

“® apuntan la necesidad de modular la respuesta fagocitica, basandose en la

autores
hipdtesis de que el MODS y el SIRS son la consecuencia del fracaso de la apoptosis
(muerte celular programada) de los macrofagos después de que su accion ya no es
necesaria. Si aceptamos que la respuesta inflamatoria sigue las reglas de la Teoria de los
complejos no lineales, nuestra hipotesis cobra mas sentido ya que la estrategia de este
trabajo se basa en evitar la activacion de esta cascada en su mismo origen al evitar la
activacion macrofagica, y no en intentar anular la accién de una citoquina concreta
dentro de lo que es una compleja interrelacion de fenomenos.

Nuestra hipotesis inicial es que la anulacion de los macrofagos hepaticos y esplénicos
mediante la administracién de clodronato, aumenta la translocacion bacteriana y la
diseminacion sistémica de bacterias (las bacterias translocadas que llegan al higado y

bazo tienen mayor posibilidad de sobrevivir cuando estdn ausentes los macrofagos),

pero disminuye la respuesta toxica sistémica o SIRS (al impedir la liberacion de
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citoquinas y otros mediadores de la inflamacion), por lo que disminuye la mortalidad y
la toxicidad sistémica.

Nuestra teoria es que actuando directamente sobre la poblacion de macréfagos hepaticos
y esplénicos seria posible atenuar o interrumpir la cascada inflamatoria y sus

consecuencias deletéreas.

Aunque se ha demostrado una mayor eficacia de otras sustancias encapsuladas en
liposomas en la deplecion macrofagica, como la propamidina (agente antimicrobiano

Y192 "¢l clodronato ha sido la

perteneciente a la familia de las poliamidinas aromaticas
sustancia mas empleada en la literatura para estudiar los efectos de la deplecion
macrofagica in vivo. Por este motivo, y porque practicamente no existen estudios
experimentales que utilicen la propamidina con este proposito, hemos optado por usar
clodronato en nuestro trabajo para producir deplecion macrofagica del eje

hepatoesplénico, y observar los efectos que produce sobre diversos parametros como la

toxicidad sistémica (signos toxicos, movilidad, pérdida de peso) y la mortalidad.

3.1- DEPLECION MACROFAGICA Y TOXICIDAD SISTEMICA

Hemos incluido tres variables para el andlisis de la toxicidad sistémica, parametro que
nos permite conocer la afectacion clinica del animal tras el traumatismo y, de forma
indirecta, indicador de SIRS.

En los estudios experimentales publicados solo se evaluan los signos de toxicidad
sistémica o signos toxicos''®”. Hemos incluido como idea de nuestro grupo el analisis
de dos variables mas como son la pérdida de peso y la movilidad que, de una manera
objetiva, nos permite evaluar la repercusion del traumatismo y la depleciéon macrofagica

en el animal de experimentacion.
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En un trabajo precursor al nuestro®® se analiza la pérdida de peso, demostrando que
todos los animales sometidos a traumatismo sufren una pérdida de peso tras el mismo y
que es tanto mas acentuada como intenso es el trauma. En nuestro estudio, como
segunda variable de toxicidad sistémica hemos analizado la diferencia de peso tras el
traumatismo en ambos grupos (depleciéon macrofagica y control).

La ultima variable sometida a estudio fue la movilidad, indice que no habia sido
evaluado previamente y que es original de este trabajo; su andlisis nos permite una
rapida percepcion del estado general del animal tras ser sometido a traumatismo y como

se modifica tras la deplecion macrofagica.

3.1.1- SSGNOSDE TOXICIDAD SISTEMICA
Nos hemos basado en los signos de toxicidad sistémica descritos por

163, 1 . . .,
(163, 193) para evaluar el SIRS en nuestros animales de experimentacion.

Nieuwenhuijzen
A los 4 signos toxicos descritos (conjuntivitis, pelo rizado, letargia y diarrea) se han
afadido otros como la respiracion forzada, espasticidad, convulsiones, alopecia y
ausencia de ingesta de liquidos y/o solidos"®. A diferencia de Nieuwenhuijzen, se ha
decidido no realizar una gradacion de cada signo usando una escala de cinco puntos (0=
ninguno; 1= minimo; 2= moderado; 3= grave; 4= extenso), por lo subjetivo que puede
resultar atribuir cada valor. En su lugar lo hemos simplificado asignando el valor 1 a la
presencia de un determinado signo toxico, o el valor 0 en caso de ausencia de éste. La
suma de los signos presentes en cada animal constituye la toxicidad global. Asi, si un
animal presenta respiracion forzada, conjuntivitis y pelo rizado, la toxicidad global sera

igual a 3. Un motivo de discusion seria si tiene el mismo significado en cuanto a

gravedad presentar respiracion forzada que conjuntivitis, ya que les asignamos el mismo
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valor. Arbitrariamente hemos considerado que si para facilitar la cuantificacion de un

parametro tan dificil de medir como es la toxicidad sistémica.

Uno de los hallazgos a destacar es que al analizar los signos de toxicidad sistémica a las
24 horas de la agresion (Experimento 1) observamos, en contra de lo esperado, que hay
mayor toxicidad global en los animales sometidos a deplecion macrofagica que en los
del grupo control (Tabla 14). Evidenciamos que el clodronato constituye por si mismo
un factor de riesgo para desarrollar toxicidad sistémica, independientemente de la
energia del traumatismo (Tabla 15).

En la literatura, se describe una menor toxicidad sistémica en los animales sometidos a
deplecion macrofagica mediante clodronato que en los animales control en un modelo
inflamatorio'®?.

Una explicacion a estos resultados contradictorios seria que, a diferencia de
Nieuwenhuijzen que utiliza un modelo inflamatorio, nosotros utilizamos un modelo de
politraumatismo.

Se ha descrito que, durante las primeras 48 horas que transcurren tras un trauma
moderado-grave, se produce un estado de inmunosupresion postraumatica debido a la
presencia de macrofagos disfuncionales"** %, Existe, en este periodo, un predominio
de la actividad inhibitoria macrofagica, con aumento de la sintesis de citoquinas anti-
inflamatorias: prostaglandina E, (PGE,) y supresion de la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias (IL;); junto con un descenso importante de los niveles de Interferén
gamma (activador macrofagico). Ademads, se ha descrito una alteracion en el
procesamiento y presentacion del antigeno por parte de los macrofagos tras el
traumatismo grave. Esta depresion de la respuesta inmune favorece el desarrollo de un

estado séptico'*®.
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Posiblemente, al administrar clodronato en un modelo de politraumatismo moderado-
grave, éste no seria fagocitado por los macrofagos disfuncionales (que presentan una
alteracion en la presentacion y procesamiento del antigeno), permitiendo la liberacion
de citoquinas anti-inflamatorias por parte de éstos al no eliminarlos. En cambio, el
clodronato si ejerceria su accion sobre los pocos macréfagos normofuncionantes
existentes, inhibiendo la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias al destruirlos. Todo
ello actuaria potenciando el estado de inmunosupresion y por ende, la toxicidad
sistémica. Por otro lado, con la administracion de suero fisioldgico (animales control)
no se interferiria en la evolucidon de la respuesta inmunitaria, este grupo presentaria
menos signos toxicos al no verse potenciado el estado de inmunosupresion
postraumatica. Esta teoria justificaria el aumento de los signos de toxicidad sistémica
observados en nuestro trabajo a corto plazo, hecho que no se evidencia en un modelo
inflamatorio.

El mecanismo de accion resultaria diferente en un modelo inflamatorio inducido por la
inyeccion de zimosan'®®. Se conoce que el glucano (estimulador macrofagico) es un
clemento constituyente del zimosan, que propicia el estado pro-inflamatorio®. El
clodronato produciria su accion directamente sobre los macrofagos activados atenuando
la aparicién de signos de toxicidad sistémica, ya que en este modelo no existe un

predominio de macrofagos disfuncionales como en el politraumatismo.

Hubieran sido interesantes los hallazgos en cuanto a signos toxicos en el analisis a largo
plazo (Experimento 2), pero no podemos sacar conclusiones al ser los datos
insuficientes, posiblemente por tratarse de una muestra demasiado pequefia. Por otra
parte, tampoco hemos encontrado trabajos experimentales que estudien los signos de

toxicidad sistémica a largo plazo.

108



3.1.2- MOVILIDAD

Creemos que es importante destacar la movilidad (medida por el nimero de recuadros
recorridos en un minuto) como indicador del estado general del animal. Aunque en la
literatura no se describe ningun modelo similar, consideramos que el nuestro, ademas de
sencillo, es un sistema bastante objetivo para medir la actividad del animal como
indicador del estado de gravedad tras el traumatismo. Resulta obvio que un animal con
actitud postrada y con escasa movilidad, presenta mayor gravedad que otro que se
moviliza con agilidad. Ademas, el test se practica antes de que el animal entre en el
estudio y después del traumatismo, lo que nos permite comparar la movilidad de cada

raton antes y después de la agresion.

Observamos que no hay diferencias en cuanto a movilidad entre los animales sometidos
a deplecidon macrofagica y los del grupo control en el estudio a corto plazo
(Experimento 1: Tabla 16). Pensamos que a las 24 horas, el estado de actividad del
animal depende mas de la accién del propio traumatismo, que del efecto del clodronato.
Esta hipotesis se apoya en que observamos que los animales sometidos a traumatismo
leve (Tabla 7) se movilizan casi el doble que los sometidos a un traumatismo de mayor

intensidad o grave (Tabla 8), aunque sin alcanzar la significacion estadistica.

Uno de los hallazgos mas interesantes lo obtenemos al evaluar la movilidad a largo
plazo (Experimento 2). Si bien durante los dos primeros dias después del traumatismo
no hay diferencias en cuanto a movilidad entre grupos, observamos que entre los dias
tercero y noveno la movilidad es significativamente mayor en el grupo de deplecion,

para posteriormente igualarse de nuevo (Figura 12).
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Una explicaciéon a este fendmeno la encontrariamos en el efecto modulador de la
respuesta inflamatoria descrito del clodronato. La acumulacion de metabolitos derivados
del clodronato en el interior del macrofago conduce a la muerte de éste; se produce una
supresion transitoria de la funcion del macréfago con inhibicion de la liberacion de
mediadores de la cascada inflamatoria. Este fendmeno es el llamado “efecto anti-
inflamatorio” del clodronato"*®. En consonancia con esto, en un modelo experimental

de shock séptico, Fujimoto!*””

evidencia un descenso de los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias (TNF,) y anti-inflamatorias (IL;o) en el plasma de ratones a los que se les
induce deplecion macrofagica mediante clodronato. Asi mismo, se ha observado un
descenso de la expresion del acido ribonucléico mensajero (ARN,,) de determinadas
citoquinas (IL;, IL;p y TNF,) tras la administracion de clodronato en un modelo
infeccioso inducido por la administracién de lipopolisacarido''*®.

De forma secundaria, vale la pena hacer mencidon al efecto analgésico descrito del
clodronato. Es conocido que el tratamiento con bifosfonados es capaz de reducir el
dolor asociado a diferentes enfermedades que cursan con reabsorcion osea'’®. En esta

linea, Bonabello*”

, en un estudio experimental en ratones a los que aplica dos test
algesimétricos, observa un efecto antinociceptivo central y periférico del clodronato.
Aunque no puede establecer el mecanismo de accidén, sugiere el papel de la
farmacocinética del clodronato en la modulacion del dolor en situaciones agudas no
relacionadas con la osteolisis, probablemente relacionado con los receptores opidceos

celulares. No obstante, a pesar de lo atractivo de esta teoria, no se han publicado mas

trabajos sobre el tema.

En nuestro estudio, durante las primeras 48 horas observamos una movilidad similar en

los animales de ambos grupos (clodronato y control), explicable por el hecho de que en
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este periodo de tiempo prima el efecto del traumatismo por si mismo,
independientemente de producir deplecion macrofagica o no. Este hallazgo se
correlaciona con el hallado en el Experimento 1 en el que tampoco observamos
variaciones de la movilidad 24 horas después del traumatismo al administrar clodronato;
en cambio, si observamos una tendencia a que se movilicen mas los animales sometidos
a un traumatismo leve que los sometidos a uno grave, indicandonos que en este periodo
lo importante es la energia del traumatismo aplicada.

Pasados los primeros dos dias evidenciamos, de forma significativa, que los animales a
los que se les administra clodronato se movilizan mas que los del grupo control. En este
periodo la acciéon moduladora de la respuesta inflamatoria del clodronato se hace
patente, observando una mayor recuperacion de la actividad del animal tras la deplecion
macrofagica.

Estos hallazgos se correlacionan con la distribucién trimodal de la morbimortalidad del
traumatismo®. Con la administracién de clodronato no actuamos sobre el momento
agudo (cuyas lesiones dependen de la gravedad del traumatismo), sino que actuamos

directamente sobre la tercera fase, modulando en parte, la respuesta inflamatoria.

3.1.3- PERDIDA DE PESO

Si nuestro modelo es valido como reflejo del politraumatismo humano, es logico pensar
que tiene que existir un balance nitrogenado intensamente negativo en los primeros dias
tras la agresion, hecho ya conocido desde la descripeion por Cuthberson® de las fases
del metabolismo tras la agresion. La pérdida del nitrogeno muscular depende de la
intensidad del traumatismo®"; en nuestro experimento (Experimento 2), sometemos a

los animales a la misma energia de traumatismo, por lo que las diferencias observadas

son atribuibles a la modulacion de la toxicidad sistémica tras la administracion de
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clodronato. Tal y como apuntdbamos en nuestra hipotesis, al inhibir el eje macrofagico
hepatoesplénico se evita la activacion de los macrofagos y la liberacion de citoquinas,
obteniéndose una disminucion de la toxicidad sistémica, en este caso demostrada por
una menor pérdida de peso de los animales sometidos a traumatismo y deplecion
respecto al grupo control.

Hemos demostrado que todos los animales sometidos a traumatismo sufren una pérdida
de peso tras el mismo (Figura 11). Puede argumentarse que la pérdida de peso
observada se podria deber a una menor ingesta en los animales traumatizados. Para
descartar completamente esta objecion, deberiamos colocar a cada animal en una jaula
metabolica, midiendo exactamente su ingesta oral y calculando el balance nitrogenado
diario. Sin embargo, nuestros animales han sido sometidos a la misma intensidad de
traumatismo, y por lo tanto, todos deberian tener las mismas dificultades a priori, y
tardar el mismo tiempo en iniciar la ingesta oral.

Constatamos, como hallazgos mas relevantes, que los ratones sometidos a deplecion
macrofagica presentaban una menor pérdida maxima de peso, con una recuperacion del
peso inicial mas precoz y con una ganancia de peso al final del estudio casi dos veces
mayor que los animales del grupo control. Aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas, si son de relevancia clinica (Figura 11).

Ya que se desconoce en la actualidad que el clodronato tenga efecto sobre el
metabolismo nitrogenado directamente, una posible explicacion a nuestros resultados la
podemos encontrar en el efecto inhibidor de la liberacion de citoquinas del clodronato al

(138, 19) Ello permite al animal iniciar una actividad

producir deplecion macrofagica
normal con mayor prontitud, facilitando una ingesta mas precoz respecto a los animales

del grupo control con la consiguiente mejoria del balance nitrogenado.
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Creemos que la pérdida de peso es un dato de gran utilidad en cuanto que refleja de una
forma objetiva la afectacion metabolica del animal tras el traumatismo. Como parametro
indirecto de SIRS ha sido utilizado por primera vez en un estudio predecesor al nuestro
siguiendo la misma linea investigadora®, evidenciando que el tratamiento con Insulin-
like Growth Factor (IGF-I) y hormona del crecimiento combinadas consigue atenuar la

pérdida de peso de los animales traumatizados.

3.2- DEPLECION MACROFAGICA Y MORTALIDAD

Uno de nuestros principales objetivos ha sido demostrar que la deplecion macrofagica
produce un descenso de la mortalidad.
En contra de lo esperado, no hemos obtenido variaciones en cuanto a mortalidad precoz

ni tardia entre los grupos comparados (Tabla 17).

Tiene logica no hallar diferencias en la mortalidad precoz, ya que en etapas tan
tempranas después del traumatismo es poco probable que pueda hacerse patente el
efecto de la deplecion macrofagica, siendo la mortalidad en estas primeras 24 horas

(165) €n Ssu

causada por el impacto directo tal y como describieron Schildt y Nilsson
trabajo. Es mds, no nos hubiera extrafiado encontrar un aumento de la mortalidad
precoz en el grupo al que se administra clodronato al impedir la primera linea de

defensa que supone el sistema macrofagico contra cualquier agresion al organismo!'*”.

Es la mortalidad tardia la que estd determinada por el desarrollo de un sindrome de
disfuncion multiorganica; y es en ésta en la que hubiéramos esperado encontrar un
descenso tras la administracion de clodronato al interferir en el inicio de la cascada de

mediadores inflamatorios, tal y como obtienen otros autores en trabajos similares al

113



nuestro, aunque con un modelo diferente"** 2*®. En un modelo inflamatorio de fracaso

multiorgnico originado por la infusién de zimosan'®®

, se obtiene una incidencia de
mortalidad al doceavo dia del 0% en el grupo sometido a deplecion macrofagica, y del
27% en el grupo control.

Se han publicado estudios con resultados similares a los nuestros en cuanto a deplecion
macrofagica y mortalidad. Por ejemplo, aunque el bloqueo de las células de Kupffer
mediante cloruro de gadolinio, en un modelo de ligadura cecal y puncidén, atenua la
inmunidad sistémica mediada por células, la tasa de mortalidad estd incrementada®”.
En otro trabajo'**”, la administracion de clodronato encapsulado en liposomas antes y
después de la inyeccion endovenosa de zimosan, no sélo no produjo variaciones en
cuanto a la mortalidad, sino que su administracion por via intraperitoneal produjo un

1
( ") se ha observado en un

aumento de la mortalidad del 50 al 90%. Mas recientemente
modelo experimental de sepsis inducida por la instilacion intrapulmonar de
Pseudomona Aeruginosa, que la deplecion macrofagica no produce un aumento de la
supervivencia, aunque si se evidencia un descenso de los niveles de citoquinas pro y
anti-inflamatorias. En consonancia con este ultimo estudio, nosotros hemos encontrado
con nuestro modelo experimental que, sin variar la mortalidad, si hemos sido capaces de

modificar la respuesta inflamatoria, medida por la pérdida de peso y la movilidad, tras la

administracion de clodronato.

3.3- APLICABILIDAD CLiINICA DEL CLODRONATO

Cada vez resulta mas evidente que el clodronato es Util para modular la respuesta
inflamatoria. En los ultimos afios, ha sido motivo de estudio la aplicabilidad del
clodronato encapsulado en liposomas como inhibidor de la cascada inflamatoria en el

. . . 7 2
tratamiento de enfermedades autoinmunes mediadas por macréfagos®™.
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En un estudio experimental en ratones**®

se ha demostrado su efectividad en el manejo
de la puarpura trombocitopénica autoinmune (PTI). Esta enfermedad cursa con la
presencia de anticuerpos contra las plaquetas circulantes, produciéndose un secuestro de
las plaquetas sensibilizadas en el higado y en el bazo. En los ultimos afios se ha
confirmado la importancia de los receptores Fc gamma de los macréfagos en el
secuestro de plaquetas en esta enfermedad. La deplecion de los macrofagos hepaticos y
esplénicos mediante clodronato encapsulado inhibe de forma dosis dependiente la
trombocitopenia inducida por anticuerpos, ademas de restaurar rapidamente (24 horas)
el recuento de plaquetas a valores hematolégicamente seguros.

Existen otros trabajos que estudian el papel de los macrofagos hepaticos y esplénicos
en un modelo experimental en ratones de Sindrome Hemolitico Urémico (HUS)
inducido por la inyeccion de la toxina Shiga 2“°?. El HUS es un sindrome clinico
caracterizado por anemia, trombocitopenia e insuficiencia renal aguda; la presencia de
citoquinas como el TNFa e ILg son necesarias para el desarrollo de este sindrome. Este
estudio demuestra que la deplecion macrofagica mediante clodronato encapsulado

aumenta la supervivencia en el 50% de los animales a los que se les inyecta la toxina

Shiga 2.

Seria interesante que en un futuro se pudiesen realizar estudios clinicos sobre el efecto
inhibidor de la cascada inflamatoria del clodronato en pacientes politraumatizados. Por
el momento, es posible que atin no sea factible, ya que quedan importantes cuestiones
por resolver como en qué momento administrar el clodronato, qué efectos indeseables
en cuanto a toxicidad sistémica presenta en pacientes politraumatizados y en qué tipo de
traumatismo atendiendo a su energia (leve, moderado o grave) seria aplicable, entre

otras.
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Con nuestro trabajo se deja una linea de investigacion abierta a futuros estudios
experimentales que nos acerquen a prevenir o atenuar el sindrome de disfuncion

multiorganica que se produce tras el politraumatismo.
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CONCLUSIONES

1- Los animales sometidos a un traumatismo tienen mayor incidencia de
translocacion bacteriana que los del grupo control y ésta depende de la energia
del traumatismo. Tras un traumatismo leve, los animales que son sometidos a
deplecion macrofagica tienen mas tendencia a translocar que los animales no

deplecionados.

2- Toxicidad sistémica:

- La administraciéon de clodronato es un factor de riesgo de presentar
signos de toxicidad sistémica independientemente de la energia del
traumatismo.

- Transcurridas las primeras 48 horas tras el traumatismo, los animales
sometidos a deplecion macrofagica presentan mayor movilidad que los
animales del grupo control.

- Los animales sometidos a deplecion macrofagica pierden menos peso y

lo recuperan antes que los animales no deplecionados.

3- La mortalidad no se ve afectada por la deplecion macrofagica en nuestro modelo

de politraumatismo experimental.
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RESUMEN

Debido a los avances de los tltimos anos en el cuidado de enfermos criticos, ha surgido
un nuevo tipo de paciente, el paciente cronicamente critico o con Sindrome de
Disfuncién Multiorgénica (MODS).

Un 30% de los pacientes politraumaticos desarrollan un MODS, constituyendo la
principal causa de muerte en éstos transcurridas las primeras 24 horas tras la agresion.
La disfuncion secuencial de 6rganos aparece después de un periodo de dias o semanas
del insulto original. Generalmente empieza por un fracaso respiratorio seguido de
fracaso intestinal, hepdatico, renal, hematolégico y cardiaco. El orden exacto de
aparicion varia en funcion de las enfermedades preexistentes y de la naturaleza del
insulto causal. La mortalidad se correlaciona con el nimero de 6rganos afectados asi

como con la edad y duracion de la disfuncion organica.

Durante tres décadas, las investigaciones se han centrado en encontrar un agente
especifico como causa del MODS. Inicialmente, se creyd que era una infeccion
incontrolada la que precipitaba la disfuncion multiorganica. Posteriormente quedo claro
que la infeccion era el estimulo iniciador en so6lo la mitad de los pacientes con MODS,
en el otro 50% este sindrome ocurre sin identificar un foco infeccioso. Asi, los estudios
se centraron en la respuesta del huésped frente a la agresion. Una reaccion inflamatoria
localizada es una respuesta fisiologica protectora que es controlada por el organismo en
el lugar de la agresion. La pérdida del control local o una desmesurada activacion de
esta respuesta, da lugar a una exagerada respuesta sistémica identificada clinicamente
como SIRS. Ante esta situacidon se activan unos mecanismos compensadores y el

resultado final (resolucion, MODS o muerte), depende del balance entre el SIRS y sus
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mecanismos compensadores (CARS). Se desarrolla un MODS cuando las respuestas
inflamatoria o anti-inflamatoria del huésped a la agresion (o ambas) son excesivas.

El descubrimiento de multiples mediadores inflamatorios abrieron camino a nuevas
teorias sobre la patogénesis del MODS incluidas dentro de la respuesta “hiperactiva” a
la agresion: teoria de la isquemia-reperfusion, teoria de los mediadores y teoria del
intestino. La teoria del intestino como “motor” del MODS se basa en que las
endotoxinas y bacterias translocadas llegan a los macrofagos del eje hepato-esplénico
que al ser activados inician la sintesis y liberacion incontrolada de citoquinas a la
circulacion sistémica conduciendo a un SIRS y posteriormente a la disfuncion
multiorganica.

Los mediadores inflamatorios se consideran los causantes de una generalizada,
persistente y exagerada respuesta inflamatoria del huésped. Las terapias anti-mediadores
surgieron en un intento de atenuar la respuesta inflamatoria a la agresion; a pesar de los
numerosos estudios clinicos realizados en este campo, los resultados han sido

decepcionantes.

Ya que sabemos que actuar sobre la cascada inflamatoria una vez iniciada esta
condenado al fracaso, formulamos una hipotesis basada en impedir la activacion de ésta
en su mismo origen. Una revision de la literatura nos hizo saber que existe la
posibilidad de eliminar selectivamente los macréfagos del eje hepato-esplénico
mediante la administracién de clodronato contenido en liposomas. A pesar de que la
deplecion macrofagica aumenta la translocaciéon bacteriana (las bacterias no son
fagocitadas y pasan a la circulacion sistémica), se evita la activacion de los macrofagos

y la liberacion de la cascada de medidores inflamatorios.
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Aplicando esta hipdtesis a un modelo de politraumatismo experimental hemos
evidenciado un aumento en la incidencia de translocacidén bacteriana tras la deplecion
macrofagica en un traumatismo de baja intensidad. Al evaluar los efectos de la
eliminacion macrofagica sobre la toxicidad sistémica hemos observado un efecto toxico
del clodronato (aumento de los signos de toxicidad sistémica) no descrito anteriormente.
A pesar de esto si hemos demostrado una modulacion de la respuesta inflamatoria
basada en la mayor movilidad y menor pérdida de peso de los animales sometidos a
deplecion macrofagica. Sin embargo, a pesar de haber sido descrito, no hemos

observado diferencias en cuanto a mortalidad al administrar o no clodronato.

Todos estos hallazgos nos llevan a concluir que la deplecion macrofagica en un modelo

de politraumatismo no mejora la mortalidad aunque si modula, en parte, la respuesta

inflamatoria.
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