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Introdoction

The role of the immmume system in the pathophysiclogy of sepsis (Cytokines, neutrophils,
monocytes, macrophages), is well doccumented, bat the role of extracelinla matix
metalloproteases (MMPs) and their inhibiters (TIMPs) is less known MMPs are
mvalved m the response o fissue injory and mflammation, and are stomlated by
cytokines. Nimic oxide (NO)., produced by cymkine-induced synthases (NO'S).
modulates susceptibility to sepsis and enhamces the presence of sepsis-associated
bemodynamic failure. Genstic variations (SHPs) of cytokines, MMPs and TIMP= and
NO% might medify their ranscrption or expression and their plasma levels and moight
nfheence the respomse to the sepsis, patients” hemodynamics and mertality.

Patieni= and Methads

Cur  case-conir]l prospective shady was made im M) patients with severs
mirrobinlopically demonsirated sepsis and 91 uninfected patiemts, all admited at the
Intensive Care Unit of the Hospital Universitario Ceniral de Astoras (HUCA). The
aims of this stody were to investigate the plasma levels of cyinkines, MA{Ps, TIMP= and
NOx (pitrates and nifrites) o septic and minfacted patisnts and their relationship with
their SHPs, susceptibility to develop sepsis, sepsis-Telated orgamic failire and mortality.

Resnlt:

We fomd that: 1) INF-a (-235F G4} SHP mighi protect against the development of
sepsis; 2) Higher plasma IL-8 levels were predictors of sepsis and mortality, 3) MMEP-
13 (-7TTAYG) and MMP-1 (-1607 1G2G) 5MPs were associated with the presence of
sepais: ) Increased plasma MMP-E land decrsased MMP-9 levels were associated with
the presence of sepsis (5) NOS3 (EIED) SKP  that modifies plasma nitrite and nitrate
lewels (WO and the NOS52A fexon 22) SHP wee associated with the presence of
sepsis; ) Increased W0w plasma levels were alse associated with the presence of sepsis-
associated hemodynamic failure and with mereased mortality.
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Conclusions

mechamismes.

Changes in plasma levels of cytokines, MMPs and TIMPs and MOx are associated with
the development of sepsis and its evohation. Different SWPs of these mollecules are
associated with sepsis by modifying their plasma lewels or by other umknown
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INTRODUCCION

1. DEFINICION DE SEPSIS Y RESENA HISTORICA

La sepsis es la respuesta inmunoldgica del organismo frente
a la invasion de un agente infeccioso o sus toxinas. Se
caracteriza por 1la presencia de los signos cardinales de 1la
inflamacion (vasodilatacion, acumulacion de leucocitos,
incremento de la permeabilidad vascular) a nivel de 6rganos
distales al foco de la infeccidn.

El objetivo de esta respuesta inflamatoria sistémica (SIRS)
es el control de la infeccidén en el lugar donde se origind, pero
si es excesiva o inadecuada, produce una liberacidén masiva de
mediadores inflamatorios y activacion de las células del sistema
inmune, provocando la lesidn tisular en los distintos oérganos.
Como resultado surge la disfuncién de los oérganos (MODS o
sindrome de disfuncién multiorganica) que si progresa,
evoluciona hacia el fallo multiorganico (MOF), una situacidn de
extrema gravedad con una elevada mortalidad.

La palabra sepsis, etimoldgicamente procede del griego
onneilv = sepein que significa “pudrir”, término acunado en el
siglo XIX tras los estudios de Pasteur y Koch para definir “la
descomposicion de un animal o vegetal en presencia de
bacterias”. Sin embargo, las primeras descripciones conocidas de
la enfermedad datan de Hipdécrates de Cos (460-370 a.C.) que, en
su Corpus Hippocraticum, se refiridé a un “cuadro de frialdad de

extremidades y sudor frio tras una enfermedad aguda febril”



[1]. Ya en ese tiempo se reconocia la existencia signos de
hipoperfusién tisular como una situacidn especialmente grave.

Galeno (129-199 d.C.), médico de origen griego vy
considerado una autoridad en Medicina, describio las
manifestaciones de la inflamacidén aguda: “rubor, calor, dolor y
tumor” a lo que Celso ahadid “pérdida de funcion” [2].

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723), un comerciante de telas
holandés, fue el primero que describié y dibujé los
microorganismos que observdé a través de un microscopio de su
invencién [3]. Pero no fue hasta el siglo XIX, cuando Louis
Pasteur (1822-1895) que, en su Germ Theory presentada en 1878 en
la Academia Francesa de Medicina, mostré la asociacidon de 1la
descomposicion de la sustancia organica con 1la presencia de
microorganismos y, segun la cual toda enfermedad infecciosa es
secundaria a un germen con capacidad para propagarse entre
personas [3]. Robert Koch (1843-1910) demostré en 1876 que una
pequena particula viva, que él denomindé bacilo, podia causar una
enfermedad infecciosa concreta. En 1882 publicé su informe, al
que anhadié sus famosos postulados, para demostrar que
determinados microorganismos estan relacionados con enfermedades
concretas [4].

Fue René Laennec (1781-1826), inventor del estetoscopio,
quién por primera vez en 1831, propuso la sepsis como una causa
de shock [3]. En 1934 Alfred Blalock propuso la clasificacion de

shock en 4 categorias: hipovolémico (hemorragico), cardiogénico,



neurogénico (secundario a lesidén espinal) y vasogénico (con la
sepsis como causa principal) [3].

Con respecto a la respuesta del huésped, Elie Metchnikoff
(1845-1916) fue el primero que describié la inmunidad innata de
las células mieloides en el siglo XIX. El y sus colegas del
Instituto Pasteur confirmaron la fagocitosis por los neutroéfilos
y macroéfagos como una parte esencial de la respuesta innata
inmune [5]. Desarrolld el concepto de inmunidad celular, aunque
Osner y otros, antes que él, habian observado la fagocitosis
[5]. Emil von Behring (1854-1917) y Paul Ehlrich (1854-1915),
que trabajaron en el laboratorio Koch en Berlin, encontraron que
elementos séricos podian evitar la muerte derivada de la acciodn
de las toxinas bacterianas incluyendo el tétanos y la difteria
[5]. Esta es la base de la inmunidad humoral desarrollada por el
grupo de Koch y el de Emil Roux (1853-1933) en el Instituto
Pasteur. Desde entonces, han sido multiples los avances que nos
han 1llevado a un mayor conocimiento de esta patologia.

Ha sido necesaria 1la Conferencia Consenso de 1la ACCP
(American College of Chest Physicians) y la SCCM (Society of
Critical Care Medicine) [6] celebradas en 1991 para establecer
las definiciones de 1los sindromes sépticos y los criterios
diagnésticos de los mismos. De esta forma se definid:

e Infeccidén como el proceso patolégico causado por la invasion

de tejido, liquido o cavidad corporal por un

microorganismo patdégeno o potencialmente patdgeno.



e Respuesta inflamatoria sistémica queda definida por la

presencia de dos o mas de los siguientes criterios:

oTemperatura corporal mayor de 382C o menor de 362°C.

oFrecuencia cardiaca mayor de 90 latidos por minuto.

oFrecuencia respiratoria mayor de 20 respiraciones por
minuto, o PaCO, menor. de 32mmHg.

oRecuento de leucocitos mayor de 12.000 por mm’, menor
de 4.000 por mm’ o presencia de mds del 10% de formas

inmaduras.

e Sepsis es la respuesta inflamatoria sistémica provocada por

un proceso infeccioso.

e Sepsis severa es una sepsis que se acompana de disfunciodn
organica. Los criterios para definir el estado de
disfuncion organica que se aceptaron son los desarrollados
por Marshall (tabla 1)[7] o bien el SOFA score o

puntuacién (Sequential Organ Failure Assessment) (tabla

2)[8].

e Shock séptico consiste en un estado de fallo circulatorio
agudo el cual se define por hipotensidn persistente que
Unicamente se explica por una sepsis. La hipotensidn
persistente se define como una TAS menor de 90mmHg, una

TAM menor de 60mmHg o un descenso de la TAS mayor de



40mmHg con respecto a la basal, a pesar de una

resucitacién con fluidos endovenosos adecuada.

Tabla 1: Criterios de disfuncion organica de Marshall [7]

Score (puntuacion)

Organo 0 2 3 4
Respiratorio >300 226-300 151-225 76-150 <75
(Pa0,/FiO,)
Renal
(creatinina sérica umol/L) <100 101-200 201-350 351-500 >500
Hepatico
(Bilirrubina
sérica umol/L) <20 21-60 61-120 121-40 >240
Cardiovascular
(PAR) <10 10,1-15 15,1-20 21,1-30 >30
Hematoldgico

>120 81-120 51-80 21-50 <20
(plaquetas/ml 107)
Neurolégico 15 13-14 10-12 7-9 <6

(Escala de Glasgow)

PAR = frecuencia cardiaca x presion venosa central / tension arterial media
La escala de Glasgow en pacientes sedoanalgesiado, se asume como normal

Con un score o puntuacion>20, la mortalidad predecible es de casi el 100%, entre 9 y 12 se corresponde con 25%, entre

13y 16, 50%, entre 17 y 20 un 75%.

Tabla 2: SOFA score (puntuacion) [8]

1 2 3 4
Respiratorio I En ventilacién mecanica l—
(Pa0O,/FiO,) <400 <300 <200 <100
Hematolégico
(plaquetas/ml 10°®) <150 <100 <50 <20
Hepatico
(Bilirrubina mg/dl 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12
umol/L) 20-32 33-100 102-204 >204
Cardiovascular
(hipotension) TAM<70mmHg Dopaminas<5 o Dopamina >5 o Dopamina >15 o
dobutamina epinefrina <0.1 o epinefrina >0.1 o
norepinefrina <0.1 norepinefrina <0.1

Neurolégico
(Escala de Glasgow) 13-14
Renal 6-9 <6
(creatinina umol/L 6 1.2-1.9 10-12
gasto urinario) (110-170) 3.5-4.9 >5

2.0-3.4 (300-440) (>440)

(171-299) 0 <500ml/dia 0 <200ml/dia

Farmacos adrenérgicos durante al menos 1 hora (dosis en pg/kg/min)



Posteriormente, en el ultimo consenso del 2001[9], se
concluyé que no habia motivo para cambiar estas definiciones, si
bien se propuso expandir la lista de signos y sintomas de la

sepsis (Tabla 3).

Tabla 3: Criterios de Sepsis de la Conferencia Internacional (2001)

Infeccion documentada o sospechada y alguno de los siguientes parametros

Variables generales

eFiebre: T2 mayor de 38,39C
eHipotermia: T2 menor de 362C
eFrecuencia cardiaca mayor de 90/min o por encima de 2 desviaciones estandar del valor normal para la edad
eTaquipnea

eAlteracién del estado mental

eEdema significativo o balance hidrico positivo (mayor de 20cc/kg en 24horas)
eHiperglucemia( mayor de 120mg/dl 6 7,7 mmol/L) en ausencia de diabetes

Variables inflamatorias

eLeucocitosis ( mayor de 12.000 Ieucos/mm3)

eLeucopenia ( menor de 4.000 Ieucos/mm3)

oCifra de leucocitos normal con un contaje de més de un 10% de formas inmaduras
eProteina C reactiva plasmatica por encima de 2 desviaciones estandar del valor normal
eProcalcitonina plasmatica por encima de 2 desviaciones estandar del valor normal

Variables hemodinamicas

eHipotensidn arterial: TAS< 90mmHg, TAM <70 o un descenso mayor de 40mmHg en adultos o menor de 2
desviaciones estandar por debajo del valor normal para la edad

eSaturacidn venosa mixta de oxigeno >70% (el valor normal de los nifios oscila entre 75 y 80%

eindice cardiaco mayor de 3,5 L/min/m’ (en nifos el valor normal esta entre 3,5y 5,5)

Variables de disfuncién organica

eHipoxemia: Pa0O,/FiO, <300

eQOliguria aguda (gasto urinario<0,5ml/kg/h é 45mmol/L al menos 2 horas
eAumento de la creatinina por encima de 0,5mg/dI

eAlteraciones de la coagulacién: INR>1,5 6 PTTa >60s

eileo: en ausencia de obstruccidn intestinal

eTrombocitopenia: recuento de plagquetas menor de 100.000/mm?®
eHiperbilirrubinemia: mayor de 4mg/dl 6 70 mmol/L

Variables de perfusion tisular

eAcidosis lactica: >1 mmol/L
eDisminucion del llenado capilar o piel marmérea

Asimismo se establecidé un sistema de estadiaje, semejante
al TNM para las enfermedades oncoldégicas, denominado PIRO, que

estratifica a los pacientes en base a sus condiciones




predisponentes (patologias o tratamientos que predisponen a la
infeccidén, polimorfismos genéticos), la naturaleza y extensidn
de la infeccidn, la magnitud de la respuesta del huésped y el

grado de disfuncidén organica.

2. EPIDEMIOLOGIA

A pesar de 1los avances en prevencién, diagndstico vy
tratamiento, la sepsis grave se mantiene como un reto emergente
para los clinicos y 1los sistemas de salud tanto en paises
desarrollados como en vias de desarrollo. Su incidencia estad en
aumento y se ha convertido en la primera causa de muerte en las
unidades de cuidados intensivos (UCI), siendo la responsable, de
mas del 60% de los fallecimientos intraUCI [10]. La sepsis se
cobra mas vidas que el cancer de mama e intestinal juntos y ya
supera a las hospitalizaciones por infarto agudo de miocardio.

En Estados Unidos, Angus y col. [11] publicaron en el 2001,
una incidencia de sepsis grave de 300 caso0s/100.000 habitantes-
ano con una mortalidad del 28,6%. Los estudios de Dombrovskiy y
col. [12], entre 1993 y 2003, mostraron que el 2,15% de los
pacientes hospitalizados presentaban sepsis, de los cuales el
34% eran sepsis grave. La incidencia estimada de sepsis en este
estudio fue de 65 casos /100.000 hb. / ano en 1993, que se
duplicdé en 2003 con 135 casos/100.000 hb. /ano.

El estudio EPISEPSIS [13] en Francia mostrdé que un 14,6% de
los enfermos ingresados en UCI presentaban sepsis severa. Un

7



estudio en el que participaron hospitales de Inglaterra, Gales e
Irlanda del Norte [14] establecié que el 27,1% de los pacientes
ingresados en UCI tenian criterios de sepsis en las primeras 12-
24 horas de su ingreso. En Noruega [15] los investigadores
encontraron una incidencia de 1,49 casos/1.000 hb de los que el
31,8% eran sepsis graves. En Holanda [16] se ha publicado una
incidencia anual de 0,054% de casos de sepsis entre la poblacidn
(el 0,61% de ingresos hospitalarios y el 11% de los ingresos en
UCI). El estudio SOAP [17] (Sepsis Ocurrence in Acute 1I11
Patients) mostré que el 37% de los pacientes ingresados en UCI
presentaron en algun momento sepsis, de los cuales el 30% eran
sepsis grave y el 15% shock séptico.

En  nuestro pais un estudio observacional prospectivo
realizado en el ano 2003, en el que se recogieron durante un
periodo de tres meses datos de enfermos 1ingresados en tres
hospitales de Madrid [18] (con un &rea de atencién de 580.000
habitantes), se encontré una incidencia de sepsis grave
calculada de 104 casos/100.000 habitantes adultos/afio con wuna
mortalidad de 20,7%. La incidencia de shock séptico en este
estudio fue de 31/100.000 hb/ano con una mortalidad de 45,7%.
Posteriormente el estudio G.R.E.C.I.A.[19] publicado en el afo
2008, que recoge datos de UCIs de 13 hospitales de Castilla-
Ledn y Asturias, encontrd que casi el 12% de 1los pacientes
ingresados en UCI presentaban al menos un episodio de sepsis

grave, lo que corresponderia con wuna incidencia de 25



casos/100.000hab./ano. La mortalidad intraUCI fue del 48,4% y la
hospitalaria del 54,3%.

Se estima que la incidencia de sepsis se incrementa cada
ano, entre un 8 y 13% segun estudios [12,20] manteniendo una
mortalidad elevada. Los factores que contribuyen a esta
situacidn son:

e El envejecimiento de la poblacidén, a menudo asociado a
patologias crdnicas y comorbilidades.

eEl incremento de la supervivencia de los pacientes de
UCI como son 1los que han sufrido un traumatismo
severo 0 un infarto agudo de miocardio que son
susceptibles a padecer infecciones durante su
enfermedad.

eEl incremento de procedimientos diagndsticos 'y
terapéuticos invasivos.

eEl numero creciente de condiciones causantes de
inmunosupresioén: SIDA, cancer, farmacos inmunosupre-
sores.

e La presencia de un agente causante: la existencia o no
de cultivos no influye en la mortalidad, pero s6lo un
50% de pacientes con sepsis grave presentan
bacteriemia demostrada. La 1infeccidén nosocomial
presenta una mayor mortalidad, asi como la infeccidn

por microorganismos resistentes como los



Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MARSA,) los hongos y Pseudomonas spp.

eEl tratamiento antibidético tiene un papel poco claro
aunque algunos estudios han demostrado que el
tratamiento empirico apropiado influye en el

prondstico de la sepsis.

Predetermination

Bacterial

] N,

3
" d Inflammatory

N

response
High
mortality

Interventional
therapy

Hypo-perfusion

Fig. 1: Diagrama tomado de: The future is predetermined in severe sepsis, so what are the implications?
Lukaszewicz AC, Payen D [21].

La incidencia de sepsis grave en la Unidén Europea ha sido
estimada recientemente en 90,4 casos /100.000 hb. La incidencia
de pacientes con sepsis que requieren ingreso en UCI es de 0,25-
0,38/1000 hb, 1lo que sugiere aproximadamente 2 millones de
ingresos en UCI. Tras 1la “Surviving Sepsis Campaign”, una
iniciativa de 1la European Society of Intensive Care Medicine
(ESICM), the International Sepsis Forum (ISF) y the Society of

Critical Care Medicine (SCM) ideada para mejorar el diagndstico
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temprano de la sepsis asi como el tratamiento con el fin de
disminuir la mortalidad de estos enfermos, se concluyé que la
sepsis, sepsis grave y el shock séptico permanecen como la mayor
causa de morbi-mortalidad global, con una mortalidad para la
sepsis grave mas de 5 veces mayor que la del sindrome coronario
agudo o el ictus. Tras dos anos de seguimiento la mortalidad
hospitalaria descendid del 37 al 30,8% [22].

Un estudio retrospectivo realizado en Nueva Zelanda sobre
mas de 100.000 pacientes con sepsis, entre 2000 y 2012,
encuentra un descenso en la mortalidad global desde el 35% al
18,4% [24].

En Espana, los ultimos datos publicados por la Sociedad de
Medicina Intensiva (SEMICYUC) reflejan una incidencia de 360
personas con sepsis/100.000 habitantes, de los cuales 104 eran
pacientes graves, y 31 estaban en shock séptico, con un
incremento anual de un 12% de los casos de sepsis. Desde el
punto de vista econdmico, la sepsis representa un coste de entre
17.000 y 19.000 euros/episodio. Ademas el estudio de la SEMICYUC
mostrd que fallecieron un 20% en los casos de sepsis grave, y un
45% de aquéllos que estaban en shock séptico, siendo los
ancianos y los que presentaban un foco de infeccidén abdominal

los pacientes con mayor mortalidad.
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3. FISIOPATOLOGIA:

La sepsis se inicia cuando concentraciones elevadas de
microorganismos o de sus antigenos pasan a la sangre; ésto
ocurre cuando la poblacidén microbiana asentada en un punto de
infeccién excede un umbral. El1 sistema inmune reconoce las
moléculas extracelulares de los microorganismos y se activa la
cascada inflamatoria. La molécula microbiana mas conocida es 1la
endotoxina o lipopolisacarido (LPS) de las bacterias
gramnegativas (BGN). Sin embargo, otras moléculas como el acido
lipoteicoico (LPT) de los grampositivos (BGP) o el ergosterol de
la pared de las 1levaduras, son capaces de activar el sistema
inmune[25].

Activacion de los macroéfagos: La primera linea celular del
sistema inmune la constituyen los monocitos y los macrofagos,
identificando, procesando y presentando el antigeno al receptor
CD14. Ademas, pueden fagocitar al agente extrafo y expresar una
gran variedad de moléculas que estimulan la internalizacidn del
elemento extrafno cubierto de anticuerpos.

El CD14 es el receptor del LPS mejor caracterizado. Existen
dos formas de CD14: una forma soluble (sCD14) y una situada en
la membrana de monocitos y macréfagos (mCD14). El1 sCD14,
glicoproteina de 53KDa, esta presente en el suero normal y su
funcion es 1la de transporte y trasferencia del LPS y del

complejo LPS-LPB. La LPB (LPS Binding Protein) es una
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glicoproteina sintetizada en el higado que se une al LPS y lo
transporta hasta los receptores celulares[25,26,27].

El mCD14 es una glicoproteina de 55KDa cuyo gen codificador se
encuentra en el cromosoma 5 y se expresa en macrofagos vy
neutréfilos (PMN) activados. E1 mCD14 actua como receptor del
complejo LPS-LPB induciendo la transcripcién de citoquinas en el
macrofago. E1 CD14 también participa en el reconocimiento de 1los
componentes de pared de los BGP como el peptidoglicano y el
acido lipoteicoico, y actua como mediador en la apoptosis del
macrofago. La expresion del (D14 esta modulada por 1la
interleukina 6 (IL6) y por el factor de necrosis tumoral a
(TNFa) que incrementan su produccidén, asi como por la
interleukina 4 (IL4) y el interferéon vy (IFN y) que la
disminuyen.

Los toll-like receptors (TLR) son receptores transmembrana
responsables del reconocimiento de una gran variedad de
antigenos bacterianos. El receptor Toll es una molécula asociada
a mecanismos de diferenciacién y defensa de Drosophila. En
mamiferos, su homélogo es la familia de proteinas Toll-like de
los cudles, hasta la fecha, se han identificado 10 en la especie
humana. El receptor TLR4 es el receptor del LPS, se encuentra en
la superficie de los monocitos, PMN y células endoteliales. El
receptor TLR2, aunque con menor expresion, también media en la
respuesta frente a los BGN, y se encuentra en la superficie de

los monocitos y PMN. El receptor TLR2 es capaz de detectar un
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repertorio amplio de patdégenos, reconoce 1las estructuras de
pared de los BGP como los peptidoglicanos, aunque también media
la respuesta a lipoproteinas derivadas de Mycobacterium
tuberculosis, Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum 'y
Mycoplasma  fermentans, asi como al LPS de Leptospira
interrogans[24], virus y hongos[28].

Los receptores TLR2 y TLR4 reconocen el complejo formado
por LPS-LPB con el receptor (D14 e inician wuna serie de
reacciones en el citoplasma que resultan en la activacioén del
factor nuclear kappa B (NF-kB)[24]. Se unen al NF-xB produciendo
su activacion y migracion al nudcleo celular donde se unirad a
secuencias especificas de DNA localizadas en regiones promotoras
y activara la expresion de los genes responsables de la sintesis
de las citoquinas. Las citoquinas, una vez secretadas, ejercen
sus efectos a través de sus receptores celulares en los tejidos
diana, iniciandose una respuesta inmunoldgica compleja.

Esta es la via por la cual las células inflamatorias
detectan la presencia del agente infeccioso a través de sus
receptores de superficie. Ademas, el NF-xB juega un papel
importante en la apoptosis, al modular la expresion de los genes
que regulan la muerte celular[28].

Principales mediadores inflamatorios:
El TNF-a es una de las primeras citoquinas que aparecen en
sangre tras la activacion del macréfago. En pocos minutos se

secretan grandes cantidades de TNF-a, de manera que se alcanza
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un pico maximo en 1,5 a 2 horas, descendiendo en 12 a 24 horas.
Esta citoquina esta codificada por genes ubicados en el
cromosoma 6 y sus efectos bioldégicos son multiples:

e Induce 1la actividad antimicrobiana del monocito,
estimulando la secrecién de citoquinas y otros
mediadores.

e Aumenta la produccidén de PMN y su marginalizaciodn.

e Activa el sistema del complemento y la cascada de 1la
coagulacion.

e Altera el tono vascular e incrementa la permeabilidad
capilar, promoviendo 1la aparicion de moléculas de
adhesidn en las células endoteliales.

e Estimula el catabolismo proteico y la gluconeogénesis

e Incrementa la senal de mediadores como prostaglandinas y
factor activador de las plaquetas.

e Estimula la proliferacidn, apoptosis y diferenciacidn de

los macroéfagos.

Los genes que codifican la interleukina 1 (IL1) estan
situados en el cromosoma 2. Esta citoquina estd constituida
por 3 polipéptidos estructuralmente relacionados. La ILla y la
IL1B son biolégicamente activas, pero la ILla permanece en el
citosol en forma de precursor y es transportada como tal a 1la

superficie celular donde ejerce su accion. La IL1B es liberada a
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la circulacidon, sus efectos son similares a 1los del TNFa
actuando sinérgicamente con él. Tiene las siguientes funciones:

e Es un potente pirdgeno.

e Induce su propia producciéon y la de otras citocinas asi
como de otros mediadores como el factor activador de las
plaquetas (PAF) y los eicosanoides.

e Aumenta la expresion de los genes de la colagenasa y
fosfolipasas.

e Estimula la sintesis de 6xido nitrico (NO).

La interleukina 6 (IL6), producida por fibroblastos,
monocitos, linfocitos y células endoteliales, es una citoquina
con caracter basicamente antiinflamatorio:

e Es un pirdgeno enddégeno,

e Estimula la produccidén de ACTH por la hipéfisis.

e Interviene en la diferenciacion de los linfocitos B y en
la produccién de inmunoglobulinas, y en la activacidn de
los linfocitos T.

e Modula la hematopoyesis.

e Induce la sintesis de reactantes de fase aguda por el
higado, incluyendo la proteina C reactiva (PCR).

e Atenua la sintesis de mediadores proinflamatorios y la
concentracion plasmatica de la IL6 se correlaciona con

la gravedad de la sepsis mas que otras citocinas.
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La interleukina 8 (IL8) es sintetizada en distintas células
como fibroblastos, células endoteliales, monocitos, PMN y su
funcion principal es 1la quimiotaxis y activacidén de los PMN.
Ademas, regula la produccién de proteinas de adhesién y la
formacion de lipidos bioactivos produciendo una amplificacidn de

la respuesta inflamatoria local y de la lesidn tisular.

Las interleukinas 12 (IL12) y 18 (IL18) son citoquinas
proinflamatorias; la primera es el factor estimulador de células
“natural killer” (NK) y la segunda es inductora del interferdn
gamma (IFNy). Ambas estimulan la producciéon y citotoxicidad de
los linfocitos T citotdéxicos y las células NK. Sus acciones son
promover la liberacidon de IL1 e IL6 por parte del macroéfago y

actuan sinérgicamente con el TNFa.

La interleukina 10 (IL10) es el mediador antiinflamatorio por
excelencia. La producen los linfocitos T, monocitos vy
macrofagos, y tiene las siguientes funciones;

e Inhibe la produccién de citocinas, de radicales libres y
NO por los macroéfagos.

e Inhibe 1la proliferacion de 1los 1linfocitos T helper
dependientes de los monocitos.

e Inhibe la actividad procoagulante dependiente del factor

tisular.
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e Estimula la funcidon de los linfocitos B, el desarrollo de
linfocitos T citotdxicos y la produccion de linfocitos y

mastocitos.

Las metaloproteasas (MMPs):

Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son una
familia de endoproteasas zinc-dependientes que comparten
secuencias de aminodacidos, dominios estructurales y sustratos.
Inicialmente se pensé que su funcidon principal era 1la
remodelacién y degradacion de la matriz extracelular (ECM) del
tejido conectivo. Estan involucradas en 1la respuesta a la
injuria tisular y la inflamacidén. Se secretan como proenzimas
inactivas en respuesta a gran variedad de mediadores
inflamatorios como las citoquinas. La sobreexpresiéon 'y
activacién de estos enzimas induce la reparacion celular que se
asocia con numerosas enfermedades como la artritis reumatoide,
la enfermedad periodontal, el cancer, la insuficiencia cardiaca
y la arterioesclerosis, se encuentran incrementadas en el
Sindrome de Distress Respiratorio del Adulto (SDRA) y en
respuesta a la inyeccidén de endotoxina. Las MMPs contribuyen a
la homeostasis de diversos tejidos, regulan la 1liberaciodn de
citoquinas, quimioquinas, factores de <crecimiento y otras
moléculas bioactivas participando en procesos como la inmunidad
innata y adaptativa, angiogénesis, remodelacion 6seo 'y

crecimiento neuronal. El1 incremento de la permeabilidad vascular
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que producen al digerir el colageno de 1la membrana basal
vascular, facilita 1la migracion de células inflamatorias
incluyendo los PMN al foco de inflamacidén para la reparacioén
tisular [31,32].
Se conocen, al menos, 25 MMPs en 1los vertebrados y se han
encontrado 24 en humanos. La estructura tipica de una MMP consta
de un propéptido de aproximadamente 80 aminoacidos, un dominio
catalitico de wunos 170 aminoacidos, un péptido de unidén de
longitud variable 'y un dominio  hemopexina (Hpx) de
aproximadamente 200 aminoacidos. Ademas de estos dominios
comunes en casi todas las MMPs, algunas van a presentar una
serie de dominios adicionales como pueden ser el de anclaje a la
membrana por medio de glicofosfatidilinositol (GPI) o 1los
dominios transmembrana en el caso de las MMPs de membrana (MT-
MMPs)[33]. Segun la organizacién de los dominios y el substrato
sobre el que actuan las MMPs se clasifican en los siguientes
grupos:

oColagenasas (MMP1, MMP8 y MMP13).

oGelatinasas (MMP2 y MMP9).

oEstromielisinas (MMP3, MMP1© y MMP11).

oMatrilisinas (MMP7 y MMP26).

oMMPs de membrana (MT-MMPs) que incluyen cuatro proteinas

transmembrana tipo I (MMP14, MMP15, MMP16 y MMP24) y dos
proteinas ancladas a la membrana por un residuo de GPI

(MMP17 y MMP25).
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oExisten otras siete MMPs que no pertenecen a ninguna de
las categorias anteriores por tener actividades
diferentes en el promotor por la presencia de sitios
polimérficos. Se expresan fundamentalmente por

macrofagos y son esenciales para su migracion.

Furin-activated MMPs

e ———

MMBSZand MME-20 Transmembrane type I: MMP-14, -15, -16, -24
i, OO S e
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MMP-2 and Mmp.g GPI anchored: MMP-17 and MMP-25
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MMP-11, -21 and MMP-28
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3 Transmembrane domain

Fig. 2: Estructura de MMPs, tomada de: Biological role of metalloproteinases: a critical balance. Loeffe
KS,2011 [31].

Las MMPs generalmente son extracelulares, aunque
recientemente se ha encontrado que la MMP1, la MMP2, y la MMP11
se encuentran también intracelularmente y pueden actuar sobre
proteinas intracelulares. Otras MMPs, tales como la -8 y la -9,
se almacenan en los neutrdofilos y se liberan ante la presencia
de endotoxina. Liberan citoquinas de unidén a la membrana como la
TNF-a. Su actividad va a depender tanto de la activacidén de

estos zimégenos como de la influencia que tienen sobre ellas los
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TIMPs (inhibidores tisulares de las MMPs). MMPs y TIMPs han
sido implicados en el sistema coagulacidn/fibrindlisis asi como

en la funcidén plaquetaria en la sepsis.

Oxido nitrico (NO)

Es un radical libre que se sintetiza a partir del nitrdégeno
(N) de 1la guanina terminal del aminoacido L-arginina. Esta
sintesis, mediada por el enzima sintasa del NO, se produce en
una variedad de células como los macréfagos, PMN, plaquetas,
células endoteliales y de la musculatura lisa [30].

Existen 3 isoformas conocidas de la sintasa del 6xido nitrico
(NOS)[35]:

e NOS neural (nNOS), también conocida como NOS1, bNOS o ncNOS,
que es expresada por las neuronas, aunque también se
encuentra en otras células como en 1los PMN, mlsculo
esquelético, islotes pancreaticos, endotelio y epitelio
del aparato respiratorio.

e NOS inducible (iNOS, NOS-2, macNOS, hepNOS), expresada por
los macréfagos aunque también se ha observado en células
musculares lisas, células endoteliales, hepatocitos y
células del hueso.

eLa NOS endotelial (eNOS, NOS-3, ecNOS) fue purificada vy
clonada en las células endoteliales aunque también es capaz
de expresarse en ciertas poblaciones neuronales del

cerebro, en plaquetas y otros tejidos como el hueso.
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La iNOS es inducida por el LPS o citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1, IFN-y) a través del NF-kB y su
actividad depende de varios cofactores (FADH, NADH).

E1l NO es un potente regulador del tono vascular, ademas es
un agente citotdéxico, actua como un neurotransmisor, como
antioxidante, y como modulador de 1la integridad de 1la
microvasculatura y, por tanto, del transporte de oxigeno. Es
responsable de muchas alteraciones fisiopatoldgicas que se
producen en la sepsis entre las que citamos las siguientes:

eRelajacion del musculo 1liso vascular, con la
consiguiente vasodilatacion que es la causa de la
hipotension e hiporreactividad frente a farmacos
vasoconstrictores que se produce en la sepsis y que
realiza mediante dos mecanismos:

o Disminuye los niveles de calcio intracelular,
aumenta la permeabilidad de los canales de K,
llevando a la hiperpolarizacidén de la membrana
plasmatica y a la relajacion de 1la fibra
muscular lisa.

o Activacién de 1la proteinquinasa que produce
desfosforilacion de 1las cadenas de miosina
evitando la activaciodn del complejo

miosina/actina.
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e Inhibe la agregacion plaquetaria y leucocitaria al
endotelio vascular y disminuye la permeabilidad
vascular, evitando el paso de PMN a los tejidos.

eDisfuncién miocardica, sobre la que también influyen
factores como el TNF o , IL1 B.

eEl NO puede resultar toxico, a concentraciones
elevadas, para los macréofagos, células endoteliales y
otras células, inhibiendo la respiracién mitocondrial

y la sintesis de ADN.

Mediadores celulares:

La activacidén del monocito-macréfago induce la sintesis de
mediadores (citoquinas, factor activador de las plaquetas,
eicosanoides), radicales 1libres de oxigeno, perodoxido de
hidrégeno (H,0,) y NO. E1 monocito-macréfago es wuna célula
microbicida y citotdxica y su funcidén inmune la realiza como
presentadora de antigenos [28].

Los PMN tienen un doble papel en la sepsis [28]. Por un
lado, estas células actuan sobre las bacterias en el foco de
infeccién de manera que impiden 1la diseminacidn bacteriana,
actuan como células inmunorreguladoras y son claves en 1la
activacién endotelial, en la produccidon de la lesidn tisular y
en el desarrollo del FMO. Los PMN aumentan las moléculas de
adhesidén en numero y actividad, producen radicales libres, MMPs,

citoquinas y proteinas con actividad antibacteriana.

23



Activacion del endotelio vascular y la cascada de 1la
coagulacion:

El endotelio vascular es la interfaz que separa la sangre
de los tejidos, una estructura compleja y dinamica con multiples
funciones fisioldgicas. La disfuncidn organica en la sepsis es
consecuencia de su alteracidon provocando trastornos en la
perfusion y en la produccién de mediadores toxicos [25,34].

Las modificaciones del endotelio vascular que se producen en

la sepsis incluyen:

— Incremento de la permeabilidad capilar.

— Alteracion de la adhesidon leucocitaria reguladas por las
moléculas de adhesidén celular (diapédesis e infiltracion
celular).

— Alteracidén del tono vascular (vasodilatacidén periférica).

— Alteraciones de la coagulacioén (actividad procoagulante).
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Fig. 3: Tomada de N Engl J Med: Drug Therapy:Manegement of Sepsis. J.A.Russell, 2006 [40].
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Como consecuencia de la liberacidn de citoquinas, se estimula el
reclutamiento de linfocitos, PMN, monocitos y otras células a
areas de la microvasculatura. La activacidén endotelial tiene un
efecto esencial en la formacién de la trombina. El1 endotelio
vascular sintetiza y secreta factores de 1la cascada de 1la
coagulacion, particularmente el factor V, Xa y XIa, asi como
moléculas de unidén para los factores VIIIa, Xa y XI, los cuales
facilitan la formacion del complejo protrombinasa.
Adicionalmente el endotelio vascular produce el inhibidor del
activador del plasmindégeno, esencial en 1la inhibicidén de 1la
fibrindlisis y en el proceso de disolucidén del trombo. E1
endotelio vascular también secreta citoquinas inflamatorias con
lo que se amplifica la respuesta inflamatoria a nivel celular
[36].
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hemorrhage disturbed * viscosity alterations

microcirculation
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Fig. 4: Diagrama tomado de: Bench-to-bedside review:Sepsis is a disease of the microcirculation. Spronk
PE, 2004 [35].

La apoptosis: Término que se wutiliza para designar la

“muerte celular programada” [28,37], es un proceso rigurosamen-
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te regulado por el cual 1las propias células dirigen su
desactivacion y eliminacién de una manera ordenada sin reacciodn
inflamatoria (a diferencia de lo que ocurre en la necrosis). Es
el principal mecanismo por el cual las células senescentes o
disfuncionales son eliminadas y finaliza el proceso inflamatorio
una vez la infeccién ha remitido [35]. Monocitos y macrdéfagos
juegan un papel fundamental en la reaccidon inicial y en 1la
liberacién de wuna variedad de <citoquinas para liderar 1la
respuesta inmune. Una vez que se contiene la agresion y/o 1la
respuesta inmune especifica despierta, 1las células inmunes
innatas deben ser contrarreguladas y eliminarse en el momento
adecuado y de forma no lesiva, porque algunas de ellas son
“bombas de relojeria”. Se ha sugerido que la apoptosis juega un
papel fundamental en la duracidén y/o severidad de la respuesta
sistémica a la sepsis.

La sepsis es el arquetipo ejemplo de sistema complejo
autorregulado, con multiples reacciones no lineales en cascada y
retroalimentaciones (feedbacks). Desde los primeros estadios de
la infecciodn se produce la  transduccidn de senales
intracelulares que provocan la expresion de genes, con el
consiguiente proceso de activacion e incluso diferenciaciodn
celular en un tiempo relativamente corto. La amplificacidn de
estas reacciones a nivel celular permite su expansidén desde la

fuente de infeccidén a todo el organismo, hasta que son inhibidas
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por el propio sistema inmune (citoquinas antiinflamatorias,

inactivacién de macréfagos, moléculas de degradacidén) [25].
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Fig. 5: Tomada de N Engl J Med: Drug Therapy:Manegement of Sepsis. J.A.Russell, 2006 [40].

4. POLIMORFISMOS GENETICOS Y SEPSIS

La sepsis es wuna patologia muy heterogénea en lo que
respecta a su presentacién clinica, evolucidon y prondstico. La
gran variacién en la respuesta a los tratamientos se ha
atribuido a diversos factores como la virulencia del patdgeno,
el tiempo transcurrido desde el inicio del proceso hasta que se
comienza con el tratamiento, el wuso de wuna antibioterapia
apropiada y el estado de inmunocompetencia del huésped. Sin
embargo, merced a estudios realizados en modelos animales y a
crecientes estudios observacionales en humanos, cada vez existe
una mayor evidencia de 1la existencia de wuna predisposiciodn
genética a padecer sepsis, lo que ha motivado que en la ultima

década se haya incrementado el interés por los genes implicados
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en la respuesta inflamatoria a la infeccidén y su papel en 1la

misma.

Existen antecedentes tanto en modelos animales como en
estudios en grupos étnicos, familias, asi como gemelos y
estudios en hijos adoptados. Estudios en modelos animales
modificados genéticamente, como los realizados en los ratones
denominados C3H/HeJ, los cuales son resistentes a la inoculacidn
de una dosis de LPS normalmente letal, mostraron que el gen
responsable de este defecto de senal al LPS estaba localizado en
el cromosoma 5 (locus Lps), el cual habia sufrido una mutacién
espontanea. Este gen es el responsable de la codificacidn del
TLR4, de manera que estos ratones no respondian al LPS [41]. En
humanos se ha identificado una deficiencia similar.

Los primeros estudios en humanos, no encontraron
diferencias atribuibles a genes al comparar 1la respuesta a
diferentes agentes infecciosos entre gemelos monozigotos
(genéticamente idénticos) y los dizigotos (s6lo iguales
genéticamente en un 50%), teniendo en cuenta que los factores
ambientales eran similares. Pero el Prohit Survey Study [42]
sobre tuberculosis mostrdé una diferencia clara entre en gemelos
monozigotos y dizigotos. Se hicieron estudios similares para la
lepra y virus de hepatitis B, VIH e infeccidén por Helicobacter
pylori cuyos resultados apoyaron 1la tesis de que estas

infecciones, de gran prevalencia mundial como la tuberculosis o
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la infeccidén por el virus de la hepatitis B o endémicas como 1la
lepra, estan muy relacionadas con factores genéticos.

Para valorar la importancia del genotipo independientemente
de 1los factores ambientales, Sorensen y colaboradores [43]
realizaron un analisis sobre las causas de muerte prematura en
1000 familias con hijos adoptados. Estos autores encontraron
que 1 hijo cuyo padre bioldgico habia muerto antes de los 50
anos de enfermedad infecciosa, tenia un riesgo relativo 5,8
veces mayor de morir de una infeccidn, mientras que ésto no se
observd cuando se trataba de hijos adoptados.

Con el conocimiento del mapa del genoma humano, se han
iniciado estudios que han mostrado la existencia de factores
genéticos implicados tanto en la predisposicidén a padecer una
sepsis, como en 1la regulacion de 1la respuesta inflamatoria
desencadenada en cada una de sus fases (reconocimiento del
patogeno, proceso de fagocitosis y eliminacion del
microorganismo, liberacidén de sustancias inflamatorias vy
antinflamatorias). Entre dos individuos no relacionados
genéticamente se comparten mas del 99% de sus secuencias de ADN,
lo que supone, de cualquier modo, que aun difieren en varios
millones de bases. Estas variantes son 1las que se denominan
“polimorfismos®”. Asi, se denomina polimorfismo genético a
aquella region del genoma que varia entre los individuos de una
poblacién, con una frecuencia de mas de un 1%, excluyendo las

mutaciones espontaneas. Pueden ser secundarias a la sustitucidn,
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deleccién o insercidn de una o mas pares de bases o afectar a un
numero variable de repeticiones de secuencias cortas de ADN. Los
polimorfismos son mutaciones estables que se mantienen en 1la

poblacién general en un porcentaje significativo.

El mads frecuente es el polimorfismo de un uUnico nucledétido (SNP)
[44,45]. La mutacidn se puede presentar en regiones del gen que
codifican una proteina (exén) o que no la codifican (intrén y
promotor) las cuales pueden estar involucradas en la regulacién
de la expresion del gen. Cuando el SNP forma parte de una regiodn
que codifica una proteina, la variante alélica puede permitir 1la
sustitucion de un aminoacido, lo que origina la formacidn de una
proteina funcionalmente alterada; un ejemplo es el caso de 1la
anemia falciforme, en la cual la mutacidén del gen se traduce en
la sustitucién de una base timidina (T) por otra adenina (A)
(GTG por GAG) en el coddon del aminodcido acido glutamico (Glu),
lo cual hace que éste se sustituya por la valina (Val) en 1la
posicion (-6 de 1la cadena de 1la pBglobina y la hemoglobina
anormal resultante es la hemoglobina S. Sin embargo, aquellos
SNP que afectan a la regidén promotora (parte de un gen que
contiene la informacidén necesaria para activarlo o desactivarlo
mediante el reconocimiento del inicio del gen por parte de los
enzimas que realizan la transcripcién) son también importantes,
pues aunque no se modifica la estructura de la proteina, pueden
afectar a los factores de unidon de la transcripcidén y alterar

la expresion de la proteina en respuesta a un estimulo.
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Fig. 6: Tomada de: Cytokine promotor polymorphism in severe sepsis. Stiiber F, 2005 [43].

Los SNP mas frecuentes son los situados en 1los intrones,
seguidos de los que se producen en las regiones promotoras.

En el caso de la sepsis, la predisposicidén de una persona a
tener una respuesta inflamatoria mayor o menor, estd determinada
por variantes genéticas de 1los mediadores inflamatorios. La
liberacién en mayor o menor proporcién de mediadores determinada
por los genes que 1los codifican, es la responsable de 1la
variabilidad interindividual y puede contribuir al amplio rango
de manifestaciones <clinicas del SIRS ante una infeccidén o
agresion. Estudios epidemioldgicos recientemente publicados han
sugerido que las variables genéticas, especialmente los SNPs, en
el sistema inmune innato pueden influir en el riesgo de padecer
una infeccidén grave.

Se han identificado 1los genes que codifican 1las distintas
moléculas que intervienen en la sepsis como las citoquinas, 1los
receptores toll-like (TLR) y 1las metaloproteasas de matriz

extracelular (MMPs) asi como sus niveles de expresiodn.
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El gen que codifica el receptor (D14 se encuentra en el
cromosoma 5, y la secuencia promotora del (D14 esta localizada
en el locus 5g31.1 [46]. E1 SNP que resulta de la sustitucion de
la timidina (T) por 1la citosina (C) en 1la posicién 159
interviene como modulador de los niveles de sCD14 [47] de modo
que, los homocigotos T tienen mayores niveles de sCD14
circulante y mayor densidad de mCD14. E1 incremento en 1la
concentracion sérica de sCD14 se ha identificado como un
marcador prondstico en la sepsis grave por BGN [48,49]. Este
polimorfismo ha sido motivo de diversos ensayos con resultados
contradictorios en lo que respecta tanto a la susceptibilidad de
padecer sepsis grave como de influir en su prondstico. Asi
Sutherland [50] encontrdé que los genotipos TT y CT tenian una
prevalencia mayor de sepsis por Gram negativos que 1los
portadores del genotipo CC y Gibot [51] observé que 1los
homocigotos TT tenian una mayor predisposicidén de padecer sepsis
por BGN asi como una mayor mortalidad. Esto contradice 1los
hallazgos de Hubacek y Stiubber [52] que no encontraron
asociacion entre este SNP con el riesgo de padecer sepsis, ni
con el prondstico de aquéllos que sufrian sepsis. Nakada [53] no
encontrd diferencias de este SNP entre pacientes séptico y no
sépticos y tanto los estudios de Calvano, Lowry y Agenese [55],
asi como 1los de Jessen [56] no consiguieron demostrar una
asociacioén con el riesgo de padecer una sepsis por BGN. Un

estudio de Barber [57] en enfermos quemados con una superficie
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corporal afectada de mas del 15%, encontré que este SNP
conferia un mayor riesgo de padecer sepsis grave.
El gen del TLR 2 se encuentra localizado en el locus 32 del
cromosoma 4 y esta compuesto por 3 exones, de los que el 12 y el
22 son no codificantes [58]. Existe una mutacidn en un 3% de 1la
poblacién que consiste en la sustitucién de una guanina (G) por
una adenina (A) en la posicidén 2251 lo que ocasiona el cambio de
arginina (Arg) por glicina (Gly) en 1la posicién 753, en el
dominio TIR de 1la posicién C-terminal, repercutiendo en 1la
sefalizacion de la molécula al interior celular e incrementando
el riesgo de padecer sepsis por BGP, en especial por
estafilococo [59]. Se ha visto que este SNP, disminuye 1in vitro
la capacidad de respuesta frente a Borrelia burgdorferi y a
Treponema pallidum. También se ha mostrado, que afecta a la
respuesta a péptidos bacterianos in vitro, pero no a LPS [59].
El TLR4 esta codificado por un gen que se encuentra en el
cromosoma 9, en el locus g32-g33. Se han encontrado varios SNP,
pero s6lo dos se han relacionado con un mayor de riesgo de
padecer sepsis: E1 TLR4 Asp299GlLy que es la consecuencia de un
cambio nucleotidico de una A por una G en el exén 4 del gen que
codifica la molécula de TLR4, lo que ocasiona a su vez, la
sustitucién de aspartico (Asp) por Gly en la posicidén 299 de 1la
secuencia proteica de este receptor [60]. La consecuencia es una

alteracioén en el dominio extracelular del receptor que modula la
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sefial ocasionada por el LPS, alterando la respuesta celular al
mismo.

Cuando se produce un cambio de C por T en la posicidén 1196 de
este gen, el resultado es la sustitucién de una treonina (Thr)
por una isoleucina (Ile) en la posicidén 399 de la secuencia de
aminoacidos (TLR4 Thr399Ile) que se encuentra también en el
dominio extracelular del receptor.

A pesar de los prometedores resultados del estudio de Arbour
[63], sobre estos SNPs en individuos que inhalaban LPS, 1los
resultados de trabajos posteriores no han sido concluyentes.
Mientras que algunos (Lorenz y Mira [64], Yuan [65]) sugirieron
una relacidén entre estos SNPs y un incremento de susceptibilidad
a la sepsis grave, otros (Ahrens [66], Feterowski [67]) no han
confirmado estos resultados.

Posteriormente Lorenz y Mira [64] en su trabajo concluyen que
existe una asociacion, entre estos SNPs y mayor riesgo de shock
séptico asi como una mayor prevalencia de infeccidén por Gram
negativos. Barber [57] encontré que 1los pacientes quemados
portadores del SNP Asp299Gly tenian un riesgo 1,8 veces mayor
de sepsis grave. Calvano [68] no encontrd diferencias entre los
distintos genotipos y la respuesta inflamatoria resultante de 1la
administracion de LPS a sujetos sanos. Kumpf y col. [69]
observaron un mayor riesgo de padecer infeccidén grave en los
portadores de SNPs del TLR4 (Asp299Gly y Thr399Ile) asociados

con el SNP del TIRAP/Mal. Un reciente meta-analisis (Zhu [70])
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concluye que no se ha podido demostrar hasta el momento una
asociacién fuerte entre estos SNPs y 1la susceptibilidad a
padecer sepsis, por lo que se precisan mas estudios.

Los SNPs mds estudiados han sido los del TNFo describiéndose
mas de wuna docena, el mejor estudiado es el 308A/G, en la
posicién 308 (TNF-a-308 G/A) en la regidén promotora del gen que
lo codifica, y que consiste en la sustitucién de G (en el alelo
comin y también conocido por TNF1l) por A (en el infrecuente o
TNF2). Este cambio de bases modifica la expresién del gen, de
manera que, aumenta su transcripcidén y se asocia con una mayor
producciéon de TNFa [71,72]. Inicialmente se asocidé con un
prondstico desfavorable en una variedad de infecciones
(malaria[78], meningococemia [79], melioidosis, etc.),
incluyendo el shock séptico [53,73,76]. Mira y col. [74]
encontraron que los portadores de este SNP tenian un riesgo 3,7
veces mayor de muerte en el caso de sufrir una sepsis grave. Por
el contrario, Stuber [80] y, posteriormente, otros autores en un
estudio multicéntrico [81], no han podido reproducir estos
hallazgos. Del mismo modo, Waterer [77] no ha encontrado una
asociacion significativa entre este SNP y un mayor riesgo de
padecer neumonia comunitaria ni con el prondstico de la misma.
En la posicidén -238 del promotor del gen del TNF-o (TNFo-238G/A)
existe otro polimorfismo resultante de la sustitucidon de una G
por una A. El1 alelo -238A se asocia a niveles séricos bajos TNFa
[83]. Tanto el SNP -308G/A como 238 G/A, aunque no se ha llegado
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a demostrar una relacidn estadisticamente significativa, podrian
tener una influencia en la severidad de la lepra multibacilar
[84], pero no se ha encontrado asociacion estadistica entre
estos SNP y un mayor riesgo de padecer tuberculosis [85].

Se han descrito dos SNPs en la regidn promotora +3953 y 511 de
la IL-1B. Clinicamente se han asociado a un incremento de riesgo
de muerte por infeccidn meningocécica, pero no de shock séptico
[86].

Aunque existen diversos polimorfismos en la regién promotora del
gen de la IL-6, que se encuentra en el cromosoma 7(locus 7q
21.3-g22), so6lo el localizado en la posicidén -174 de la regiodn
promotora ha sido evaluado en diversas situaciones clinicas. Se
ha observado que la sustitucién de G por C en esta posicién,
influye en la concentracion de IL6 en plasma de manera que el
alelo C la disminuye [87] y en el homocigoto GG la incrementa
[88]. Se ha encontrado que el SNP -174 de IL6 (IL6-174 G/C) se
asocia con mayor mortalidad en pacientes con sepsis [57,89],
pero el grupo de Sutherland [90] no encontrdé una asociacidn de
este SNP con mayor mortalidad en pacientes criticos. Un reciente
estudio multicéntrico sobre 1246 pacientes con neumonia
comunitaria realizado en Espana [91] también ha encontrado que
el genotipo homocigoto GG protege de la gravedad de la sepsis
(desarrollo de SDRA y FMO), y que proporciona una mayor

supervivencia a los portadores del mismo.
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Dentro de 1la via fibrinolitica, el inhibidor del activador
tisular del plasmindégeno tipo 1 (PAI-1), una glicoproteina de
50KD de la familia de las serinproteasas cuya funcidn es inhibir
el plasminégeno tisular y la urokinasa, Jjuega un papel
importante en la patogénesis del fracaso multiorganico en 1la
sepsis. Existen 3 formas circulantes de PAI-1: activa, inactiva
y latente. La PAI-1 es sintetizada por multiples tipos
celulares: hepatocitos, células endoteliales, plaquetas,
adipocitos, miocitos cardiacos) [92]. Al eliminar el activador
tisular del plasminégeno (tPA), los depdsitos de fibrina en 1la
microvasculatura, no se disuelven, resultando en un descenso en
la perfusidon tisular y contribuyendo al desarrollo del FMO. Es
un gen altamente polimérfico, y de los SNPs relacionados con el
mismo el 4G/5G en la regidén promotora 675 es el mas estudiado.
Una mayor concentracioén de PAI-1 en el BAL y plasma se asocian
con peor prondostico en pacientes con neumonia, injuria pulmonar
aguda (ALI) y SDRA [93]. En una cohorte de pacientes con sepsis
[94], los niveles de PAI-1 se correlacionaron con una evolucidn
menos favorable de la misma y desarrollo de enfermedad mas
grave. Se ha sugerido que la variacidén 4G/5G de la regiodn
promotora del gen que codifica (PAI-1) tiene un papel en una
evolucién desfavorable de la meningitis en nihos [95,96,97,98],
pero otros no han encontrado estos resultados [99]. Este
polimorfismo del PAI-1 consiste en la inserciodn/deleccidén de una

base guanina en la posicidén 675 en la regidon promotora. Ambos
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alelos 4G y 5G se unen al activador transcripcional, aunque el
5G también se une a la proteina inhibidora, por tanto reduciendo
la transcripcién, y asociandose a menores niveles de PAI-1.
Binder [98] y Hermans [97]. mostraron una actividad plasmatica
significativamente mayor de PAI-1 en homozigotos 4G4G. Yende y
Angus [100] en un estudio sobre neumonia comunitaria en
ancianos, encontraron que los portadores de los genotipos 4G/4G
y 4G/5G tenian unos niveles plasmaticos de PAI-1 mds elevados y
mayor susceptibilidad de padecer la infeccién pulmonar, pero
ésto s6lo se observo en los pacientes caucasianos. E1l estudio de
Garcia-Segarra [102] sobre enfermos que sufrian shock séptico en
las primeras 48 horas de su ingreso en UCI, mostré que los
homozigotos 4G/4G presentaban mayor gravedad, sufrian con mas
frecuencia FMO y tenian mayor mortalidad , relaccionandolo con
el estado de hipercoagulabilidad secundario a la inhibicidn de
la fibrinolisis por el PAI-1. El1 mismo resultado encontrd
Westendorp [103] que observd un riesgo 6 veces mayor de padecer
shock séptico en homozigotos 4G4G para este polimorfismo del
PAI-1.

En lo que respecta a la sintasa de 6xido nitrico, existen pocos
estudios que la relacionen con la sepsis y su evolucidn . Se han
descrito varios polimorfismos de NOS endotelial (NOS3) en 1los
que, al menos 3 de ellos, se han asociado con cambios en los
niveles de NO en sangre y con diferencias en la expresion de la

proteina en respuesta a distintos estimulos. Los SNPs de NOS3
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mas importantes son el de 27 repeticiones de pares de bases en
el intron 4 (27- bp repeat, intron 4), el 786T/C en la regidn
promotora y el E298D en el exdon 7. Estos polimorfismos estan
asociados con el riesgo de desarrollar diversas patologias como
la enfermedad coronaria [104,105,106,107].

Varios polimorfismos de 1la NOS inducible (NOS2) tales como el
microsatélite (CCTTT)n y (TAAA)n, 954G/C y 1173C/T en la regidn
promotora y la sustitucidon de G/A en la posicidén 37498 en el
exén 22 (iN0S22) estdn asociados con artritis reumatoide,
enfermedad de Parkinson y predisposicién a padecer malaria y
otras infecciones [104,105,106,107,108]. Asensi y col. [109]
describen una asociacidén entre el SNP de NOS3 (27-bp repeat,
intron 4) y riesgo de desarrollar osteomielitis bacteriana.

En el gen de la eNOS se han hallado varios polimorfismos, como
el 894G/T en el exén 7, que supone una sustitucidén de Glu por
Asp, el 786T/C, en la regién promotora, asi como el (27-bp
repeat 1intron 4) que han sido asociados con patologia
cardiovascular como la HTA, ictus e IAM. Ma [110]] en su estudid
mostrd que el SNP 894G/T de la eNOS2, se asociaba con FMO y peor
prondstico en pacientes con sepsis grave, mientras que por el
contrario no encontré la misma asociacidn con el SNP 786T/C. Los
pacientes con el genotipo GT del SNP de 894 tenian un APACHEII y
SOFA mayor, asi como una mayor mortalidad a los 7 y 28 dias en
comparacion con 1los homozigotos GG. Este SNP codifica wuna

proteina con una capacidad de produccién de NO disminuida lo que
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puede contribuir a un descenso del flujo circulatorio en 1la
microvasculatura y,por tanto, incrementar el riesgo de FMO. El
hecho de no haber encontrado la misma relacidén con el SNP 786T/C
lo atribuyen 1los autores a la menor frecuencia del mismo en
asiaticos que en los caucasianos.

Huttunen y co0l.[111] mostraron en su estudio que los portadores
del alelo T del 894G/T tenian mayor riesgo de hipotensidn en 1las
fases iniciales de la bacteriemia por E. coli, sugiriendo que
este SNP puede contribuir al fallo circulatorio en pacientes con
sepsis. SOlo los heterozigotos GT del SNP 894 de eNOS tenian
un APACHE II y SOFA mayor que los portadores del genotipo GG (en
su casuistica no hay TT), el paso de sepsis a shock séptico era
mas rapido en ellos y tenian mayor mortalidad a los 7 y 28 dias.
El gen de 1la metaloproteasa 1 (MMP1) se encuentra en el
cromosoma 11 (11g22-g23) y consta de 10 exones. Se expresa
principalmente in vivo durante la remodelacion tisular
fisioldgica y patoldogica. Su expresidon se va a ver inducida por
una serie de citoquinas como el IFN-B y vy, IL-1, -4, -5, -6, -8
y -10, hormonas y factores de crecimiento, mientras que su
actividad proteolitica esta controlada por medio de activadores
e 1inhibidores como 1las a-macroglobulinas y los inhibidores
tisulares de MMPs (TIMPs). Se ha descrito un polimorfismo que
va a consistir en la insercidén de una G en posicién -1607 del
promotor (rsl1799750), lo que implica un aumento en 1la

transcripcion del gen y, por consiguiente, un incremento en la
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producciéon de esta MMP. Este SNP se ha relacionado con
enfermedad coronaria (Ye y col.,[112]) y con algunos tipos de
cancer (Nishioka y col. [113]).

Los SNPs MMP-3 1612 5A/6A, MMP-9 1562C/T y el MMP-13 77A/G,
localizados en la region promotora de los genes de estas MMPs,
estan asociados fundamentalmente a mayor susceptibilidad de
padecer enfermedad cardiovascular, cancer, enfermedad reumdtica
y otras condiciones como la endometriosis[114-120]. Solamente se
han publicado 2 articulos sobre MMPs e infeccidén, uno que
relacciona el SNP de la MMP9 con la periodontitis [121] y, un
segundo estudio, de nuestro grupo, en que asocia el SNP de 1la
MMP-1 con la osteomielitis bacteriana. Los pacientes homozigotos
2G/2G del SNP MMP-1 1607 1G/2G tenian concentraciones séricas de
MMP-1 mas elevada y wuna probabilidad superior de padecer
osteomielitis [122].

El gen de la MMP13 se encuentra en el brazo largo del cromosoma
11 (11g22.3) formando parte del mismo cluster que la MMP1. En el
promotor de este gen existen dos SNPs, uno de ellos consiste en
una sustitucién de una A por una G en posicidén -77 del promotor
del gen (rs2252070), el cual se ha asociado con ateroesclerosis
en la aorta abdominal en jovenes de raza negra (Yoon y col.

[120]).

La informacidon gendmica puede ser utilizada para identificar

grupos de pacientes con riesgo elevado de desarrollar sepsis
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severa y disfuncidén multiorganica, asi como aquellos que se
pueden beneficiar de estrategias antimediadores (Frank Stiiber

[1257]).
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OBJETIVOS

1. Determinar la frecuencia de los polimorfismos (SNPs) de
los receptores TLR2 Asp753Gln, TLR4 Asp299Gly; Thr399Ile
y CD14 -159 C/T en los pacientes con sepsis ingresados
en la UCI polivalente del Hospital Universitario Central
de Asturias (HUCA) en comparacién con la de pacientes
ingresados en UCI con patologias no infecciosas.
Correlacionar 1las frecuencias de dichos polimorfismos
con el tipo de sepsis, el microorganismo causante de la
misma, con su gravedad medida mediante APACHE II vy
fallos organicos, con el tiempo de estancia en UCI y con

la mortalidad.

2. Determinar 1la frecuencia de los SNPs de la ILla -889
C/T, IL-1B +3954 C/T, IL6 -174 G/C y TNFa -308 G/A, -238
G/A en los pacientes con sepsis en comparacién con la de
pacientes ingresados en UCI con patologias no
infecciosas. Correlacionar 1las frecuencias de dichos
polimorfismos con el tipo de sepsis, con el
microorganismo causante de la misma, con su gravedad
medida mediante APACHE II y fallos organicos, con el

tiempo de estancia en UCI y con la mortalidad.

3. Comparar los niveles de estas citoquinas (IL-1a y B, IL-
6, TNF-a) en el suero con 1los diferentes SNPs de
citoquinas de 1los pacientes tanto al ingreso como
secuencialmente a los 3 y 7 dias de estancia en UCI.
Correlacionar los niveles de citoquinas con la evolucidn

de los pacientes sépticos.
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4. Determinar 1la frecuencia de los SNPs de las

metaloproteasas MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-3 -1612 5A/6A,
MMP-8 -799 C/T, MMP-9 -1562 C/T, y MMP-13 -77 A/G en los
pacientes con sepsis en comparacidén con la de pacientes
ingresados en UCI con patologias no 1infecciosas.
Correlacionar las frecuencias de dichos SNPs con el tipo
de sepsis, el microorganismo causante de la misma, con
su gravedad medida mediante APACHE II y fallos
organicos, con el tiempo de estancia en UCI y con la

mortalidad.

Determinar los niveles de metaloproteasas de matriz
extracelular (MMP-1, -2,-3,-8,-9,-10,-13) y sus
inhibidores tisulares (TIMP-1, -2,-4) en el suero de 1los
pacientes y de 1los controles tanto al ingreso como

secuencialmente a los 3 y 7 dias de estancia en UCI.

Correlacionar los niveles de las MMPs (-1,-3,-8,-9 y -
13) en el suero de los pacientes tanto al ingreso como
secuencialmente a los 3 y 7 dias de estancia en UCI con

los diferentes SNPs de las MMPs.

Determinar la frecuencia de los SNPs de la sintasa del
6xido nitrico endotelial (eNOS o NOS3) VNTR 27-pb
repeticiones, 1intron 4; -786 T/C; E298D; e inducible
(iNOS o NOS2) exon 22. Correlacionar las frecuencias de
dichos SNPs con el tipo de sepsis, con el microorganismo
causante de la misma, con su gravedad medida mediante
APACHE II y fallos organicos, con el tiempo de estancia

en UCI y con la mortalidad.
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8. Comparar los niveles de NO en el suero con 1los
diferentes SNPs de NOS3 y NOS2 de los pacientes tanto al
ingreso como secuencialmente a los 3 y 7 dias de
estancia en UCI. Correlacionar los niveles de NO con la

evolucién de los pacientes sépticos.

HIPOTESIS:

Alguno de los diferentes SNPs de TLR, CD14, citoquinas,
NOS y MMPs pueden facilitar el desarrollo de sepsis al
alterar la 1liberacidén sérica de citoquinas, NO o MMPs y

TIMPs o modificando la respuesta celular al LPS

bacteriano.

45



46



MATERIAL Y METODOS

1. Pacientes y controles.

Hemos disefiado un estudio propectivo de casos y controles que

incluyé los siguientes tipos de pacientes.

e Pacientes Objeto del Estudio:

Enfermos ingresados en el servicio de Medicina Intensiva I
del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) por
sepsis reciente, es decir con un tiempo de evolucidén menor
o igual a 72 horas y que cumplan:
eBien la presencia de hemocultivos positivos para un
microorganismo de significado patogénico,
eBien, un foco infeccioso demostrado con positividad de
otros liquidos biolégicos (LCR, 1liquido pleural,
peritoneal, lavado broncoalveolar, etc.).
eClinica compatible con sepsis habiéndose descartado de
forma definitiva durante el ingreso en UCI otras
causas de sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS).
La definicion de sepsis se basa en 1los criterios
previamente establecidos y reconocidos internacionalmente
en la Conferencia-Consenso de “The American College of
Chest Physicians and the Society of Critical Care
Medicine™.
Se excluyeron del estudio los pacientes encuadrados en las
siguientes categorias: los menores de 18 afos, pacientes
con insuficiencia cardiaca clase III/IV, pacientes con
insuficiencia hepatica en estadio C de Child, con
inmunosupresién (aplasia medular, VIH, tratamiento con
esteroides sistémicos, cancer, trasplantados), y pacientes

embarazadas.
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El servicio de Medicina Intensiva I del HUCA es una UCI
polivalente que atiende a enfermos médicos y quirurgicos a
excepcion de patologia cardiolégica ingresados en el HUCA.
El HUCA, ademdas de atender a 1la poblacion del area
sanitaria de Oviedo (unos 340.000 hb), es el hospital de
referencia de Asturias (mas de 1.081.000 hb.).

e Controles:
Enfermos ingresados en la UCI polivalente del HUCA que no
hayan tenido un proceso séptico en el momento de ser
incluidos en el estudio. Los controles han sido
fundamentalmente pacientes politraumatizados no infectados
o pacientes ingresados por patologia neuroldégica o
neuroquirurgica. Por cada caso, se recogié un control

procurando que fuera coincidente en el tiempo.

Tanto los pacientes como los controles fueron individuos de
raza  Caucasica residentes en  Asturias, una region
caracterizada por un escaso numero de inmigrantes ( menos de
5% del total de la poblacidén) y por tanto los pacientes eran
miembros de una poblacién homogénea lo que facilitaba el
equilibrio de Hardy-Weinberg para los diferentes SNPs
estudiados (es decir, que en estos individuos las frecuencias
alélicas y genotipicas se mantienen constantes de generaciodn

en generacion).

2. Consentimiento Informado: Para entrar en el estudio se

solicitdé previamente consentimiento informado al paciente,
o bien a sus familiares directos o tutores, contando el
estudio con 1la aprobacidén previa del Comité Etico del

HUCA.
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paciente ingresado en el servicio de Medicina Intensiva

del Hospital Central de Asturias, doy el

consentimiento para que la Dra. Guadalupe Martin Ortiz

realice estudios genéticos relacionados con

enfermedades infecciosas.
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3. Recopilacién de datos, extraccidén, procesamiento y
tratamiento de las muestras.

Se recogieron 1los siguientes datos de cada paciente y
control:
eDatos epidemiolégicos (edad, sexo).
e Constantes generales incluyendo tensién arterial,
frecuencia cardiaca y respiratoria, diuresis.
eDatos analiticos (hemograma, coagulaciodn, gasometria,
bioquimica general), resultado de hemocultivos vy
cultivos de otros liquidos biolégicos
eScore de gravedad del paciente critico (APACHE 1II),
fallos organicos.
e Tratamientos antibidticos recibidos, soporte
hemodinamico y respiratorio recibido.

eDias de estancia en UCI, complicaciones y evoluciodn.

Ademas de estos datos para cada paciente y para cada control
en el dia del ingreso en la UCI procedimos a extraer 5 ml de
sangre en tubo de tapén malva (con EDTA K3), para una
posterior extraccidn de su ADN gendmico, y 5 ml de sangre en
tubo de tapdén rojo (con gelosa) para obtener posteriormente su
suero para determinar diversos compuestos en el mismo. E1 ADN
y el suero extraidos se congelaron a -702C hasta su posterior

utilizaciodn.

Hay que sefialar que en un grupo adicional de pacientes vy
controles (n=15) se realizaron otras 2 extracciones de 5 ml
de sangre en tubo de tapdén rojo en dias posteriores al ingreso
(al tercer y séptimo dia de estancia en la UCI) para medir la
evolucién secuencial de los niveles de citoquinas, NO, MMPs vy

TIMPs.
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EL procesamiento y tratamiento de las muestras se realizo en

el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de La

Universidad de Oviedo.

Aislamiento de neutrofilos

Para aislar estas células del sistema inmune tanto de

pacientes como de controles a partir de sangre periférica

realizamos el siguiente procedimiento:

1.

Los 5 ml de sangre extraidos se recogieron en un tubo de
plastico Vacutainer que contenia EDTA-K3E (Vacuette,

Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Austria).

. La sangre se mezclé con un volumen igual de dextrano

salino (3% dextrano en NaCl al ©0.9%) en un tubo de
centrifuga de 50 ml, dejandola sedimentar en posicidn

vertical 20 minutos a temperatura ambiente.

. Una vez separadas las dos fases se retirdé la superior que

fue sometida a centrifugacidén a 200 x g durante 10 minutos

para posteriormente descartar el sobrenadante.

. E1 precipitado se resuspendié inmediatamente en un volumen

de NaCl al ©0.9% igual al volumen de sangre de partida. Se
dispuso un volumen de Ficoll-Hypaque (LymphoprepTM, Axis-
Shield Poc AS, Oslo, Norway), cuatro veces menor que el
volumen inicial de sangre, que se depositd con cuidado
debajo de 1la suspensién celular. Toda 1la muestra se
sometiéd a centrifugacion a 380 xg sin freno durante 40
minutos a temperatura ambiente, y se descarté el

sobrenadante.

. E1 sedimento que contenia eritrocitos y PMN se resuspendio

en NaCl 0.2%, en un volumen que suponia el 50% del volumen
de sangre inicial, durante exactamente 30 segundos.
Para restablecer 1la isotonicidad se anadié el mismo

volumen de NaCl 1.6%. Se centrifugé a 200 x g durante 6
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minutos y se descartd el sobrenadante, eliminando los
eritrocitos.

7. Las células se resuspendieron en medio HAM'S F-12 (GIBCO,
Paisley, Scotland, UK) y se determiné la concentracidén de
PMN wutilizando un contador automatico Cell-Dyn® 3200
(Abbott, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA).

8. Extraccion de ADN gendmico

Se extrajo el ADN tanto de pacientes como de controles

siguiendo el procedimiento de precipitacién salina descrito

por Miller y Polesky (Miller y col., 1998), que consta de los

siguientes pasos:
1) Obtener una muestra de 5 ml de sangre en tubos de
plastico Vacutainer con EDTA K3 (Vacuette, Greiner Bio-
One, Kremsmuenster, Austria).
2) Realizar 1la lisis de 1los eritrocitos: 1la sangre se
mezcla en un tubo Falcon de 50 ml con un volumen igual de
solucion RBC (Red Cell Lysis Buffer: NH4CO03 1 mM, NH4Cl
114 mM, pH=7). Se incuba 10 min a 42 C y posteriormente se
centrifuga 10 min a 470 x g. A continuacidn se elimina el
sobrenadante y el precipitado celular se incuba durante 10
min a 4°C. Posteriormente se centrifuga 10 min a 2400 x g
eliminandose el sobrenadante.
3) Realizar la lisis de leucocitos: el precipitado final
(leucocitos) se resuspende en 9 ml de H,0 bidestilada, 1 ml
de SDS 10x y 400 pl de ARNsa (20 mg/ml). Se incuba a 372 C
durante 12 horas.
4) Eliminacién de proteinas y otros restos organicos: las
proteinas y restos celulares se precipitan por adicién de
4 ml de NaCl 5 M, agitacidén energética y centrifugacidén a
470 x g durante 15 min.
5) Precipitaciéon del ADN: el sobrenadante se trasvasa a un
tubo limpio y el ADN se precipita por adiccidon de 2

volumenes de etanol absoluto. La “medusa” de ADN se lava
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con etanol al 70 % y se recoge en un tubo Eppendorf
estéril. Se resuspende en H,0 bidestilada durante 2 dias a
42 C.

La concentracidén se determindé mediante la medida de 1la
absorbancia a 260 nm en un espectrofotdometro. Las muestras

se conservaron a -702 C hasta su uso.

4. Andlisis genético

Para definir el genotipo de los distintos SNPs se empled 1la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) amplificando una
region gendmica, mediante el uso de los primers o cebadores
especificos, que contenia la secuencia polimérfica

correspondiente (Fig. 7).

100 Denature DNA
a0 } ngkuﬁﬁl\jrﬁxx
804 /\M

Extend Primers

Anneal Primers

101
D t t t ! ! } : } }
Time O 1 d 3 4

Fig. 7: Esquema de un ciclo de una PCR. (1) Temperatura de desnaturalizaciéon de una doble hebra de
DNA(ADN). (2) Temperatura de hibridacién de los primers o cebadores. (3) Temperatura que permite que
la polimera extienda los primers.
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Todas las reacciones de PCR se realizaron sobre un volumen
total final de 17.5 pl. Cada reaccidn constaba de:
e 2 pl de tampdon de reaccién 10x [75 pM Tris HC1
(pH=9.0), 2 mM MgCl,, 50 mM KC1l, 20 mM (NH;)2SO, y ©.001%
BSA].
e 2 pl dNTPs 2 mM
e 3 ul de ADN
e 1.5 pl de primers o cebadores
e 8 ul de H,0 bidestilada
e 1 pl Tag ADN polimerasa (Biotools, B&M Labs, S.A.,
Madrid, Espafna)

Se amplificé cada fragmento mediante un numero variable de
ciclos y de temperatura de cebamiento segin el tamano y la
composicion de los cebadores. El producto de la amplificacidn
se digiridé con el enzima de restriccidn correspondiente en
los casos en los que fue necesario, se incubdé durante toda la
noche segun 1la temperatura requerida por el enzima. El
producto de la digestion o de 1la amplificacidon fue
visualizado mediante electroforesis en un gel de agarosa al

2°5% que contenia bromuro de etidio.

5. Estudio de los genotipos de los polimorfismos (SNPs)

5.1 Estudio de Los genotipos de Los polimorfismos de Los TLRs

y_del CD14
eEn este trabajo analizamos, en primer 1lugar, el SNP del
receptor TLR2, TLR2 Asp753Gln, que consiste en un cambio
de una G por una A que provoca un cambio de Arg por Gln

en posicién 753 (rs5743708), siendo el tamafo final del
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amplificado 260 pb, y que tras la digestidon durante toda
la noche con el enzima de restriccion Pst I (New England
Biolabs Inc, Beverly, MA, USA) proporciona unos
fragmentos de 124+136 pb para el alelo A y de 260 pb
para el alelo G de este SNP TLR2 Arg753Gln.

elLos dos SNPs del receptor TLR4 que estudiamos, TLR4
Asp299Gly y TLR4 Thr399Ile, estan en desequilibrio de
ligamiento y. por tanto van a cosegregar juntos. El
primero es un cambio de Asp por Gly en posicidén 299
(rs4986790), debido al cambio de una A por una G en
posicidén 896, cuyo amplificado tiene un tamano de 263 pb
para el alelo pero que al producirse el cambio de base
va a introducir un punto de corte para la digestidn con
el enzima de restriccién Nco I (New England Biolabs Inc,
Beverly, MA, USA) y proporciona los fragmentos de 222+41
pb para el alelo G del SNP TLR4 Asp299GlLy, mientras que
la presencia del alelo A no provoca corte por el enzima
de restricciodn.
El segundo SNP estudiado para el TLR4 consiste en el
cambio aminoacidico de Thr por Ile en posicidn 399 de la
proteina debido a un cambio de C por T (rs5031050). El
fragmento amplificado tiene un tamano de 227 pb y tras
la digestién con el enzima Msp I (New England Biolabs
Inc, Beverly, MA, USA) el tamafo es de 203+24 pb para el
alelo C del SNP TLR4 Thr399Ile mientras que la presencia
del alelo T no provoca corte dando el fragmento de 227
pb.

ePor ultimo, analizamos un polimorfismo presente en el
promotor del gen CD14, €D14 -159 C/T (rs2569190), en el
que ocurre un cambio de C por T en posicidon -159 del
mismo, siendo el tamano del amplificado de la PCR de 367
pb y tras la digestidon con el enzima de restriccién Hae

III (New England Biolabs 1Inc, Beverly, MA, USA)
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proporciona fragmentos de 212+155 para el alelo C y de

367 pb para el alelo T del SNP CD14 Cys-159Thr.

Los cebadores y las condiciones de las diferentes reacciones

de PCR para cada SNP se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4: Primers y condiciones de la PCR usados para analizar los SNPs relacionados con los TLRs y el

CD14.
Tamaiio
Gen SPN Primers T2(ann) Enzima
(pb)
F: 5-GAGTGGTGCAAGTATGAACTGGA-3’ Pst
TLR2 Arg753GIn 260 pb 622 C
R. 5’-TCCCAACTAGACAAAGACTGGTCT-3’
F: 5-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-
TLRA  Asp299Gly 3’ 263 pb 582 C Nco |
R: 5’-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3’
F: 5’-TGGCAACATTTAGAATTAGTTAAC-3’
TLR4 Thr399lle 227 pb 522 C Msp |
R: 5’-CTCAGATCTAAATACTTTAGGCCG-3’
F: 5’-CCTAAGGCACTGAGGATCATC-3’
CD14 -159 C/T 367 pb 602 C Hae Il

R: 5’-GCTTTAGCTTCTTTCCTACACAG-3’

5.2 Estudio de Los genotipos de los polimorfismos del TNF-c¢:

En el cromosoma 6p21.3 se encuentra el gen del TNF-a. En

el promotor de este gen se analizaron los siguientes SNPs:

eEn la posicidén -238 de este promotor existe un SNP que

consiste en la sustitucién de una G por una A (TNF-«
-238G/A, rs361525). Para analizarlo se realizé una
PCR en la que se utilizaron los primers Forward:

5 "-AAACAGACCACAGACCTGGTC-3~ y Reverse: 57-
CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC-3" (Las bases subrayadas
indican la introduccién de un miss-match o
emparejamiento errdneo necesario para 1la correcta
unién del primer al DNA). Tras realizar 1la PCR
procedimos a digerir las muestras con el enzima de
restriccién Bam HI (New England Biolabs Inc, Beverly,

MA, USA) y las sometimos a electroforesis en gel de
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agarosa al 3% obteniendo un fragmento de 155 pb en el
caso del alelo A y dos fragmentos de 95 y 60 pb en el
caso del alelo G del SNP del TNF-a -238 G/A al haber
actuado el enzima de digestion.

eEn este mismo promotor del gen del TNF-a existe otro
SNP localizado en la posicidn -308 que consiste en la
sustituciéon de una G por una A (TNF-a -308 G/A,
rs1800629). Se analiz6 también mediante una PCR para
la que usamos los siguientes primers: Forward: 57-
GCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3 " y Reverse: 57-
GGGACACACAAGCATCAAG-3" dando un producto amplificado
de 147 pb que tras la digestion con el enzima de
restriccién Nco I (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA) vy posterior visualizacién en gel de agarosa al
3 % dara dos fragmentos de 125+22 pb para el alelo
TNF-a -308G, mientras que al no haber digestidon al
alelo TNF-a -308A le corresponde un fragmento de 147
pb.

Tabla 5: Primers o cebadores , enzimas y temperaturas de anillado usados para analizar diversos SNPs en el promotor
del gen TNF-a.

Tamaiio T2
Gen SNP Primers Enzima

(pb) (anill.)

F: 5- AAACAGACCACAGACCTGGTC -3°
TNFa  -238 G/A 155 pb 602 C Bam Hi
R: 5’- CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC -3’

F: 5'- GCAATAGGTTTTGAGGGCCAT -3°
-308 G/A 147 pb 58¢C Nco |
R: 5- GGGACACACAAGCATCAAG -3’

Las bases subrayadas indican la introduccién de un miss-match o emparejamiento erréneo necesario para
la correcta unién del primer al ADN
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5.3 Estudio de lLos genotipos de lLos SNPs de las citoguinas

Otra parte de la tesis consistidé en analizar los SNPs
presentes en los genes de una serie de citoquinas

involucradas en la respuesta del sistema inmune.

eIlL-la: en la posicién -889 del promotor de su gen, se
encuentra un SNP que consiste en una sustitucidn de una
C por una T (IL-l1a -889 C/T, rs1800587). Los primers o
cebadores utilizados fueron: en el caso de IL-l«
889C/T Forward: 5 -ATCACACCTAGTTCATTTCCTCTATTTA-3 vy
Reverse:5 -GATTTTTACATATGA-GAGCCTTCCATG-3".
Posteriormente procedimos a realizar la PCR y los
productos de esta reaccion fueron digeridos con el
enzima de restriccién Nco I (New England Biolabs Inc,
Beverly, MA, USA). Los productos de esta digestidén se
visualizaron en un gel de agarosa al 3% obteniendo los
fragmentos de 195 pb para el alelo T y de 116 y 29 pb
para el alelo C del SNP IL-1a -889C/T.

oIL-1B: en el gen de esta citoquina existe wun SNP
localizado en posicidon +3954 que consiste en un cambio
de una C por una T (IL-18 +3954 C/T, rs1143634). En
este caso los primers o cebadores utilizados fueron:
FORWARD 5 - CTACAGGTGTCCTCCAAGAAATCAAA-3° y REVERSE 5°-
GGGCACACAAGCATCAAG-3". Tras amplificar el fragmento de
ADN comprendido entre ambos mediante una PCR procedimos
a digerir los productos de la misma con el enzima de
restriccién Taq® I (New England Biolabs Inc, Beverly,
MA, USA). Los fragmentos obtenidos se analizaron en un
gel de agarosa al 3% visualizandose un fragmento de 194
pb para el alelo T y de 109 y 95 pb para el alelo C del
SNP IL-16 +3954 C/T.
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eIL-6: en el promotor del gen de esta citoquina existe un
SNP que consiste en un cambio de G por una C (IL-6 -174
G/C, rs1800795). Para analizar este SNP usamos 1los
siguientes primers o cebadores : Forward: 5°-
CACTTTTCCCCCTACTTGTGTCTT-TC-3" y Reverse: 57-
GACACTCTAATATTGAGACTCATGGGA-3". Tras la amplificaciodn
del fragmento de DNA comprendido entre estos dos
primers mediante PCR procedimos a digerirlo usando el
enzima de restriccidon Taq® I (New England Biolabs Inc,
Beverly, MA, USA). Los fragmentos obtenidos se
analizaron en un gel de agarosa al 3% visualizandose un
fragmento de 160 pb para el alelo C y dos fragmentos de
136 y 24 pb para el alelo G del SNP IL-6 -174 G/C.

Tabla 6: Primers o cebadores, enzimas y temperaturas de anillado usados para analizar diversos SNPs en los genes de
las citoquinas.

Tamaiio T2
Gen SNP Primers Enzima

(pb) (anill.)

F: 5-ATCACACCTAGTTCATTTCCTCTATTTA-3’
IL-1a -889 C/T 195 pb 58¢C Nco |
R: 5-GATTTTTACATATGAGAGCCTTCCATG-3"

F: 5'- CTACAGGTGTCCTCCAAGAAATCAAA-3’
-1 +3954 C/T 194 pb 602 C Taq®|
R: 5"-GGGCACACAAGCATCAAG-3’

F: 5°-CACTTTTCCCCCTACTTGTGTCTTTC-3
IL-6  -174 G/C 160 pb 552 C Taq®|
R: 5'-GACACTCTAATATTGAGACTCATGGGA-3’

59



eIL-8: el gen de esta citoquina va a tener en su promotor

Allele

I HI]]Q;.UUL”_.UL @ ve

un SNP en posicidn -251 que consiste en una sustituciodn
de una A por una T (IL-8 -251 A/T, rs 4073). Este SNP
se analizé mediante el método de 1la discriminacidn
alélica que es el proceso por el cual se detectan en
una muestra dos variantes de la secuencia de un unico
nucledtido. La tecnologia Tagman puede emplearse como
puede verse en la figura para el estudio de SNPs. En
este caso las dos sondas Tagman presentes en el ensayo
son cada una de ellas complementarias para cada uno de
los SNPs. Cada una posee un fluorocromo diferente en el
extremo 5°y un quencher en el extremo 3°. Durante la
fase de extension de 1la reacciéon de PCR 1la ADN
polimerasa rompe 1la sonda/as hibridada con el ADN,
separando el fluorocromo del quencher y detectandose
emision de fluorescencia de una de las sondas o de

ambas.

Legend

Allele

Match Mismatch @ FAM

° Quencher

"”r/-T]-Ho m ; (R a0
- I " ARTIT T | Poiymerase

Fig.
que

Match Mismatch : GRises

8. Esquema ilustrativo del proceso de discriminacién alélica en el que se observan las sondas, los
nchers y los fluoroforos.
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En las sondas Tagman de Applied Biosystems 1la

correlacion sonda/secuencia es la siguiente:

Tabla. 7: Correlaccién sonda/secuencia de las sondas Tagman.

Fluorescencia detectada Indicativa de....

VIC Homocigoto para el alelo X
6-FAM Homocigoto para el alelo Y
Ambas Heterocigoto

En este caso el alelo A se marc6é con el fluordéforo VIC
y el alelo T con el fluordéforo 6-FAM. La PCR se realizé
en el termociclador 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) y 1los resultados
obtenidos fueron analizados mediante el software 7300
System SDS Software v. 1.4 (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA).

5.4 Estudio de Los genotipos de Los SNPs de Las

metaloproteasas

eEn el promotor del gen de la MMP-1 se encuentra un SNP
en posicién -1607 (MMP-1 -1607 1G/2G, rs1799750) que
consiste en la insercidén de una G en un sitio en el
que ya existe otra G con lo cual tendremos dos
alelos: MMP-1 -1607 1G en ausencia de dicha inserciodn
y MMP-1 -1607 2G cuando esta presente la inserciodn.
Para el estudio del mismo amplificamos por PCR un
fragmento de 119 pb, wusando 1los primers que se
encuentran en la Tabla, el cual se somete a digestiodn
durante toda la noche con el enzima de restriccién
Xmn I (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) y se

visualizan los fragmentos en un gel de agarosa al 3%.
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eEn el caso de la MMP-3, su gen se encuentra en el
cromosoma 11g22.3. En el promotor de este gen se
encuentra, en posicidén -1612 un SNP que consiste en
la I/D de una A con lo cual tendremos en esa posiciodn
5A°. o0 6A segun sea el caso (MMP3 -1612 5A/6A,
rs3025058). Los primers son: Forward: 5°-
TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3~ y Reverse: 57-(6-FAM)-
CGGCACCTGG-CCTAAAGAC-3". Una vez realizada la PCR, se
diluyé cada muestra 1:200 veces y se analizaron con
el equipo ABI PRISM® 3130x1 Genetic Analizer (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) que separa las
moléculas de DNA marcadas con el fluordforo
mediante electroforesis capilar. Posteriormente, para
leer los resultados se utilizé6 el programa
informatico Peak Scanner TM Software v1.0 (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA) obteniéndose un pico
en la posicion 122 del electroferograma que
corresponde al alelo 5A y un pico de 123 cuando

corresponda al alelo 6A.

eEn el gen de la MMP-8 hay un SNP que consiste en una
transicién de C a T en posicién -799 (MMP-8 -799 T/C,
rs11225395). Este SNP fue analizado wusando 1los
primers o cebadores y las condiciones de la PCR de 1la
tabla de debajo dando un fragmento de 967 pb, el
producto fue digerido con el enzima de restricciodn
Bfm I (New England Biolabs Inc., Beverly, MA) durante
toda la noche dando un fragmento de 967 pb en el caso
del alelo T y unos fragmentos de 894 y 74 pb en el
caso del alelo C del SNP MMP-8 -799 T/C.

elLa MMP-9 tiene un SNP en el promotor de su gen, que

surge de la transicidén de C a T en la posicidén -1562

62



(MMP-9 -1562 C/T, rs3918242). Este SNP se analizd con
los primers o cebadores y las condiciones de la PCR
mostrados en la tabla, dando un fragmento de 436 pb,
El producto fue digerido con el enzima de restriccidn
Sph I- HF™ (New England Biolabs Inc., Beverly, MA)
durante toda la noche dando un fragmento de 436 pb
para el alelo C y unos fragmentos de 242 y 194 pb
para el alelo T del SNP MMP-9 -1562 C/T.

elLa MMP-13, también llamada colagenasa-3, es una MMP en
la que se encuentra un SNP en el promotor del gen que
consiste en una transicidén de A a G en posicién -77
(MMP-13 -77 A/G, rs2252070). Este SNP fue analizado
usando los primers o cebadores y las condiciones de
la PCR de la tabla de debajo dando un fragmento de
445 pb. El1 producto fue digerido con el enzima de
restriccién Bsr I (New England Biolabs Inc., Beverly,
MA) durante toda la noche a 652 C dando un fragmento
de 445 pb que corresponde al alelo A y unos
fragmentos de 248 y 197 pb que corresponden al alelo
G del SNP MMP-13 -77 A/G .
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Los enzimas, la temperatura de anillado y los primers o

cebadores usados para el andlisis de los polimorfismos de

cada MMP se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 8: Caracteristicas de las PCRs usadas para analizar SNPs de las diversas MMPs.

Tamaio
Gen SPN Primers T2(anill.) Enzima
(pb)
MMP-1 -1607 F: 5’-TCGTGAGAATGTCTTCCCATT-3’
119 pb 552 C Xmn
1G/2G R: 5’-TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC-3’
MMP-3 -1612 F: 5-TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3’
122 pb 620 C -
5A/6A R: 5-(6-FAM)-CGGCACCTGGCCTAAAGAC-3’
MMP-8 -799 F: 5"-CTGTTGAAGGCCTAGAGCTGCTGCTCC-3°
967 pb 562 C Bfm I
T/C R: 5"-CATCTTCTCTTCAAACTCTACCC-3’
MMP-9 -1562 F: 5-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3’ Sph 1 -
o ™
Cc/T R: 5"-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3’ 436 pb 602 C HF
-77 F: 5’-GATACGTTCTTACAGAAGGC-3’
MMP-13 445 pb 562 C Bsr |
A/G R: 5’-GACAAATCATCTTCATCACC-3’

5.5 Estudio de Llos genotipos de Los SNPs de la NOS2 y La

NOs3

eEn el gen de la NOS2, concretamente en el exén 22

encontramos un SNP (rs28944189) que consiste en una
sustitucion de una G por una A en la posicidn 37498
de este gen, que sin embargo, no provoca un cambio
aminoacidico. El producto de la amplificacidn, cuyo
tamano es de 140pb, se digiridé durante toda la noche
a 372 C con el enzima de restriccién Nco I (New
England Biolabs, Beverly, MA, USA) dando fragmentos
de 120+20 pb cuando se encuentra presente el alelo
NOS2 37498G, mientras que cuando esta el alelo NOS2
37498A no hay digestidn dando un fragmento de 140 pb.
Los primers o cebadores y caracteristicas de la PCR-

RFLP se detallan en la tabla 9.
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eEl denominado NOS3 27-pb repeticiones, intrdon 4 es un
SNP que en realidad es un microsatélite en el introdn
4 del gen y consiste en una repeticidn de 27 pares de
bases (pb) que, una vez amplificados y visualizados
en un gel de agarosa al 3%, tendran un tamano de 195
pb en el caso de las 5 repeticiones y de 168 pb para
las 4 repeticiones.

e También estudiamos el SNP NOS3 -786T/C que consiste en
la sustitucidn de una T por una C en la posicidn -786
del promotor del gen del NOS3 (rs2070744). Tras la
amplificacién del fragmento del promotor con los
primers y con las condiciones de PCR descritas en la
tabla-3 obtuvimos un fragmento de 180 pb. El1 cambio
de una base por otra introduce un sitio de corte para
el enzima de restriccién Msp I (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA) siendo el tamano de los fragmentos
tras la digestidén durante toda la noche a 372 C de 40
pb (constante) para el alelo y de 140 pb y de 90+50
pb para el alelo C del SNP NOS3 -786T/C.

eEl ultimo SNP que analizamos del gen de la NOS3, el
NOS3 E298D (rs1799983), consiste en la sustitucidén de
Asp por Glu en posicién 298 debido a un cambio de G
por T en la posicion 894. Tras la amplificacioén por
PCR proporciona un fragmento de 160 pb. La presencia
del Asp crea un sitio de corte para el enzima de
restriccién Cfo I (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA) que va a dar fragmentos de 140+20 pb en la
posicion 894 cuando se encuentra el alelo NOS3 894G,

y de 160 pb para el alelo NOS3 894T.

Todos 1los tamanos de 1los fragmentos se visualizan por

electroforesis en geles de agarosa al 3%.

65



Tanto las condiciones de la PCR como 1los primers o
cebadores usados en cada amplificacién se detallan en la

siguiente tabla:

Tabla 9: Primers, enzimas y temperaturas de anillado usados para analizar diversos SNPs en los genes de la NOS.

Tamaiio T2
Gen SNP Primers Enzima
(pb) (anill)
NOS Exon F: 5’-CTCCCGGGATCACACGCCCAT-3’
140 pb 602 C Nco |
2 22G/A R:5’-GCTGAATCTGAGTTGATGAACAGATG-3’
NOS 27-pb, F: 5’-CTATGGTAGTGCCTTGGCTGGAGG-3’
195 pb 632C -
3 Intron4 R: 5’-ACCGCCCAGGGAACTCCGCT-3’
NOS F: 5’-TGGAGAGTGCTGGTGACCCCA-3’
-786T 180 pb 622 C Msp |
3 R: 5’-GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3’
NOS F: 5’-CTGCTGCAGGCCCCAGATGC-3’
E298D 160 pb 622 C Cfo l
3 R: 5’-CACCCCCTTGCAGGCCCT-3’

Las bases subrayadas en los primers o cebadores indican la introduccion de un sitio de restriccion que
sirve de punto de corte para el enzima.

5.6 Andlisis del genotipo del polimorfismo Alu I/D del TPA

El gen humano del tPA denominado TPA se localiza en el
cromosoma 8 (8pl2-ql1.2) y su tamano es de 36,6 kb. En el
intrén 8 del gen TPA se ha identificado una secuencia Alu
de 311 pares de bases (GenBank sequence position 28804,
nimero de acceso K@3021) que corresponde a un polimorfismo
(Alu I/D, rs4646972).

Para este analisis se emplearon dos métodos distintos. En
ambos métodos el primer paso consistié en una PCR, luego
en el primero de los métodos se continué con la
visualizacion de los productos de 1la PCR mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 3% que contenia
bromuro de etidio, mientras que para el segundo método se

empledé la electroforesis capilar.
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En el primer método se comenzé realizando una reaccidn de
PCR sobre un volumen final de 16pl. Cada reaccidén constaba
de:
- 2 pbL de tampdén de reaccion 10x [75 pM Tris HCI1
(pH=9.0), 2 mM MgCl,, 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2S0, y
0,001% BSA]
2 pL dNTPs 2 mM
1,5 pL de DNA 10 ng/pL

1,5 pL de primers o cebadores 10 pM

8 puL de H,0 bidestilada

1 pL Taq DNA polimerasa 1U/pL (Biotools, B&M Labs,
S.A., Madrid, Espana)

Las condiciones de 1la PCR fueron 1las siguientes: wuna
desnaturalizacidén inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido
de 34 ciclos de desnaturalizacion a 952C de un minuto,
hibridacion a 632C de 45 segundos y extensién a 722C de un
minuto. Finalmente un ciclo de elongacidén a 722C durante 7
minutos. El resultado de la PCR se analizé a través de un
gel de agarosa al 3% sumergido en TBE 1X, y sometido a un
voltaje de 120 V durante unos 50 minutos. Los fragmentos
obtenidos para la secuencia Alu I/D del TPA, fueron de 113
bp para la delecién y de 424 bp para la insercién (fig. 9).
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. 9: Gel de agarosa al 3% donde se pueden observar los tres genotipos correspondientes al SNP

tPA Alu I/D. De izquierda a derecha podemos ver los marcadores (Marker) y los tres genotipos: I/D,
I/l'y D/D.

En el otro método se empled la técnica de electroforesis
capilar. Para ello en primer lugar se realizé la reacciodn
de la PCR en las mismas condiciones sobre un volumen total
final de 12,5 pL. Cada reaccidén constaba de:

- 1 pyL de tampon IMMOLASA 10x
0,5 pL de 50 mM MgCl,
1 pyL de dNTPs 2 mM
1,5 pL de DNA 10 ng/pL

0,2 pL de primers o cebadores 10 pM
8 pL de H,0 bidestilada
- 0,1 pL de IMMOLASA 0,2 U/pL (Bioline, ECOGEN

Biologia Molecular, Barcelona, Espaina)
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Los primers o cebadores utilizados son los mismos que en el
método anterior salvo que ahora se anadié el fluordforo PET
en el extremo 5° del reverse:

F: 5 -GTAAGAGTTCCG-TAACAGGACAGCT-3",

R: 57-(PET)-CCCCACCCTAGGAGAACTTCTCTTT-3".

Una vez realizada la PCR, se diluydé cada muestra 1:200
veces y se llevé al servicio de secuenciacién (localizado
en el edificio de los Servicios Cientifico Técnicos de 1la
Universidad de Oviedo) donde se analizaron con el equipo
ABI PRISM® 3130x1 Genetic Analizer (Applied Biosystem,
Foster City, CA, USA) que separa las moléculas de DNA
marcadas con el fluordforo mediante electroforesis capilar.
Posteriormente, para leer 1los resultados se wutilizé el
programa informatico Peak ScannerTM Software v1.0 (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA).

Lo que se obtuvo en el electroferograma son unos picos que
se corresponden con el tamano de las bandas del método

anterior (Fig.10).
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Figura 10: Electroferograma, donde en el eje de abscisas superior se representa el nimero de pares de
bases y en el eje de ordenadas la intensidad de fluorescencia. A) Genotipo correspondiente a un individuo
Heterocigoto (I/D). B) Genotipo de un individuo Homocigoto (D/D), y C) Genotipo de un individuo
Homocigoto (I/1).
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5.7 Andlisis del genotipo del polimorfismo 4G/5G del PAI-1

En el caso del polimorfismo 4G/5G del PAI-1
(insercion/delecidn de una G en la regidn promotora del gen
del PAI-1, rs1799889), se analizdé a través del método de
electroforesis capilar.

Para ello en primer lugar se realizé la reaccidon de la PCR
sobre un volumen total final de 12,5uL. Cada reacciodn
constaba de:

1 pyL de tampén IMMOLASA 10x

0,5 pLde 50 mM MgCl,

1 pL de dNTPs 2 mM

1,5 pL de DNA

0,2 pL de primers o cebadores 10 pM
8 uL de H,0 bidestilada
- 0,1 pL de IMMOLASA 0,2 U/pL (Bioline, ECOGEN

Biologia Molecular, Barcelona, Espafa).

Las condiciones de 1la PCR fueron una desnaturalizacidn
inicial a 95°C durante 5 minutos, seguido de 32 ciclos de
desnaturalizacidén a 95°C de 30 segundos, hibridacidn a 62°C
de un minuto y extensidén a 722C de 45 segundos. Finalmente

un ciclo de elongacidn a 72°2C durante 7 minutos.

Tabla 10: Secuencias de los primers o cebadores utilizados en las PCR realizadas.

Gen Primers
PAI-1 F: 5°-CACAGAGAGAGTCTGGACACGT-3"

R: 5’-(VIC)-CCAACAGAGGATCTTGGTCT-3’

Una vez realizada la PCR, se diluydé cada muestra 1:200
veces, Se procedié del mismo modo que se hizo para el
analisis del polimorfismo Alu I/D del tPA por

electroforesis capilar. Posteriormente, para leer los
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resultados se utilizé el programa informatico Peak
Scanner™ Software v1.0 (Applied Biosystem, Foster City,
CA, USA).
En este caso, lo que se obtuvo son unos picos de 96 bp, que
corresponden a la delecion (4G), y de 97 bp que
corresponden a la insercidén (5G) (Fig. 11).
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Figura 11: Electroferogama. En el eje de abscisas superior se representa el nimero de pares de bases y en
el eje de ordenadas la intensidad de fluorescencia. A) Homocigoto con genotipo 4G/4G. B) Heterocigoto
con genotipo 4G/5G. C) Homocigoto con genotipo 5G/5G.
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6.Niveles séricos de citoquinas, MMPs y TIMPs

Una vez extraida 1la sangre de 1los pacientes y de los
controles las muestras se mantuvieron durante dos horas a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 1800 xg durante 5
min. para la obtencién del suero. Estos sueros fueron
almacenados posteriormente a -702C hasta el momento del
andlisis.

Los niveles de las citoquinas se midieron mediante kits de
ELISA (R& Systems Inc, 614 McKinley Place, MN, USA)
especificos para cada citoquina.

Los niveles séricos de MMPs (-1, -2 -3, -8, -9, -10, -13) y
TIMPs (-1,-2,-4) se midieron usando el Quantibody™ Human MMP
Array 1 de Raybiotech (Raybiotech, Parkway Lane, Norcross,

GA, USA).

7. Niveles séricos de nitratos y nitritos

Los niveles séricos de nitratos y nitritos se analizaron
utilizando una modificacién del método de reaccidén de Griess
y de la nitrato reductasa (Giovannoni y col, 1997).

Antes de realizar el ensayo, las muestras de suero se
diluyeron cuatro veces con PBS, se wultra-filtraron por
centrifugacion a 11500 x g durante 30 min usando filtros de
peso molecular de 10 kD (Ultrafree-MC, Millipore). Se
colocaron 50 pl de muestra por pocillo, 50 de estandar o 50
de PBS (blanco) en una placa de poliestireno de 96 pocillos
de fondo plano. A continuacidén, se anadieron 50 pl de una
disolucién en PBS de nitrato reductasa (600 U/L) y B- NADPH

(50 pmol/L). La placa se incubd durante 3 horas a temperatura
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ambiente. E1 exceso de B-NADPH se consumié adicionando 50 ul
de PBS conteniendo L-glutamico deshidrogenada (500 U/L), a-
cetoglutarico (4 mmol/L) y NHsC1 (100 mmol/L). Se incubé
durante 10 min. a 372 C. Finalmente se adicionaron 50 pl del
reactivo de Griess 1 (1.1 % sulfanilamida en 5 % de acido
fosférico concentrado) y 50 pl del reactivo de Griess 2 (0.1
% N-(1-Naftil)-etilenodiamina en agua) y después de 10 min de
incubacién a temperatura ambiente se midié la absorbancia a
540 nm.

Con objeto de determinar la concentracidén de nitrato/nitrito
en las muestras se realizé una recta patrén en las mismas
condiciones con una disolucién de nitrito de sodio (©-50

pmol/L).

8. Analisis estadistico

El analisis estadistico de 1los datos se realizé con los
siguientes programas informaticos: SPSS Software para
Windows, (versién 16, Chicago, IL, USA), y GraphPad Prism
(versidén 4.0, 2003, San Diego, CA, USA).

Los resultados se han expresado como medianas y rango
intercuartilicos (IQR) segun proceda. Para evaluar las
correlaciones entre variables continuas, (niveles de
citoquinas, MMPs, TIMPs y otras) hemos utilizado la prueba de
Spearman. Los valores de los niveles plasmaticos de NOx han
sido la excepcidén, ya que no siguieron una distribucidn
Gaussiana, por lo que se normalizaron mediante una
trasformacion logaritmica natural. Los valores de NOx
obtenidos de 1la retrotransformacién se expresaron en puM
originales.
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Las frecuencias alélicas y genotipicas de los diferentes SNPs
en los diferentes grupos y el resto de variables categodricas
se compararon mediante 1la prueba de chi-cuadrado (¥?) de
Pearson. Cuando la comparacién lo requeria se emplearon la
correccion de Yates y la prueba exacta de Fisher de dos
colas.

En el caso de los niveles plasmaticos de MMPs y citoquinas,
se wutilizé la U de Mann-Whitney para comparar variables
continuas entre dos grupos y la prueba de Kruskal-Wallis para
comparar mas de dos grupos. Para los niveles plasmaticos de
NOx se utilizé la t de Student y la prueba de ANOVA cuando se
compararon mas de dos grupos.

Para comparar los niveles de citoquinas, MMPs y NOx de forma
secuencial (time course) se utilizdé un modelo lineal general.
Se evaluaron los factores independientemente asociados a
sepsis y muerte mediante un analisis de regresion logistica.
Se analizardon la capacidad de prediccidon de los niveles
plasmaticos de NOx en sepsis, fallo hemodinamico vy
supervivencia mediante curvas ROC (Receiver Operating
Characteristics) y su area bajo la curva. También se
calcularon la razén de oportunidades u 0Odds Ratio (OR) y el
intervalo de confianza al 95% (IC 95%). Se consideraron

significativos los valores de p < 0.05.
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RESULTADOS

Inicialmente, se incluyeron en el estudio 96 pacientes sépticos
de los cuales 6 fueron posteriormente excluidos por lo que
enrolamos en el estudio 90 pacientes con una sepsis grave.

Los motivos de 1la exclusién fueron una patologia infecciosa
causante diferente de la bacteriana, tuberculosa en dos casos,
en uno de ellos con afectacién meningea, viral en tres y sin
etiologia infecciosa concluyente en un caso.

En una segunda fase de 1la Tesis estudiamos 1los niveles
plasmaticos de forma secuencial (que denominamos “time course”
a partir de ahora), e incluimos 15 pacientes sépticos en este
apartado. En ellos, ademds de los valores basales se extrajeron
muestras para medir la evolucidon secuencial de 1los niveles
plasmaticos de citoquinas, NO, MMPs y TIMPs a los 3 y 7 dias
del ingreso en la UCI. Los controles, en numero de 91,
correspondian a pacientes ingresados en UCI sin un proceso
infeccioso. A 18 de estos pacientes no sépticos se les
realizaron extracciones seriadas para medir los niveles séricos
de citoquinas, NO, MMPs y TIMPs secuencialmente a los 3 y 7
dias del ingreso en la UCI.

En la siguiente tabla, mostramos las caracteristicas
demograficas y «clinicas de 1los pacientes incluidos en el

estudio.
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Tabla 11: Caracteristicas demograficas y clinicas de pacientes sépticos y no sépticos ingresados en UCI. Los
valores se muestran como medianas (rango 1Q) o % segun proceda.

Sépticos Controles no
(n-90F; infectados Valorde p
- (n=91)
Edad 58,5 (45,0-73,0) 64,0 (50,0-71,0) 0,9
Género (hombre/mujer) 50/40 61/30 0,1
APACHE I 17.0(12.0-23.0) 16.0(9,0-22,0) 0,2
Mortalidad (%) 7(7,8) 14 (15,4) 0,1
Numero de drganos que fallaron 3,0 (2,0-4,0) 2.0(1,0-2,0) <0,0001
Fuente de infeccién
Genito-urinaria (%) 26 (28,89)
Intra-abdominal (%) 22 (24,4)
Pulmonar (%) 16 (17,8) -
Sistema nervioso central (SNC) 12 (13,3) i
(%)
Piel-tejidos blandos (%) 8(8,9) -
Endocarditis (%) 5(5,6) -
Otra localizacion (%) 1(1,1) -
Comorbilidades
Cardiovascular:
Hipertensidn arterial 28(31,1%) 33(36,3%)
Cardiopatia isquémica 4(4,4%) 10 (11,0%)
Valvulopatia 2(2,2%) 3(3,3%)
PuAlgnr:;E:onquial >(5,6%) 6(6,6%)
0, 0,
EPOC 9(10,0%) 5(5,5%)
Digestiva(cirrosis) 7(7,8%) 3(3,3%)
Reln§I (insuficiencia renal 1(1,2%) 3(3,3%)
cronica)
Etilismo crdnico 14(15,5%) 11(12,08%)
Diagndstico al ingreso de pacientes no sépticos
Politraumatismo (%) - 40 (43,96)
ACV (%) - 46 (50,54)
Otro diagnostico(%) - 5(5,5)
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Los pacientes sépticos y controles estaban igualmente
distribuidos en cuanto a edad y género. No hubo diferencias en
la puntuacion del APACHE II. Veintiun pacientes fallecieron
(11,6%). Aunque murieron mas controles no infectados, 1la
diferencia no fue estadisticamente significativa. Como
esperabamos, el numero de 6rganos que fallaron fue mayor en los
pacientes sépticos que en los controles. Setenta y cinco
pacientes sépticos (83,3%) tuvieron hemocultivos positivos, en
los que crecieron bacterias Gram negativas en 4@ (53,3%), la
mayoria Escherichia coli (18, 24%) y crecieron bacterias Gram
positivas en 35 (46,7%) sobre todo Streptococcus pneumoniae
(16, 21,3%). Las principales fuentes de infeccidén fueron 1la
urinaria, intraabdominal y la respiratoria. E1 grupo control no
infectado estaba formado por pacientes ingresados en UCI

principalmente por politraumatismos y patologia neuroldgica.
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Tabla 12: Resultados de laboratorio de los pacientes sépticos y controles en el primer dia de ingreso en UCI. Los valores
se muestran como medianas (rango 1Q)

Sépticos

Controles no

Valores normales . infectados Valor de p
(mediana, rango 1Q) .
(mediana, rango 1Q)

Numero 90 91

Neutréfilos (x10°/mL) (2800-7350) 12,8 (7,5-19,5) 9,6 (5,8-14,5) 0,002

PCR (mg/mL) Proteina C 0-0,5 26,0 (17,6-36,2) 1,0(0,3-3,1) <0,0001

reactiva

Fibrindgeno(mg/dL) (140-600) 692,0 (576,5-847,8) 433,0 (322.8-556.39) <0,0001

Tasa del Complejo (60-100) 59,5 (49,0-74,0) 83,0(72,0-92,0) <0,0001

Protrombinico (%)

Tiempo de tromboplastina (20-40) 28,9 (17,8-35,4) 26,1(21,38-29,0) 0,02

parcial activado (segundos)

Citoquinas (pg/mL)
IL-1B 20,0 (5,9-66,08) 15,0 (4,3-36,7) 0,3
IL-4 45,1 (25,1-74,2) 42,8 (24,3-57,1) 0,7
IL-6 178,6 (93,7-679,4) 96,0 (45,9-180,5) <0,0001
IL-8 23,4 (10,4-55,1) 15,4 (6,3-33,6) 0,005
IL-10 22,7 (12,9-48,8) 9,2 (6,3-14,6) <0,0001
IL-13 15,1 (7,3-29,3) 15,4 (7,6-23,8) 0,9
v-1IFN 23,8 (10,3-40,3) 20.9 (15,1-31,5) 0,4
TNF-a 461,8 (142,3-849,3) 187,0 (85,3-444,7) 0,004
MCP-1 533,6 (205,7-1163,5) 232,8 (136,4-447,0) <0,0001

Expresion de AP-1 por los

neutrofilos de sangre 1,64 (1,34-1,93) 2,18(1,84-2,32) 0,001

periférica (log,0Qr)

Expresién de NF-kB por los 1,62 (1,47-1.77 0.03

neutrofilos de sangre 1,43 (1,35-1,59) ’ T ’

periférica (log;0Qr)

MMPs/TIMPs (ng/mL)
MMP-1 25,6 (15,5-57,6) 27,8 (14,5-56,1) 0,5
MMP-2 1,0(0,5-1,0) 0,6 (0,4-1,1) 0,1
MMP-3 19,8 (12,1-47,2) 12,4 (6,6-23,9) <0,0001
MMP-8 48,0 (33,7-73,0) 16,5 (10,1-35,7) <0,0001
MMP-9 394,3 (198,8-618,7) 592,4 (376,6-766,9) <0,0001
MMP-10 27,8 (50,9-160,4) 23,2 (10,4-47,7) <0,0001
MMP-13 0,1(0,07-0,3) 0,08 (0,04-0,2) 0,2
TIMP-1 253,1 (230,6-304,6) 259,3 (218,0-303,6) 0,9
TIMP-2 101,7 (70,3-124,7) 87,2 (58,8-119,1) 0,045
TIMP-4 3,7 (2,1-6,9) 2,8 (1,8-5,5) 0,07
GENNOS?2 (log;,Qr) 0,766 (0,488-1,041) 0,676 (0,375-0,976) 0,7
NOX (uM) 47,5 (40,4-55,9) 17,0 (14,7-19,7) <0,0001

AP-1y NF-kB significan expresidn génica de la proteina 1 de activacién y del factor nuclear kB por los neutrdfilos de

sangre periférica.
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En la tabla 12 se muestran los resultados analiticos de los
pacientes sépticos y de los controles no infectados a su ingreso
en la UCI. Cabe destacar los valores significativamente mas
elevados de neutrofilos en sangre periférica, PCR, tiempo de
tromboplastina parcial activada, fibrindgeno, en los pacientes
sépticos en comparacién con los controles. La tasa de factores
del complejo protrombinico era menor en los sépticos que en los

controles no infectados.

1. CITOQUINAS: NIVELES PLASMATICOS ,TIME COURSE, POLIMORFISMOS
GENETICOS, ANALISIS MULTIVARIANTE

NIVELES PLASMATICOS DE CITOQUINAS Y EXPRESION DE AP-1 Y NF-xB Y
POR LOS NEUTROFILOS DE SANGRE PERIFERICA

En la tabla 12 podemos ver que los niveles plasmaticos de las
citoquinas IL-6, IL-8, IL-10, y TNF-o y de MCP-1 eran
significativamente mas elevados en 1los pacientes sépticos en
comparacion con los controles. En el grupo de pacientes
sépticos, aquellos que fallecieron tenian unos niveles
plasmaticos de IL-8 e IL-10 significativamente mas elevados que
en los que sobrevivieron [69,3 pg/mL (23,7-938,4) frente a 21,4
(10,1-50,3), p=9,03; y 52,5 pg/mL (33,9-536,4) frente a 21,9
(12,8-42,3), p=0,04, respectivamente]. Los niveles de otras

citoquinas, tales como IL-4, IL-6, IFN-y, y TNF-a y de MCP-1,
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también eran mas elevados en los enfermos que fallecieron en
comparacion con los que sobrevivieron, aunque las diferencias no
alcanzaron un nivel significativo, probablemente por el pequefio
numero de pacientes que fallecieron. No hubo diferencias
significativas en los niveles plasmaticos de citoquinas de los
pacientes sépticos con respecto a la etiologia de 1la sepsis
(microorganismos Gram-positivos frente a Gram-negativos), o con
respecto al foco primario de infeccidn. Del mismo modo, no hubo
diferencias en los controles en relacion al diagndstico de
ingreso en UCI a excepcion del IFN-y, que estaba mas elevado en
los pacientes politraumatizados que en los que habian sufrido un
accidente cerebrovascular (26,5 pg/mL [17,2-35,0] frente a 18,2

[9,0-25,3], respectivamente, p=0,026).

POLIMORFISMOS GENETICOS DE CITOQUINAS

En la tabla 13 mostramos las frecuencias genotipicas y alélicas
de todos los SNPs de citoquinas que estudiamos en los pacientes
sépticos y controles no infectados. Unicamente encontramos que
los genotipos variantes GA y AA del SNP del TNF-a (-238 G/A) y
el alelo A del mismo SNP eran significativamente menos
frecuentes entre los sépticos que entre los controles de UCI no

infectados.
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Los diversos SNPs de «citoquinas no se asociaron con las
concentraciones plasmaticas de sus respectivas citoquinas
(p= 0,08 a 0,8), excepto en el caso del SNP de la IL-8(-251 A/T)
que se asoci6 con cambios en los niveles plasmaticos de IL-8
(genotipo TT 13,4 pg/mL [7,0-27,7], AA 17,2 [8,4-40,1], y AT

22,1 [10,3-53,2], p=0,04.
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Tabla 13: Frecuencias genotipicas y alélicas, y niveles plasmaticos de citoquinas.

SNP Frecuencias genotipicas Niveles de
citoquinas(pg/ml) *

Frecuencias alélicas

Genotipo Sépticos Controles no Valor de Valor Alelos Sépticos Controles no  Valor de
n (%) infectados p dep n (%) infectados p
n (%) n (%)

IL-1a (-889C/T) cc 43 (48,3) 44 (48,3) 0,8 - - C 122 (68,5) 122 (67,0) 0,8
cT 36 (40,5) 34 (37,4) - T 56 (31,5) 60 (33,0)
T 10 (11,2) 13 (14,3) -

IL-16 (+3954C/T) cc 47 (52,2) 53(58,2) 0,2 19,57 (4,29- 38,28) 0,55 C 132 (73,3) 134 (73,6) 0,9
cT 38(42,2) 28 (30,8) 15,08 (6,17- 62,40) T 48 (26,7) 48 (26,4)
T 5 (5,6) 10 (11,0) 10,13 (3,63- 27,06)

IL-6(-174G/C) GG 40 (44,5) 45 (49,4) 0,4 136,3 (55,8 322,1) 0,38 G 111 (61,7) 124 (68,1) 0,2
GC 31(34,4) 34 (37,4) 123,8 (58,3- 205,3) C 69 (38,3) 58 (31.9)
cc 19 (21,1) 12 (13,2) 152,3 (76,5- 826,7)

TNF-a(-238G/A) GG 62 (68,9) 35 (38,5) 0,0002 336,2 (140,4- 722,6) 0,26 G 150 (83,3) 122 (67,0) 0,0003
GA 26 (28,9) 52 (57,1) 320,1 (101,3-700,7) A 30(16,7) 60 (33,0)
AA 2(2,2) 4 (4,4) 88,6 (50,5- 463,4)

TNF-a(-308G/A) GG 67 (74,5) 61(67,7) 0,4 350,3 (137,9-700,7) 0,08 C 155 (86,1) 146 (81,1) 0,2
GA 21(23,3) 24(26,7) 320,1 (84,5-868,2) T 25(13,9) 34 (18,9)
AA 2(2,2) 5(5,6) 88,2 (28,4-134,3)

IL-8(-251A/T) AA 10 (11,1) 18 (19,8) 0,3 17,21 (8,37- 40,06) 0,04 A 65 (36,1) 79 (43,4) 0,2
AT 45 (50,0) 43 (47,3) 22,13 (10,32- 53,22) T 115 (63,9) 103 (56,6)
T 35 (38,9) 30(33,0) 13,35 (7,00- 27,69)

IL-10(-1082G/A) GG 12 (13,6) 11(12,1) 0,8 19,00 (7,35- 27,64) 0,85 G 64 (36,4) 60 (33,0) 0,5
GA 40 (45,5) 38 (41,7) 13,75 (8,19- 32,48) A 112 (63,6) 122 (67,0)
AA 36 (40,9) 42 (46,2) 13,13 (7,81- 23,64)

Valores expresados en % o mediana (rango 1Q) segtin proceda.

* Los valores de citoquinas se presentan junto a sus respectivos SNPs: IL-1B para IL-18 (+3954C/T), |L-6 para IL-6(-174G/C), TNF-a para TNF-a(-238G/A) y TNF-a(-308G/A), IL-8 para IL-8(-251A/T), y IL-10 para IL-10(-

1082G/A).



La tabla 14 muestra las correlaciones de las diversas citoquinas
con otros parametros. E1l numero de 6rganos que fallaron se
correlacioné con los niveles plasmaticos de IL-6,IL-8,IL-10 y
MCP-1, mientras que la puntuacidén del APACHE II se correlaciond
positivamente con los niveles plasmaticos de IL-6,IL-8,I1-10 y
MCP-1 y negativamente con los niveles plasmaticos de IL-4. Del
mismo modo, los coeficientes de correlacidén de los niveles de
citoquinas entre si fueron >0,5 para la mayoria de las mismas.
La expresion génica de AP-1 y NF-kB por los neutréfilos de
sangre periférica fue significativamente menor en los sépticos
en comparacidén con controles no infectados (Tabla 12). No se
observaron diferencias entre la expresion génica de AP-1 o NF-
RB por los neutrdfilos de sangre periférica entre los portadores
de los diferentes genotipos de los SNPs de citoquinas estudiados

aqui.
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Tabla 14: Correlaciones de niveles plasmaticos de citoquinas en la sepsis

IL-18 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 IL-13 INF.y  TNF-a  MCP-1
IL-4 0,68**
IL-6 0,06 0,16*
IL-8 0,10  0,36**  0,53**
IL-10 0,10 0,26*  0,63**  0,47**
IL-13 0,20+  0,50%%  0,29%%  0,39%*  0,29%*
INF-y 0,13  0,51**  0,40**  056** 0.40%*  0,66%*
TNF-a 0,27%  0,43%%  0,43%%  (0,32%*  0,52%%  (0,38%*  (0,52%*
MCP-1 0,04 0,21*  0,66**  049** 0,57%%  0,22%  0,30** 0,19*
Edad 0,03 -0,29* 0,03 0,09 0,03 0,12 0,09 005 0,12
;?Zfrgfnf;ticc’;es del complejo 1o 0,18*  -0,26**  -0,18% -034**  -0,04 0,15 -021* -0,22%*
lgﬁ;gﬁﬂ:;;g?bOpr“”a 0,13 0,15*  0,18* 0,01 0,11 -0,06 0,06 0,19* 0,08
Fibrinégeno 0,11 0,03 0,12 0,06  0,20* 0,06  -017* 0,04 0,09
Neutrofilos 0,07 -0,07 0,04 0,02 015 0,20%  -0,16* 0,06  -0,04
Dias de estancia en UCI 0,01 0,07 0,13 0,20%* 0,05 0,01 008 002  0,15*
g‘l‘lr:rzr: de érganos que 0,11 0,03 0,26%*  0,28** 0,36**  -0,04 004 0,15  0,32%*
APACHE Il 0,01 0,24%  032%*  032%% 028*  -0,03 001 007  0,29%

Los valores numéricos representan los coeficientes de correlacion (Spearman's rho)

* Correlacidn significativa en el nivel <0.05 .
** Correlacion significativa en el nivel <0.01.

TIME COURSE

En un subgrupo de 14 pacientes sépticos y 15 controles no

infectados medimos los niveles de citoquinas de forma secuencial

a lo largo del tiempo, en concreto los dias 12, 32 y 72 de su

ingreso en la UCI. Entre los sépticos, solamente la IL-10 mostrd

un descenso significativo entre las medidas del 12 y 7¢ dia

(p=0,008). E1 resto de las citoquinas no experimentaron cambios

significativos (IL-1B p=0,9, IL-4 p=0,6, IL-6 p=0,1, IL-8

p=0,18, IL-13 p=0,3, IFN y p=0,3, TNF-a p=0,9). No observamos

moficaciones en los niveles plasmaticos de citoquinas a lo largo

del tiempo en el grupo control (p=0,1 a p=9,9).
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En cuanto a la comparacion entre los dos grupos de sépticos y
controles no infectados , las curvas de la IL-10 y TNF-a fueron
diferentes a lo largo del tiempo (p=0,007 y p=0,02, respectiva-
mente), principalmente debido a un descenso de IL-10 en los
sépticos y de TNF-a en los controles. Las curvas del resto de
las citoquinas no difirieron significativamente entre sépticos y

controles (p=0,09 a p=0,8).

ANALISIS MULTIVARIANTE

Las variables con p<0@,1 en el analisis univariante fueron
utilizadas en la regresion logistica. La sepsis estaba asociada
independientemente con las siguientes variables en el primer dia
de ingreso en UCI: con valores descendidos de la tasa de
factores del complejo protrombinico, con valores elevados de
fibrindégeno, numero de neutréfilos en sangre periférica y
niveles plasmaticos de IL-8, con la presencia de fallo
hemodinamico, y con la ausencia del alelo variante A del SNP del
TNF-o (-238 G/A). La mortalidad estaba asociada
independientemente con una puntuacién elevada del APACHE II, con
niveles plasmaticos elevados de IL-8 y con el diagndéstico de

sepsis en el andlisis multivariante(Tabla 15).
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Tabla 15: Variables independientemente asociadas con sepsis y mortalidad.

Variable prondstico Parametros explicatorios Valor de p OR (IC 95%)
Sepsis Fibrindgeno (mg/dL) <0,0001 1,009 (1,005-1,013)
Fallo hemodinamico 0,0001 25,64 (5,32-125,0)
Tasa de factores del Complejo
0,01 0,956 (0,923-0,990)
Protrombinico (%)
Neutrofilos (103 células/ul) 0,01 1,115 (1,027-1,212)
IL-8 (pg/mL) 0.035 1.007 (1,001-1,014)
TNF-a(-238G/A) genotipos 0.008 0,173 (0,047-0,638)
variantes frente salvajes
Mortalidad APACHE Il (por unidad) 0,016 1,083 (1,015-1,156)
IL-8 (pg/mL) 0,017 1,003 (1,001-1,006)
Sepsis 0,021 4,57 (1,26-16,39)

*Los genotipos variantes del SNP del TNF-a (238 G/A) corresponden a AAy AG y el tipo salvaje a GG.
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2. MMPs: NIVELES PLASMATICOS,TIME COURSE, POLIMORFISMOS
GENETICOS, ANALISIS MULTIVARIANTE

NIVELES DE MMPs

En la Tabla 12 se muestran los niveles plasmaticos de
metaloproteasas medidos el dia de ingreso en la UCI. Observamos
que las MMPs -3, -8, -10, -13 y el TIMP-2 tenian una
concentracidén plasmatica significativamente mds elevada en los
pacientes sépticos que en los controles mientras que las
concentraciones de MMP-9 eran menores en los sépticos que en los
controles no infectados.

Los niveles plasmaticos de la MMP-8 se correlacionaban
positivamente (r= 0,39, p<0,0001) y los de MMP-9 negativamente
(r= -0,29, p=0,003) con los niveles de PCR. El resto de los
niveles plasmaticos de MMPs y TIMPs no mostraron diferencias
significativas al correlacionarlos con la PCR (p=90,07 a p=9,9).
Los niveles plasmaticos de MMP-2 y MMP-13 eran
significativamente mas elevados en los sépticos que

sobrevivieron en comparacioén con los sépticos que fallecieron.

POLIMORFISMOS GENETICOS

En la Tabla 16 mostramos las frecuencias genotipicas y alélicas
de los SNPs de MMPs en los pacientes sépticos y controles no

infectados. De todos los SNPs de MMPs estudiados, solamente
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Tabla 16: Frecuencias genotipicas y alélicas de los diferentes SNPs de MMPs en los pacientes sépticos y controles no infectados.

SNP Frecuencias genotipicas Frecuencias alélicas
Genotipo Sépticos Controles Valor de p Alelo Sépticos Controles no Valor de p
n (%) n (%) n (%) infectados n (%)

MMP-13

-77A/G AA 54 (60,0)° 39 (42,9) 0,0497 A 144 (80,0)" 129 (70,9) 0,044
AG 36 (40,0) 51 (56,0) G 36 (20,0) 53(29,1)
GG 0 (0,0) 1(1,1)

MMP-1

-1607 1G/2G 1G1G 31(34,8) 25 (27,5) 0,03 1G 88 (49,4) 94 (51,6) 0,7
1G2G 26 (29,2)" 44 (48,3) 2G 90 (50,6) 88 (48,4)
2G2G 32 (36,0) 22 (24,2)

MMP-3

-1612 5A/6A 5A5A 29(32,2) 26(28,6) 0,3 5A 94 (52,2) 99 (54,4) 0,7
5A6A 36 (40,0) 47 (51,6) 6A 86 (47,8) 83 (45,6)
6A6A 25 (27,8) 18 (19,8)

MMP-8

-799¢/T cc 20(23,3) 23(25,8) 0,5 c 84 (48,8) 96 (53,9) 0,3
cT 44 (51,1) 50 (56,2) T 88 (51,2) 82 (46,1)
T 22 (25,6) 16 (18,0)

MMP-9

-1562 /T cc 72 (80,0) 69 (76,7) 0,6 c 162 (90,0) 159 (88,3) 0,6
cT 18 (20,0) 21(23,3) T 18 (10,0) 21 (11,7)
T 0 (0,0) 0(0,0)

°%2 = 4.66, OR (IC 95%) = 2,0(1,05-3,78) al comparar las frecuencias del genotipo AA entre sépticos y controles no infectados
be =3.58, OR (IC 95%) = 1,64 (0,98-2,75) al comparar las frecuencias del alelo A entre sépticos y controles no infectados
%2 =6.15, OR (IC 95%) = 0,44(0,23-0,85) al comparar las frecuencias del genotipo 1G2G entre sépticos y controles no infectados



encontramos que el genotipo AA del SNP (-77A/G) de la MMP-13 era
significativamente mas frecuente y el genotipo 1G2G del SNP
(-1607 1G/2G) de la MMP-1 era significativamente menos frecuente
en los pacientes sépticos que en los controles no infectados de
UCI. E1 alelo A del SNP (-77A/G) de la MMP-13 era significativa-
mente mas frecuente entre los enfermos sépticos que entre los
controles no infectados. Sin embargo, no hubo diferencias signi-
ficativas en los niveles plasmaticos de las diferentes MMPs en
los enfermos portadores de los diferentes genotipos del SNP (-
77A/G) de la MMP-13 ni del SNP (-1607 1G/2G) de la MMP-1 (datos
no mostrados).

Los enfermos sépticos que eran portadores del genotipo 5A/6A del
SNP (-1612 5A/6A) de la MMP-3 tenian unos niveles plasmdticos de
MMP-3 significativamente mas elevados al compararlos con los de
los portadores del genotipo 5A/5A del mismo SNP de la MMP-3 'y

con los de los controles no infectados (Fig. 12).

p=0,026
1251 [ I

=3 controles no infectados

100+ E=3 pacientes sépticos

754

50+

i‘%a% u

5A5A 5A6A 6A6A
genotipos del SNP (-1612 5A6A) de MMP-3

Niveles plasméaticos de MMP-3 (ng/ml)

Fig. 12: Niveles plasmaticos de MMP-3 el dia del ingreso en UCI en sépticos y controles portadores de los
diferentes genotipos del SNP (-1612 5A6A) de la MMP-3. Las barras representan la mediana y los valores IQR en
ng/mL.
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Encontramos que habia una cierta tendencia a una evolucion
desfavorable aunque sin alcanzar la significacidn estadistica en
los pacientes sépticos portadores del genotipo 6A6A del SNP
(-1612 5A/6A) de la MMP-3 (4/7 [57%] frente a 21/83 [25,3%],
p=0,07), si bien es dificil sacar conclusiones debido a que el
numero de pacientes que fallecieron en el grupo de enfermos
sépticos fue bajo. Los pacientes portadores de este genotipo
tenian niveles plasmaticos de MMP-3 significativamente mas
elevados que los de los portadores del genotipo 5A5A del mismo
SNP de la MMP-3 y que los de los controles no infectados (Fig.
12). No observamos asociacidén para ninguno de los SNPs de las
MMPs estudiados con la puntuacidén del APACHE II o con el numero

de o6rganos que fallaron.

TIME COURSE

En un subgrupo de 14 pacientes y 18 controles no infectados, se
midieron los niveles plasmdaticos de MMPs y TIMPs a lo largo del
tiempo, en concreto los dias 12, 32 y 72 de su ingreso en UCI.
Encontramos un descenso progresivo a lo largo del tiempo de los
niveles plasmaticos de MMP-3 (p=0,02), MMP-8 (p=0,015), MMP-10
(p=0,0001) y TIMP-4 (0,016), y niveles paulatinamente mas
elevados de MMP-1 (p=0,02) y MMP-9 (p=0,01). Por el contrario en
el grupo control no hubo diferencia significativa a lo largo del
tiempo para los niveles de ninguna MMP o TIMP (Fig. 13).
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Fig. 13: Time course de los niveles plasmaticos de MMP-1 (A), -3 (B), -8 (C), -9 (D), -10 (E) y TIMP-4 (F) en
los dias 1, 3y 7 de ingreso en UCI. Los diagramas de cajas representan la mediana y el rango de valores en

ng/mL.
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En cuanto a las curvas de MMPs y TIMPs a lo largo del tiempo
eran significativamente diferentes entre sépticos y controles
MMP-3(globalmente p=0,045; dias 12-32 p=0,6; dias 32-

72 p=0,04), de la MMP-8 (globalmente p=0,002; dias 19-32



p=0,047; dias 392-72 p=0,03), de la MMP-9 (globalmente p=0,003;
dias 19-39 p=0,5; dias 39-79 p=0,001) y de la MMP-10

(globalmente p=0,0004; dias 19-392 p=0,005; dias 39-792 p=0,04).

ANALISIS MULTIVARIANTE

Las variables con un valor de p<@.1 en las comparaciones
univariantes fueron utilizadas para el andlisis multivariante.
La sepsis estaba asociada de manera independiente con las
siguientes variables en el primer dia de ingreso en UCI:
concentraciones plasmaticas elevadas de MMP-8 (OR [IC 95%]
1,107[1,058-1,158], p<9,0001), niveles de fibrindgeno
(1,010[1,005-1,015], p<9,0001), numero de neutréfilos en sangre
periférica (1,116[1,014-1,228], p=0,02) y el numero de dérganos
que fallaron (2,174[1,117-4,229], p=0,02 y concentraciones mas
descendidas de MMP-9 (©,995[0,992-0,998], p=0,0001).

En el analisis multivariante, la supervivencia en los pacientes
sépticos estaba asociada con niveles plasmaticos mas bajos de
MMP-2 (OR [IC 95%]0,456[0,252-0,824], p=0,009) y tasa de
facotores del complejo protrombinico mas elevada (1,107[1,018-

1,204], p=0,0018).

CURVAS ROC

El area bajo la curva ROC para la MMP-8 para el diagndstico de
sepsis fue 0,87 (IC 95% ©0,82-0,92), p<0,0001. E1 valor mas
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discriminante fue 30,5 ng/mL (sensibilidad 80,0%, especificidad
84,6%). E1 area bajo la curva ROC para la MMP-9 para la
deteccidén de un estado no séptico fue 0,73 (IC 95% ©0,65-0,80),
p<0,0001, siendo el punto de corte mds discriminante el nivel
567,1 ng/mL (sensibilidad 68,1%, especificidad 70,0%). Con
respecto a la PCR, el drea bajo la curva ROC para el diagndstico
de sepsis fue de 0,98 (IC 95% ©0,94-0,998), p<0,0001, mejor que
los de las MMPs y TIMPs. El valor mas discriminante de PCR fue
de 8,0 ng/mL (sensibilidad 89,0%, especificidad 92,3%).

3. OXIDO NITRICO: NIVELES PLASMATICOS Y POLIMORFISMOS GENETICOS

DE NOS3 Y NOS2, TIME COURSE, POLIMORFISMOS GENETICOS, ANALISIS
MULTIVARIANTE, CURVAS ROC.

NIVELES PLASMATICOS DE NOx y POLIMORFISMOS GENETICOS DE NOS3 Y
NOS2A

Los niveles plasmaticos de NOx estaban significativamente mas
elevados en sépticos en comparacidén con controles no infectados
(p<0,0001) como mostramos en la tabla 12. Hay que resaltar que
los pacientes que presentaron unos niveles mas elevados de NOx
fueron los pacientes sépticos con fracaso hemodinamico vy,

especialmente aquellos que no sobrevivieron (Fig.14).
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Fig. 14: Niveles plasmaticos de NOx del total de pacientes, sépticos y controles en las 24 horas de ingreso en UCI
con respectoo al fallo hemodinamico y supervivencia (resultados expresados como NOx en uM), media, 95% Cl.

La tabla 17 muestra las frecuencias genotipicas y alélicas de
los SNPs de NOS3 y NOS2A de los pacientes sépticos y de los
controles no infectados. De todos los SNPs de NOS3 estudiados
encontramos que el genotipo TT y el alelo T del SNP de NOS3
(E298D) eran significativamente mas frecuentes entre 1los
sépticos que en los controles de UCI no infectados (p<©0,004).
Del mismo modo, el genotipo AG del SNP (exon 22) de la NOS2A
también era significativamente mas frecuente en los sépticos
comparado con los controles no infectados (p=0,046). Al
considerar de forma conjunta ambos SNPs observamos que habia mas
pacientes portadores de ambos, es decir, del alelo T de la NOS3

(E298D) y del genotipo AG del SNP (exon 2,) de la NOS2A entre
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los sépticos que en los controles de UCI no infectados(68/89

[76,4%] vs. 40/91 [52,7%], p=0,0009).

Ninguno de estos SNPs estudiados se asocidé con cambios en la

supervivencia de los pacientes sépticos (datos no mostrados).

Los portadores del alelo C del SNP (-786T/C) de la NOS3, pero no
del SNP (E298D) de 1la NOS3, eran significativamente mas
frecuentes entre los pacientes con fracaso hemodinamico que en
aquellos que no sufrieron problemas hemodinamicos (p=90,044). No
se observé ninguna otra asociacion de la presencia de fallo
hemodinamico con otros genotipos o alelos de 1los SNPs
estudiados: (298D) NOS3 p=90,4, (27bp-VNTR) NOS3, p=0,7, (exon
22) NOS2A p=0,6]. Ninguno de estos SNPs se asocidé con una mayor

o menor mortalidad.
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Tabla 17: frecuencias genotipicas y alélicas de los diferentes SNPs de NOS en los pacientes sépticos y controles no infectados.

SNP Frecuencias Genotipicas Frecuencias Alélicas
Genotipo Sépticos Controles no valor de p Alelo Sépticos Controles no Valor de p
n (%) infectados n (%) infectados
n (%) n (%)
NOS3 T 38 (42,2) 28 (30,8) <0,0001 128 (71,1) 102 (56,0) 0,004
(E298D) GT 52 (57,8) 46 (50,5) G 52 (28,9) 80 (44,0)
GG 0 17 (18,7)
(0,0)
NOS3 T 26 (29,5) 41 (45,0) 0,10 T 98 (55,7) 119 (65,4) 0,06
(786T/C) cT 46 (62,3) 37 (40,7) c 78 (44,3) 63 (34,6)
cc 16 (18,2) 13 (14,3)
NOS3 44 0(0,0) 3(3,3) 0,08 4 23(12,8) 21(11,5) 0,7
(27 bp-VNTR) 45 23 (25,6) 15 (16,5) 5 157 (87,2) 161 (88,5)
55 67 (74,4) 73 (80,2)
NOS2A (exon GG 21(23,6) 34 (37,4) 0,046 110 (61,8) 125 (68,7) 0,2
22) AG 68 (76,4) 57 (62,6) A 68 (38,2) 57(31,3)
AA 0(0,0) 0(0,0)




La tabla 18 muestra los niveles plasmaticos de NOx segun los
diferentes SNPs genotipados. Los portadores del alelo T del SNP
NOS3 tenian niveles de NOx mas

(E298D) de 1la plasmaticos

elevados al compararlos con aquéllos portadores del alelo G. No
encontramos otras relaciones de los niveles plasmaticos de NOx

con otros SNPs de NOS.

Tabla 18. Niveles plasmaticos de NOx en los portadores de los diferentes genotipos de NOS

SNP Genotipo Todos los pacientes Sépticos Controles no
infectados
NOS3(E298D) T 27,62 (22,51-33,90) 37,89 (28,78-49,88) 17,99 (14,17-22,84)
GT 32,13 (26,63-38,76) 56,08 (46,30-67,91) 17,12 (13,63-21,51)
GG 15,18 (10,91-21,11) - 15,18 (10,91-21,11)
Valor de p 0,006* 0,017 0,7
NOS3(-786T/C) T 26,39 (21,49-32,40) 47,31 (36,09-62,03) 18,23 (14,50-22,90)
CcT 30,05 (24,31-37,16) 50.07 (38,73-64,75) 15,93 (12,68-20,01)
cc 27,40 (20,01-37,53) 41,54 (28,49-60,56) 16,42 (10,93-24,69)
Valor de p 0,7 0,7 0.7
NOS3 (27 bp- 44 33,70 (2,01-565,78) - 33,70 (2,01-565,78)
VNTR) 45 28,86 (21,14-39,38) 48,61 (36,22-65,25) 12,97 (8,75-19,23)
55 28,10 (24,23-32,58) 47,15 (38,71-57,44) 17,47 (14,98-20,38)
Valor de p 0,9 0,9 0,07
NOS2A (exon22) GG 26,02 (20,34-33,28) 51,49 (35,07-75,59) 17,06 (13,51-21,55)
AG 29,45 (25,13-34,50) 46,76 (38,90-56,20) 16,96 (14,02-20,52)
AA - - -
Valor de p 0,4 0,6 0,9

NOx representa los valores plasmaticos de nitrito/nitrato en uM y se presentan como mediana (IC 95%).
* TT frente a GT p=0,3; TT frente a GG p=0,007; GT frente a GG p=0,0003
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TIME COURSE

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de NOx en un
subgrupo de 14 pacientes sépticos y en 15 controles no
infectados, tomandose muestras el 12,32 y 72 dia de estancia en
UCI. No encontramos signhificacidén estadistica a lo largo del
tiempo en los sépticos y controles de forma conjunta (p=0,3), en
los sépticos (p=9,12) o en controles (p=0,7). La pendiente de
las curvas de NOx plasmatico a lo largo del tiempo no mostro
diferencias significativas entre sépticos y controles (p=0,11),
aunque la pendiente de curva de NOx a lo largo del tiempo de los
controles era plana mientras que 1las de 1los sépticos era

descendente.

Considerando el prondstico, no habia diferencias significativas
en la evolucion del NOx plasmatico a lo largo del tiempo en los
pacientes que sobrevivieron (p=0,26), ni en aquéllos que
murieron (p=0,06). De cualquier modo, deberia tenerse en cuenta
que solamente hubo 2 fallecidos en este subgrupo de pacientes
sépticos y que ambos pacientes experimentaron un incremento en
los niveles de NOx plasmatico desde el dia 12 al 72 (mediana
68.8 UM y 88.6 uM, respectivamente). Por otro lado, la pendiente
de la curva de NOx no fue significativamente diferente entre

supervivientes y no supervivientes (p=90,5).
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Expresion del gen de NOS2A por los neutréfilos de sangre
periférica en los pacientes sépticos y controles no infectados.

No se observaron diferencias significativas en la comparacidn de
la expresién del gen NOS2A por 1los neutréofilos de sangre
periférica de pacientes sépticos y no infectados. Ademas, no se
encontraron diferencias significativas en la expresion de NOS2A
entre los portadores de los diferentes genotipos de los SNPs de

la NOS2A y NOS3 (datos no mostrados).

ANALISIS MULTIVARIANTE

Sepsis, fallo hemodinamico y supervivencia

E1 analisis multivariante reveld que las variables
independientemente asociadas «con el diagndstico de sepsis
fueron: fallo hemodinamico, niveles plasmaticos elevados de NOx,
fibrindégeno y del numero total de neutréfilos de sangre
periférica, una tasa baja de factores del complejo protrombinico
y la presencia de los SNPs (E298D) de NOS3, especialmente el
genotipo TT , y del genotipo AG del SNP (exon 22) de la NOS2A

(Tabla 19).

El fallo hemodinamico estaba independientemente asociado con la
presencia de sepsis, con un numero de fallos organicos elevado
y con valores elevados de fibrindgeno. La supervivencia estaba

asociada solamente con una puntuacién menor del APACHE II (Tabla
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19). La sepsis causada por organismos Gram-negativos no diferia

significativamente de la causada por Gram-positivos en cuanto a

frecuencia

(p=0,4), SNP (E298D) de 1la

NOS3 (p=0,07),

fallo

hemodinamico

NOS3 (p=0,9),

(p=@)16))

supervivencia

SNP (-786T/C) de 1la

SNP (27 bp-VNTR) de la NOS3 (p=0,9),

SNP (exon

22) de la NOS2A (p=©,7), numero de o6rganos que fallaron (p=90,5)

o niveles plasmaticos de NOx (p=0,6).

Tabla 19. Analisis multivariante

Variable prondstica Parametros explicatorios Valor de p OR (IC 95%)
Sepsis NOXx (M) 0,0009 1,043 (1,018-1,070)
Fallo hemodinamico 0,0006 119.0 (7,9-1666,7)
Fibrinogeno(mg/dl) 0,0001 1.015 (1,007-1,022)
Tasa del Complejo Protrombinico (%) 0,001 0,880 (0,813-0,952)
Numero de Neutrdfilos en sangre
o 3 0.014 1,136 (1,026-1,258)
perioférica (x10°/ul)
genotipo AG frente al GG) del SNP
0,009 13,69 (1,94-98,0)
(exén22) de la NOS2A
Genotipos del SNP (E298D) de la NOS3 0,006 -
GG frente a GT 0,998 -
GG frentea TT 0,997 -
TT frentea GT 0,001 42,07 (4,22-419,8)
Fallo hemodinamico Presencia de sepsis <0,0001 46,95 (11,15-198,02)
Numero de érganos que fallaron <0,0001 4,298 (2,295-8,048)
Fibrindgeno (mg/dl) 0,017 0,997 (0,9948-0,9995)
Supervivencia Puntuacion del APACHE Il 0,023 0,936 (0,883-0,991)
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NOx plasmatico

El analisis multivariante revelod que las variables
independientemente asociadas con niveles plasmaticos elevados
de NOx en los pacientes globalmente eran: la presencia de
sepsis (p<9,0001), la existencia de fallo hemodindmico (p=0.02),
una cifra baja de neutréfilos de sangre periférica (p=0,01) y
una puntuacién elevada del APACHE II (p=90,03). Estas variables
explicativas juntas representaron el 37,9% del total de
variabilidad de 1los niveles de NOx, de los que 1la sepsis

solamente representd el 32.7%.

Considerando solamente los pacientes sépticos, los predictores
independientes de niveles plasmaticos de NOx fueron la presencia
de fallo hemodinamico (p=0,01) y el SNP (E298D) de la NOS3
(p=0,02), que suponian globalmente el 13.4% de la variabilidad

total del NOx plasmatico.

CURVAS ROC PARA NOX EN RELACION CON SEPSIS, FALLO HEMODINAMICO Y
PRONOSTICO

La medida de los niveles de NOx plasmatico en el momento del
ingreso en UCI fue potencialmente util para la deteccidn de 1la
sepsis, el area bajo a curva ROC fue 0,837 (IC 95% 0,778-0,896),
p<0,0001. E1 valor mas discriminante de NOx fue de 25,17 uM

(sensibilidad 78,9%, especificidad 79.,1%). Considerando 1la
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curva ROC de NOx para la deteccidén del fallo hemodinamico, el
area era de 0,77 (90,701-0,839), p<0,0001, y el valor mds
discriminatorio de NOx en plasma era de 24,52 pM (sensibilidad
73,0%, especificidad 72,8%). E1 valor predictivo de NOx
plasmatico para un prondéstico fatal considerando a todos los
pacientes fue muy pobre (drea de 0,526, IC 95% ©,396-0,656,
p=0,7), pero mejoraba si solamente considerabamos a 1los

pacientes sépticos (drea 0,753, IC 95% 0,623-0,883, p=0,027).

4. POLIMORFISMOS GENETICOS DE LOS RECEPTORES TLR2, TLR4, (D14,
CCR5, TPA y PAI

A continuacion se detallan de forma pormenorizada en la
siguiente tabla las frecuencias genotipicas y alélicas de los
diferentes SNPs de los receptores celulares TLR, CD14, CCR5, de
diferentes factores moduladores de 1la fibrinolisis sanguinea
(TPA y PAI). No encontramos diferencias significativas entre las
frecuencias genotipicas ni alélicas de estos SNP entre pacientes

sépticos y controles no infectados.
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Tabla 20: Frecuencias alélicas y genotipicas de los SNP de TLR2, TLR4, CD14, CCR5, TPA y PAl en
pacientes sépticos y en controles no infectados de UCI.

Frecuencias genotipicas

Frecuencias alélicas

SNP Genotipo  Sépticos Controles no Alelo  Sépticos Controles no
infectados infectados
TLR2 90 (100,0 o 90 (100,0 0
Asp753Gly GG %) 89 (97,8 %) G %) 180 (98,9 %)
GA 0 (0,0 %) 2 (2,2 %) A 0 (0,0 %) 2(1,1%)
AA 0 (0,0 %) 0 (0,0 %)
TLR4 . 5 164 (94,3 9
Asp299Gly AA 75 (84,3 %) 83 (90,7 %) A %) 173 (95,1 %)
GA 14 (15,7 %) 7 (8,3 %) G 14 (5,7 %) 9 (4,9 %)
GG 0(0,0 %) 1(1,0%)
TLR4 o o 160 (88,9 0
The399lle cc 70 (77,8 %) 80 (87,9 %) C %) 170 (93,4%)
cT 20 (22,2 5) 10 (11,0 %) T 20 (11,1 %) 12 (6,6 %)
T 0(0,0 %) 1(1,1%)
CD14 C159T cc 19 (21,1 %) 21 (23,1 %) C 86 (46,7 %) 98 (53,3 %)
CcT 48 (51,1 %) 46 (52,7 %) T 88 (44,9 %) 90 (55,1 %)
T 25 (27,8 %) 22 (24,2 %)
CCR5 wtwt 76 (85,4 %) 82 (90,1 %) wt 163;?1’6 173 (95,1 %)
(o]
WtA32 11 (12,4 %) 9(9,9 %) A32 15 (8,4 %) 9 (4,9 %)
A32432 2(2.2%) 0 (0,0 %)
tPA (I/D) I/l 27 (30,0 %) 29 (31.9 %) / 96 (53,3 %) 84 (46,7 %)
I/D 42 (46,7 %) 41 (45,0 %) D 99(54,4 %) 83 (46,7 %)
D/D 21 (23,3 %) 21 (23,1 %)
PAI 4G/5G 4G/4G 19 (21,1 %) 21 (23,1 %) 4G 84 (46,7 %) 90 (49,5 %)
4G/5G 46 (51,1 %) 48 (52,7 %) 56 96 (53,3 %) 92 (50,5 %)
5G/5G 25 (27.8 %) 22 (24,2 %)

P no significativa para todas las comparaciones
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DISCUSION

CITOQUINAS

Esta es la primera vez que se describe una asociacidn entre el
SNP (-238 G/A) del TNF-a y un efecto protector contra el
desarrollo de sepsis grave. Encontramos en nuestro estudio menos
portadores del alelo A de este SNP entre los sépticos que en
controles de UCI no infectados. De cualquier manera, no
observamos ninguna relacion entre este SNP del TNF-a y 1la
mortalidad, la puntuacidon del APACHE II, el numero de o6rganos
que fallaron, la etiologia de la sepsis o el foco primario de
infeccidn.

Hasta ahora se le ha prestado poca atencion al papel del SNP
(-238 G/A) del TNF-a como protector del desarrollo de
infecciones en general y de sepsis en particular [44,123,124].
Pappachan y col. [130] encontraron que la frecuencia del alelo A
del SNP (-238 A/G) del TNF-a era significativamente mas elevada
entre pacientes de UCI sépticos que morian en comparacidén con
los que sobrevivian, pero en asociacidén con haplotipos de otros
SNPs, como el (+252 A/G) de la linfotoxina-a (LTA) y el (-368
G/A, -1031 T/C) del TNF-a. Los genes del TNF-a y de la LTA son
genes vecinos que estan en desequilibrio de sobrecruzamiento.
Por tanto es dificil dilucidar el efecto individual del SNP (-

238 G/A) del TNF-a en los resultados de Pappachan. E1 SNP (-238
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G/A) del TNF-a se ha asociado con 1la malaria grave en
poblaciones africanas [132-134], lo que sugiere que el SNP (-238
G/A) del TNF-a podria empeorar la evolucidon de la malaria por
alteracion del equilibrio entre 1la citoquina antiinflamatoria
IL-10 y 1la proinflamatoria TNF-a [133]. Estudios funcionales
directos proporcionaron informacién sobre el efecto del alelo
variante A del SNP (-238 G/A) del TNF-a en 1la actividad
promotora del gen [135-137]. En estos estudios, al reemplazar 10
bp que <cubren la region del TNF-238 «con wuna secuencia
irrelevante, se incrementaba la trascripcidén basal [138]. Ademads
se ha sugerido que la regidon TNF-238 contiene un lugar represor
y un SNP del promotor del gen del TNF-a que podria modificar su
actividad [139]. Resulta muy atractiva una asociacidén entre el
SNP (-238 G/A) del TNF-a con cambios en los niveles plasmaticos
de TNF-a incrementados por la sepsis pero esta hipodtesis no se
ha podido demostrar claramente. En nuestro estudio no
encontramos diferencias en los niveles plasmaticos de TNF-a u
otras citoquinas en portadores de diferentes genotipos del SNP
(-238 G/A) de TNF-a o de otros SNPs de otras citoquinas excepto
del SNP (-251 A/T) de 1la IL-8. Una hipdétesis razonable podria
ser que el SNP (-238 G/A) del TNF-a determinase cambios en 1la
expresion de AP-1 y NF-KB, factores nucleares proteicos de
unién al ADN que regulan la expresion de los genes de las
citoquinas en respuesta a 1la infeccidon grave. Sin embargo

nuestros resultados no apoyan esta hipdtesis. Aunque 1la
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expresion de los genes de AP-1 y NF-xB por los neutréfilos de
sangre periférica fue significativamente menor en los pacientes
sépticos que en los de los controles no infectados de UCI, no
encontramos diferencias en la expresidén de los genes de AP-1 vy
NF-xkB entre los portadores de los diferentes genotipos del SNP
(-238 G/A) del TNF-a u otros SNPs de citoquinas. Por tanto, el
mecanismo del efecto protector de este SNP del TNF-a en 1la
sepsis permanece esquivo. Podria especularse que el alelo A del
SNP (-238 G/A) del TNF-a podria ser un marcador funcional de
otro SNP desconocido en otro lugar del gen del TNF-a o en otro
gen cercano inmunoldégicamente relevante [132].

No tenemos una explicacién clara de la baja expresion de los
genes de AP-1 y NF-xB por los neutréfilos de sangre periférica
de 1los pacientes sépticos en comparacion con los de 1los
controles no infectados en nuestro estudio, cuando la expresioén
de ambos factores de activacion de 1la transcripcidon estan
generalmente incrementada en la sepsis inducida por LPS. Quizas
el numero importante de ©politraumatizados entre nuestros
controles (44% del total de los controles) podria explicar este
resultado contradictorio pues el factor tisular liberado tras el
traumatismo incrementa la expresidn de los genes de AP-1 y NF-xB
y este efecto puede superar al debido al LPS [143]. En contra
de esta explicacidén debemos mencionar que no hubo diferencias en
los niveles plasmaticos de citoquinas entre controles ingresados
por politraumatismos y los ingresados por ACV para justificarlo
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(datos no mostrados). En nuestro estudio no pudimos reproducir
la asociacidén publicada previamente entre los SNPs (-308 G/A)
del TNF-a, (-889 C/T) del IL-la, (+3954 C/T) del IL-By (-174
G/C) del IL-6 con la evolucién de 1la sepsis y mortalidad
asociada a la misma [74,89, 90, 125-128].

El tamano relativamente pequeno de la cohorte, los criterios
estrictos de inclusidén que wutilizamos y 1la baja tasa de
mortalidad pueden explicar esta discrepancia. Todos los enfermos
sépticos incluidos eran inmunocompetentes y tenian, o bien
hemocultivos positivos, o bien una fuente de infeccidn
demostrada microbiolégicamente en el momento de ingreso en 1la
UCI. La baja mortalidad en esta cohorte séptica con una media de
3 o6rganos que fallaron puede ser debida a 1la exclusidon de
pacientes con cancer, infeccidén por VIH, trasplantados u con
otras causas de inmunosupresion. Los pacientes
inmunocomprometidos, con una expectativa de vida mas corta
debido a su patologia de base, han sido generalmente incluidos
en la mayoria de las series de pacientes con sepsis previas.
Nuestros criterios de inclusidn tan restrictivos han limitado el
numero de pacientes reclutados y alargado nuestra ventana de
reclutamiento.

En este estudio evaluamos los perfiles de 9 citoquinas y
quemoquinas inflamatorias en 1la sepsis grave wutilizando un
microarray de ELISA que mide muchas proteinas simultaneamente.

Las evaluaciones simultaneas de muchas citoquinas tienen 1la

110



ventaja de descubrir posibles asociaciones entre ellas y con los
diferentes parametros de gravedad de la sepsis. La mayoria de
las citoquinas y MCP-1 estudiadas aqui, mostraron unos niveles
plasmaticos significativamente mas altos en los pacientes
sépticos al compararlos con 1los controles no infectados,
similares a los publicados previamente [146-156]. Los niveles
plasmaticos de IL-6, IL-8, IL-10 y MCP-1 se correlacionaron con
el numero de o6rganos que fallaron y con la puntuacién del APACHE
IT en nuestra cohorte como publicaron otros autores [148-158].
Encontramos wuna asociacién independiente entre 1los niveles
plasmaticos de IL-8 con el diagndstico de sepsis y mortalidad.
Los niveles plasmaticos de IL-8 podrian ser una herramienta util
para predecir la mortalidad de la sepsis como sugiere nuestro
estudio. Nuestros resultados concuerdan con los publicados por
otros autores aunque el papel de las citoquinas plasmaticas como
predictores de mortalidad en 1la sepsis todavia es motivo de
controversia [153-156].

Respecto a 1la evolucidn secuencial de los niveles de citoquinas
(time course) solamente la IL-10 mostrdé un descenso persistente
entre los dias 12 y 72 desde el ingreso del paciente en la UCI.
No se puede descartar que la falta de diferencias en el time
course de las citoquinas se deba al efecto normalizador del
tratamiento de la sepsis instaurado en UCI. Sin embargo en
contra de esta hipotesis esta el que los niveles plasmaticos

secuenciales de citoquinas no se modificaron en los controles no
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infectados excepto para el TNF-a. Podriamos especular que el
incremento progresivo de los niveles plasmaticos de IL-10 en el
time course podria traducir un fracaso del tratamiento o recaida
de la sepsis. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos
en pacientes quemados y sépticos, en 1los cuales ademas del
descenso en la curva evolutiva de IL-10 a lo largo del tiempo,
esta citoquina se comportdé como un predictor de mortalidad en

UcI [156,157].

En resumen, nosotros describimos la regulacidén diferencial de
varias proteinas inflamatorias que podria contribuir a 1la
fisiopatologia de la sepsis. E1 SNP (-238 G/A) del TNF-a podria
proteger contra el desarrollo de la sepsis. Este efecto era
independiente de los niveles plasmaticos de citoquinas o de 1la
expresion de factores de transcripcidon por los neutréfilos de
sangre periférica. Ademds, los niveles plasmaticos elevados de

IL-8 fueron los mejores predictores de mortalidad en la sepsis.

METALOPROTEASAS

En esta Tesis encontramos por primera vez en la bibliografia una
asociacioén entre los SNPs (-77A/G) de la MMP-13 y (-1607 1G/2G)
de la MMP-1 con la presencia de sepsis. La asociacidén de este
SNP de 1la MMP-13 con la sepsis puede que no sorprenda

considerando el papel central de la MMP-13 en la cascada de
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activacion de las MMPs y la implicacién de las mismas en 1la
inflamacién y en la respuesta a la endotoxina [38]. De cualquier
manera, el mecanismo por el cual los portadores del genotipo AA
y el alelo variante A de este SNP de la MMP-13 SNP desarrollan
mas facilmente sepsis no se comprende bien. Entre otras razones
porque no hemos podido encontrar una asociacién entre 1los
diferentes genotipos de este SNP y los cambios en los niveles
plasmaticos de MMP-13. De cualquier manera, la expresion de 1la
MMP-13 puede estar incrementada en células de colageno y otras
células estromales humanas en los portadores de este SNP, que
debe investigarse a fondo y que no pudimos analizar porque no se
obtuvieron biopsias en nuestro estudio. Por otro 1lado, el
incremento de la expresion de la MMP-13 debido al SNP del gen de
la MMP-13 podria producir cambios en la expresidén y en niveles
plasmaticos de otras MMPs ligadas a la MMP-13 en la cascada de
activaciéon de las MMPs, como la MMP-2 (en nuestro estudio 1los
niveles plasmaticos de MMP-2 de 1los pacientes sépticos que
fallecieron estaban elevados) y la MMP-9 (que mostraban niveles
plasmaticos descendidos en los pacientes sépticos de nuestro
estudio). La asociacion del SNP (-1607 1G/2G) de la MMP-1 y la
sepsis podria ser debida a un desequilibrio de sobrecruzamiento
con el SNP de la MP13 porque los genes de la MMP-13 y de MMP-1
estan ambos localizados en el mismo cluster del cromosoma

11g22-23 junto con los genes de la MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-10,

MMP-12, y MMP-20. Incluso se ha sugerido la existencia de un
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ancestro comun en la evolucion de los genes de 1las MMPs
localizados en el cromosoma 11q [38]. Borghese y col han
confirmado el desequilibrio de sobrecruzamiento entre los SNPs
de las MMP-13 y MMP-1 en un estudio genético multi-étnico.
Ademas las frecuencias alélicas de los SNPs de la MMP-1, MMP-3 'y
MMP-13 de 1los controles no infectados de UCI obtenidas en
nuestro estudio fueron similares a los obtenidos en mujeres
francesas caucasianas sanas [173].

La asociacidén entre SNPs de las MMPs e infeccidén esta muy poco
estudiada. Asensi y col. han publicado una asociacién entre el
SNP (-1607 1G/2G, rs 11292517) de la MMP-1 con la osteomielitis
bacteriana. Esta asociacién era debida a un incremento en 1la
expresion o6sea y de los niveles plasmaticos de la MMP-1 en
portadores del genotipo 2G/2G del SNP de la MMP-1 [122]. Pan 'y
col. observaron una asociacién del genotipo TT del SNP (-1562
C/T, rs 34016235) de la MMP-9 con la periodontitis croénica, una
forma de osteomielitis mandibular, en pacientes chinos [121].
En nuestro estudio también observamos una tendencia a una menor
supervivencia en pacientes de UCI portadores del genotipo 6A/6A
del SNP (-1612 5A/6A, 1rs35068180) de 1la MMP-3. La baja
mortalidad entre los pacientes sépticos de nuestro estudio ha
limitado el estudio de esta variable. El genotipo 6A/6A del SNP
de la MMP-3 se ha asociado previamente con una menor expresiodn
del gen de la MMP-3 y niveles plasmaticos mas bajos de la MMP-3

al compararlos con los de los portadores del genotipo 5A/5A del

114



mismo SNP de la MMP-3 [115-118]. De cualquier modo otros
estudios han mostrado que los portadores del genotipo 6A/6A de
este SNP de la MMP-3 presentaban niveles plasmaticos elevados
de MMP-3 [122,165-177]. Nuestros resultados fueron similares
aunque solamente en pacientes sépticos y no en los controles no
infectados, lo cual es sorprendente y necesita ser investigado
en mayor profundidad. E1 SNP de la MMP-3 se ha asociado con la
presencia de enfermedad cardiovascular, incluyendo la enfermedad
coronaria severa y el infarto de miocardio, lo cual podria
explicar la presencia de una menor supervivencia en pacientes
sépticos de UCI portadores del SNP de la MMP-3 observada en
nuestra cohorte [115,176,177].

También observamos, al igual que otros autores, un incremento en
los niveles plasmaticos de 1la mayoria de las MMPs en los
pacientes sépticos, a excepcion de la MMP-9, y el TIMP-2, pero
no en los controles no infectados. Los niveles plasmaticos de
MMP-8 se correlacionaron positivamente y los de MMP-9
negativamente con los de la PCR. Los niveles plasmaticos de
MMP-9 fueron menores en los pacientes sépticos en comparacidn
con los de los controles, un hecho a considerar porque en el
analisis multivariado se asociaron con un diagndstico de
sepsis. La implicacién de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), ambas
secretadas por los neutrodfilos circulantes, en la fisiopatologia
de la sepsis esta bien documentada [114,163,165]. Proponemos

aqui un posible papel de 1las colagenasas (MMP-13 y MMP-1) y
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quizas de las estromelisinas (MMP-3) en la sepsis, un hallazgo
interesante porque estas MMPs ni son expresadas por 1los
neutrofilos de sangre periférica ni son liberadas desde los
granulos de los neutréfilos tras la inyeccidn de endotoxina como
las MMP-8 and MMP-9 [162]. La asociacion de la MMP-1 con la
presencia de sepsis se ha publicado recientemente. En un modelo
murino, Tressel y col. observaron que la MMP-1 aparece a las
pocas horas del comienzo de la sepsis. Ademds el inhibidor de 1la
MMP-1 bloqueado experimentalmente, induce la sepsis en estos
mismos animales [178]. La MMP-1 se expresa por células
endoteliales no inactivas y es secretada por estas células en 1la
sepsis. Este hecho conlleva 1la activacion del receptor-1
activado por proteasas (PAR1l), alteracion de la permeabilidad
vascular, trastornos de 1la coagulacién y 1la produccion de
citoquinas y prostaglandinas [179].

Con respecto a la evolucidon secuencial en el tiempo de los
niveles plasmaticos de MMPs y TIMPs (time course), es
importante tener en mente que en nuestro estudio los niveles
plasmaticos de MMP-1 y MMP-9 en los pacientes sépticos de la UCI
alcanzaron su maximo el 72 dia de ingreso. Por el contrario, los
niveles plasmaticos de MMP-3, MMP-8, MMP-10 y TIMP-4 tuvieron su
punto mas bajo el 72 dia de estancia en UCI. Esta puede ser una
de las razones de la disparidad de nuestros resultados del time
course de los niveles plasmaticos de MMPs y TIMPs en comparacion

con trabajos previos en la mayoria de los cuales se median
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solamente los niveles en el primer dia (o un dia sin determinar)
a lo largo de su estancia en UCI. Nosotros no pudimos encontrar
diferencias entre 1los niveles plasmaticos de TIMP-1 de 1los
pacientes sépticos y de los controles no infectados o entre 1los
sépticos supervivientes y los que fallecieron. E1 TIMP-1 ha sido
propuesto por varios autores como un marcador de 1laboratorio
util para el prondéstico en los pacientes sépticos [165,166]. En
ese sentido el alelo T del SNP [(372 T/C) , rs4898] del TIMP-1
se asocid con niveles plasmaticos mas elevados de TIMP-1 y una
menor supervivencia entre los pacientes sépticos en un estudio
[174]. La baja mortalidad (7,8%) de los pacientes sépticos de
nuestro estudio limita las conclusiones con respecto al TIMP-1 y
al resto de los datos analizados.

Podemos resumir nuestros hallazgos sobre las MMPs en 1la
fisiopatologia de la sepsis como sigue: la endotoxina bacteriana
estimula la liberacidn de citoquinas que pueden contribuir a la
expresion de MMPs de las células endoteliales (MMP-1) o de los
neutréfilos de sangre periférica (MMP-8 y MMP-9). Ademas las
MMPs activan a los precursores de citoquinas perpetuandose el
circulo vicioso. La MMP-13 tiene un papel capital en el proceso
de activacion de las MMPs y asi un SNP de la MMP-13
influenciando su expresién podria contribuir a facilitar el
desarrollo de la sepsis, como hemos encontrado en esta Tesis.
También hemos observado que entre las MMPs estudiadas, las que

mas temprano incrementaban sus niveles plasmaticos fueron la
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MMP-3, 8 y 10 mientras que otras como MMP-1 y MMP-9 se elevaban
mas tarde.

Observamos en el analisis multivariante que, niveles elevados de
MMP-8 y bajos de MMP-9 los cuales se correlacionaban con niveles
plasmaticos de PCR, se asociaban con un diagndstico de sepsis,
con niveles elevados de fibrindgeno y de neutréfilos de sangre
periférica. Algunos de las MMPs elevadas en plasma, tales como
MMP-1 producen trastornos de coagulacion asociados a la sepsis.
Otras MMPs ayudan a los neutrdfilos a cruzar desde la sangre y
los vasos linfaticos al foco de infeccidn al digerir la membrana
basal de colageno de 1los capilares. Finalmente, 1las MMPs
incluyendo la MMP-1, contribuyen a la reparacién del tejido una
vez resuelta la infeccidon [162].Por tanto el SNP de MMP-1 que
influye en la produccién de la MMP-1 podria jugar un papel tanto
como estimulo de la sepsis, como en la reparacién de la lesiodn
tisular producida en la sepsis.

Hasta ahora, se han publicado 8 articulos basados en el papel de
las MMPs y TIMPs en la sepsis en los ultimos 15 afos [114,163-
169]. Las principales limitaciones de estos estudios son: 19,
pequenos tamanos muestrales; 22, uso de controles sanos en lugar
de pacientes no infectados de UCI como hemos hecho nosotros; y
32, la ausencia de criterios de exclusion de pacientes con
diferentes inmunodeficiencias [146].

En conclusién, esta es la primera vez que se publica wuna

asociacion entre los SNPs de la MMP-13 y la MMP-1 y la sepsis,
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asi como una asociacidn independiente de los niveles plasmaticos
de MMP-8 y MMP-9 con la sepsis. El papel de las MMPs y sus SNPs
en el desarrollo de la sepsis necesita ser estudiado en mayor

profundidad.

OXIDO NITRICO

En relacién con los SNPs de NOS en la sepsis describimos una
asociacion de dos de ellos, individualmente o en combinacidn,
con el desarrollo de sepsis, el (E298D, rs1799983) de la NOS3 'y
el (exon 22, rs28944189) de la NOS2A. La asociacién del SNP
(E298D, rs1799983) de la NOS3 con el desarrollo de sepsis podria
estar relacionada con 1la presencia de niveles plasmaticos mas
elevados de NOx en los portadores del alelo variante T del SNP
(E298D) de la NOS3 que podria facilitar el desarrollo de fallo
hemodinamico y 1la mortalidad de los pacientes sépticos.
Algunos autores han sugerido que el SNP (E298D) de 1la NOS3
podria empeorar la sepsis al disminuir la produccién de NO por
la NOS3 en la microcirculacidn, lo que representa un mecanismo
adaptativo muy importante para mantener el flujo sanguineo de
los diferentes organos y 1la integridad vascular [110]. Otros
autores han postulado que este SNP de la NOS3 podria lesionar
directamente la funcidén endotelial induciendo un dafio de 1la
microvasculatura[182]. Tampoco podemos excluir la posibilidad de

la existencia de un desequilibrio de sobrecruzamiento del SNP
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(E298D) de la NOS3 con otro SNP cercano desconocido hasta ahora
afectando la actividad de la NOS estimulada por las citoquinas
producidas en 1la sepsis como hemos visto antes. Este hecho
podria explicar el incremento de los niveles plasmaticos de NOx
observado en los portadores del SNP (E298D) de la NOS3. Ninguno
de los SNP estudiados aqui se asociaron con cambios en 1la
supervivencia de 1los pacientes sépticos, aunque s6lo hubo 7
muertes en el grupo de sépticos lo que es dificil sacar
conclusiones definitivas sobre asociaciones genéticas 'y

mortalidad.

Los portadores del alelo T variante del SNP (E298D) de la NOS3 y
del genotipo AG del SNP (exon 22) de La NOS2A eran
significativamente mas frecuentes en el grupo de sépticos que en
los controles de UCI no infectados. El1 efecto sumatorio
potencial de la combinacidén de los SNPs de NOS3 y de NOS2A en el
desarrollo de la sepsis no ha sido explorado hasta el momento,

y esta es una de las principales aportaciones de este trabajo.

La asociacién entre el SNP de la NOS3 (E298D) y sepsis ya ha
sido descrita [110,111]. En estos estudios se observdé una
asociacion de este SNP con el shock séptico, con la presencia de
disfunciéon de varios o6rganos y con infecciones por
microorganismos Gram negativos pero no con el desarrollo de 1la
sepsis en si mismo, como demostramos en nuestra Tesis. A

diferencia de 1los trabajos anteriores no observamos una
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correlacion entre ser portador del alelo variante T del SNP
(E298D) de la NOS3 y la presencia o desarrollo de shock séptico,
con el numero de o6rganos que fallaron, o con la puntuacidn de
APACHE II. Del mismo modo, no observamos ninguna asociacion
entre el alelo variante T de este SNP y la presencia de sepsis
por Gram negativos o Gram positivos. No detectamos en nuestros
pacientes asturianos, todos caucasianos, ningun portador del
genotipo salvaje GG del SNP (E298D) NOS3, asociado con niveles
séricos bajos de NOx, como tampoco se encontré entre sépticos

chinos, todos de la raza Han [110].

Este es el primer estudio que encuentra una asociacidn entre el
SNP (exon 22) de la NOS2A y sepsis. Ya ha sido publicada una
asociacién del SNP en el exén 16 (pero no en el exén 22) del
gen de NOS2A con el shock séptico en pacientes Chinos [104].
Este SNP (exon 22) de la NOS2A se ha asociado con el desarrollo
de patologia neuropsiquiatrica como la enfermedad de Parkinson y
con trastornos depresivos recurrentes pero hasta ahora nunca con
infecciones [183,184]. Hemos encontrado que el genotipo AG de
este SNP (exon 22) de la NOS2A era mas frecuente entre sépticos
en comparacion con pacientes de UCI no infectados. Una
hipotesis razonable para explicar esta asociacidon seria un
cambio en la expresién del gen de NOS2A por los neutréfilos de
sangre periférica en 1los pacientes sépticos portadores del
genotipo AG de este SNP. Sin embargo esta explicacidén no parece

valida puesto que no encontramos una asociacién del SNP (exon
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22) de la NOS2A con cambios en los niveles plasmaticos de NOx en
pacientes sépticos. Por tanto, esta asociacién entre el SNP
(exon 22) de la NOS2A y la presencia de sepsis necesita de mas

investigaciodn.

E1 NO es un mediador fundamental en la fisiopatologia del shock
séptico por un mecanismo dual. Por wuna parte el NO es un
mediador de la pérdida de tono vascular (vasoplejia)
caracteristica de una fase temprana e hiperdinamica de 1la
sepsis, y en segundo lugar contribuye a la depresidén miocardica
en la fase tardia de la sepsis. E1 NO juega también un papel
importante en la interaccidén entre plaquetas, leucocitos y el
endotelio vascular y es fundamental en la regulacidn del flujo
sanguineo local. E1 NO activa la adenilato ciclasa que permite
la formacién de GMPc, el cual disminuye el Ca** intracelular vy
produce la relajacion de las células de la musculatura lisa. El
NO es rapidamente convertido a nitrito que es oxidado a nitrato
por la hemoglobina en el interior de los eritrocitos [185-187].
El NO es dificil de cuantificar porque se produce en pequeinas
cantidades y tiene una vida media muy corta. Aun asi la medida
de nitratos y nitritos es util para cuantificar la actividad de
la NOS. La reaccion de Griess se utiliza hoy en dia
habitualmente para medir nitritos y nitratos, productos mas
estables en plasma que otros fluidos bioldgicos. En la reaccidn
de Griess los nitratos no sufren diazotizacidn con sulfanilamida

y deben ser reducidos cuantitativamente a nitritos para
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reaccionar con los reactivos de Griess [188-190]. Los nitratos
representan 17.6% del total de los niveles plasmaticos de
nitritos y nitratos (NOx) que mide la reaccién de Griess [191].
Aunque en niveles fisioldégicos los nitratos plasmaticos no son
vasodilatadores, niveles plasmaticos elevados podrian justificar
la alteracidén hemodindmica observada en la sepsis [192,193]. Por
otra parte los niveles plasmaticos de NOx de nuestros controles
no infectados (mediana 17 pM) fueron similares a los publicados
por otros autores [191]. Sin embargo los niveles plasmaticos de
NOx de nuestros pacientes sépticos fueron mds bajos (mediana
47.5 PM) que los publicados por otros [194,195]. Este hecho da
mas valor a nuestros resultados porque aun asi hemos podido
observar diferencias significativas en los niveles de NOx al

comparar sépticos y controles no infectados.

La importancia del papel de NOx en la patogénesis de la sepsis
fue confirmada en nuestra Tesis, asi como la presencia de una
asociacion fuerte entre los niveles plasmaticos de NOx y 1la
presencia de sepsis tanto en el andlisis wunivariante como
multivariante. Los niveles elevados de NOx en plasma se
asociaron con shock y menor supervivencia en 1los pacientes
sépticos pero no en los controles no infectados. En cuanto al
“time course” de NOx, aunque habia una clara tendencia hacia el
descenso de los niveles plasmaticos de NOx a lo largo del tiempo

en pacientes sépticos (pero no en controles) y un incremento de
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niveles plasmaticos de NOx en los pacientes que fallecieron en
comparacion con los que sobrevivieron, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas. El1 pequefo numero de pacientes
en los que pudimos disponer de mediciones secuenciales de NOx
plasmatico y, particularmente de pacientes que fallecieron,
fueron probablemente responsables de 1la ausencia de esta

significacion estadistica.

El reconocimiento de NO como un mediador importante de la sepsis
y del shock séptico ha sugerido la potencial inhibicidn
farmacolégica de la produccion de NO como wuna terapia
coadyuvante util en la sepsis. Algunos estudios apoyan esta idea
mostrando que ratones mutantes de la cepa C57BL6 (knockout, KO)
que carecen de 1los genes de NOS2 o NOS3 presentan alguna
proteccion contra el shock séptico al mejorar la disfuncidn
endotelial, incrementar la reactividad microvascular y disminuir
su mortalidad tras exponerlos a LPS [196-200]. Sin embargo otros
estudios han mostrado resultados opuestos pues ratones de la
cepa C57BL6 también KO para los mismos genes de NOS tenian una
supervivencia menor en la sepsis inducida [201]. Otro argumento
que explicaria la mayor supervivencia de los ratones de la cepa
C57BL6 del tipo salvaje, pero no en el modelo del ratén KO,
podria residir en un papel beneficioso del NO como regulador
critico negativo de la via de estabilizacién del inflamasoma
NLRP3 de 1la mitocondria [202]. Intentos previos de frenar 1la

produccién de NO con inhibidores especificos no-isomorfos tales
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como la metilarginina o L-NMMA, nitroarginina o L-NNA y el
clorhidrato de NG-metil-L-arginina o 546C88, fueron inicialmente
muy prometedores en el tratamiento del shock séptico en humanos,
pero en estudios multicéntricos posteriores el uso del 546C88 en
los paciente sépticos, se vio un incremento en la mortalidad
[203,204]. Con inhibidores selectivos de NOS1 y NOS2
administrados en determinados momentos tras 1la induccidn de
sepsis en modelos animales se han obtenido resultados mas
alentadores y quizds esta via podria llegar a ser una terapia

util para la sepsis en el futuro [205-206].

En resumen, el SNPs (E298D) de la NOS3 y el (exén 22) de la
NOS2A individualmente y en combinacidén, se asocian con sepsis
grave. Ademas, los niveles plasmaticos de NOx se asocian con la
presencia de shock séptico y con la mortalidad debida a 1la

sepsis.

Para concluir, en lo que respecta a las bondades y limitaciones

de nuestro estudio cabe destacar que:

e Nuestra cohorte, esta integrada por 90 pacientes sépticos 1los
cuales bien presentaron hemocultivos positivos, bien la fuente

de la infeccidén se demostré microbiolégicamente.
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e La poblacién control la conformaron 91 pacientes ingresados en
UCI que no presentaban un proceso infeccioso, en lugar de

individuos sanos, algo que raramente se ve en otros estudios.

e E1 tamano de la muestra, relativamente pequeiio, aunque en lo que
respecta alas MMPs, es 1la tercera en tamafo, pero la dunica

procedente de un unico hospital.

e La baja mortalidad de 1la cohorte séptica con una media de 3
fallos organicos puede ser debida a unos criterios de inclusidn
estrictos. Excluimos pacientes inmunocomprometidos, con cancer,
infeccién por  VIH, trasplantados u otras causas de
inmunodeficiencias, con una expectativa de vida mas corta debido
a su patologia de base que, en la mayoria de las series previas
si fueron incluidos o bien no se especifica. Nuestros criterios
de inclusién tan restrictivos, asimismo, han limitado el tamano

de la muestra.

e Especificamos el momento en que se toman las muestras para medir
niveles plasmaticos y, en un subgrupo de pacientes, realizamos
mediciones a lo largo del tiempo de niveles de citoquinas, MMPs

y NOx.

e La poblacién estudiada fue dUnicamente caucasiana. Se necesitan
estudios multiétnicos de pacientes sépticos para confirmar estos

hallazgos y extrapolarlos a otras poblaciones.
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CONCLUSIONES

A) Con respecto a las citoquinas y a sus polimorfismos (SNPs)
observamos que:

1. Los portadores del alelo variante A del SNP (-238 G/A) del
TNF-a fueron significativamente menos frecuentes entre los
pacientes con sepsis que entre los controles no infectados.

2. Los niveles plasmaticos al ingreso en UCI de IL-6, IL-8, IL-
10, TNF-a y de MCP-1 estaban significativamente mds elevados, y
la expresion de los genes de AP-1 y NF-PB de los neutrdéfilos de
sangre periférica significativamente mas descendida, en los
pacientes con sepsis que en los controles no infectados.

3. El1 diagndstico de sepsis se asocié de forma independiente a
la ausencia del alelo variante A del SNP (-2398 G/A) del TNF-a,
lo que sugiere un papel protector de este SNP frente al
desarrollo de sepsis. Asimismo se asocié de forma independiente
a niveles basales elevados de IL-8 plasmatica, de fibrindgeno,
de neutroéfilos de sangre periférica y, a niveles mds bajos del
complejo protrombinico, y a la presencia de fallo hemodinamico
4. La mortalidad se asocid de forma independiente a niveles
plasmaticos mas elevados de IL-8, lo que apunta a un papel
predictor de esta «citoquina sobre el prondéstico de los
pacientes. También se asocié a puntuaciones mas elevadas del

APACHE II y a la presencia de sepsis.

B) Con respecto a las MMPs y a sus SNPs, observamos que :

1. Los homozigotos AA y los portadores del alelo A del SNP (-77
A/G) de la MMP-13 fueron significativamente mas frecuentes entre
los pacientes con sepsis que entre los controles no infectados.
2. Los portadores del genotipo heterozigoto 1G2G del SNP (-1607
1G/2G) de la MMP-1 fueron significativamente menos frecuentes
entre los pacientes con sepsis que entre los controles no

infectados
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3. Los niveles plasmaticos de MMP-3, -8, -10 and TIMP-2 fueron
mas altos, y los de MMP-9 mas bajos, en los pacientes con sepsis
que en los controles no infectados.

4. No observamos diferencias significativas en los niveles
plasmaticos de las diferentes MMPs entre los portadores de los
diferentes genotipos de los SNPs de MMP-1 y MMP-13.

5. E1 diagndstico de sepsis se asocid de forma independiente a
niveles plasmaticos mayores de MMP-8 y menores de MMP-9, una

asociacion no descrita hasta ahora en la literatura.

C) Con respecto al NOx y a los SNPs de NOS observamos que :

1. Los homozigotos TT y los portadores del alelo T del SNP
(E298D) de la NOS3 y los portadores del genotipo AG del SNP
(exon 22) de la NOS2A fueron significativamente mas frecuentes
entre los pacientes con sepsis que entre los controles no
infectados.

2. Los niveles plasmaticos al ingreso en UCI de NOx estaban
significativamente mds elevados en 1los pacientes con sepsis,
especialmente en los que tenian fallo hemodinamico o
fallecieron.

3. Los niveles plasmaticos basales de NOx estaban
significativamente mds elevados en los portadores del alelo T
del SNP (E298D) de la NOS3 que en los portadores del genotipo GG
del mismo SNP.

4. El1 diagndstico de sepsis se asocié de forma independiente a
la presencia de los SNPs (E298D) de la NOS3 y (exdén 22) de la
NOS2A, una asociaciodn no descrita hasta ahora Asimismo se asocid
a valores elevados de NOx plasmatico, de neutréfilos de sangre
periférica y de fibrindégeno, y a niveles mas bajos del complejo
protrombinico.

5. la mortalidad global se asocié de forma independiente a una
puntuacién mas elevada del APACHE II. Los niveles plasmaticos de

NOx fueron significativamente mas elevados en los pacientes que
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fallecieron, pero solo en 1los pacientes sépticos, sin que
existiera diferencias en los controles.

6. Los niveles plasmaticos basales de NOx se asociaron
independientemente a la presencia de sepsis, de fallo
hemodinamico, a niveles de neutroéfilos circulantes mas bajos y a

puntuaciones del APACHE II mas elevadas.
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Mnmx meta]lopmt:ases (MMPs) and their ti: inhibi (TIMPs), modulated by different single

VA.

polymorphisms (SNPs), are critical in sepsis development. Ninety ICU severely septicand 91 ICU
infected were ively studied. MMP-1 (—1607 1G/2G), MMP-3 (—1612 5A/6A), MMP-8

com)

(—799C/T), MMP-9 (—1562 OT), and MMP-13 (—77A/G) SNPs were genotyped. Plasma MMPs (-1, -2, -3,
-8,-9,-10,-13) and TIMPs (-1,-2,-4) were measured. AA homozygotes and A allele carriers of MMP-13(—77
A/G) and 1G2G carriers of the MMP-1 (—1607 1G/2G) SNPs freq were d b septicand
uninfected patients (p < 0.05), as well as plasma MMP-3, -8, -9 -10 and TIMP-2 levels (p < 0.04). No
differences in MMPs levels among MMP-13 or MMP-1 SNPs genotypes carriers were observed. The area
under the ROC curve for MMP-8 in the diagnosis of sepsis was 0.87 (95% CI 0.82-0.92), and that of CRP was
0.98 (0.94-0.998), whereas the area of MMP-9 in the detection of non-septic state was 0.73 (0.65-0.80), p <
0.0001 for all curves. Sepsis associated with increased MMP-8 and decreased MMP-9 levels in multivariate
analysis (p < 0.0002). We report for the first time an association between MMP-13 and MMP-1 SNPs and
sepsis. An independent association of MMP-8 and MMP-9 levels with sepsis was also observed.

care and antibiotic treatments the mortality of sepsis still remains high, ranging from 20% to 30% in septic

shock'?, The role of the i system in the pathophysiology of septic shock (cytokines, neutrophils,
monocytes, macrophages) has been well documented but little is known regarding the role of llular matrix
metalloproteases (MMPs)**,

MMPS are a family of zinc-d d ! that share ami id structural domains and
substrates and can degmdz the extracellular matrix (ECM) proteins. Their actmty depends on activation of
MMPs gens and is infl d by tissue inhibi (TIMPs). MMPs are involved in the response to tissue
injury and infl ion and are stimulated by cytokines. MMPs activity is increased in inflammatory diseases,
acute respiratory distress syndrome (ARDS) and in response to endotoxin injection. Some MMPs, such as MMP-
8 and -9, are stored in neutrophils granules and are liberated by endotoxin. MMPs release membrane-bound
cytokines such as TNF-o.. MMPs cleavage of ECM collagen present in membranes basement might help neu-
trophils crossing blood and lymph circulation into sites of infection®®. There is a large and ever increasing famlly
of mammalian MMPs that are broadly divided in different subfamilies ding to their sub
Gelatinases (MMP-2 and -9) have been related to sepsis so far although less attention has been paid to collage-
nases (MMP-1, - 13) and stromelysins (MMP-3, -10). This is important considering the central role played by
MMP-3 and especially MMP-13 in the MMPs activation cascade’. Previous studies have found increased serum
Ievels of most of the MMPs and TIMPs in sepsis although results are far from clear***. Only three studies centered
on the time course of MMPs and TIMPs so far, two of them only tangentially'>"'*. Different polymorphisms
(SNPs) of MMPs and TIMPs have been described. Some of them such as the MMP-3 (-1612 5A/6A), MMP-9(-
1562 C/T) and MMP-13 (-77 A/G) are located in the MMPs genes promoter region and induce changes in MMPs

S eptic shock is the most common cause of death in the Intensive Care Units (ICU). Despite modern intensive
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genes mRNA and protein expression'. These functional MMPs
SNPs are associated mostly with cardiovascular disease susceptibil-
ity, but also with cancer, rheumatic diseases and other conditions,
such as end; iosis'®?. To our knowledge, only two papers on
MMPs SNPs and infection have been published, one reporting an
association of a MMP9 SNP with periodontitis susceptibility** and a
second, from our group, of a MMP1 SNP with bacterial osteomyel-
itis?®. Very recently an association between a TIMPI SNP and sepsis
mortality has been published””.

The aims of this study were: 1. to investigate the baseline and time
course plasma levels of MMPs and TIMPs in ICU septic and unin-
fected patients; 2. to investigate whether MMPs SNPs might associate
with susceptibility to sepsis or influence the sepsis outcome, with/out
associated changes in plasma MMPs and TIMPs levels. In order to
answer these questions, plasma levels of different MMPs and TIMPs
were measured and different SNPs of MMPs were genotyped in
septic and uninfected control patients. The time course of MMPs
and TIMPs at days 1, 3 and 7 of ICU admission i in a sungoup of
septic patients and uninf Is was also

Methods
Patients. Ninety ICU patients with severe sepsis admitted to the ICU of the Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA) in Oviedo, Spain, between May 2007 and
August 2010 were enrolled in the study. Patients were enrolled as septic if fulfilled the
diagnosis of severe sepsis according to the 1992 International Sepsis Definitions
Conference Criteria modified in 2003***. In addition, all septic patients had positive
blood cultures or a microbiologically-demonstrated source of bacterial infection at
ICU admission. All infections were community-acquired. Patients with cancer, HIV
infection, transplantation or other causes of immunodepression were excluded.
Ninety one uninfected patients admitted to the ICU for other non-infective diseases,
mostly severe trauma and brain strokes, were used as controls. If a control patient
developed an ICU infection during the follow-up was excluded from the control
group. APACHE Il scores and number of organ failures were calculated in septic
pmcms and uninfected wntrols. Pm:ms and controls were members of a
aucasian p idents of the same region (Asturias,
Northern Spain) that has a small foreign immigrant population (less than 5%). Each
participant or their legal representatives gave informed consent for the study, which
was approved by the Ethics Committee of the HUCA. Organ dysfunction failures
were defined according to Marshall®, Treatment of organ failures, volume
rzsuscnauen, and supportive thmpy for sepsis were based on currently applied
 Fluid loids and colloids, carly broad spectrum
anublou: treatment (mml cummonly broad spectrum B-lactamics such as
orp with or without aminoglycosides),
with or without d ine in case of h ic shock, infusion
of iv msu!m for glucose level oontroL furosemide wilh hemoﬂ.lmuon in ol(gurla or
anuria, stress ulcer

it Mm'phme and propofol were usod l'or
ana]gala and sedauon dnrlng mechanical ventilation at appropriate doses. None of
the patients received drotrecogin alfa.

Methods. All the experiments described here were performed in accordance with the
regulations issued by the Ethics Committee of the HUCA.

Plasma MMPs and TIMPs. Ten ml of blood were drawn by venipuncture in EDTA-
containing tubes within the first 24 hours of ICU admission in all the individuals, and
ina subgroup of 14 sepsis patients and 18 controls samples were also obtained at days
1,3and 7 of ICU stay. Tubes were centrifuged for 5 minutes at 1,800 gand serum was
removed and frozen at —80°C until use. Plasma levels of MMPs-1, -2, -3, -8, - 9, -10
and -13 and TIMP -1, -2, and -4 were measured using the Quantibody™ Human
MMP Array 1 from Raybiotech (Raybiotech, Parkway Lane, Norcross, GA, USA)
according to the manufacturer’s instructions™.

MMPs SNPs genotyping. DNA was obtained from peripheral blood cells and stored
at —20°C before use. Th ing SNPs of MMPs were PCR: MMP-1
(—1607 1G/2G, 1 11292517), MMP-3 (~ 1612 5A/64, rs35068180), MMP-8 (—799
CIT, rs 11225395), MMP-9 (— 1562 C/T, rs 34016235), and MMP-13 (—77 A/G, ts
2252070). Oligonucleotide primer sequences, PCR conditions and restriction

allele and genotype frequencies and the clinical characteristics between the groups.
Fisher’ exact test and the Yates correction were used when indicated. Odds ratios
(OR’s) and their 95% confidence intervals (CI) were also calculated. Variables with a
normal distribution were compared by the Student t test, while those without a
normal d by the Mann-Whitney test. A repeated measures
general linear model procedure was carried out to evaluate the course of MMPs and
TIMPs over time. Rec:lver opcnm'lg characteristic (ROC) curves were used lo

evaluate the di d variables. A logisti
th

regression analysis was also done to assess the factors independently associated
sepsis and death. The statistical analysis was performed with the SPSS Statistical
Software (version 15.0, Chicago, USA) and GraphPad Prism Software (version 5.0,
San Diego, CA, USA). All the reported p values are two-sided. A p-value < 0.05 was
considered as statistically significant.

Results

Patients clinical and lab i and

Septic and uninfected ICU pat.lems were matched in age and sex.
There were no differences regarding the APACHE Il score. A total of
21 individuals died (11.6%). Although more uninfected controls died
there were not statistically significant differences compared to the
septic patients. As expected, the number of organ failures has
significantly higher in septic patients. Positive blood cultures were
observed in 75 (83.3%) of septic patients, 40 (53.3%) of them grew
Gram negative bacteria, mostly Escherichia coli (18, 24%) and 35
(46.7%) grew Gram positive bacteria, mostly Streptococcus
pneumoniae (16, 21.3%). The main sources of infection were
urinary, intra-abdominal and i y. The uninfected control
group was composed of ICU patients admitted mainly because of
politrauma and neurological problems.

Table 1 shows the demographic and clinical characteristics of both
groups, and Table 2 the laboratory results. We observed significantly
higher levels of neutrophils, CRP and plasma MMP-3, -8, -10, and
TIMP-2 and lower concentrations of MMP-9 in septic patients com-
pared to uninfected controls at day 1 of ICU admission. MMP-8
correlated positively (r = 0.39, p < 0.0001) and MMP-9 negatively
(r = —0.29, p = 0.003) with CRP levels. The remaining MMPs and
TIMPs did not show any significant correlation with CRP (p = 0.07
to p = 0.9). Plasma levels of MMP-2 and MMP-13 were significantly
increased in septic survivors compared to non-survivors (Table 3).

h

MMPs SNPs. Table 4 shows the genotypic and allelic frequencies in
septic and control patients. Of all the MMPs SNPs studied we only
found that the AA genotype of the MMP-13 (—77 A/G) SNP was
significantly more frequent and the 1G2G genotype of the MMP-
1(—1607 1G/2G) less frequent in septic patients compared to
uninfected ICU controls, The A allele of the MMP-13 SNP was
also significantly more frequent in septic patients compared to
uninfected controls. No differences in plasma MMPs levels in
carriers of the different genotypes of the MMP-13 (=77 A/G) and
of the MMP-1(— 1607 1G/2G) SNPs were observed (data not shown).
Septic carriers of the MMP-3(—1612 5A/6A) genotype had
significantly higher plasma levels of MMP 3 compared to those
with the 5A5A genotype and to uni Is (Figure 1).

Due to the ralahvely small number of non-survivors in the sepsis
group (7 patients) it is difficult to draw definitive conclusions regard-
ing the MMPs SNPs studied and mortality. No associations with the
APACHE II score or the number of organ failures were observed for
any of the MMPs SNPs studied.

Logistic regression analysis. Variables with a p value < 0.1 in the

enzymes used for genotyping and sequencing the different matrix
(MMPs) polymorphisms studicd are described elsewhere'“24%,

Other laboratory analysis. A complete hemogram, coagulation, general
biochemistry, and C-reactive protein (CRP) levels were obtained from patients and
controls at day 1 of ICU admission.

It d

Statistics. R edian and inter-quartile range (IQR), mean and
range or proportions as appropmte Spearman’s rho was used to assess the

correlations among continuous variables. The Pearson ¥ test was used to compare

univariate were used for the logistic regression analysm
Sepsis was i iated with the followi bles at
the first day of ICU admxsslon higher MMP-8 concentrations (OR
[95%CT] 1.107 [1.058-1.158], p < 0.0001), fibrinogen levels (1.010
[1.005-1.015, p = 0.0001), neutrophils counts (1.116 [1.014-1.228],
p = 0.02), and number of organ failures (2.174 [1.117-4.229], p =
0.02), and lower concentrations of MMP-9 (0.995 [0.992-0.998], p =
0.0001).

d d
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Table 1 | Overall demographic and clinical <t istics of septic and uninfected ICU patients
Septic (n = 90) Uninfected Controls (n = 91) p-value

Age 58.5 (450—73.0] 64.0 (50-0—71 .0} 0.9
Gender (male/female) 50/4 1/30 0.1
APACHE Il 17.0 (12. 0—23 0) 16.0 (9 0-22.0) 0.2
Mortality (%) 7(7.8) 14(15.4) 01
Number of organ failures 3.0(2.0-4.0 2.0(1.0-2.0) <0.0001
Source of infecfion
Genito-urinary (%) 26(28.9)
Intra-abdominal (%) 22 (24.4)
Lung (%) 16(17.8) -
CNS (%) 12(13.3) -
Skin-soft tissue (%) 8(8.9)
Endocardifis (%) 5(5.6)
Other location (%) 1(1.1)
Non-septic diagnosis
Polytrauma (%) 2 40 (44.0)
Cerebro-vascular attack (%) - 46 (50.5)
Other diagnosis (%) - 5(5.5)
Resolts oro exprassed os median (IGR).

Survival in septic patients was ind dent} d with conc for MMP-1 (p = 0.02) and MMP-9

lower plasma levels of MMP-2 (OR [BS%CI] 0.456 [0.252-0.824],
p = 0.009) and higher prothrombin activity (1.107 [1.018-1.204], p
= 0.018) in the multivariate regression analysis.

ROC curves. The area under the ROC curve for MMP-8 in the
diagnosis of sepsis was 0.87 (95% CI 0.82-0.92), p < 0.0001. The
most discriminant value was 30.5 ng/mL (sensitivity 80.0%,
specificity 84.6%). The area for MMP-9 in the detection of non-
septic state was 0.73 (95% CI 0.65-0.80), p < 0.0001, being the
most discriminant cut-off level 567.1 ng/mL (sensitivity 68.1%,
specificity 70.0%). Regarding CRP, the area under the ROC curve
in the diagnosis of sepsis was 0.98 (95% CI 0.94-0.998), p < 0.0001,
better than those of the MMPs and TIMPs. The most discriminant
value of CRP was 8.0 ng/mL (sensitivity 89.0%, specificity 92.3%).

Plasma MMPs and TIMPs time course. The course of MMPs y
TIMPs over time were evaluated in a subgroup of 14 sepsis and 18

= 001) On the contrary, there were no statistically significant
differences over time for any MMP or TIMP in the control group
(Fig. 2, A-F).

The slopes of the MMPs and TIMPs curves over time were signifi-
cantly different between septic and uninfected control patients only
for MMP-3 (overall p = 0.045; days 1-3 p = 0.6; days 3-7 p = 0.04),
MMP-8 (overall p = 0.002; days 1-3 p = 0.047; days 3-7 p = 0.03),
MMP-9 (overall p = 0.003; days 1-3 p = 0.5;days 3-7 p = 0.001) and
MMP-10 (overall p = 0.0004; days 1-3 p = 0.005; days 3-7 p = 0.04).

Discussion

We report here for the first time an association between the MMP-13

(—77 A/G) and the MMP-1 (—1607 1G/2G) SNPs and sepsis. The

MMP-13 SNP association with sepsis we report might not be sur-

prising considering the central role of MMP-13 in the MMPs activa-

tion cascade and the involvement of MMPs in inflammation and
to endotoxin’. However the mechanism by which carriers

uninfected control patients, who underwent atday 1,
3 and 7 of ICU admission. Considering the three detenmnauons of
each septic patient all her, we found p ly decreasing
levels over time for MMP-3 (p = 0. 02) MMP-8 (p 0.015),

of the AA genotype and the A allele of this MMP-13 SNP develop
more easily sepsis is not well understood. We could not find an
association between changes of plasma MMP-13 levels and the dif-

MMP-10 (p = 0.0001) and TIMP-4 (0.016), and progressively ferent genotypes of the MMP-13 SNP. However, the expression of
Table 2 | Laboratory results of septic and uninfected control patients at day 1 of ICU admission

Septic {median, IQR) Uninfected (median, IQR) p-value
Number 90 21
Neutrophils (x10°/ml) 12.8 (7.5-19.5) 9.6(5.8-14.5) 0.002
CRP (mg/ml) 26.0(17.6-36.2) 1.0(0.3-3.1) <0.0001
Fibrinogen (mg/dL) 692.0 (576.5-847 .8) 433 (322.8-556.39) <0.0001
Pmbhrombm complex fuc)ors rate (%) 59.5 (49-74) 83 (72-92] <0.0001

i partial b fime is) 28.9 (17-8-35.4) 26.1(21.38-29) 0.02

MMPs/TIMPs (ng/ml.)

25.6 (15.5-57.6) 27.8 (14.5-56.1) 0.5
MMP-2 1.0(0.5-1.0) 0.6 (0.4-1.1) 0.1
MMP3 19.8(12.1-47.2) 12.4 (6.6-23.9) <0.0001
MMP-8 48.0 (33.7-73.0) 16.5(10.1-35.7) <0.0001
MMP9 394.3 (198.8-618.7) 592.4 (376.6-766.9) <0.0001
MMP-10 50.9 (27.8-160.4) 23.2(10.4-47.7) <0.0001
MMP-13 0.1 (0.07-0.3) 0.08 (0.04-0.2) 0.2
TIMP-1 253.1 (230.6-304.6) 259.3 (218.0-303.6) 0.9
TIMP-2 101.7 (70.3-124.7) 87.2(58.8-119.1) 0.045
TIMP-4 37(2.1-6.9) 2.8(1.8-5.5) 0.07
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Table 3 | Laboratory characteristics of surviving and non-surviving ICU septic pafients
Non-survivors (median, IQR) Survivors (median, IQR) p-value

Number 7(7.8) 83(92.2)

Neutrophils (x10°/ml) 7.5(43.1-16.4) 13.5(7.7-19.6) 0.1
CRP (mg/ml) 25.1 (9.3-28.6) 26.6(17.9-37.1) 0.5
Fibrinogen (mg/dl) 506.5 (267. 3«738 0 703 (585.5-870) 0.026
wthrombm complex factors rate t%) 36 (26-5 60 (50.3-74.8) 0.004
A partial frombopl (seconds) PoPIIT 4 28.8(17.7-35.3) 09
MMPs/TIMPs {ng/ml)

MMP-1 54.7 (34.1-85.1) 24.7 (14.8-50.9) 0.051
MMP-2 5.4(1.3-6.8) 0.8 (0.5-1.8) 0.001
MMP-3 45.2 (29.7-65.4) 19.0(11.9-45.6) 0.1
MMP-8 55.2 (30.6-96.7) 47.7 (33.9-71.3) 0.4
MMP-9 164.0 (121.9-484.0) 399.1(212.1-629.6) 0.1
MMP-10 96.6 (46.1-172.1) 49.5 (26.9-156.3) 0.3
MMP-13 0.4 (0.1-0.6) 0.1(0.07-0.2) 0.04
TIMP-1 235.4(188.2-323.7) 256.6 (230.7-304.1) 0.4
TIMP-2 106.9 (70.5-180.1) 99.8 (69.9-124.1) 0.6
TIMP-4 4.0(3.1-25.4) 3.6 (2.0-6.6) 0.2

MMP-13 might be increased in collagen and other human stromal cells
in carriers of the MMP-13 SNP, a fact that invites further research and
that we could not analyze because tissue biopsies were not obtained in
our study. On the other hand increased expression of MMP-13 due to
the MMP-13 SNP might contribute to changes in the expression and
plasma levels of other MMPs intimately bound to MMP-13 in the
MMPs activation cascade such as MMP-2 (increased in plasma of
non-surviving septic patients in our study) and MMP-9 (decreased
in plasma of septic patients in our study). The association of the
MMP-1 (1607 1G/2G) SNP and sepsis might be due to linkage dis-
equilibrium with the MMP-13 SNP because the MMP-13 and MMP-1
genes are both located in the same cluster of the chromosome 11q22-23
along with the MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-10, MMP-12, and

MMP-20 genes. A common evolutionary ancestry for the MMPs genes
located on chromosome 11q has been suggested”. Borghese et al have
confirmed the linkage disequilibrium between the MMP-13 and MMP-
1 SNPs in a large multi-ethnic genetic study. In addition they reported
allelic frequencies of the MMP-1, MMP-3 and MMP-13 SNPs in
healthy French Caucasians women similar to those observed in the
ICU uninfected controls in our study™.

The association of MMPs SNPs and infection was been rarely
explored so far. We have previously reported an association of the
MMP-1 (-1607 1G/2G, rs 11292517) SNP with bacterial osteomyelitis
due to an increased bone expression and plasma levels of MMP-1 in
carriers of 2G2G genotype of the MMP-1 SNP*. Pan et al also
reported an association of chronic periodontitis with the carriage

Table 4 | Genotypic and allelic freq of different MMPs SNIPs in ICU septic patients and uninfected controls
e Genolypic frequencies Allelic frequencies
Septic n (%) Controls n (%) p value Allele Septic n (%) Controls n (%)  p value
MMP-13 (-77A/G) AA 54 (60.0)° 39 (42.9) 0.03 A 144 (80.0)° 129 (70.9) 0.044
AG 36 (40.0) 51 {56.0) G 36 (20.0) 53 (29.1)
GG 0(0.0) 10.1)
n 90 1
MMP-1 (1607 1G/2G) IGIG  31(348)  25(27.5) 0013 16 88 (49.4) 94(51.6) 07
162G 26(292)  44(483) 26 90 (50.6) 88 (48.4)
2626 32(36.0) 22 (24.2)
n 89 91
MMP-3(-1612 5A/6A) SA5A  29(32.2) 26 (28.6) 03 5A 94 (52.2) 99(544) 07
SAGA  36(400)  47(51.6) 6A 86 (47.8) 83 (45.6)
SAGA  25(27.8) 18(19.8)
n 90 21
MMP-8 (-799C/T) cc 201(23.3) 23 (25.8) 0.5 C 84 (48.8) 96 (53.9) 0.3
a 44(511)  50(56.2) T 88(51.2) 82 (46.1)
m 22 (25.6) 16 (18.0)
n 86 89
MMP-9 (-1562 C/T) CC 72 (80.0) 69 (76.7) 0.6 C 162 (90.0) 159 (88.3) 0.6
cr 18 (20.0) 21(233) T 18(10.0) 21(117)
™ 0(0.0) 0(0.0)
n 90 9N
g = 4,66, OR [95%C]) ~ 2.0 (1.05-3.78) comparing the AA genolypic froquencies between septic and control potients.
52! = 358, OR[PSWC) ~ 164 [0.98-275) comporin he A i roguencie bhvemn s cnd i
2 = 6.15, OR [95%Cl) = 0.4 (0.23 2 between sepic and control
| 4:5002 | DOI: 10.1038/5rep05002 4
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Figure 1 | Plasma levels of MMP-3 at ICU admission in septic and
5A/6A) SNP. Bars represent median and IQR values in ng/mL.

of the TT genotype of the MMP-9 (-1562 C/T, rs 34016235) SNP
among Chinese individuals®.

The 6A6A genotype of the MMP-3(-1612 5A/6A) SNP has been
previously associated with a lower gene expression of the MMP-3 gen
and lower MMP-3 plasma levels compared to those carriers of the
5A5A genotype'*"”. However other studies have reported that car-
riers of the 6A6A genotype of this MMP-3 SNP had higher plasma
MMP-3 levels**>, Our results were similar to the latter studies
although only in septic patients but not in the uninfected controls,
which is intriguing and needs further exploration. The MMP-3 SNP
has been associated with different forms of cardiovascular disease,
including severe coronary disease and myocardial infarction but not
with sepsis or infection'®****,
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‘We also observed, as other authors did, increased plasma levels of
most of the MMPs, except MMP-9, and TIMP-2 in septic patients
but not in the uninfected controls. CRP plasma levels correlated
positively with those of MMP-8 and negatively with those of
MMP-9. Plasma MMP-9 levels were lower in septic patients com-
pared to those of the controls, a fact to consider because decreased
plasma MMP-9 levels were associated with sepsis in the multivariate
logistic regression in our study. The implication of gelatinases
(MMP-2 and MMP-9), both secreted by the circulating neutrophils,
in sepsis pathophysiology is well d d*1*-'*, We bring for-
ward now the potential role of collagenases (MMP-13 and MMP-1)
and perhaps stromelysins (MMP-3) in sepsis, an interesting finding
because these MMPs are neither expressed in neutrophils nor

2o
ia
8 s g+
E.
X 1 3 7
KCUdsys

W Seste ports
3 Ut corteis

Plasma TMP- 4 lavels (ngini)

SHER
HIlH

ICU days

F

Figure 2 | Time course plasma levels of MMP-1 (A), -3 (B), -8 (C), -9 (D), -10 (E) and TIMP-4 (F) at days 1, 3 and 7 of ICU admission. Boxes and

whiskers represent mean and range values in ng/mL.
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released from hil les after as
MMP-8 and MMP-9 do®. The association of MMP-1 with sepsis
has been recently reported. Tressel et al observed that MMP-1
appeared just a few hours after sepsis in human septic patients and
in a murine model. In addition a MMP-1 inhibitor blocked experi-
mentally-induced sepsis in the same animals*. MMP-1 is expressed
by unstressed endothelial cells and secreted by these cells in sepsis.
This fact leads to protease-activated receptor 1 (PARI1) activation,
vascular permeability, clotting abnormalities and production of cyto-
kines and prostaglandins®.

Regarding the MMPs and TIMPs time course it is important to
keep in mind that MMP-1, and MMP-9 plasma levels in septic
patients peaked at day 7 of ICU stay from admission levels in our
study. On the contrary MMP-3, MMP-8, MMP-10 and TIMP-4 had
their nadir serum levels at day 7 of ICU stay. This might be one of the
reasons of the disparity in plasma MMPs levels data in our study
compared to previous reports in which blood was mostly drawn only
within the day 1 or at random during the ICU stay. We could not find
differences between TIMP-1 plasma levels of ICU septic and unin-
fected patients or among non-surviving and surviving septic patients.
TIMP-1 has been proposed as a useful laboratory marker to predict
the clinical outcome of septic patients'®"!. Furthermore, carriers of
the T allele in the TIMP-1 (372 T/C) SNP (rs4898) showed higher
serum TIMP-1 levels and lower survival rate among septic patients in
one study””. The low death rate among septic patients in our cohort
(7.8%) has limited the statistical significance of TIMP-1 and the rest
of data analyzed. The low mortality rate in this septic cohort of ICU
patients with a mean of 3 organ failures might be due to the very
restrictive inclusion criteria we used in our study excluding patients
with cancer, HIV infection, transplantation or other causes of immu-
nodepression, patients normally included in previous ICU sepsis
series. This restrictive inclusion criteria has also limited greatly the

mortality is our only Caucasian population. More research in
multi-ethnic larger populations of septic patients is needed to con-
firm our findings.

In conclusion, we report for the first time an association between
the MMP-13 and the MMP-1 SNPs and sepsis, as well as an inde-
pendent association of plasma MMP-8 and MMP-9 levels with sep-
sis. The role of MMPs and their SNPs in sepsis development needs
further research.
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ART ECLEES ENEO ABSTRACT

Article history: Introduction: Nitric oxide (NO) influences susceptibility to infection and hemodynamic failure (HF) in
Received 21 April 2014 sepsis. NOS3 and NOS2 SNPs might modify plasma nitrite/nitrate (NOx) levels, sepsis development, he-
Revised 24 july 2014 modynamics and survival.

Available online 16 September 2014 Methods: 90 severely septic and 91 non-infected ICU patients were prospectively studied. NOS3 (E298D),

NOS3 (-786 T/C), NOS3 (27 bp-VNTR), and NOS2A (exon 22) SNPs and plasma NOx levels were assessed.

Keywords: Results: 21 patients (11.6%) died, 7 with sepsis. TT homozygotes and T allele carriers of NOS3 (E298D)
::::: x::: synthase and AG carriers of the NOS2A (exon 22) SNPs were more frequent among sept_ic cgmpared to non-
Polymorphisms infected ICU patients (p < 0.05). Plasma NOx was higher in septic, in septic with

Sepsis failure (HF) or fatal outcome (p < 0.006). Plasma NOx was higher in carriers of the T allele of the NOS3
Hemodynamic failure (E298D) SNP (p = 0.006). Sepsis independently associated with HF, increased NOx, peripheral neutro-
Survival phils, and fibrinogen levels, decreased prothrombin and the presence of the NOS3 (E298D) and NOS2A

(exon 22) SNPs. A low APACHE I score was the only variable associated with sepsis survival. NOx was
independently associated with sepsis, HF, decreased neutrophils and higher APACHE.
Conclusions: NOS3 (E298D) and NOS2A (exon 22) SNPs, individually and in combination, and plasma NOx,
associated with sepsis development. NOx associated with HF and fatal outcome.

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction is encoded by the NOS3 gene. Under non-pathological condi-
tions NOS1 and NOS3 release small amounts of NO to maintain
adequate tissue flow. In contrast, cytokine-induced NOS2

an order of de more NO in response

Septic shock is the most common cause of death in the inten-
sive care units (ICU). Despite modern intensive care including broad

spectrum antibiotics mortality still remains high, ranging from 20%
to 30% in septic shock [1.2].

Nitric oxide (NO) plays a critical role in the pathogenesis of sepsis,
not only in regulating vascular tone and permeability, but also by
its antimicrobial effect. NO induces peripheral vascular failure leading
to several sepsis complications, such as organ dysfunction and septic
shock. Three different nitric oxide synthase (NOS) isoforms cata-
lyze the synthesis of NO from L-arginine; inducible NOS (iNOS or
NOS2) is encoded by the NOS2A gene, neuronal NOS (nNOS or NOS1)
is encoded by the NOS1 gene, and endothelial NOS (eNOs or NOS3)

* Corresponding author. Infectious Diseases Unit, Hospital Universitario Central
de Asturias, Avenida de Roma s/n, 33011 Oviedo, Spain. Fax: (+34)985109804.
E-mail address: vasensia@gmail.com (V. Asensi).
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to both tissue damage and infection [3-5]. Therefore NOS2 plays a
key role in sepsis-induced hemodynamic changes and resultant
hypotension.

NOS2A is located on chromosome 17q11.2-q12. NOS2A SNPs
mapped to the promoter region and to exon 16 have been re-
ported to influence the enzymatic function of NOS2 and the
production of NO [5]. Some NOS3 SNPs, such as the (-786T/C, rs
2070744), found in the promoter area of the NOS3 gene, or the E298D
(also known as Glu298Asp, or G894T, rs 1799983) located in the exon
7 [6-10] have been associated with changes in the NOS3 activity
and sometimes lower basal plasma nitrite/nitrate (NOx) levels. In
contrast other NOS3 SNPs have been associated with higher basal
plasma NOx levels, as found in the 44 variant carriers of the 27-
bp variable number tandem repeats (VNTR) located in intron 4
(27bp-VNTR) [11,12].



80 G. Martin et al/Nitric Oxide 42 (2014) 79-86

NOS2A gene is related to inflammatory diseases [13]. NOS2A SNPs
have been associated with predisposition to or protection against
infections in murine models [14] and in humans [5,14-16]. Thus,
a (CCTTTY(n) penta-nucleotide repeat and a (1173 (/T) SNP in the
NOS2A promoter region have been associated with predisposition
to malaria [15,16], and protection against brucellosis [17], and a SNP
in the exon 16 of NOS2A (rs 22979518) was associated with devel-
opment of septic shock in a Chinese pop [5].AG/A itution
was found in exon 22 of the NOS2A gene resulting in a synony-
mous substitution at a threonine residue. The functionality of this
exon 22 NOS2A SNP is unknown and it has been scarcely studied
regarding infections so far [12]. NOS3 SNPs have been also associ-
ated with infections. The NOS3 E298D SNP has been associated with
hypotension and organ failure in Finnish septic patients with Es-
cherichia coli bacteremia [18], and with organ dysfunction and
mortality in Chinese patients with severe sepsis [19]. Finally, the
NOS3 (27bp-VNTR) was associated with bacterial litis [12]

mechanical ventilation at appropriate doses. None of the patients
received drotrecogin alfa.

2.2. Methods

Routine laboratory tests were performed in patients and con-
trols on the first day of ICU admission.

2.2.1. Plasma NOx levels

Blood was drawn by ture in EDTA-c tubes
within the first 24 hours of ICU admission from each of the sub-
jects. In a subgroup of 14 sepsis patients and 15 controls chosen
at random, samples were also obtained at days 3 and 7 of ICU stay.
Tubes were centrifuged for 5 minutes at 1800 g and plasma was
removed and frozen at —80 °C until use. NO is a short-lived free
radical gas that rapidly reacts with oxygen to generate the stable

but did not associate with multi-organ dysfunction, acute
respiratory distress syndrome, mortality, or shock in Turkish septic
children [20].

The aims of this study were to investigate whether there was
an association between NOS3 and/or NOS2A SNPs and susceptibil-
ity to sepsis or with the development of hypotension (septic shock),
or death from sepsis. In order to correlate genetic polymorphisms
in NOS2 and NOS3 with total enzymatic activity plasma NOx levels
were measured in cases and controls. It has been suggested that NO
production might change over time during an episode of sepsis so
we also determined the changes in plasma NOx over the first week
of illness in a subgroup of septic and control patients.

2. Patients and methods
2.1. Patients

We enrolled ninety ICU patients with severe sepsis who were
admitted to the ICU of the Hospital Universitario Central de Astu-
rias (HUCA) in Oviedo, Spain, between May 2007 and August 2010
in a prospective observational study. Sepsis was defined accord-
ing to the 1992 International Sepsis Definitions Conference Criteria
(ISDCC) modified in 2003 [21,22], and all septic patients enrolled
fulfilled the ISDC criteria and had positive blood cultures or a
microbiologically-demonstrated source of bacterial infection. All the
infections were community-acquired. Patients with cancer, HIV in-
fection, transplantation or other causes of immunodepression were
excluded. Ninety one uninfected patients admitted to the ICU for
other non-infective diseases were used as controls. If an uninfected
control developed an infection during the ICU stay that patient was
excluded from the study. APACHE II scores and number of organs
that failed were recorded in both patient groups. Patients and con-
trols were members of a homogeneous Caucasian population, and
were residents of the same region (Asturias, Northern Spain) that
has a small population of foreign immigrants (<5%). All partici-
pants or their legal representatives gave informed consent for the
study, which was app by the Ethics C i of the HUCA.
Hemodynamic and other organ dysfunction failures were defined
according to Marshall et al. [23]. Treatment of organ failures, volume
resuscitation, and supportive therapy for sepsis were based on
current guidelines [24]. Fluid resuscitation with crystalloids and col-
loids, early use of broad spectrum antibiotics (most ¢ broad

bolites nitrate and nitrite. Thus plasma NO was assessed in-
directly using the Griess reaction to detect nitrates and nitrites, as
previously described [12,25]. Results were expressed as pM of NOx/
sample.

2.2.2. NOS3 and NOS2A genotyping

DNA was extracted from peripheral blood cells and stored at
-20 °C before use. The following SNPs of NOS were genotyped by
PCR: NOS3 (E298D), NOS3 (-786 T/C), NOS3 (27 bp-VNTR), and NOS2A
(exon 22, PubMed, accession NT_024889) [26]. Oligonucleotide primer
sequences, PCR conditions and restriction enzymes used for
genotyping and sequencing the NOS SNPs studied have been pre-
viously reported by our group [12].

2.2.3. Neutrophil isolation
Ten mL of peripheral blood were drawn from each patient and
control in an EDTA-K3E tube (Vacuette Greiner Bio-One,
Austria) and were d with Ficoll-
Hypaque (§=1.113) (Lymphoprep"‘1 Axis-Shield Poc AS, Oslo,
Norway) following the manufacturer’s instructions. Cells were re-
suspended in Ham’s F-12 medium (GIBCO, Paisley, Scotland, UK) and
counted using with a Cell-Dyn® 3200 Coulter (Abbott, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA). Neutrophil purity was
always >98%.

2.2.4. Neutrophils mRNA extraction and NOS2 expression analysis
Total RNA from the isolated neutrophils was extracted using the
E.Z.N.A. Total RNA Kit (Omega Bio-Tek, Inc., Norcross, GA, USA) ac-
cording to the manufacturer's instructions. The quantity of total RNA
extracted was d using spect Ty at 260 nm. Then
the RNA was reverse-transcribed to cDNA using the High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) according to the manufacturer’s protocol. After that, gene tran-
scription levels of NOS2A were analyzed by quantitative real-time
PCR (gRT-PCR) using the TagMan Gene Expression Assays on a 7300
RealTime PCR System using the 7300 System SDS Software Version
1.4 (all from Applied Biosystems). GAPDH was the housekeeping gene
used as endogenous control for calibration of mRNA levels. All
primers and probes (NOS2A, cat. N° Hs01075529_m1; GAPDH, cat.
N° Hs03929097_g1) were obtained commercially and are propri-
etary; [hus their sequences are not available (TagMan Gene
Assays from Applied Biosystems). The conditions for the

spectrum B-lactam such as carbapenems or plperaallm-tazobactam
with or without ami osides), hrine with or without
dobutamine in cases of shock, infusion of iv insulin for glucose
control, furosemide with hemofiltration in ohgunc or anunc pa-

qR’I‘ -PCR were as follows: preheating at 50 °C for 2 minutes and at
95 °C for 10 minutes, followed by 40 cycles of shuttle heating at 95°C
for 15 seconds and at 60 °C for 1 minute. All the RT-PCR reactions
were performed in triplicate. The data analysis of the gene

tients, stress ulcers prophylaxis with and th
prophylaxis with enaxapannc or fraxiparine were administered. Mor-
phine and propofol were used for analgesia and sedation during

pression levels was performed on AACt values normalized to
GAPDH expression as previously described and results expressed
as log:oQr [27].
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3. Statistical analysis

Results are expressed as mean (95% CI) or proportions as ap-
propriate. As the NOx values did not follow a Gaussian distribution,
they were normalized by natural logarithmic transformation. The
reported NOx values are the result of back-transformation to the
original pM units. Chi-square tests were used to compare categor-
ical variables, with the Yates correction and Fisher’s exact test when
indicated. Continuous variables in two groups were compared with
the Student t-test, and if more than two groups were compared with
the one way ANOVA. A general linear model repeated measures pro-
cedure was carried out to evaluate the course of NOx curves over
time according to different end-points, and paired t-tests to eval-
uate the changes over time of each patient compared with him/
herself. A multivariate stepwise logistic regression analysis was also
done to assess the factors independently associated with sepsis, he-
modynamic failure, and survival, whereas a stepwise multiple
regression analysis to assess the independent predictors of plasma
NOx was used. Receiver operating characteristic (ROC) curves were
also drawn, and their area calculated, to analyze the predictive value
of plasma NOx in diagnosis of sepsis, and predicting hemody-
namic failure and survival. Statistical analyses were performed with
the SPSS Software (version 16.0, Chicago, USA). All the reported p
values are two-sided. A p-value <0.05 was considered statistically
significant.

4. Results
4.1. Patients clinical and laboratory characteristics and outcome

Septic and uninfected control patients were matched by age and
gender. There were no differences regarding the APACHE II score.
Twenty-one individuals died (11.6%). Although more controls died
there were no statistically significant differences compared to the
septic patients. As expected, the number of cases with organs that
failed was significantly higher in septic patients. Seventy-five (84%)
of the septic patients had positive blood cultures; 40 (53.3%) grew
Gram-negative bacteria, mostly E. coli (18, 24%), and 35 (46.7%) grew

Gram-positive bacteria, mostly Streptococcus pneumoniae (16, 21.3%).
The main sources of infection were urinary, intra-abdominal and
respiratory. The uninfected ICU control group was composed of
people who suffered polytrauma or cerebro-vascular accidents.

Table 1 shows the demographic and clinical characteristics and
laboratory results of septic and uninfected patients at the time of
enrollment. The septic patients had significantly higher numbers
of neutrophils, higher fibrinogen levels, more prolonged activated
partial thromboplastin time, and lower prothrombin complex factors
compared to uninfected patients. Plasma levels of NOx were sig-
nificantly increased in septic compared to uninfected controls
(p <0.0001, Table 1). Plasma NOx levels were also higher in septic
patients with hemodynamic failure and in those with fatal outcome
(Fig. 1).

4.2. NOS3 and NOS2A SNPs and plasma NOx levels

Table 2 shows the genotypic and allelic frequencies of NOS3 and
NOS2A SNPs in both groups. We found that the TT genotype and the
T allele of the NOS3 (E298D) SNP, and the AG genotype of the NOS2A
(exon 22) were both significantly more frequent in septic patients
compared to uninfected controls. There were more patients who
carried both the T allele and the AG genotype of these SNPs among
septic compared to control patients (68/89 [76%] vs. 48/91 [53%],
p=0.0009). Carriers of the C allele of the NOS3 (-786T/C) but not
the NOS3 (E298D) SNP were significantly more frequent among pa-
tients with compared to those without hemodynamic failure
(p=0.044). No other associations of hemodynamic failure with other
genotypes or alleles were observed: [NOS3 (E298D) p = 0.4, NOS3 (27
bp-VNTR), p = 0.7, NOS2A (exon22) p = 0.6]. None of the SNPs we ana-
lyzed were significantly associated with mortality form from sepsis
(data not shown).

Table 3 shows the association of plasma NOx levels with the dif-
ferent NOS3 and NOSA SNPs that we analyzed. Carriers of the T allele
of the NOS3 (E298D) SNP had higher plasma levels of NOx than those
with the G allele. There were no associations of plasma NOx levels
with the other SNPs.

Table 1
D ic, clinical and of septic and uninfected ICU patients.
Septic (n=90) Uninfected controls (n~91) p-value

Age (years) 58.2(54.8-61.7) 58.0(54.4-61.6) 0.9
Gender (male/female) 50/40 61/30 01
APACHE Il score 18.2(16.4-19.9) 16.4(14.7-18.2) 0.16
Mortality 7(7.8%) 14(15.4%) 01
Number of organs that failed 2.80(2.51-3.09) 1.86 (1.66-2.05) <0.0001
Neutrophils (x10%/ul) 13.9(121-15.7) 10.7 (9.4-11.9) 0.004
Fibrinogen (mg/dl) 705.7 (652.9-758.5) 446.6 (405.5-487.7) <0.0001
Prothrombin complex factors rate (%) 603 (56.2-64.3) 79.7(76.3-83.1) <0.0001
Activated partial 28.6(25.8-313) 25.0(23.4-26.6) 0.027

thromboplastin time (seconds)
GENNOS2 (log10Qr) 0.766 (0.488-1.041) 0.676 (0.375-0.976) 0.7
Plasma NOX (jtM) 47.5(40.4-55.9) 17.0(14.7-19.7) <0.0001
Source of infection

Genito-urinary (%) 26(28.9) -

Intra-abdominal (%) 22(244) -

Lung (%) 16(17.8) o

CNS (%) 12(13.3) -

Skin-soft tissues (%) 8(8.9) -

Endocarditis (%) 5(56) -

Other location (%)
Non-septic diagnosis
Polytrauma (%) -
Cerebro-vascular attack (%) 2
Other diagnosis (%) =

1(11)

40(44.0)
46(50.5)
5(5.5)

Values are expressed as mean (95% CI).
GENNOS indicated NOS2 gene expression by neutrophils.
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Fig. 1. Plasma NOx levels in septic and uninfected patients within 24 hours of admission to ICU according to hemodynamic failure status and outcome. Results are ex-
pressed as NOx (M), mean, (95% Cl).

Table 2
Genotypic and allelic frequencies of different NOS SNPs in septic and uninfected ICU patients.
SNP Genotypic frequencies Allelic frequencies
Genotype Septic Controls pvalue Allele Septic Controls p value
n(%) n(%) n (%) n(%)
NOS3 (E298D) TT 39(43.3) 27(29.7) <0.0001 T 129(71.7) 102(56.0) 0.004
GT 51(56.7) 48(52.7) G 51(28.3) 80(44.0)
GG 0(0.0) 16(17.6)
NOS3(-786T/C) m 26(29.5) 41(45.0) 010 T 98(55.7) 119(65.4) 0.06
fad 46(62.3) 37(40.7) C 78(443) 63(346)
cc 16(18.2) 13(14.3)
NOS3 (27 bp-VNTR) 44 0(0.0) 3(33) 0.08 4 24(133) 21(11.5) 0.6
45 24(26.7) 15(16.5) 5 156 (86.7) 161(88.5)
55 66(73.3) 73(802)
NOS2A (exon22) GG 21(23.6) 34(374) 0.046 G 110(61.8) 125(68.7) 02
AG 68(76.4) 57(62:6) A 68(38.2) 57(313)
AA 0(0.0) 0(0.0)
Table 3
Plasma NOx levels in different NOS SNP genotypes in septic and uninfected ICU patients.
SNP Genotype n All patients n Septic n Controls
NOS3 (E298D) s 5227.62(22.51-33.90) 3237.89(28.78-49.88) 2017.99(14.17-22.84)
GT 6832.13 (26.63-38.76) 4356.08 (46.30-67.91) 2517.12(13.63-21.51)
GG 1215.18(10.91-21.11) 0- 121518 (10.91-21.11)
p value 0.006" 0.017 0.7
NOS3 (-786T/C) by 472639 (21.49-32.40) 2147.31(36.09-62.03) 2618.23 (14.50~-22.90)
CcT 5830.05(24.31-37.16) 3750.07 (38.73-64.75) 2115.93(12.68-20.01)
cc 252740 (20.01-37.53) 1541.54 (28.49-60.56) 1016.42(10.93-24.69)
p value 0.7 0.7 07
NOS3 (27 bp-VNTR) 44 233.70(2.01-565.78) 0- 233.70(2.01-565.78)
45 3128.86(21.14-39.38) 2148.61(36.22-65.25) 1012.97 (8.75-19.23)
55 9728.10(24.23-32.58) 5347.15(38.71-57.44) 4417.47 (14.98-20.38)
pvalue 09 09 0.07
NOS2A (exon22) GG 4026.02 (20.34-33.28) 1851.49(35.07-75.59) 2217.06 (13.51-21.55)
AG 912945 (25.13-34.50) 5846.76 (38.90-56.20) 3316.96 (14.02-20.52)
AA 0- 0- 0-
p value 04 06 09

Values represent plasma NOx in uM and are reported as mean (95% CI). n=number of patients.
* TT 5. GT p=0.3; TT vs. GG p=0.007; GT vs. GG p=0.0003.
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Fig. 2. Plasma NOx levels in septic and uninfected patients at days 1,3 and 7 of ICU
admission. Results are expressed as NOx (uM), mean, (95% Cl).

4.3. Plasma NOx time course according to sepsis diagnosis
and outcome

We measured plasma NOx over time in a subgroup of 14 sepsis
and 15 control patients, on the 1st, 3rd and 7th days of their ICU
admissions. We did not find statistically significant differences over
time in all patients (p =0.3), in septic patients (p =0.12) or in
uninfected control patients (p=0.7). The slopes of the plasma NOx
curves over time did not show statistically significant differences
between septic and control patients (p =0.11), although the plasma
NOx over time curve of the controls was flat whereas that of septic
was downward (Fig. 2).

Regarding the outcome, there were no significant differences in
the course of plasma NOx over time in the patients who survived
(p=0.26), and in those who died (p = 0.06). However there were only
2 deaths and both patients experienced an increase in plasma NOx
levels from day 1 to day 7 (mean 68.8 tM and 88.6 uM, respective-
ly). On the other hand the slope of the plasma NOx curves did not
differ significantly between survivors and non-survivors (p =0.5).

4.4. NOS2A gene expression by neutrophils of septic and uninfected
control patients

We did not find a significant difference in NOS2A gene expres-
sion by neutrophils from septic and uninfected patients (Table 1).

In addition, there were no differences in NO2SA expression between
carriers of the different genotypes of the NOS2A and NOS3 (data not
shown).

4.5. ROC curves for plasma NOx in sepsis, hemodynamic failure
and outcome

The measurement of plasma NOx on admission to the ICU was
potentially useful for the detection of sepsis. The area of the ROC
curve was 0.837 (95% Cl 0.778-0.896), p < 0.0001. The most dis-
criminatory value of plasma NOx was 25.17 uM (sensitivity 78.9%,
specificity 79.1%). The area of the ROC was 0.77 (0.701-0.839),
p<0.0001 and the most discriminatory value of plasma NOx for
predicting hemodynamic failure in septic patients was 24.52 uM
(sensitivity 73.0%, specificity 72.8%). The predictive value of
plasma NOx for a fatal outcome considering all patients was very
poor (area 0.526, 95% Cl 0.396-0.656, p=0.7), but improved if only
the septic patients were considered (area 0.753, 95% CI 0.623-
0.883, p=0.027).

4.6. Multivariate analyses

4.6.1. Sepsis, hemodynamic failure and survival

Logistic regression analyses revealed that the variables inde-
pendently associated with a diagnosis of sepsis were: hemodynamic
failure, higher plasma NOx, fibrinogen and neutrophils count values,
lower prothrombin complex factors rate and the presence of the
INOS3 (E298D) SNP, especially of the TT genotype, and the NOS2A (exon
22) SNP AG genotype (Table 4). Hi ly ic failure was ind
dently associated with the presence of sepsis, higher number of
organs that failed and fibrinogen values. Survival was associated only
with lower APACHE Il scores (Table 4).

Sepsis caused by Gram-negative bacteria did not significantly
differ from that caused by Gram-positive microorganisms in the fre-
quency of hemodynamic failure (p = 0.16), survival (p = 0.4), NOS3
(E298D) SNP (p = 0.9), NOS3 (-786T/C) SNP (p = 0.07), NOS3 (27 bp-
VNTR) SNP (p = 0.9), NOS2A (exon22) SNP (p = 0.7), number of organs
that failed (p = 0.5) or plasma NOX levels (p = 0.6).

4.6.2. Plasma NOx

A linear regression analysis revealed that the variables indepen-
dently associated with plasma NOx levels in the patients as a whole
were: sepsis (p <0.0001), hemodynamic failure (p = 0.02), lower
number of neutrophils (p=0.01) and higher APACHE II score
(p=0.03). These explanatory variables altogether accounted for 37.9%
of the total variability of the plasma NOx levels, sepsis alone ac-
counting for as much as 32.7% of such variability.

Table 4
Logistic regressions results of variables associated with sepsis, hemodynamic failure and survival in septic and uninfected ICU patients.
Outcome variable Explanatory parameters p value OR (95%C1)
Sepsis NOX (uM) 0.0009 1.043 (1.018-1.070)
Hemodynamic failure 0.0006 119.0(7.9-1666.7)
Fibrinogen (mg/dl) 0.0001 1015 (1.007-1.022)
Prothrombin complex factors rate (%) 0.001 0.880 (0.813-0.952)
Neutrophils count (x10%/ul) 0.014 1136 (1.026-1.258)
INOS2A (exon22) genotype AG vs. GG 0.009 13.69 (1.94-98.0)
INOS3(E298D) genotypes 0.006 -
[NOS3(E298D) genotype GG vs. GT 0.998 -
NOS3(E298D) genotype GG vs. T 0.997 -
NOS3(E298D) genotype TT vs. GT 0.001 42.07 (422-419.8)
Hemodynamic failure Presence of sepsis <0.0001 46.95 (11.15-198.02)
Number of organs that failed <0.0001 4.298 (2.295-8.048)
Fibrinogen (mg/dl) 0.017 0.997 (0.9948-0.9995)
Survival APACHE I score 0.023 0.936(0.883-0.991)
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Among the septic patients, the independent predictors of plasma
NOXx levels were the presence of hemodynamic failure (p=0.01) and
the NOS3 (F298D) SNP (p = 0.02), overall accounting for 13.4% of the
total variability of plasma NOx.

5. Discussion

We report here an association of the NOS3 (E298D, rs1799983)
and the NOS2A (exon 22) SNPs, either alone or in combination, with
sepsis. This association might be related to increased plasma NOx
levels in T allele carriers of the NOS3 (E298D) SNP that could enhance
the development of hemodynamic failure and lead to a fatal outcome
in septic patients. Some authors have suggested that the NOS3
(E298D) SNP may enhance human sepsis by impairing NO produc-
tion by NOS3 in the microcirculation, an important adaptative
mechanism for maintaining blood flow and vascular integrity [19].
Other authors have postulated that this NOS3 SNP might impair di-
rectly the endothelial function leading to microvasculatury injury
[28]. Finally we cannot exclude the possibility of the presence of a
linkage disequilibrium of the NOS3 (E298D) SNP with a nearly SNP
affecting NOS activity enhanced by sepsis-produced cytokines.
This fact might explain the increased plasma NOx levels we ob-
served in carriers of the NOS3 (E298D) SNP. None of the SNPs studied
here were associated with the survival of septic patients, al-
though there were only 7 deaths in the sepsis group making it
difficult to draw definitive conclusions about genetic associations
with mortality.

An association of the NOS3 (E298D) SNP with sepsis has previ-
ously been described [18,19]. However those studies reported an
association of this SNP with septic shock, organ dysfunction, and
Gram-negative infections, but not with sepsis itself, as we did. We
found no correlations between the carriage of the T allele of NOS3
(E298D) and septic shock, number of organs that failed or APACHE
11 scores. Similarly, we did not find differences in carriage of the T
allele between patients with Gram-positive and Gram-negative
sepsis. Interestingly, no carriers of the GG genotype of the NOS3
(E298D) SNP, which was related to lower plasma NOx levels in our
series, were found among Chinese [19] or in our Spanish Cauca-
sian septic patients.

This is the first report of an association between the NOS2A (exon
22) SNP and sepsis. An association of a SNP in exon 16 of the NOS2A
gene with septic shock due to increased NOS2 activity was ob-
served in Chinese patients [5]. The NOS2A (exon 22) SNP has been
associated with neuropsychiatric disorders [26,29], but not with in-
fections. We found that the AG genotype of this SNP was more
frequent in septic than in uninfected patients. A potential influ-
ence of the NOS2A (exon 22) SNP on sepsis mediated by changes
in the NOS2A gene expression by peripheral neutrophils could be
a reasonable hypothesis. However no correlation between in-
creased NOS2A gene expression (mRNA levels) in peripheral
neutrophils and the carriage of the AG genotype of the NOS2 (exon
22) was observed. However, if there is a functional difference in the
enzymatic activity of the NOS2 this could result in lower levels of
intracellular NO independent of transcriptional regulation. However,
we did not find an association of the NOS2A (exon 22) SNP with
plasma NOx levels in septic patients so the explanation for this as-
sociation remains unclear and needs further research.

NO is a critical mediator in the pathophysiology of septic shock
by a dual mechanism. First, it is a mediator of the loss of vascular
tone (vasoplegia) characteristic of the early, hyperdynamic phase
of sepsis, and second, it contributes to the myocardial depression
observed in late-stage sepsis. NO also plays an important rolc gov-
erning the interaction between platelets, leukocytes and the vascular
endothelium and it is critical in local blood flow regulation. NO ac-
tivates adenylate cyclase that leads to the formation of cGMP, which

decreases intracellular Ca?* and produces vascular smooth muscle
cell relaxation. NO is rapidly converted to nitrite that is further oxi-
dized to nitrate by the hemoglobin contained in red blood cells
[30-32]. NO is difficult to quantitate because it is produced in small
amounts and has a short half-life. However, measuring the accu-
mulation of nitrite and nitrate is a useful way to quantify NOS activity.
The Griess reaction is widely used nowadays to measure nitrite and
nitrate, the more stable products of NO in plasma and other bio-
logic fluids. In the Griess reaction nitrate does not undergo a
diazotization with sulfanilamide and must first be reduced quan-
titatively to nitrite to react with the Griess reagents [25,33,34]. Nitrite
represents 17.6% of the human plasma overall nitrite + nitrate (NOx)
levels measured by the Griess reaction [35]. Although in physio-
logical levels plasma nitrite is vasodilator-inactive, the increased
plasma levels found in sepsis might justify the hemodynamic dys-
function observed in this condition [36-38]. Plasma NOx levels of
our uninfected control patients (mean 17 pM) were similar to those
reported by others [35]. However the plasma NOx levels of our septic
patients were lower (mean 47.5 pM) than those previously re-
ported [38-40]. This fact gives more value to our findings because,
even so, we observed significant differences between septic and
uninfected controls in our work.

The important role of NOx in the pathophysiology of sepsis was
confirmed in our study, as there was a strong association between
NOx and sepsis in both univariate and multivariate analyses. El-
evated plasma NOx was associated with shock and survival in septic
patients but not in non-infected patients. Although there was a clear
trend toward decreasing plasma NOXx levels over time in septic pa-
tients but not in controls, and toward increasing plasma NOx levels
in the patients who died as compared with those who survived, the
differences were not statistically significant. The low number of pa-
tients with sequential plasma NOx measurements, and particularly
those with a fatal outcome, was probably responsible for this lack
of statistical significance. The low mortality rate in this septic cohort
of ICU patients with a mean of 3 organs that failed might be due
to the very restrictive inclusion criteria we used in our study, ex-
cluding patients with cancer, HIV infection, transplantation or other
causes of immunosuppression, patients normally included in pre-
vious ICU sepsis studies. These restrictive inclusion criteria have also
limited greatly the number of septic patients enrolled and ex-
panded the recruitment window of the study to more than 3 years.
The main limitations of our study are the relatively small sample
size, the low mortality rate and our only Caucasian population. More
research in multi-ethnic larger populations of septic patients is
needed to confirm our findings.

The recognition of NO as an important mediator of sepsis and
septic shock has led to attempts to pharmacologically inhibit NO
production as a useful adjunct in the treatment of this condition.
In support of this concept some studies have shown that mutant
(knockout, KO) C57BL6 mice lacking the NOS2 or NOS3 genes have
less endothelial dysfunction, increased microvascular reactivity and
decreased mortality from shock induced by injections of LPS [41-45].
However, other studies have shown that C57BL6 NOS2 KO mice had
lower survival after cecal ligation and puncture-induced (CLP) sepsis
[46]. A beneficial role of NO as a critical negative regulator of the
NLRP3 inflammasome via the stabilization of mitochondria might
explain the increased survival of wild-type and not in KO mice in
that model [47]. Previous attempts to inhibit NO production with

isoform specific inhibi such as methylarginine or L-NMMA,
nitroarginine or L-NNA, and NG-methyl-L-arginine hydrochloride
or 546C88 were initially very promising in human septic shock, but
the use of 546C88 in septic patients increased their mortality [48,49].
Morc cncouraging results have been obtained with sclective NOS1
and NOS2 inhibitors administered at selective time points after sepsis
induction in animal models and may be useful for treating septic
patients in the future [50-53].
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6. Conclusions

We conclude that the NOS3 (DSSD) and the NOSZA (exon 22)
SNPs, i and in are d with severe
sepsis. In addition plasma NOx levels are associated with septic shock
and fatal outcomes.

Acknowledgments

This work was supported by the Oviedo University research grants
(UNIOV-12-MA-03 and SV-PA-13-ECOEMP-57) given to V.A. and by
grants frorn Janssen Pharmaceuticals and Red Temadtica de

igacion de SIDA (RIS), de Salud Carlos 111 (ISCIII), Plan
Estatal [+D+i & Fund (ERDF) “Una
manera de hacer Europa”, grant (RDOS/OOOGIOO]O).

These results were presented in part at the 54th ICAAC Meeting,
ASM, Washington DC, September 5-9, 2014, abstract E-932.

Dr. Joshua Fierer, Infectious Diseases Division, VAMC and Uni-
versity of California, San Diego, USA critically reviewed this
manuscript.

References

[1] J. valles, J. Rello, A, Ochagavia, ). Garnacho, M.A. Alcala, Community-acquired
bloodstream infection in critically-ill adult patients. Impact of shock and
inappropiate antibiotic therapy on survival, Chest 123 (2003) 1615-1624.

[2] D.C. Angus, T. van der Poll, Severe sepsis and septic shock, N. Engl. J. Med. 369
(2013) 840-851.

[3] D. Annane, S. Sanquer, V. Sébille, A. Faye, D. Djuranovic, J.C. Raphag, et al.,
Compartimentalised inducible nitric-oxide synthase activity in septic shock,
Lancet 355 (2000) 11431148,

[4] N Mmuda Y Hmon Vascular biology in sepsis: pathophysiological and

vascular J- Smooth Muscle Res. 43 (2007)

117-137.

151 z. Wang, K. Feng, M. Yue, X. Lu, Q, Zheng, H. Zhang. et al., A non-synonymous
SNP in the NOS2 associated with septic shock in patients with sepsis in Chinese
populations, Hum, Genet. 132 (3) (2013) 37-346.

[6] T.Tsukada, K. Yokoyama, T. Arai, F. Takemoto, S. Hara, A. Yamada, et al., Evidence
of association of the ecNOS gene polymorphism with plasma NO metabolite
levels in humans, Biochem., Biophys. Res. Commun. 245 (1998) 190-193.

[7]1 X.L. Wang, A.S. Sim, RF. Badenhop, R.M. McCredie, D.E. Wilcken, A smoking-
dependent risk of coronary artery disease associated with a polymorphism of
the endothelial nitric oxide synthase gene, Nat. Med. 2 {1996) 41-45.

[8] A.D. Hingorani, C.F. Liang. J. Fatibene, A. Lyon, S. Monteith, A. Parsons, et al,, A
common variant of the endothelial nitric oxide synthase (Glu298—Asp) is a
major risk factor for coronary artery disease in the UK, Circulation 100 (1999)
1515-1520.

[9] M. Joshi, C. Mineo, PW. Shaul, J.A. Bauer, Bm:hemxcal consequences of the
NOS3 variation in h altered caveolar
a paired mspunse to shear, FASEBJ. 21 [2007) 2635—2653

[10] Y. Y, Saito, M. M.
etal., i protein Al nitric oxide
synthase gene containing a -786T—C mutation assodzred with coronary spastic
angina, Hum. Mol. Genet. 9 (2000) 2629-2637.

[11] X.L. Wang, MC Mahaney AS.Sim, . Wantj Wang, J. Blangero, et al., Genetic
tric oxide synthase gene to plasma
nitric oxide levels. Arterioscler. Thromb. Vasc Biol. 17 (1997) 3147-3153.

[12] V. Asensi, E. Valle, A.H. Montes, M.G. Onna AAstudllIoAv Alvarez, et al.,, The

NOS3 (27-bp repeat, intron 4) iated with
to osteomyelitis, Nitric Oxide 16 (2007) 44-53.
[13] M.A. Gonzalez-Gay, J. Lorca, E. Sanchez, M.A. Lopez-Nevot, M.M. Amoli, C.
G:rcla—Pomia. :t al, lnduable but not endomehal nitric oxide synthase
arthritis in

with
northwest Spam. Rheumathology (Oxford) 43 (2004) 1182-1185.
[14] ). D MacMicking, RJ. North, R. LaCourse, .S. Mudgett, S.K. Shah, CE. Naman
Identification of nitric oxide synthase as a protective locus against

(18] R. Huttunen, M. Hurme, J. Laine, C. Eklund, R. Vuento, J. Aittoniemi, et al.,
Endothelial nitric oxide synthase G894T (GLU298ASP) polymorphism is
associated with hypotension in patients with E. coli bacteremia but not in
bacteremia caused by a gram-positive organism, Shock 31 (2009) 448-453.

[19] P. Ma, Y. Zhu, H. Qiu, J. Liu, Y. Wang, L. Zeng, Endothelial nitric oxide synthase
894G—T but not -786T—C gene polymorphism is associated with organ

sfunction and increased mortality in patients with severe sepsis, J. Trauma
71(2011) 872-877.

[20] U. Celik, D. Yildizdas, E. Alhan, T. Celik, G. Attila, Y. Sertdemir, et al., Genetic
dilemma: eNOS gene intron 4a/b VNTR polymorphism in sepsis and its clinical
features in Turkish children, Turk. J. Pediatr. 50 (2008) 114~119.

[21] R.C. Bone, WJ. Sibald, C.L. Spring, The ACCP-SCCM Consensus Conference on
sepsis and organ failure, Chest 101 (1992) 1481-1483.

[22] M.M. Levy, M.P. Fink, J.C. Marshall, E. Abraham, D, Angus, D. Cook. et al., 2001
SCCM/ ESICM/ ACCP/ATS/SIS i Sepsis
Intensive Care Med. 31 (2003) 1250-1256.

[23] J.C. Marshall. DJJ. Cook, N.V. Christou, G.R. Bernard, C.L. Sprung, W.J. Sibbald,
Multiple Organ Dysfunction Score: a reliable descriptor of a complex clinical
outcome, Crit, Care Med. 23 (1995) 1638-1652.

[24] R.P. Dellinger, Cardiovascular management of septic shock, Crit. Care Med. 31
(2003) 946-955.

[25] G. Giovannoni, J.M. Land, G. Keir, E.J. Thompson, S.J. Heales, Adaptation of the
nitrate reductase and Griess reaction methods for the measurement of serum
nitrate plus nitrite levels, Ann. Clin. Biochem. 34 (1997) 193-198,

[26] C.Levecque, A. Elbaz, J. Clavel, F. Richard. J.S. Vidal, P. Amouyel, et al., Association
between Parkinson’s disease and polymorphisms in the nNOS and iNOS
genes in a community-based case-control study. Hum. Mol. Genet. 12 (2003)

79-86.

127] A.H. Montes, E. Valle-Garay, V. Alvarez, M. Pevida, E. Garcia Pérez, J. Paz, et al..
A functional polymorphism in MMPI could influence osteomyelitis
developmenr J. Bone Miner. Res. 25 (2010) 912-919.

28] C. D. Tousoulis, C. Vasili E. Stefanadi, K. Marinou, C. Stefanadis,
G enetic polymorphism G894T on the eNOS gene is associated with endothelial
function and VWF levels in premature myocardial infarction survivors, int.
J. Cardiol. 107 (2006) 95-100.

[29] P.Galecki, M. Maes, A. Florkowski, A. Lewinski, E. Gatecka, M. Bienkiewicz, et al.,
Association between inducible and neuronal nitric oxide synthase

i and recurrent disorder, ). Affect. Disord. 129 (2011)

175-182.
[30] S. Moncada, A. Higgs, The L-arginine-nitric oxide pathway, N. Engl. J. Med. 329
(1993) 2002-2012.
[31] J.R Parratt, Nitric oxide in sepsis and endotoxaemia, J. Antimicrob. Chemother.
41 (Suppl. A) (1998) 31-39.
[32] M.A. Titheradge, Nitric oxide in septic shock, Biochim. Biophys. Acta 1411 (1999)
37—

133] D. Gmsmlni 1. Dalle-Donne, R. Colombo, A, Milzani, R. Rossi, Adaptation of the
Griess reaction for detection of nitrite in human plasma, Free Radic. Res. 38
(2004) 1235-1240.

[34] D. Tsikas, Analysis of nitrite and nitrate in biological fluids by assays based on
the Griess reaction: appraisal of the Griess reaction in the L-arginine/nitric oxide
area of research, J. Chromatogr. B. Analyt Technol Biomed Life Sci. 851 (2007)

51-70.

[35] H.Moshage, B. Kok, |.R. Huizenga, P.L. Jansen, Nitrite and nitrate determinations
in plasma: a critical evaluarion, Clin. Chem. 41 (1995) 892-896.

[36] T. Lauer, M. Preik, T. Rassaf, B.E. Strauer, A. Deussen, M. Feelisch, et al., Plasma
nitrite rather than nitrate reflects regional endothelial nitric oxide synthase
activity but lacks intrinsic vasedilator action, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 978
(2001) 12814-12819.

(37] L Doughty, J.A. Carcillo, S. Kaplan, J. janosky, Plasma nitrite and nitrate
concentrations and multiple organ failure in pediatric sepsis, Crit. Care Med.
26(1998) 157-162.

[38] L de Werra, C. Jaccard, 5.B. Corradin, R. Chioléro, B. Yersin, H. Gallati, et al.,
Cytokines, nitrite/nitrate, soluble tumor necrosis factor receptors, and

in patients with septic shock

ic shock, and bacterial ia, Crit. Care Med. 25 (1997) 607-613.

[39] O.A. Strand, A. Leone, K.E. Giercksky, K.A. Kirkeboen, Nitric oxide indices in
human septic shock, Crit. Care Med. 28 (2000) 2779-2785.

[40] C. Mluka.v Hnmz.K.VokcyamutWakxmom M. Hirokawa, T. Nosaka, et al.,

levels ity and multiple organ

response syndrome, Shock 19

in systemic
(2003) 305-309.
[41] SS. Gross. R.G. Kilbourn, O.W. Griffith, NO in septic shock: good, bad or ugly?
Learning from iNOS knockouts, Trends Microbiol 4 (1996) 47-49,
[42] s.m. M. Broussard, J. Osman, .E. Parrillo, Increased microvascular

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 94 (1997) 5243-5248.

[15] W. Xu, S. Humphries, M. Tomita, T. Okuyama, M. Matsuki, D. Burgner, et al,,
Survey of the allelic frequency of a NOS2A promoter microsatellite in human
populations: assessment of the NOS2A gene and predisposition to infectious
disease, Nitric Oxide 4 (2000) 379-383.

[16] M.R. Hobbs, V. Udhayakumar, M.C. Levesque, J. Booth, J.M. Roberts, AN, Tkachuk,
et al., A new NOS2 promoter polymorphism associated with increased nitric
oxide production and protection from severe malaria in Tanzanian and Kenyan
children, Lancet 360 (2002) 1468-1475.

[17] G. Orozco, E. Sinchez, M.A. Lopez-Nevot, A. Caballero, MJ. Bravo, P. Morata, et al,,
Inducible nitric oxide synthase promoter polymorphisms in human brucellosis,
Microbes Infect. 5 (2003) 1165-1169.

179

reactivity and improved mortality in septic mice lacking inducible nitric oxide
synthase, Circ. Res 86 (2000) 774-778.

[43] 5.D. Chauhan, G. Seggara, PA. Vo, RJ. Mzcammr‘ AJ. Hobbs, A. Ahluwaha.

Protection against

res:smnce and conduit vasculature of iNOS knockout mice, FASEB J. 17 (2003)

[44] TC. Balley C. Cavanagh. S. Mehta, |.F. Lewis, R.A. Veldhuizen, Sepsis and
ia effects on the system in wild-type and iNOS
kout mice, Eur. Respir. J. 20 (2002) 177-182.
[45] L Connelly, M. Madhani, A.J. Hobbs, Resi ic shock in
nitric-oxide synthase (eNOS) knock-out mice: a pro-inflammatory role for
eNOS-derived NO in vivo, J. Biol. Chem 280 (2005) 10040-10046.




49TH INTERSCIENCE CONFERENCE ON ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY®

s Premier Annual Meeting on Infectious Diseases and Antimicrobial Agents

4

180



2009: B-427. Variations of Serum Matrix Metalloproteases and Their Inhibitors Cor... Pagina 1 de 1

B-427
Variations of Serum Matrix
Metalloproteases and Their Inhibitors
Correlate with the Presence of Sepsis and
Poor Clinical Outcome in ICU Patients

G. MARTIN !, A. H. MONTES !, E. VALLE-GARAY 1, J.
COLLAZOS 2, F. TABOADA !, V. ASENSI!;
1Hosp. Univ. Central de Asturias,Oviedo Univ. Sch.
Med., Oviedo, Spain, 2Hosp. de Galdacano, Galdacano,
Spain.

Background: Matrix-metalloproteases (MMPs) and their tissue-inhibitors
(TIMPs) participate in extracellular matrix remodelling and degradation.
They are also amplifiers and regulators of the immune responses raised in
sepsis. Their role in the clinical outcome of septic patients is controversial.
Methods: 48 adult patients with severe sepsis and 51 age and sex-
matched controls with non-infectious pathologies (mostly trauma and
cerebrovascular strokes) admitted to the ICU of the HUCA during 2007-8
were enrolled in a prospective study and followed during their hospital
stay. All septic patients had positive hemocultures at admission. MMPs (-
1, -2, -3, -8, -9, -10, -13) and TIMPs (-1,-2,-4) were measured by ELISA
microarrays in serum obtained within the first 24h of hospital stay.
Results: Eleven patients (11.1%) died, only 1 with sepsis. MMPs (-3, -8 -
9, -10) and TIMP-2 were significantly different in septic compared to non-
infected patients (means * SD, ng/ml: MMP-3: 3.7 = 5.9 vs. 1.6 £ 1.8,
p=0.0008; MMP-8: 10.2 + 6.1 vs. 3.6 * 3.3, p<0.0001; MMP-9: 40.8
20.1 vs. 52.8 = 17.2, p=0.002; MMP-10: 0.4 £+ 0.8 vs. 0.05 % 0.06,
p=0.0001; TIMP-2: 12.3 £ 5.5 vs. 9.6 * 4.6, p=0.009). High MMP-8 (OR
1.56), low MMP-9 (OR 0.92) serum levels and high neutrophil counts (OR
1.10) were associated with the diagnosis of sepsis by multivariate
analysis. Female gender (OR 10.33), high TIMP-4 (OR 11.76) and a
diagnosis different from sepsis (OR 76.92) were the only factors
associated with death by logistic regression. Conclusions: Although MMP
-8 and -9 serum levels variations associated with the presence of sepsis,
only high serum levels of TIMP-4 could be used to predict a poor clinical
outcome in ICU patients
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38 SATURDAY SCIENTIFIC SESSIONS

Objectives:

Upun completion of this Symposium Session, the participants should be able to:
Drscuss imporeant considerations when dosing echinocandin and azoles n children and

nconates:
Identity che ad of anufungal prophylaxis in the neonaral ICU:

o P disad Spsidonig
Discuss the e prophy

Provide analytic review of the more common IFls in pediatric leukemia and SCT recprents
Level: Intermediare

laxis i the neonaral ICU; and

YT

039(A1) Slide Session
Antifungal Disposition, Exposure Response
and Safety
Saturday, 4:00 p.m.~6:30 p.m. Room 132

UAN Number: 388-000-09-111-L01-P

Moderators: MARC H. SCHEETZ, PharmD.
Northwestern Men. Hosp, Chicago IL.
MAIKEN C. ARENDRUP, MD, PhD.
Steatens Serum Inst., Copenhagen, Denmark.
Objectives:
Upon complerion of this Slide Session, the participant should be able to:
Review mest recent data on antifungal PK/PD from pre-clinical and chnwcal perspectives: and
Provide examples of application of PK/PD toals 1n antifungal development and dinical appli-

<cations.
Presentations:
4:00 p.m.

Al-418a  State-of-the-Art Minilecture
THOMAS J. WALSH, MD.

NIH, Bethesda, MD.
4:30 p-m.

Al-419 ldenliﬁc:tion of the In Vivo Pharmacodynamic (PD) Tar-
get for Ec dins against C. albicans (CA), C. glab
(CG),and C. parapsﬂosts (CP) in the Neutropenic Murine
Disseminated Candidiasis Model

D.ANDES'. A.LEPAK . D.DIEKEMA * M.PFALLER \ K.
MARCHILLO L. BOHRMULLER * *Univ. of Wisconsin, Madison, W1,
Univ.of lowa, lowa Ciry. 1A

4:45 p.m.
A1-420  Permeability of the Blood Brain Barrier (BBB) to Ampho-
tencm B (AMB) Is Focally Increased in Expenmznnl
Candida Meni is (HCME)
VJ PYRGOS‘ V.PETRAITIS %R, PETRAI rl!:NE“ D.MICKIENE
“M.COTTON’, L.GREENE . TAGHAMOLLA ', | VALDEZ ', M.
MOCANU ', N.BRUNDANT '. M. DONOGHUE %, D. BENJAMIN .
M. HARDWICK 5, S. SHOHAM . T. ). WALSH '; 'INCl. Bethesda, MD),
“LASP SAIC, Frederick, MD. *Wash Hosp. Crr.. Washington, DC. ‘Duke Univ.
. Durham, NC.

5:00 p.m.

Al-421  MRI Voriconazole Brain Concentrations
M.HENRY'.N.BOLO? R VILLAFUERTE *, R. LABADIE ' H.
SCHLAMM  E. ANDREWS *, BGLUE *; 'Caritas St. Elizabeths Med. Crr.,
Boston. MA, *McLean Hosp, Baston, MA, "Pfizer PGRD, New York, N,
“Plizer Inc., New York, N, *Univ. of Otago, Dunedin, New Zealand.
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Al-422  Incrapulmonary Pharmacokinetics of Micafungin in Lung
Transplant Patients
TWALSH ', S.GOUTELLE* R. JELLIFFE % . GOLDEN} E.LITTLE
C.DEVOE*, D.MICKIENE ', J. CONTE™. 'NIH, Bethesda, MD.*L'S(,
Los Angeles. CA, *UCSF, San Francisco, CA, 'American Hich. Sci.. San

Francisco, CA.
5:30 p.m.

A1423  Bronchopul y Disposition of Inr )
Vormole (VRC) and Anidulafungin (ANID) Given
in Combination to Healthy Adults

J-L.CRANDON'" M A BANEVICIUS . A.FFANG P H.
CROWNOVER =R FKNAUFT ' ] POPE ', L RUSSOMANNO ' E
SHORE . D.RNICOLAU . J. L KUTI %; ‘Cer. for Anti-Infece. Res. & Des.
Hartford, CT. "Phizer Inc. New York, NY. ‘Hartford Hosp.. Hardord CT.

545 pm.
Al-424  Exposure-Response (E-R) Rdnnomlnps for Efﬁca:y of
Micafungin in Patients with I Candidiasis (IC)

D.R.ANDES' PG.AMBROSE %, ). PHAMMEL %, S.A.VAN WART
D BUELL " L. KOVANDA ", S. M. BHAVNANI % "Univ of Wisc., Madie
WILACPD/Ordway Res. Inst. Latham, NY. ‘Asteilas Pharma US, Deerheld 1L

6:00 p.m.

A1-425 Influence of Food Intake on Posaconazole Plasma Concen
trations: Evidence of Posaconazole TDM
C.EIDEN".J MENIANE * H. PEYRIERE . S. EYMARD-DUVERNA}
PCEBALLOS*, N.FEGUEUX 3 M.COCIGLIO ' .REYNES . D.
HILLAIRE-BUYS ' ‘Med. Phasmacology and Towcology Unit, CHU Monge
her. France, *Clinical Adule Hemarology Unit, CHU Moncpellier. France, ‘IRD,
Montpellier, France, *Infectious Diseases Unie. CHU Monpeilier, France

6:15 p.m.

A1-426 Incid of Hep ity with Use of Off-Label Oral
T Doses of Vori le for I ive Fungal
Infections (IFI)

E. GORSKI. J. ESTERLY, M. POSTELNICK. S. TRIFILIO. M.FOTIS,
M.SCHEETZ: Northwestern Mem. Hosp. Chicago. IL.

040(B) Slide Session @ EEH
Immune Response in Bacterial Infections
Saturday, 4:00 p.m.-6:30 p.m. Marriott Salon ¢

UAN Number: 388-000-09-112-L01-P

Moderators: ANNA NORRBY-TEGLUND, PhD.
Karolinska Inst.. Srackholm, Sweden.

VICTOR ASENSI, MD, PhD.
Hosp. Central de Astunas, Oviedo Univ: Med. Sch., Oviedo, Spain.
Objectives:
Upen completion of dus Shide Session, the participant should be abie wo:
Evaluate serum resonse markers observed in pavents with bactenal infecnons;
Review plaeler and neurrophil markers of mfection: and

Discuss T-cell and macrophage antigens mvolved in the resonse re bacterial infection.

Presentations:
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4:00

.M.

Variations of Serum Matrix Metalloproteases and Their
Inhibitors Correlate with the Presence of Sepsis and Poor
Clinical Qutcome in ICU Patients

G.MARTIN', A.H. MONTES " E. VALLE-GARAY ', . COLLAZOS *.
ETABOADA !, V. ASENSI': ‘Hosp. Univ. Central de Ascunias, Oviedo Uni.
Sch. Med.. Oviedo, Span, ‘Hosp. de Galdacana, Galdacano, Spam.

4:15 p.m.

Clq and Mannose-Binding Lectin (mbl-2) Gene Polymor-

phisms among Type 2 Diabetes Mellicus Pacnents and

Controls in a Genetically Homog Popul

G.GOULIELMOS, M. APERGL C. CHOULAKIL M. CHRlS TOFAKI,
E PETRAKLA. VALACHIS. | PAPADAKIS. D. P. KOFTERIDIS SR.:

PAGNI Univ. Hosp., Heraklion, Greece

4:30 p.m.

Neutrophil Derived Hyper-Resistinemia in Severe Group
A Streptococcal (GAS) Infections

L JOHANSSON {, A.LINNER "} SUNDEN-CULLBERG LA HAG-
GAR'.H.HERWALD* C. TREUTIGER . A. NORRBY-TEGLUND"
*Karolinska Inst.. Stockholm, Sweden. “Lund Unw., Lund, Sweden.

4:45 p.m.

Thrombospondin-1 Acts as a Host Defense Protein
S.NIEMANN, A. BERTLING.N. SPEHR. M. E BRODDE. H
ROBENEK, K. JURK.C.VON EIFE. A, UEKOTTER, G. PETERS. C.
HEILMANN. B.E. KEHREL: Unw: of Muenster, Muenster, Germany.

5:00

Increased I Inhibitory Receptor CEACAM1 Ex-
pression on CD4+ T-Cells in Nconaml Late Onset Sepsis
M. VAN DER FLIER"*. D.B.SHARMA . S.ESTEVAO*, D.ROOK ",
1.B.VAN GOUDOQEVER . N.G. HARTWIG % *UMC St. Radboud N
jmegen, Nypmegen, Netherlands, ‘Erasmus MC-Sopha. Rotterdam, Netherlands.

5:15 p.m.

High Dose Tobramycin Inhibits Lipopolysaccharide-
Induced MUC5AC Production in Human Lung
Epithelial Cells

S.NAKAMURA. K. YANAGIHARA, Y. MORINAGA. N.ARAKLK.
YAMADA, M. SEKI K. [ZUMIKAWA, H. KAKEYA, Y. YAMAMOTO,
S.KOHNO: Nagasak: U, Nagasaki, Japan.

.M.

5:30 p.m.
Sweep of the Intestinal Microflora Induced by Oral Ad-
ministration of Antibiorics I irs Host R to LPS

Through Down-Regulation of the Surface Toll-Like Re-
ceptors Expressions on the Peritoneal Macrophages

T. UMENAL, H. HIRAT L N.SHIME ' TNAKAYA * Y. TANAKA '}
IMANISHI & 'Kyoto Prefectural Univ. of Med.. Kyoro, Japan, “Res. Inst. for Mi-
crobual Diseases, Osaka Unav., Osaka. Japan.

5:45 p.m.

Pleural Effusion of Patients with Pleural Tuberculosis

Has High Frequency of IL-7 Alpha-Receptor

D.A.OLIVEIRA ", R.ES.MOREIRA ', L. H.OKAMURA * F FIGUEROA
LERARCURIS L ER MEDICI: | B AFIUNE M. T.G.SAVIOLI*. M. T.
M.GIRET |, F A.E MELO, D. S. RODRIGUES?: 'Univ: Federal de San
Paula, Sao Paulo, Brazil, “Inst. Clemente Ferreira, Sao Paulo. Brazid

. B-435
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6:00

.M.

Gene Expression Profiling of Pathologic Lesion in
Mycobacterim Leprae Infected Animal Model: Differential
Regulation of CORO1A Between Live and Heat-Killed
M. leprae

G.CHAE.S.KIM.S JIN.T.KIM.S.

lic of Korea.

. LEE: Catholic Med. Coll., Seoul. Repub-

Late-breaking presentarions are listed behind che Late-Breakers tab of chis
Final Program.

041(L1) Slide Session

@ { [

Emerging Issues in Meningitis and Encephalitis
Saturday, 4:00 p.m.—6:30 p.m. Room 135

UAN Number: 388-000-09-113-L01-P

Moderators: JONATHAN COHEN, MB FRCP, FRCPath.

Objectives:

BSMS, Brighron. United Kingdom.

PATRICIA MUNOZ, MD, PhD.
Hosp. Gregorio Maranon, Madrnd, Spain.

Upon completion of this Slide Session, the parncipant should be able to:

Review new

14l for

Identity new approaches to menngms; and

Identify emerging causes of meningitis and encephalins

Presentations:

L1-436

L1-437

L1-438

4:00 p.m.

Dexamethasone and Long-Term Outcome in Patients
with Tuberculous Meningitis

M. E. TOROK*, N.D.BANG T TH.CHAU N.T.B.YEN ' G.E.
THWAITES . N.H.DUNG . TTHIEN‘N.T.CHINH*H.TT.
HOANG %, M. WOLBERS 3" }. J. FARRAR 22 'Cambridge Univ. Hosp.
NHS Fndn. Truse. Cambridge, United Kingdom, *Oxford Univ. Clinical Res.
Unit, Ho Chi Minh Ciry, Viet Nam, 'Pham Ngoc Thach Hosp., Ho Chi Minh
Cary, Vier Nam, *Hosp for Tropical Diseases, Ho Chi Minh Crry, Vier Nam, “lm-
pertal Coll., London, United Kingdom, *Car. for Tropical Med., Uni: of Oxford.
QOxford, United Kingdom.

4:15 p.m.

Impact of Adjunctive Cortic ids on the Clinical Out-
come of Adult Pneumococcal Meningitis in the Region of
High Resistance Rates to Penicillin and Ceftriaxone
S.MOON', D.CHUNG ', S.KIM 3 H.CHANG? H.LEE . D.JUNG*,
Y. KIM LS JUNG % S.RYU 2 S HEO >, C. MOON * H.KI- . SON * K.
KWON: S.SHIN? ).LEE % S.LEE= . RHEE® J.LEE".M.JOUNG ".E.
JOO LY. HA ' C.KANG . K.PECK '. J. SONG '; 'Samsung Med. Ctr.,
Seoul, Republic of Korea, *Korean Network for Study of Infectious Dhsease,
Seoul, Republic of Korea.

230pm.

Severe Bacterial Meningitis: Ventricular Drainage and
I ive [CP-Tr Improves Qutcome

M. GLIMAKER', B JOHANSSON . M. WANECEK * A.ELMI’,
8. BELLANDER * 'Med.. Scockholm. Sweden, *Anestesiology. Stackhalm,
Sweden, *Neurosurgery. Scockholm, Sweden.
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B-1430
The MMP13 (-77A/G) Polymorphism Associates With the
Presence of Sepsis in ICU Patients

Advanced Search

G. Martin', V. Asensil, A. H. Montes?, J. Collazos2, J. A. Carton?, F. Taboada?, E.
Valle-Garay?t;

1Hosp Central de Asturias,Oviedo Univ Med Sch, Oviedo, SPAIN, 2Hosp. de
Galdacano, Vizcaya, SPAIN.

Background: Matrix-metalloproteases (MMPs) and their tissue-inhibitors (TIMPs) participate in
extracellular matrix remodelling and degradation. They are also regulators of the immune responses
raised in sepsis. No MMPs polymorphisms (SNP) have been associated with sepsis so far. Methods:
89 adult patients with severe sepsis and 90 age and sex-matched controls with non-infectious
pathologies (mostly trauma and cerebrovascular strokes) admitted to the ICU of the HUCA were
enrolled in a prospective study and followed during their hospital stay. All septic patients had positive
hemocultures at admission. APACHE score was calculated at ICU admission faor all the patients . MMP1
(-1607 1G/2G), MMP3 (-1612 5A/6A) and MMP13 (-774/G) SNPs were genotyped by PCR, MMPs (-1,
-2, -3, -8, -9, -10, -13) and TIMPs (-1,-2,-4) were measured by ELISA microarrays in serum
obtained during the first day of ICU stay. Results: MMP13 AA homozygotes (59.6 % vs. 42.9%) were
significantly more frequent in septic patients compared to non-infected controls (chi2 =4.37, OR
[95% CI] 0.51[0.27-0.96], p=0.037). Carriers of the MMP13 AA genotype had slightly higher MMP-13
serum levels compared to carriers of the AG genotype (0.37 + 1.9 vs. 0,13 + 0.13 pg/ml, p=0.3).
MMP-13 serum levels were slightly although not significantly increased in septic patients compared to ,
controls (0.41% 1.96 vs. 0.11 + 0.12 pg/ml, p=0.2). Four patients (13.8%) died, only 1 with sepsis, 3 u
of them carriers of the MMP13 AG genotype. No associations of the MMP1 or MMP3 SNPs with sepsis, L=
APACHE score or mortality were found. Conclusions: We report for the first time an association

between a MMP SNP and sepsis. More research is needed in order to clarify the role of MMP13 in

sepsis development. ) i >
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B-1431
Time Course Variations of Serum Matrix Metalloproteases
and Their Tissue Inhibitors and Its Asociation With the
Presence of Sepsis and Poor Clinical Outcome in ICU
Patients

G. Martin, V. Asensil, A. H. Montes?, J. Collazos?, V. Carcaba?, F. Taboada?, E.
valle-Garay?;

qumu Central de Asturias,Oviedo Univ Med Sch, Ovieda, SPAIN, n_._omn. de
Galdacano, Vizcaya, SPAIN.

Background: Matrix-metalloproteases (MMPs) and their tissue-inhibitars (TIMPs) participate in
extracellular matrix remodelling and degradation. They are also regulators of the immune responses
raised in sepsis. Their role in the clinical outcome of septic patients is controversial and their dynamic
changes remain unexplored. Methods:14 adult patients with severe sepsis and 15 age and sex-
matched controls with non-infectious pathologies (mostly trauma and cerebrovascular strokes)
admitted to the ICU of the HUCA were enrolled in a prospective study and followed during their
haspital stay. All septic patients had positive hemocultures at admission. APACHE score was
calculated at the ICU admission for all the patients. MMPs (-1, -2, -3, -8, -9, -10, -13) and TIMPs
(-1,-2,-4) were measured by ELISA microarrays in serum obtained during the days 1, 3 and 7 of ICU
stay. Results: Four patients (13.8%) died, only 1 with sepsis. Serum MMPs (-1, -8, -9, -10) and
TIMP-4 levels were significantly different throughout the ICU stay in septic patients (p<0.02) but no
significant dynamic changes were observed among the non-infected controls. The presence of sepsis
associated with increased serum levels of MMP-3 and -8 (p<0.0001), and the APACHE score with
decreased serum levels of MMP-1 (p=0.03) and increased of MMP-1,-2,-8 and TIMP-1 and -2
(p<0.04). Fatal outcome associated with increased serum levels of MMP-1 and -13 by Pearson
correlation (p<0.01). Serum MMP-8 levels at day 1 and 3 and TIMP-4 levels at day 7 were the only
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Time Course Variations of Serum Matrix Metalloproteases
ot sat and Their Tissue Inhibitors and Its Asociation With the
2613 presence of Sepsis and Poor Clinical Outcome in ICU
Categary index Patients

G. Martin!, V. Asensi', A. H. Montes?, 1. Collazos?, V. Carcabal, F. Taboada!, E.
Valle-Garay';
1Hosp Central de Asturias,Oviedo Univ Med Sch, Oviedo, SPAIN, 2Hosp. de
Galdacano, Vizcaya, SPAIN.

kg d: Matrix-| roteases (MMPs) and their tissue-inhibitors (TIMPs) participate in
extracellular matrix remodelling and degradation. They are also regulators of the immune responses
raised in sepsis. Their role in the clinical outcome of septic patients is controversial and their dynamic

remain lored ds:14 adult patients with severe sepsis and 15 age and sex-

matched controls with non-infectious pathologies (mostly trauma and cerebrovascular strokes)
admitted to the ICU of the HUCA were enrolled in a prospective study and followed during their
hospital stay. All septic patients had positive hemocultures at admission. APACHE score was
calculated at the ICU admission for all the patients. MMPs (-1, -2, -3, -8, -9, -10, -13) and TIMPs
(-1,-2,-4) were d by ELISA mici ys in serum obtained during the days 1, 3 and 7 of ICU
stay. Results: Four patients (13.8%) died, only 1 with sepsis. Serum MMPs (-1, -8, -9, -10) and
TIMP-4 levels were significantly different throughout the ICU stay in septic patients (p<0.02) but no
significant dynamic changes were observed among the non-infected controls. The presence of sepsis
associated with increased serum levels of MMP-3 and -8 (p<0.0001), and the APACHE score with
decreased serum levels of MMP-1 (p=0.03) and increased of MMP-1,-2,-8 and TIMP-1 and -2
(p<0.04). Fatal outcome associated with increased serum levels of MMP-1 and -13 by Pearson
correlation (p<0.01). Serum MMP-8 levels at day 1 and 3 and TIMP-4 levels at day 7 were the only
variables significantly associated with sepsis by logistic regression (p<0.0001) although none with
mortality. Conclusions: Early increase of MMP-8 and late decrease of TIMP-4 are associated with
sepsis although do not seem to play any role in the patients clinical outcome.
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Endothelial (NOS3 E298D) And Inducible (NOS2 Exon 22)

Nitric Oxide Synthase Polymorphisms, As Well As Plasma
NOx, Influence Sepsis Development

G. Martin, V. Asensi 2, A. H. Montes®, J. Collazos?, V. Alvarez®, L. Perez-1s®, 1.
A. Carton?, F. Taboada?, E. Valle-Garay®; Hosp Univ. Central de Asturias,,
Oviedo, Spain, 2Hosp Univ. Central de Asturias,Oviedo Univ Med Sch, Oviedo,

Spain, 3,0vieda Univ Med Sch, Oviedo, Spain, *Hosp. de Galdacano, Galdacano,

Spain, Hosp Univ. Central de Asturias, Oviedo, Spain, ®Oviedo Univ Med Sch,
Oviedo, Spain

Background: Nitrix oxide (NO) influences susceptibility to infection and hemodynamic failure (HF) in
sepsis. NOS3 and NOS2 SNPs might modify plasma nitrite/nitrate (NOx) levels, sepsis development,
hemodynamics and survival. Methods: 90 severely septic and 91 non-infected ICU patients were
prospectively studied. NOS3 (E298D), NOS3 (-786 T/C), NOS3 (27 bp-¥NTR), and NOS2A (exan 22)
SNPs and plasma NOx levels were assessed. Results: 21 patients (11.6%) died, 7 with sepsis. TT
homozygotes and T allele carriers of NOS3 (E298D) and AG carriers of the NOS2A (exon 22) SMNPs
were more frequent among septic compared to non-infected ICU patients (p<0.05). Plasma NOx was
higher in septic, especially in septic with HF or fatal outcome (p<0.006). Plasma NOx was higher in
carriers of the T allele of the NOS3 (E298D) SNP (p=0.006). Sepsis independently associated with HF
increased NOx, peripheral neutrophils, and fibrinogen levels, decreased prothrombin and the presence
of the NOS3 (E298D) and NOS24A (exon 22) SNPs. A low APACHE II score was the only wariable
associated with sepsis survival. NOx independently associated with sepsis, HF, decreased neutrophils
and higher APACHE. Conclusions: NOS3 {E298D) and NOS24 (exon 22) SNPs, individually and in

combination, and plasma NOx, associated with sepsis development, NOx associated with HF and fatal
outcome.
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DNA genotyped.

“ Plasma NOx levels were assessed with the Griess reaction in all the patients at day 1 of ICU admission
and at days 1, 3 and 7 in 29 septic and control patients.

# Neutrophils NOS2 gene expression in septic and uninfected ICU controis was also measured.

“ Introduction: Nitrix oxide (NO) influences infection
sepsis. NOS3 and NOS2 SNPs might modify plasma nitrite/niteate (NOX) levels, sepsis development,
hemodynamics and survival.

% Methods: 90 severely scptic and 91 non-infected ICU patients were prospectively studied, NOS3 (E298D), i =
NOS3 (-786 T/C), NOS3 (27 bp-VNTR), and NOS2A (exon 22) SNPs and plasma NOx levels were S
assessed. = 2t

“ Results: 21 patients (11.6%) died, 7 with sepsis. TThomozygotes and Tallele carriers of NOS3 (E295D)

and GA carriers of the NOS2A (exon 22) SNPs were more frequent among septic compared to non-infected

ICU patients (p<0.05). Plasma NO was higher in septic, especially in septic with HF or fatal outcome

< 21 patients (11.6%) died , 7 with sepsis.
SNPs results
% TT homozygoles and T akiele carriers of the NOS3(E298D) and GA carriers of the NOS2 (exon 22)

(p<0.006). Plasma NOx was higher in carriers of the T allele of the NOS3 (E298D) SNP (p=0.006), Sepsis = S e e e SNPs were more frequent among septic compared to controis (p<0.05) (Table 1).
independently associated with HF, increased NOX, peripheral neutrophils, and fibrinogen levels, decreased = s s = Plasma NOX ’
prothrombin and the presence of the NOS3 (E298D) and NOS24 (exon 22) SNPs, A low APACHE Il score e P ety  Plasma NOX was higher in septic, especially in septic with HF or fatal outcome (p<0.006) (Fig.1).
was the only variable sssociated with sepsis survival. NOX independently associaied with scps’s, HF, AR ST # Plasma NOx was higher in carriers of the T allele of the NOS3(E298D) SNP (p=0.006) (Table 2)
decreased neutrophils and higher APACHE. Plasma NOx Time Course
% Conclusions: NOS3 (E298D) and NOS2A (exon 22) SNPs, individually and in combination, and plasma * There were no significant differences in the course of NOx over time between septic and controls or
NOx. associated with sepsis development. NOX associated with HF and fatal outcome. among survivors and those who  died (p>0.9)(Fig.2)
% Keywords: nitric oxide, nitric oxide synthase, polymorphisms, sepsis, hemodynamic failure, survival rophil NOS24 gene expression
% No sign in neutrophil NOS2A ge i and controls or
ameng genotype carriers of the different NOS2 and NOS3 SNPs (Table 1)
Muttivariate logistic regression
* Sepsisi with HF, NOX, peripheral and

< NO, by regulating vascular tone and permeabiity and myocardial function, plays a key role in
sepsis pathophysiology. NO synthesis is regulated by nitric oxyde synthase (NOS) activity.
“ Some endothelial (NOS3) and inducible (NOS2) SNPs might modify NOS activity and NO

fibrinogen levels, decreased prothrombin and the presence of the NOS3 (E298D) and NOSA (exon 22) SNPs
“ Alow APACHE Il score associated with sepsis survival (Table 4),

“ NOx independently associated with sepsis,HF, decreased reutrophils and higher APACHE Il score.
production and play a role in sepsis development as suggested (1-3). ST TS i T

| CONCLUSIONS

# NOS3(E298D) and NOS2A (exon 22) SNPs, andin and
asociated with sepsis development.
*# NOx asociated with HF and fatal outcome.

<+ To investigate whether NOS3 and NOS2 SNPs might influence sepsis susceptibility, mortality
and/or the presence of hemodynarmic failure (HF).

< In order to answer these questions different NOS3 and NOS2A SNPs in septic and non-
infected ICU controls were genotyped.

“ Plasma nitrite/nitrate (NOx) levels were also assessed at ICU admission and in time course in
= s,

i septic and

“ 1.Huttunen R, etal. Shock 2009; 31:

“ 2MaP etal. J Trauma 2011; 71:872-7.

% 3.WangZ.et al. Human Genet 2013,132:337-46.

% 4.Bone RC et al. Chest 1992; 101:1481-3.

% 5.Levy MM et al Intensive Care Med 2003; 31:1250-6.

“ 90 adult septic ICU patients that fulfilled the 1992 ISDCC criteria were enrolled (4, 5). All septic
patients had positive b ora i source of bacterial infection.

“ Uninfected adult patients admitted to the ICU after polytrauma or cerebro-vascular attack were used
as controls (Table 1).
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E-935
The Tnf-a (-238 G/a) Polymorphism Seems To Protect
Against Development Of Severe Sepsis

G. Martinl, V. Asensi 2, A, H. Montes3, 1. Collazos?, V. Alvarez®, J. A. Carton®, F.
Taboada®, E. Valle-Garay”; *Hosp Univ. Central de Asturias,Oviedo UNiv Med Sch,
Oviedo, Spain, NIomu Univ, Central de Asturias,Oviedo UNiv Med Sch, Oviedo,
Spain, 30viedo Univ Med Sch,Biochemistry and Molecular Biol., Oviedo, Spain,
“Hosp. de Galdacano, Galdacano, Spain, Hosp Univ. Central de Asturias, Oviedo,
Spain, ®Hosp Univ. Central de Asturias,Oviedo Univ Med Sch, Oviedo, Spain,
70oviedo Univ Med Sch, Oviedo, Spain

Background: Primary responses in sepsis-mediated inflammation are regulated by proinflammatory
cytokines. Variations in the cytokine genes might modify their transcription or expression, plasma
cytokine levels and response to sepsis. Activation protein-1 (AP-1) and NF-kappa B (NF-kB) regulate
cytokines gene expression in sepsis. Methods: 90 severely septic and 91 non-infected patients were
prospectively studied. IL-1o (-889 C/T), IL-1B{+3954 C/T), IL-6(-174 G/C), TNF-o (-238 G/A), TNF-a
(-308G/A), IL-8 (-251A/T) and IL-10 (-1082 G/A) SNPs, plasma IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, 1L-13,
IFN-vy, TNF-a and monocyte chemoattractant protein 1 (MCP-1) levels, and AP-1 and NF-kB gene
expression by neutrophils were assessed. Results: A allele carriers of TNF-a (-238 G/A) SNP were
less frequent among septic patients {(p<0.0003). IL-6, IL-8, IL-10, TNF-o and MCP-1 levels were
higher (p<0.005), and AP-1 and NF-kB gene expressions lower (p<0.03), in septic patients. Sepsis
was independently associated with higher fibrinogen, neutrophil counts and IL-8 levels, lower
prothrombin, absence of the variant A allele of the TNF-a (-2398G/A) SNP, and hemodynamic failure.
Death was independently associated with a higher APACHE II score, higher IL-8 levels and the
diagnosis of sepsis. Conclusions: TNF-a (-238G/A) SNP seems to protect against sepsis
development. Higher IL-8 levels are predictive of sepsis and mortality
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