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INTRODUCCIÓN 
 
1. DEFINICIÓN DE SEPSIS Y RESEÑA HISTÓRICA 

La sepsis es la respuesta inmunológica del organismo frente 

a la invasión de un agente infeccioso o sus toxinas. Se 

caracteriza por la presencia de los signos cardinales de la 

inflamación (vasodilatación, acumulación de leucocitos, 

incremento de la permeabilidad vascular) a nivel de órganos 

distales al foco de la infección.  

El objetivo de esta respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) 

es el control de la infección en el lugar donde se originó, pero 

si es excesiva o inadecuada, produce una liberación masiva de 

mediadores inflamatorios y activación de las células del sistema 

inmune, provocando la lesión tisular en los distintos órganos. 

Como resultado surge la disfunción de los órganos (MODS o 

síndrome de disfunción multiorgánica) que si progresa, 

evoluciona hacia el fallo multiorgánico (MOF), una situación de 

extrema gravedad con una elevada mortalidad. 

La palabra sepsis, etimológicamente procede del griego 

σηπείν = sepein que significa “pudrir”, término acuñado en el 

siglo XIX tras los estudios de Pasteur y Koch para definir “la 

descomposición de un animal o vegetal en presencia de 

bacterias”. Sin embargo, las primeras descripciones conocidas de 

la enfermedad datan de Hipócrates de Cos (460-370 a.C.) que, en 

su Corpus Hippocraticum,  se refirió a un “cuadro de frialdad de 

extremidades  y sudor frío tras una enfermedad aguda febril” 
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[1]. Ya en ese tiempo se reconocía la existencia signos de 

hipoperfusión tisular como una situación especialmente grave. 

Galeno (129-199 d.C.), médico de origen griego y 

considerado una autoridad en Medicina, describió las 

manifestaciones de la inflamación aguda: “rubor, calor, dolor y 

tumor” a lo que Celso añadió “pérdida de función” [2].  

Anton van Leeuwenhoek (1632-1723), un comerciante de telas 

holandés, fue el primero que describió y dibujó los 

microorganismos que observó a través de un microscopio de su 

invención [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, mostró la asociación de la 

descomposición de la sustancia orgánica con la presencia de 

microorganismos y, según la cual toda enfermedad infecciosa es 

secundaria a un germen con capacidad para propagarse entre 

personas [3]. Robert Koch (1843-1910) demostró en 1876 que una 

pequeña partícula viva, que él denominó bacilo, podía causar una 

enfermedad infecciosa concreta. En 1882 publicó su informe, al 

que añadió sus famosos postulados, para demostrar que 

determinados microorganismos están 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 clasificación de 

shock en 4 categorías: hipovolémico (hemorrágico), cardiogénico, 
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neurogénico (secundario a lesión 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 describió la inmunidad innata de 

las células mieloides en el siglo XIX. Él y sus colegas del 

Instituto Pasteur confirmaron la fagocitosis por los neutrófilos 

y macrófagos como una parte esencial de la respuesta innata 

inmune [5]. Desarrolló el concepto de inmunidad celular, aunque 

Osner y otros, antes que él, habían observado la fagocitosis 

[5]. Emil von Behring (1854-1917) y Paul Ehlrich (1854-1915), 

que trabajaron en el laboratorio Koch en Berlín, encontraron que 

elementos séricos podían evitar la muerte derivada de la acción 

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 múltiples los avances que nos 

han llevado a un mayor conocimiento de esta patología. 

Ha sido necesaria la Conferencia Consenso de la ACCP 

(American College of Chest Physicians) y la SCCM (Society of 

Critical Care Medicine) [6] celebradas en 1991 para establecer 

las definiciones de los síndromes sépticos y los criterios 

diagnósticos de los mismos. De esta forma se definió: 

 Infección como el proceso patológico causado por la invasión 

de tejido, líquido o cavidad corporal por un 

microorganismo patógeno o potencialmente patógeno. 
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 Respuesta inflamatoria sistémica queda definida por la 

presencia de dos o más de los siguientes criterios: 

o Temperatura corporal mayor de 38ºC o menor de 36ºC. 

o Frecuencia cardíaca mayor de 90 latidos por minuto. 

o Frecuencia respiratoria mayor de 20 respiraciones por 

minuto, o PaCO2 menor. de 32mmHg. 

o Recuento de leucocitos mayor de 12.000 por mm3, menor 

de 4.000 por mm3 o presencia de más del 10% de formas 

inmaduras. 

 Sepsis es la respuesta inflamatoria sistémica provocada por 

un proceso infeccioso. 

 Sepsis severa es una sepsis que se acompaña de disfunción 

orgánica. Los criterios para definir el estado de 

disfunción orgánica que se aceptaron son los desarrollados 

por Marshall (tabla 1)[7] o bien el SOFA score o 

puntuación (Sequential Organ Failure Assessment) (tabla 

2)[8].  

 Shock séptico consiste en un estado de fallo circulatorio 

agudo el cual se define por hipotensión persistente que 

únicamente se explica por una sepsis. La hipotensión 

persistente se define como una TAS menor de 90mmHg, una 

TAM menor de 60mmHg o un descenso de la TAS mayor de 
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40mmHg con respecto a la basal, a pesar de una 

resucitación con fluidos endovenosos adecuada. 

 

Tabla 1: Criterios de disfunción orgánica de Marshall [7] 

 
 
Órgano 

 
 

0 

 
 

1 

Score (puntuación) 
 

2 

 
 

3 

 
 

4 

Respiratorio 
(PaO2/FiO2) 
Renal 
(creatinina sérica μmol/L) 
Hepático 
(Bilirrubina 
sérica μmol/L) 
Cardiovascular 
(PAR) 
Hematológico 

>300 
 
 

≤100 
 
 

≤20 
 

≤10 
 

>120 

226-300 
 
 

101-200 
 
 

21-60 
 

10,1-15 
 

81-120 

151-225 
 
 

201-350 
 
 

61-120 
 

15,1-20 
 

51-80 

76-150 
 
 

351-500 
 
 

121-40 
 

21,1-30 
 

21-50 

≤75 
 
 

>500 
 

 
>240 

 
>30 

 
≤20 

(plaquetas/ml 10
-3

) 
Neurológico 
(Escala de Glasgow) 
 
 

 
15 

 

 
13-14 

 
10-12 

 
7-9 

 
≤6 

 

PAR = frecuencia cardíaca x presión venosa central / tensión arterial media 
La escala de Glasgow en pacientes sedoanalgesiado, se asume como normal 
Con un score  o puntuación>20, la mortalidad predecible es de casi el 100%, entre 9 y 12 se corresponde con 25%, entre 
13 y 16, 50%, entre 17 y 20 un 75%. 

 
 
 
 

Tabla 2: SOFA score (puntuación) [8] 

 1 2 3  4 

Respiratorio 
(PaO2/FiO2) 
Hematológico 
(plaquetas/ml 10

-3
) 

Hepático 
(Bilirrubina mg/dl 
μmol/L) 
Cardiovascular 
(hipotensión) 
 
 
Neurológico 
(Escala de Glasgow) 
Renal 
(creatinina μmol/L ó 
gasto urinario) 

 

 
<400 

 
<150 

 
            1.2-1.9 

20-32 
 

TAM<70mmHg 
 
 

 
13-14 

 
1.2-1.9                        

(110-170) 

 
<300 

 
<100 

 
2.0-5.9 
33-100 

 
Dopamina≤5 o 

dobutamina 
 
 
 
 

10-12 
 

2.0-3.4                      
(171-299) 

 
<200 

 
<50   

 
6.0-11.9     
102-204 

 
Dopamina >5 o 

epinefrina ≤0.1 o 
norepinefrina ≤0.1 

 
 

6-9 
 

3.5-4.9                            
(300-440) 

 o <500ml/día 

 
<100 

 
<20 

 
>12 

>204 
 

Dopamina >15 o 
epinefrina >0.1 o 

norepinefrina ≤0.1 
 
 

<6 
 

>5                                  
(>440)                             

o <200ml/día 

Fármacos adrenérgicos durante al menos 1 hora (dosis en μg/kg/min) 

 

 

En ventilación mecánica 
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Posteriormente, en el último consenso del 2001[9], se 

concluyó que no había motivo para cambiar estas definiciones, si 

bien se propuso expandir la lista de signos y síntomas de la 

sepsis (Tabla 3). 

 

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

Infección documentada o sospechada y alguno de los siguientes parámetros 

Variables generales 

 Fiebre: Tª mayor de 38,3ºC 

 Hipotermia: Tª menor de 36ºC 

 Frecuencia cardíaca mayor de 90/min o por encima de 2 desviaciones estándar del valor normal para la edad 

 Taquipnea 

 Alteración del estado mental 

 Edema significativo o balance hídrico positivo (mayor de 20cc/kg en 24horas) 

 Hiperglucemia( mayor de 120mg/dl ó 7,7 mmol/L) en ausencia de diabetes 

Variables inflamatorias 

 Leucocitosis ( mayor de 12.000 leucos/mm
3
) 

 Leucopenia ( menor de 4.000 leucos/mm
3
) 

 Cifra de leucocitos normal con un contaje de más de un 10% de formas inmaduras 

 Proteína C reactiva plasmática por encima de  2 desviaciones estándar del valor normal 

 Procalcitonina plasmática por encima de 2 desviaciones estándar del valor normal 
 
 

Variables hemodinámicas 

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

 Saturación venosa mixta de oxígeno >70% (el valor normal de los niños oscila entre 75 y 80% 

 Índice cardíaco mayor de 3,5 L/min/m
3
 (en niños el valor normal está entre 3,5 y 5,5) 

Variables de disfunción orgánica 

 Hipoxemia: PaO2/FiO2 <300 

 Oliguria aguda (gasto urinario<0,5ml/kg/h ó 45mmol/L al menos 2 horas 

 Aumento de la creatinina por encima de 0,5mg/dl 

 Alteraciones de la coagulación: INR>1,5 ó PTTa >60s 

 Íleo: en ausencia de obstrucción intestinal 

 Trombocitopenia: recuento de plaquetas menor de 100.000/mm
3
 

 Hiperbilirrubinemia: mayor de 4mg/dl ó 70 mmol/L 

Variables de perfusión tisular 

 Acidosis láctica: >1 mmol/L 

 Disminución del llenado capilar o piel marmórea 

 
 

Asimismo se estableció un sistema de estadiaje, semejante 

al TNM para las enfermedades oncológicas, denominado PIRO, que 

estratifica a los pacientes en base a sus condiciones 
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predisponentes (patologías o tratamientos que predisponen a la 

infección, polimorfismos genéticos), la naturaleza y extensión 

de la infección, la magnitud de la respuesta del huésped y el 

grado de disfunción orgánica. 

  

 
2. EPIDEMIOLOGÍA 

A pesar de los avances en prevención, diagnóstico y 

tratamiento, la sepsis grave se mantiene como un reto emergente 

para los clínicos y los sistemas de salud tanto en países 

desarrollados como en vías de desarrollo.  Su incidencia está en 

aumento y se ha convertido en la primera causa de muerte en las 

unidades de cuidados intensivos (UCI), siendo la responsable, de 

más del 60% de los fallecimientos intraUCI [10]. La sepsis se 

cobra más vidas que el cáncer 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 casos/100.000 habitantes-

año 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. / año en 1993, que se 

duplicó en 2003 con 135 casos/100.000 hb. /año. 

El estudio EPISEPSIS [13] en Francia mostró que un 14,6% de 

los enfermos ingresados en UCI presentaban sepsis severa. Un 
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estudio en el que participaron hospitales de Inglaterra, Gales e 

Irlanda del Norte [14] estableció que el 27,1% de los pacientes 

ingresados en UCI tenían 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 población 

(el 0,61% de ingresos hospitalarios y el 11% de los ingresos en 

UCI). El estudio SOAP [17] (Sepsis Ocurrence in Acute Ill 

Patients) mostró que el 37% de los pacientes ingresados en UCI 

presentaron en algún momento sepsis, de los cuales el 30% eran 

sepsis grave y el 15% shock séptico. 

En nuestro país un estudio observacional prospectivo 

realizado en el año 2003, en el que se recogieron durante un 

período de tres meses datos de enfermos ingresados en tres 

hospitales de Madrid [18] (con un área de atención de 580.000 

habitantes), se encontró una incidencia  de sepsis grave 

calculada de 104 casos/100.000 habitantes adultos/año con una 

mortalidad de 20,7%. La incidencia de shock séptico en este 

estudio fue de 31/100.000 hb/año con una mortalidad de 45,7%. 

Posteriormente el estudio G.R.E.C.I.A.[19] publicado en el año 

2008, que recoge datos de UCIs de 13 hospitales de Castilla- 

León y Asturias, encontró que casi el 12% de los pacientes 

ingresados en UCI presentaban al menos un episodio de sepsis 

grave, lo que correspondería con una incidencia de 25 
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casos/100.000hab./año. La mortalidad intraUCI fue del 48,4% y la 

hospitalaria del 54,3%. 

Se estima que la incidencia de sepsis se incrementa cada 

año, entre un 8 y 13% según estudios [12,20] manteniendo una 

mortalidad elevada. Los factores que contribuyen a esta 

situación son: 

 El envejecimiento de la población, a menudo asociado a 

patologías crónicas y comorbilidades. 

 El incremento de la supervivencia de los pacientes de 

UCI como son los que han sufrido un traumatismo 

severo o un infarto agudo de miocardio que son 

susceptibles a padecer infecciones durante su 

enfermedad. 

 El incremento de procedimientos diagnósticos y 

terapéuticos invasivos. 

 El número creciente de condiciones causantes de 

inmunosupresión: SIDA, cáncer, fármacos inmunosupre-

sores. 

 La presencia de un agente causante: la existencia o no 

de cultivos no influye en la mortalidad, pero sólo un 

50% de pacientes con sepsis grave presentan 

bacteriemia demostrada. La infección nosocomial 

presenta una mayor mortalidad, así como la infección 

por microorganismos resistentes como los 
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Staphylococcus aureus resistentes a meticilina 

(MARSA,) los hongos y Pseudomonas spp. 

 El tratamiento antibiótico tiene un papel poco claro 

aunque algunos estudios han demostrado que el 

tratamiento empírico apropiado influye en el 

pronóstico de la sepsis. 

 

 

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 Unión 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, lo que sugiere aproximadamente 2 millones de 

ingresos en UCI. Tras la  “Surviving Sepsis Campaign”, una 

iniciativa de la European Society of Intensive Care Medicine 

(ESICM), the International Sepsis Forum (ISF) y the Society of 

Critical Care Medicine (SCM) ideada para mejorar el diagnóstico 
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temprano de la sepsis así como el tratamiento con el fin de 

disminuir la mortalidad de estos enfermos, se concluyó 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 más de 5 veces mayor que la del síndrome coronario 

agudo o el ictus. Tras dos años de seguimiento la mortalidad 

hospitalaria descendió del 37 al 30,8% [22]. 

Un estudio retrospectivo realizado en Nueva Zelanda sobre 

más 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 España, los últimos 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 económico, la sepsis representa un coste de entre 

17.000 y 19.000 euros/episodio. Además el estudio de la SEMICYUC 

mostró 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 infección abdominal 

los pacientes con mayor mortalidad. 
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3. FISIOPATOLOGÍA: 

La sepsis se inicia cuando concentraciones elevadas de 

microorganismos o de sus antígenos pasan a la sangre; ésto 

ocurre cuando la población microbiana asentada en un punto de 

infección excede un umbral. El sistema inmune reconoce las 

moléculas extracelulares de los microorganismos y se activa la 

cascada inflamatoria. La molécula microbiana más conocida es la 

endotoxina o lipopolisacárido (LPS) de las bacterias 

gramnegativas (BGN). Sin embargo, otras moléculas como el ácido 

lipoteicoico (LPT) de los grampositivos (BGP) o el ergosterol de 

la pared de las levaduras, son capaces de activar el sistema 

inmune[25].  

Activación de los macrófagos: La primera línea celular del 

sistema inmune la constituyen los monocitos y los macrófagos, 

identificando, procesando y presentando el antígeno al receptor 

CD14. Además, pueden fagocitar al agente extraño y expresar  una 

gran variedad de moléculas que estimulan la internalización del 

elemento extraño 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 macrófagos (mCD14). El sCD14, 

glicoproteína de 53KDa, está presente en el suero normal y su 

función es la de transporte y trasferencia del LPS y del 

complejo LPS-LPB. La LPB (LPS Binding Protein) es una 
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glicoproteína sintetizada en el hígado que se une al LPS y lo 

transporta hasta los receptores celulares[25,26,27].  

El mCD14 es una glicoproteína de 55KDa cuyo gen codificador se 

encuentra en el cromosoma 5 y se expresa en macrófagos y 

neutrófilos (PMN) activados. El mCD14 actúa como receptor del 

complejo LPS-LPB induciendo la transcripción de citoquinas en el 

macrófago. El CD14 también participa en el reconocimiento de los 

componentes de pared de los BGP como el peptidoglicano y el 

ácido lipoteicoico, y actúa como mediador en la apoptosis del 

macrófago. La expresión del CD14 está modulada por la 

interleukina 6 (IL6) y por el factor de necrosis tumoral α 

(TNFα) que  incrementan su producción, así como por la 

interleukina 4 (IL4) y el interferón γ (IFN γ) que la 

disminuyen. 

Los toll-like receptors (TLR) son receptores transmembrana 

responsables del reconocimiento de una gran variedad de 

antígenos bacterianos. El receptor Toll es una molécula asociada 

a mecanismos de diferenciación y defensa de Drosophila. En 

mamíferos, su homólogo es la familia de proteínas Toll-like de 

los cuáles, 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 expresión,  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 patógenos, reconoce las estructuras de 

pared de los BGP como los peptidoglicanos, aunque también media 

la respuesta a  lipoproteínas derivadas de Mycobacterium 

tuberculosis, Borrelia burgdorferi, Treponema pallidum y 

Mycoplasma fermentans, así 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 CD14 e inician una serie de 

reacciones en el citoplasma que resultan en la activación del 

factor nuclear kappa B (NF-B)[24]. Se unen al NF-B produciendo 

su activación y migración al núcleo celular donde se unirá a 

secuencias específicas de DNA localizadas en regiones promotoras 

y activará la expresión de los genes responsables de la síntesis 

de las citoquinas. Las citoquinas, una vez secretadas, ejercen 

sus efectos a través de sus receptores celulares en los tejidos 

diana, iniciándose una respuesta inmunológica compleja.  

Ésta es la vía por la cual las células inflamatorias 

detectan la presencia del agente infeccioso a través de sus 

receptores de superficie. Además, el NF-B juega un papel 

importante en la apoptosis, al modular la expresión de los genes 

que regulan la muerte celular[28]. 

Principales mediadores inflamatorios: 

El TNF-α es una de las primeras citoquinas que aparecen en 

sangre tras la activación del macrófago. En pocos minutos se 

secretan grandes cantidades de TNF-α, de manera que se alcanza 
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un pico máximo en 1,5 a 2 horas, descendiendo en 12 a 24 horas. 

Esta citoquina está codificada por  genes ubicados en el 

cromosoma 6 y sus efectos biológicos son múltiples: 

 Induce la actividad antimicrobiana del monocito, 

estimulando la secreción de citoquinas y otros 

mediadores. 

 Aumenta la producción de PMN y su marginalización. 

 Activa el sistema del complemento y la cascada de la 

coagulación.  

 Altera el tono vascular e incrementa la permeabilidad 

capilar, promoviendo la aparición de moléculas de 

adhesión en las células endoteliales. 

 Estimula el catabolismo proteico y la gluconeogénesis 

 Incrementa la señal de mediadores como prostaglandinas y 

factor activador de las plaquetas. 

 Estimula la proliferación, apoptosis y diferenciación de 

los macrófagos.  

 

Los genes que codifican la interleukina 1 (IL1) están 

situados en el cromosoma  2. Esta citoquina  está constituida 

por 3 polipéptidos estructuralmente relacionados. La IL1α y la 

IL1β son biológicamente activas, pero la IL1α permanece en el 

citosol en forma de precursor y es transportada como tal a la 

superficie celular donde ejerce su acción. La IL1β es liberada a 
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la circulación, sus efectos son similares a los del TNFα 

actuando sinérgicamente con él. Tiene las siguientes funciones: 

 Es un potente pirógeno. 

 Induce su propia producción y la de otras citocinas así 

como de otros mediadores como el factor activador de las 

plaquetas (PAF) y los eicosanoides. 

 Aumenta la expresión de los genes de la colagenasa y 

fosfolipasas.  

 Estimula la síntesis de óxido nítrico (NO). 

 

La interleukina 6 (IL6), producida por fibroblastos, 

monocitos, linfocitos y células endoteliales, es una citoquina 

con carácter básicamente antiinflamatorio: 

 Es un pirógeno endógeno, 

 Estimula la producción de ACTH por la hipófisis. 

 Interviene en la diferenciación de los linfocitos B y en 

la producción de inmunoglobulinas, y en la activación de 

los linfocitos T. 

 Modula la hematopoyesis. 

 Induce la síntesis de reactantes de fase aguda por el 

hígado, incluyendo la proteína C reactiva (PCR). 

 Atenúa la síntesis de mediadores proinflamatorios y la 

concentración plasmática de la IL6 se correlaciona con 

la gravedad de la sepsis más que otras citocinas. 
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La interleukina 8 (IL8) es sintetizada en distintas células 

como fibroblastos, células endoteliales, monocitos, PMN y su 

función principal es la quimiotaxis y activación de los PMN. 

Además,  regula la producción de proteínas de adhesión y la 

formación de lípidos bioactivos produciendo una amplificación de 

la respuesta inflamatoria local y de la lesión 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 interferón 

gamma (IFNγ). Ambas estimulan la producción y citotoxicidad de 

los linfocitos T citotóxicos y las  células NK. Sus acciones son 

promover la liberación de IL1 e IL6 por parte del macrófago y 

actúan sinérgicamente con el TNFα. 

 

La interleukina 10 (IL10) es el mediador antiinflamatorio por 

excelencia. La producen los linfocitos T, monocitos y 

macrófagos, y tiene las siguientes funciones;  

 Inhibe la producción de citocinas, de radicales libres y 

NO por los macrófagos. 

 Inhibe la proliferación de los linfocitos  T helper 

dependientes de los monocitos.  

 Inhibe la actividad procoagulante dependiente del factor 

tisular.  
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 Estimula la función de los linfocitos B, el desarrollo de 

linfocitos T citotóxicos y la producción de linfocitos y 

mastocitos. 

 

Las metaloproteasas (MMPs): 

 Las metaloproteasas de matriz extracelular (MMPs) son una 

familia de endoproteasas zinc-dependientes que comparten 

secuencias de aminoácidos, dominios estructurales y sustratos. 

Inicialmente se pensó que su función principal era la 

remodelación y degradación de la matriz extracelular (ECM)  del 

tejido conectivo. Están involucradas en la respuesta a la 

injuria tisular y la inflamación. Se secretan como proenzimas 

inactivas en respuesta a gran variedad de mediadores 

inflamatorios como las citoquinas. La sobreexpresión y 

activación de estos enzimas induce la reparación celular que se 

asocia con numerosas enfermedades como la artritis reumatoide, 

la enfermedad periodontal, el cáncer, la insuficiencia cardíaca 

y la arterioesclerosis, se encuentran incrementadas en el 

Síndrome de Distress Respiratorio del Adulto (SDRA) y en 

respuesta a la inyección de endotoxina. Las MMPs contribuyen a 

la homeostasis de diversos tejidos, regulan la liberación de 

citoquinas, quimioquinas, factores de crecimiento y otras 

moléculas bioactivas participando en procesos como la inmunidad 

innata y adaptativa, angiogénesis, remodelación óseo y 

crecimiento neuronal. El incremento de la permeabilidad vascular 
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que producen al digerir el colágeno de la membrana basal 

vascular, facilita la migración de células inflamatorias 

incluyendo los PMN al foco de inflamación para la reparación 

tisular [31,32].  

Se conocen, al menos, 25 MMPs en los vertebrados y se han 

encontrado 24 en humanos. La estructura típica de una MMP consta 

de un propéptido de aproximadamente 80 aminoácidos, un dominio 

catalítico de unos 170 aminoácidos, un péptido de unión de 

longitud variable y un dominio hemopexina (Hpx) de 

aproximadamente 200 aminoácidos. Además 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 los 

dominios transmembrana en el caso de las MMPs de membrana (MT-

MMPs)[33]. Según la organización de los dominios y el substrato 

sobre el que actúan las MMPs se clasifican en los siguientes 

grupos: 

o Colagenasas (MMP1, MMP8 y MMP13). 

o Gelatinasas (MMP2 y MMP9). 

o Estromielisinas (MMP3, MMP10 y MMP11). 

o Matrilisinas (MMP7 y MMP26). 

o MMPs de membrana (MT-MMPs) que incluyen cuatro proteínas 

transmembrana tipo I (MMP14, MMP15, MMP16 y MMP24) y dos 

proteínas ancladas a la membrana por un residuo de GPI 

(MMP17 y MMP25). 



 

 

20 

o Existen otras siete MMPs que no pertenecen a ninguna de 

las categorías anteriores por tener actividades 

diferentes en el promotor por la presencia de sitios 

polimórficos. Se expresan fundamentalmente por 

macrófagos y son esenciales para su migración. 

 

 

Fig. 2: Estructura de MMPs, tomada de: Biological role of metalloproteinases: a critical balance. Löeffe 
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 

proteínas intracelulares. Otras MMPs, tales como la -8 y la -9, 

se almacenan en los neutrófilos y se liberan ante la presencia 

de endotoxina. Liberan citoquinas de unión a la membrana como la 

TNF-. Su actividad  va a depender tanto de la activación de 

estos zimógenos 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 coagulación/fibrinólisis así como 

en la función plaquetaria en la sepsis.  

 

Oxido nítrico (NO) 

Es un radical libre que se sintetiza a partir del nitrógeno 

(N) de la guanina terminal del aminoácido L-arginina.  Esta 

síntesis, mediada por el  enzima sintasa del NO, se produce en 

una variedad de células como los macrófagos, PMN, plaquetas, 

células endoteliales y de la musculatura lisa [30].  

Existen 3 isoformas conocidas de la sintasa del óxido nítrico 

(NOS)[35]:  

 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 los  PMN, músculo 

esquelético, islotes pancreáticos, endotelio y epitelio 

del aparato respiratorio. 

 NOS inducible (iNOS, NOS-2, macNOS, hepNOS), expresada por 

los macrófagos  aunque también se ha observado en células 

musculares lisas, células endoteliales, hepatocitos  y 

células del hueso. 

 La NOS endotelial (eNOS, NOS-3, ecNOS) fue purificada y 

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-α, IL-1, IFN-γ)  a través del NF-κB y su 

actividad depende de varios cofactores (FADH, NADH). 

El NO es un potente regulador del tono vascular,  además es 

un agente citotóxico, actúa como un neurotransmisor, como 

antioxidante, y como modulador de la integridad de la 

microvasculatura y, por tanto, del transporte de oxígeno. Es 

responsable de muchas alteraciones fisiopatológicas que se 

producen en la sepsis entre las que citamos las siguientes: 

 Relajación del músculo liso vascular, con la 

consiguiente vasodilatación que es la causa de la 

hipotensión e hiporreactividad frente a fármacos 

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 hiperpolarización de la membrana 

plasmática y a la relajación de la fibra 

muscular lisa. 

o Activación de la proteinquinasa que produce 

desfosforilación de las cadenas de miosina 

evitando la activación del complejo 

miosina/actina. 
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 Inhibe la agregación plaquetaria y leucocitaria al 

endotelio vascular y disminuye la permeabilidad 

vascular, evitando el paso de PMN a los tejidos. 

 Disfunción miocárdica, sobre la que también influyen 

factores como el TNF  , IL1 β. 

 El NO puede resultar tóxico, a concentraciones 

elevadas, para los macrófagos, células endoteliales y 

otras células, inhibiendo la respiración mitocondrial 

y la síntesis de ADN. 

 

Mediadores celulares: 

La activación del monocito-macrófago induce la síntesis de 

mediadores (citoquinas, factor activador de las plaquetas, 

eicosanoides), radicales libres de oxígeno, peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y NO. El monocito-macrófago es una célula 

microbicida y citotóxica y su función inmune la realiza como 

presentadora de antígenos [28]. 

Los PMN tienen un doble papel en la sepsis [28]. Por un 

lado, estas células actúan sobre las bacterias en el foco de 

infección de manera que impiden la diseminación bacteriana, 

actúan como células inmunorreguladoras y son claves en la 

activación endotelial, en la producción de la lesión tisular y 

en el desarrollo del FMO. Los PMN aumentan las moléculas de 

adhesión en número y actividad, producen radicales libres, MMPs, 

citoquinas y proteínas con actividad antibacteriana. 
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Activación del endotelio vascular y la cascada de la 

coagulación: 

El endotelio vascular es la interfaz que separa la sangre 

de los tejidos, una estructura compleja y dinámica con múltiples 

funciones fisiológicas. La disfunción orgánica en la sepsis es 

consecuencia de su alteración provocando trastornos en la 

perfusión y en la producción de mediadores tóxicos [25,34].  

Las modificaciones del endotelio vascular que se producen en 

la sepsis incluyen: 

 Incremento de la permeabilidad capilar. 

 Alteración de la adhesión leucocitaria reguladas por las 

moléculas de adhesión celular (diapédesis e infiltración 

celular). 

 Alteración del tono vascular (vasodilatación periférica). 

 Alteraciones de la coagulación (actividad procoagulante). 

 

 

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 liberación de citoquinas, se estimula el 

reclutamiento de linfocitos, PMN, monocitos y otras células a 

áreas de la microvasculatura. La activación endotelial tiene un 

efecto  esencial en la formación de la trombina. El endotelio 

vascular sintetiza y secreta factores de la cascada de la 

coagulación, particularmente el factor V, Xa y XIa, así como 

moléculas de unión para los factores VIIIa, Xa y XI, los cuales 

facilitan la formación del complejo protrombinasa.  

Adicionalmente el endotelio vascular produce el  inhibidor del 

activador del plasminógeno, esencial en la inhibición de la 

fibrinólisis y en el proceso de disolución del trombo. El 

endotelio vascular también secreta citoquinas inflamatorias con 

lo que se amplifica la respuesta inflamatoria a nivel celular 

[36]. 

 

 

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 utiliza para designar la 

“muerte celular programada” [28,37],  es un proceso rigurosamen-
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te regulado por el cual las propias células dirigen su 

desactivación y eliminación de una manera ordenada sin reacción 

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 infección  ha remitido [35]. Monocitos y macrófagos 

juegan un papel fundamental en la reacción inicial y en la 

liberación de una variedad de citoquinas para liderar la 

respuesta inmune. Una vez que se contiene la agresión y/o la 

respuesta inmune específica despierta, las células inmunes 

innatas deben ser contrarreguladas y eliminarse en el momento 

adecuado y de forma no lesiva, porque algunas de ellas son 

“bombas de relojería”. Se ha sugerido que la apoptosis juega un 

papel fundamental en la duración y/o severidad de la respuesta 

sistémica a la sepsis. 

La sepsis es el arquetipo ejemplo de sistema complejo 

autorregulado, con múltiples reacciones no lineales en cascada y 

retroalimentaciones (feedbacks). Desde los primeros estadíos de 

la infección se produce la transducción de señales 

intracelulares que provocan la expresión de genes, con el 

consiguiente proceso de activación e incluso diferenciación 

celular en un tiempo relativamente corto. La amplificación de 

estas reacciones a nivel celular permite su expansión desde la 

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

inactivación de macrófagos, moléculas de degradación) [25].  

 

Fig. 5: Tomada de N Engl J Med: Drug Therapy:Manegement of Sepsis. J.A.Russell, 2006 [40]. 

 

 

4. POLIMORFISMOS GENÉTICOS Y SEPSIS 

La sepsis es una patología muy heterogénea en lo que 

respecta a su presentación clínica, evolución y pronóstico. La 

gran variación en la respuesta a los tratamientos se ha 

atribuido a diversos factores como la virulencia del patógeno, 

el tiempo transcurrido desde el inicio del proceso hasta que se 

comienza con el tratamiento, el uso de una 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 la existencia de una predisposición 

genética a padecer sepsis, lo que ha motivado que en la última 

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

misma.  

Existen antecedentes tanto en modelos animales como en 

estudios en grupos étnicos, familias, así 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 inoculación 

de una dosis de LPS normalmente letal, mostraron que el gen 

responsable de este defecto de señal al LPS estaba localizado en 

el cromosoma 5 (locus lps), el cual había sufrido una mutación 

espontánea. Este gen es el responsable de la codificación del 

TLR4, de manera que estos ratones no respondían al LPS [41]. En 

humanos se ha identificado una deficiencia similar. 

Los primeros estudios en humanos, no encontraron 

diferencias atribuibles a genes al comparar la respuesta a 

diferentes agentes infecciosos entre gemelos monozigotos 

(genéticamente idénticos) y los dizigotos (sólo iguales 

genéticamente en un 50%), teniendo en cuenta que los factores 

ambientales eran similares. Pero el Prohit Survey Study [42] 

sobre tuberculosis mostró una diferencia clara entre en gemelos 

monozigotos y dizigotos. Se hicieron estudios similares para la 

lepra y virus de hepatitis B, VIH e infección por Helicobacter 

pylori cuyos resultados apoyaron la tesis de que estas 

infecciones, de gran prevalencia mundial como la tuberculosis o 
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la infección por el virus de la hepatitis B o endémicas como la 

lepra, están muy relacionadas con factores genéticos. 

Para valorar la importancia del genotipo independientemente 

de los factores ambientales, Sorensen y colaboradores [43] 

realizaron un análisis sobre las causas de muerte prematura en 

1000 familias con hijos adoptados. Estos autores  encontraron 

que 1 hijo cuyo padre biológico había muerto antes de los 50 

años de enfermedad infecciosa, tenía un riesgo relativo 5,8 

veces mayor de morir de una infección, mientras que ésto no se 

observó 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 predisposición a padecer una 

sepsis, como en la regulación de la respuesta inflamatoria 

desencadenada en cada una de sus fases (reconocimiento del 

patógeno, proceso de fagocitosis y eliminación del 

microorganismo, liberación de sustancias inflamatorias y 

antinflamatorias). Entre dos individuos no relacionados 

genéticamente se comparten más del 99% de sus secuencias de ADN, 

lo que supone, de cualquier modo, que aún difieren en varios 

millones de bases. Estas variantes son las que se denominan 

“polimorfismos”. Así, se denomina polimorfismo genético a 

aquella región del genoma que varía entre los individuos de una 

población, con una frecuencia de más de un 1%, excluyendo las 

mutaciones espontáneas. Pueden ser secundarias a la sustitución, 
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delección o inserción de una o más pares de bases o afectar a un 

número variable de repeticiones de secuencias cortas de ADN. Los 

polimorfismos son mutaciones estables que se mantienen en la 

población general en un porcentaje significativo. 

El más frecuente es el polimorfismo de un único nucleótido (SNP) 

[44,45]. La mutación se puede presentar en regiones del gen que 

codifican una proteína (exón) o que no la codifican (intrón y 

promotor) las cuales pueden estar involucradas en la regulación 

de la expresión del gen. Cuando el SNP forma parte de una región 

que codifica una proteína, la variante alélica puede permitir la 

sustitución de un aminoácido, lo que origina la formación de una 

proteína funcionalmente alterada; un ejemplo es el caso de la 

anemia falciforme, en la cual la mutación del gen se traduce en 

la sustitución de una base timidina (T) por otra adenina (A) 

(GTG por GAG) en el codón del aminoácido ácido glutámico (Glu), 

lo cual hace que éste se sustituya por la valina (Val) en la 

posición β-6 de la cadena de la βglobina y la hemoglobina 

anormal resultante es la hemoglobina S. Sin embargo, aquellos 

SNP que afectan a la región promotora (parte de un gen que 

contiene la información necesaria para activarlo o desactivarlo 

mediante el reconocimiento del inicio del gen por parte de los 

enzimas que realizan la transcripción) son también importantes, 

pues aunque no se modifica la estructura de la proteína, pueden 

afectar a los  factores de unión de la transcripción y alterar 

la expresión de la proteína en respuesta a un estímulo. 
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Fig. 6:  Tomada de: Cytokine promotor polymorphism in severe sepsis. Stüber F, 2005 [43]. 

 

Los SNP más frecuentes son los situados en los intrones, 

seguidos de los que se producen en las regiones promotoras.  

En el caso de la sepsis, la predisposición de una persona a 

tener una respuesta inflamatoria mayor o menor, está determinada 

por variantes genéticas de los mediadores inflamatorios. La 

liberación en mayor o menor proporción de mediadores determinada 

por los genes que los codifican, es la responsable de la 

variabilidad interindividual y puede contribuir al amplio rango 

de manifestaciones clínicas del SIRS ante una infección o 

agresión. Estudios epidemiológicos recientemente publicados han 

sugerido que las variables genéticas, especialmente los SNPs, en 

el sistema inmune innato pueden influir en el riesgo de padecer 

una infección grave. 

Se han identificado los genes que codifican las distintas 

moléculas que intervienen en la sepsis como las citoquinas, los 

receptores toll-like (TLR) y las metaloproteasas de matriz 

extracelular  (MMPs) así como sus niveles de expresión.  
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El gen que codifica el receptor CD14 se encuentra en el 

cromosoma 5, y la secuencia promotora del CD14 está localizada 

en el locus 5q31.1 [46]. El SNP que resulta de la sustitución de 

la timidina (T) por la citosina (C) en la posición 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. El incremento en la 

concentración sérica de sCD14 se ha identificado como un 

marcador pronóstico 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 pronóstico. Así 

Sutherland [50] encontró que los genotipos TT y CT tenían una 

prevalencia mayor de sepsis por Gram negativos que los 

portadores del genotipo CC y Gibot [51] observó que los 

homocigotos TT tenían una mayor predisposición de padecer sepsis 

por BGN así como una mayor mortalidad. Esto contradice los 

hallazgos de Hubacek y Stübber [52] que no encontraron 

asociación entre este SNP con el riesgo de padecer sepsis, ni 

con el pronóstico de aquéllos que sufrían sepsis. Nakada [53] no 

encontró diferencias de este SNP entre pacientes séptico y no 

sépticos y tanto los estudios de Calvano, Lowry y Agenese [55], 

así como los de Jessen [56] no consiguieron demostrar una 

asociación 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 más del 15%, encontró que este SNP  

confería un mayor riesgo de padecer sepsis grave. 

El gen del TLR 2 se encuentra localizado en el locus q32 del 

cromosoma 4 y está compuesto por 3 exones, de los que el 1º y el 

2º son no codificantes [58]. Existe una mutación en un 3% de la 

población que consiste en la sustitución de una guanina (G) por 

una adenina (A) en la posición 2251 lo que ocasiona el cambio de 

arginina (Arg) por glicina (Gly) en la posición 753, en el 

dominio TIR de la posición C-terminal, repercutiendo en la 

señalización 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 in 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 está codificado por un gen que se encuentra en el 

cromosoma 9, en el locus q32-q33. Se han encontrado varios SNP, 

pero sólo dos se han  relacionado con un mayor de riesgo de 

padecer sepsis: El TLR4 Asp299Gly que es la consecuencia de un 

cambio nucleotídico de una A por una G en el exón 4 del gen que 

codifica la molécula de TLR4, lo que ocasiona a su vez, la 

sustitución de aspártico (Asp) por Gly en la posición 299 de la 

secuencia proteica de este receptor [60]. La consecuencia es una 

alteración en el dominio extracelular del receptor que modula la 
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señal ocasionada por el LPS, alterando la respuesta celular al 

mismo.  

Cuando se produce un cambio de C por T en la posición 1196 de 

este gen, el resultado es la sustitución de una treonina (Thr) 

por una isoleucina (Ile) en la posición 399 de la secuencia de 

aminoácidos (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, los 

resultados de trabajos posteriores no han sido concluyentes. 

Mientras que algunos (Lorenz y Mira [64], Yuan [65]) sugirieron 

una relación 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 asociación, entre estos SNPs y mayor riesgo de shock 

séptico así como una mayor prevalencia de infección por Gram 

negativos. Barber [57] encontró que los pacientes quemados 

portadores del SNP  Asp299Gly  tenían un riesgo 1,8 veces mayor 

de sepsis grave. Calvano [68] no encontró diferencias entre los 

distintos genotipos y la respuesta inflamatoria resultante de la 

administración de LPS a sujetos sanos. Kumpf y col. [69] 

observaron un mayor riesgo de padecer infección grave en los 

portadores de SNPs del TLR4 (Asp299Gly y Thr399Ile) asociados 

con el SNP del TIRAP/Mal. Un reciente meta-análisis (Zhu [70]) 
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concluye que no se ha podido demostrar hasta el momento una 

asociación fuerte entre estos SNPs y la susceptibilidad a 

padecer sepsis, por lo que se precisan más estudios. 

 Los SNPs más estudiados han sido los del TNF describiéndose 

más de una docena, el mejor estudiado es el 308A/G, en la 

posición 308 (TNF--308 G/A) en la región promotora del gen que 

lo codifica, y que consiste en la sustitución de G (en el alelo 

común y también conocido por TNF1) por A (en el infrecuente o 

TNF2). Este cambio de bases modifica la expresión del gen, de 

manera que, aumenta su transcripción y se asocia con una mayor 

producción de TNFα [71,72].  Inicialmente se asoció con un 

pronóstico 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 tenían 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 

asociación significativa entre este SNP y un mayor riesgo de 

padecer neumonía comunitaria ni con el pronóstico de la misma. 

En la posición -238 del promotor del gen del TNF- (TNF-238G/A) 

existe otro polimorfismo resultante de la sustitución de una G 

por una A. El alelo -238A se asocia a niveles séricos bajos TNF 

[83]. Tanto el SNP -308G/A como 238 G/A, aunque no se ha llegado 
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a demostrar una relación estadísticamente significativa, podrían 

tener una influencia en la severidad de la lepra multibacilar 

[84], pero no se ha encontrado asociación estadística entre 

estos SNP y un mayor riesgo de padecer  tuberculosis [85]. 

Se han descrito dos SNPs en la región promotora +3953 y 511 de 

la IL-1. Clínicamente se han asociado a un incremento de riesgo 

de muerte por infección meningocócica, pero no de shock séptico 

[86].  

Aunque existen diversos polimorfismos en la región promotora del 

gen de la IL-6, que se encuentra en el cromosoma 7(locus 7q 

21.3-q22), sólo el localizado en la posición -174 de la región 

promotora ha sido evaluado en diversas situaciones clínicas. Se 

ha observado que la sustitución de G por C en esta posición, 

influye en la concentración 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 encontró una asociación de 

este SNP con mayor mortalidad en pacientes críticos. Un reciente 

estudio multicéntrico sobre 1246 pacientes con neumonía 

comunitaria realizado en España [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 la vía fibrinolítica, el inhibidor del activador 

tisular del plasminógeno tipo 1 (PAI-1), una glicoproteína de 

50KD de la familia de las serinproteasas cuya función es inhibir 

el plasminógeno tisular y la urokinasa, juega un papel 

importante en la patogénesis del fracaso multiorgánico en la 

sepsis. Existen 3 formas circulantes de PAI-1: activa, inactiva 

y latente. La PAI-1 es sintetizada por múltiples tipos 

celulares: hepatocitos, células endoteliales, plaquetas, 

adipocitos, miocitos cardíacos) [92]. Al eliminar el activador 

tisular del plasminógeno (tPA), los depósitos de fibrina en la 

microvasculatura, no se disuelven, resultando en un descenso en 

la perfusión tisular y contribuyendo al desarrollo del FMO. Es 

un gen altamente polimórfico, y de los SNPs relacionados con el 

mismo el 4G/5G en la región promotora 675 es el más estudiado. 

Una mayor concentración de PAI-1 en el BAL y plasma se asocian 

con peor pronóstico en pacientes con neumonía, injuria pulmonar 

aguda (ALI) y SDRA [93]. En una cohorte de pacientes con sepsis 

[94], los niveles de PAI-1 se correlacionaron con una evolución 

menos favorable de la misma y desarrollo de enfermedad más 

grave. Se ha sugerido que la variación 4G/5G de la región 

promotora del gen que codifica (PAI-1) tiene un papel en una 

evolución desfavorable de la meningitis en niños [95,96,97,98], 

pero otros no han encontrado estos resultados [99]. Este 

polimorfismo del PAI-1 consiste en la inserción/delección de una 

base guanina en la posición 675 en la región promotora. Ambos 
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alelos 4G y 5G se unen al activador transcripcional, aunque el 

5G también se une a la proteína inhibidora, por tanto reduciendo 

la transcripción, y asociándose a  menores niveles de PAI-1. 

Binder [98] y Hermans [97]. mostraron una actividad plasmática 

significativamente mayor de PAI-1 en homozigotos 4G4G. Yende y 

Angus [100] en un estudio sobre neumonía comunitaria en 

ancianos, encontraron que los portadores de los genotipos 4G/4G 

y 4G/5G tenían unos niveles plasmáticos de PAI-1 más elevados y 

mayor susceptibilidad de padecer la infección pulmonar, pero 

ésto sólo se observó en los pacientes caucasianos. El estudio de 

García-Segarra [102] sobre enfermos que sufrían shock séptico en 

las primeras 48 horas de su ingreso en UCI, mostró que los 

homozigotos 4G/4G presentaban mayor gravedad, sufrían con más 

frecuencia FMO y tenían mayor mortalidad , relaccionandolo con 

el estado de hipercoagulabilidad secundario a la inhibición de 

la fibrinolisis por el PAI-1. El mismo resultado encontró 

Westendorp [103] que observó 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 óxido nítrico, existen pocos 

estudios que la relacionen con la sepsis y su evolución . Se han 

descrito varios polimorfismos de NOS endotelial (NOS3) en los 

que, al menos 3 de ellos, se han asociado con cambios en los 

niveles de NO en sangre y con diferencias en la expresión de la 

proteína en respuesta a distintos estímulos. Los SNPs de NOS3 
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más importantes son el de 27 repeticiones de pares de bases en 

el intron 4 (27- bp repeat, intron 4), el 786T/C en la región 

promotora y el E298D en el exón 7. Estos polimorfismos están 

asociados con el riesgo de desarrollar diversas patologías como 

la enfermedad coronaria [104,105,106,107]. 

Varios polimorfismos de la NOS inducible (NOS2) tales como el 

microsatélite (CCTTT)n y (TAAA)n, 954G/C y 1173C/T en la región 

promotora y la sustitución de G/A en la posición 37498 en el 

exón 22 (iNOS22) están asociados con artritis reumatoide, 

enfermedad de Parkinson y predisposición a padecer malaria y 

otras infecciones [104,105,106,107,108]. Asensi y col. [109] 

describen una asociación 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 exón 7, que supone una sustitución de Glu por 

Asp, el 786T/C, en la región promotora, así como el (27-bp 

repeat intron 4) que han sido asociados con patología 

cardiovascular como la HTA, ictus e IAM. Ma [110]] en su estudió 

mostró que el SNP 894G/T de la eNOS2, se asociaba con FMO y peor 

pronóstico en pacientes con sepsis grave, mientras que por el 

contrario no encontró la misma asociación con el SNP 786T/C. Los 

pacientes con el genotipo GT del SNP de 894 tenían un APACHEII y 

SOFA mayor, así como una mayor mortalidad a los 7 y 28 días en 

comparación con los homozigotos GG. Este SNP codifica una 

proteína con una capacidad de producción de NO disminuida lo que 



 

 

40 

puede contribuir a un descenso del flujo circulatorio en la 

microvasculatura y,por tanto, incrementar el riesgo de FMO. El 

hecho de no haber encontrado la misma relación con el SNP 786T/C 

lo atribuyen los autores a la menor frecuencia del mismo en 

asiáticos que en los caucasianos. 

Huttunen y col.[111] mostraron en su estudio que los portadores 

del alelo T del 894G/T tenían mayor riesgo de hipotensión en las 

fases iniciales de la bacteriemia por E. coli, sugiriendo que 

este SNP puede contribuir al fallo circulatorio en pacientes con 

sepsis. Sólo los heterozigotos GT del SNP  894 de eNOS  tenían 

un APACHE II y SOFA mayor que los portadores del genotipo GG (en 

su casuística no hay TT), el paso de sepsis a shock séptico era 

más rápido en ellos y tenían mayor mortalidad a los 7 y 28 días. 

El gen de la metaloproteasa 1 (MMP1) se encuentra en el 

cromosoma 11 (11q22-q23) y consta de 10 exones. Se expresa 

principalmente in vivo durante la remodelación tisular 

fisiológica y patológica. Su expresión se va a ver inducida por 

una serie de citoquinas como el IFN-β y γ, IL-1, -4, -5, -6, -8 

y -10, hormonas y factores de crecimiento, mientras que su 

actividad proteolítica está controlada por medio de activadores 

e inhibidores como las α-macroglobulinas y los inhibidores 

tisulares  de MMPs (TIMPs). Se ha descrito un polimorfismo que 

va a consistir en la inserción de una G en posición -1607 del 

promotor (rs1799750), lo que implica un aumento en la 

transcripción del gen y, por consiguiente, un incremento en la 
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producción de esta MMP. Este SNP se ha relacionado con 

enfermedad coronaria (Ye y col.,[112]) y con algunos tipos de 

cáncer (Nishioka y col. [113]).  

Los SNPs MMP-3 1612 5A/6A, MMP-9 1562C/T y el MMP-13 77A/G, 

localizados en la región promotora de los genes de estas MMPs, 

están asociados fundamentalmente a mayor susceptibilidad de 

padecer enfermedad cardiovascular, cáncer, enfermedad reumática 

y otras condiciones como la endometriosis[114-120]. Solamente se 

han publicado 2 artículos sobre MMPs e infección, 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 la 

MMP-1 con la osteomielitis bacteriana. Los pacientes homozigotos 

2G/2G del SNP MMP-1 1607 1G/2G tenían concentraciones séricas de 

MMP-1 más elevada y una probabilidad superior de padecer 

osteomielitis [122].  

El gen de la MMP13 se encuentra en el brazo largo del cromosoma 

11 (11q22.3) formando parte del mismo cluster que la MMP1. En el 

promotor de este gen existen dos SNPs, uno de ellos consiste en 

una sustitución de una A por una G en posición -77 del promotor 

del gen (rs2252070), el cual se ha asociado con ateroesclerosis 

en la aorta abdominal en jóvenes de raza negra (Yoon y col. 

[120]).  

La información genómica puede ser utilizada para identificar 

grupos de pacientes con riesgo elevado de desarrollar sepsis 
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severa y disfunción multiorgánica, así como aquellos que se 

pueden beneficiar de estrategias antimediadores (Frank Stüber 

[125]). 
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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 comparación con la de pacientes 

ingresados en UCI con patologías no infecciosas. 

Correlacionar las frecuencias de dichos polimorfismos 

con el tipo de sepsis, el microorganismo causante de la 

misma, con su gravedad medida mediante APACHE II y 

fallos orgánicos, con el tiempo de estancia en UCI y con 

la mortalidad. 

 

2. Determinar la frecuencia de los SNPs de la IL1α -889 

C/T, IL-1β +3954 C/T, IL6 -174 G/C y TNFα -308 G/A, -238 

G/A en los pacientes con sepsis en comparación con la de 

pacientes ingresados en UCI con patologías no 

infecciosas. Correlacionar las 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 orgánicos, con el 

tiempo de estancia en UCI y con la mortalidad. 

 

3. Comparar los niveles de estas citoquinas (IL-1 y β, IL-

6, TNF-) en el suero con los diferentes SNPs de 

citoquinas de los pacientes tanto al ingreso como 

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

Correlacionar los niveles de citoquinas con la evolución 

de los pacientes sépticos. 
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4. Determinar la 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 comparación con la de pacientes 

ingresados en UCI con patologías no infecciosas. 

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 

orgánicos, con el tiempo de estancia en UCI y con la 

mortalidad. 

 

5. 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 los 

pacientes y de los controles tanto al ingreso como 

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

 

6. 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 días de estancia en UCI con 

los diferentes SNPs de las MMPs. 

 

7. Determinar la frecuencia de los SNPs de la sintasa del 

óxido nítrico endotelial (eNOS o NOS3) VNTR 27-pb 

repeticiones, intrón 4; -786 T/C;  E298D; e  inducible 

(iNOS o NOS2) exón 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 orgánicos, 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 los 

diferentes SNPs de NOS3 y NOS2 de los pacientes tanto al 

ingreso como secuencialmente a los 3 y 7 días de 

estancia en UCI. Correlacionar los niveles de NO con la 

evolución de los pacientes sépticos. 

 

 

HIPÓTESIS: 

 

Alguno de los diferentes  SNPs de TLR, CD14, citoquinas, 

NOS y MMPs pueden facilitar el desarrollo  de sepsis al 

alterar la liberación sérica de citoquinas, NO o MMPs y 

TIMPs  o modificando la respuesta celular al LPS 

bacteriano. 
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MATERIAL Y METODOS 

 
1. Pacientes y controles. 

Hemos diseñado un estudio propectivo de casos y controles que 

incluyó los siguientes tipos de pacientes. 

 

 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 evolución menor 

o igual a 72 horas y que cumplan: 

 Bien la presencia de hemocultivos positivos para un 

microorganismo de significado patogénico,  

 Bien, un foco infeccioso demostrado con positividad de 

otros líquidos biológicos (LCR, líquido pleural, 

peritoneal, lavado broncoalveolar, etc.).   

 Clínica compatible con sepsis habiéndose descartado de 

forma definitiva durante el ingreso en UCI otras 

causas de síndrome de respuesta inflamatoria 

sistémica (SIRS).  

La definición de sepsis se basa en los 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 categorías: los menores de 18 años, pacientes 

con insuficiencia cardiaca clase III/IV, pacientes con 

insuficiencia hepática en estadio C de Child, con 

inmunosupresión (aplasia medular, VIH, tratamiento con 

esteroides sistémicos, cáncer, 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 quirúrgicos a 

excepción de patología cardiológica ingresados en el HUCA. 

El HUCA, además de atender a la población del área 

sanitaria de Oviedo (unos 340.000 hb), es el hospital de 

referencia de Asturias (más de 1.081.000 hb.). 

 

 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 patología neurológica o 

neuroquirúrgica. Por cada caso, se recogió un control 

procurando que fuera coincidente en el tiempo. 

 

Tanto los pacientes como los controles fueron individuos de 

raza Caucásica residentes en Asturias, una región 

caracterizada por un escaso número de inmigrantes ( menos de 

5% del total de la población) y por tanto los pacientes eran 

miembros de una población homogénea lo que facilitaba  el 

equilibrio de Hardy-Weinberg para los diferentes SNPs 

estudiados (es decir, que en estos individuos las frecuencias 

alélicas y genotípicas se mantienen constantes de generación 

en generación). 

 
2. Consentimiento Informado: Para entrar en el estudio se 

solicitó previamente consentimiento informado al paciente, 

o bien a sus familiares directos o tutores, contando el 

estudio con la aprobación previa del Comité Ético del 

HUCA. 
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D./Dña. ....................................,en calidad 

de...............de...................................,

paciente ingresado en el servicio de Medicina Intensiva 

I del Hospital Central de Asturias, doy el 

consentimiento para que la Dra. Guadalupe Martín Ortiz 

realice estudios genéticos relacionados con 

enfermedades infecciosas. 

 

 

 

Fdo. 

 

 

 

 

 

Oviedo, a    de          de 200 
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3. Recopilación de datos, extracción, procesamiento y 

tratamiento de las muestras. 
 

Se recogieron los siguientes datos de cada paciente y 

control: 

 Datos epidemiológicos (edad, sexo). 

 Constantes generales incluyendo  tensión arterial, 

frecuencia cardiaca y respiratoria, diuresis. 

 Datos analíticos (hemograma, coagulación, gasometría, 

bioquímica general), resultado de hemocultivos y 

cultivos de otros líquidos biológicos 

 Score de gravedad del paciente crítico (APACHE II), 

fallos orgánicos. 

 Tratamientos antibióticos recibidos, soporte 

hemodinámico y respiratorio recibido. 

 Días de estancia en UCI, complicaciones y evolución. 

  
 

Además de estos datos para cada paciente y para cada control 

en el día del ingreso en la UCI procedimos a extraer 5 ml de 

sangre en tubo de tapón malva (con EDTA K3),  para una 

posterior extracción de su ADN genómico, y 5 ml de sangre en 

tubo de tapón rojo (con gelosa) para obtener posteriormente su 

suero para determinar diversos compuestos en el mismo. El ADN  

y el suero extraidos se congelaron a -70ºC hasta su posterior 

utilización. 

 
Hay que señalar que en un grupo adicional de pacientes y 

controles (n=15) se realizaron otras 2 extracciones de 5  ml 

de sangre en tubo de tapón rojo en días posteriores al ingreso 

(al tercer y séptimo día de estancia en la UCI) para medir la 

evolución secuencial de los niveles de citoquinas, NO, MMPs y 

TIMPs. 
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El procesamiento y tratamiento de las muestras se realizó en 

el Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la 

Universidad de Oviedo. 

 

Aislamiento de neutrófilos  

 

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 extraídos se recogieron en un tubo de 

plástico Vacutainer que contenía EDTA-K3E (Vacuette, 

Greiner Bio-One, Kremsmuenster, Austria).  

2. La sangre  se mezcló con un volumen igual de dextrano 

salino (3% dextrano en NaCl al 0.9%) en un tubo de 

centrífuga de 50 ml, dejándola sedimentar en posición 

vertical 20 minutos a temperatura ambiente.  

3. Una vez separadas las dos fases se retiró la superior que 

fue sometida a centrifugación a 200 x g durante 10 minutos 

para posteriormente descartar el sobrenadante.  

4. El precipitado se resuspendió 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 depositó con cuidado 

debajo de la suspensión celular. Toda la muestra se 

sometió a centrifugación a 380 xg  sin freno durante 40 

minutos a temperatura ambiente, y se descartó el 

sobrenadante. 

5. El sedimento que contenía eritrocitos y PMN se resuspendió 

en NaCl 0.2%, en un volumen que suponía el 50% del volumen 

de sangre inicial, durante exactamente 30 segundos. 

6.  Para restablecer la isotonicidad se añadió el mismo 

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

eritrocitos. 

7. Las células se resuspendieron en medio HAM´S F-12 (GIBCO, 

Paisley, Scotland, UK) y se determinó la concentración de 

PMN utilizando un contador automático Cell-Dyn® 3200 

(Abbott, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL 60064, USA). 

8. Extracción de ADN genómico 

Se extrajo el ADN tanto de pacientes como de controles  

siguiendo el procedimiento de precipitación 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 

plástico Vacutainer con EDTA K3 (Vacuette, Greiner Bio-

One, Kremsmuenster, Austria). 

2) Realizar la lisis de los eritrocitos: la sangre se 

mezcla en un tubo Falcon de 50 ml con un volumen igual de 

solución RBC (Red Cell Lysis Buffer: NH4CO3 1 mM, NH4Cl 

114 mM, pH=7). Se incuba 10 min a 4º C y posteriormente se 

centrifuga 10 min a 470 x g. A continuación se elimina el 

sobrenadante y el precipitado celular se incuba durante 10 

min a 4ºC. Posteriormente se centrifuga 10 min a 2400 x g 

eliminándose el sobrenadante. 

3) Realizar la lisis de leucocitos: el precipitado final 

(leucocitos) se resuspende en 9 ml de H2O bidestilada, 1 ml 

de SDS 10x y 400 μl de ARNsa (20 mg/ml). Se incuba a 37º C 

durante 12 horas. 

4) Eliminación de proteínas y otros restos orgánicos: las 

proteínas y restos celulares se precipitan por adición de 

4 ml de NaCl 5 M, agitación energética y centrifugación a 

470 x g durante 15 min. 

5) Precipitación del ADN: el sobrenadante se trasvasa a un 

tubo limpio y el ADN se precipita por adicción de 2 

volúmenes 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 H2O bidestilada durante 2 días a 

4º C. 

La concentración se determinó mediante la medida de la 

absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro. Las muestras 

se conservaron a -70º C hasta su uso. 

 

4. Análisis genético 

 

Para definir el genotipo de los distintos SNPs se empleó la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) amplificando una 

región genómica, mediante el uso de los primers o cebadores 

específicos, que contenía la secuencia polimórfica 

correspondiente (Fig. 7). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

Fig. 7: Esquema de un ciclo de una PCR. (1) Temperatura de desnaturalización de una doble hebra de 
DNA(ADN). (2) Temperatura de hibridación 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 μl. Cada reacción constaba de: 

• 2 μl de tampón de reacción 10x [75 μM Tris HCl 

(pH=9.0), 2 mM MgCl2, 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4 y 0.001% 

BSA]. 

• 2 μl dNTPs 2 mM 

• 3 μl de ADN 

• 1.5 μl de primers o cebadores 

• 8 μl de H2O bidestilada 

• 1 μl Taq ADN polimerasa (Biotools, B&M Labs, S.A., 

Madrid, España) 

 

Se amplificó cada fragmento mediante un número variable de 

ciclos y de temperatura de cebamiento según el tamaño y la 

composición de los cebadores. El producto de la amplificación 

se digirió con el enzima de restricción correspondiente en 

los casos en los que fue necesario, se incubó durante toda la 

noche según la temperatura requerida por el enzima. El 

producto de la digestión o de la amplificación fue 

visualizado mediante electroforesis en un gel de agarosa al 

2´5% que contenía 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 

 En este trabajo analizamos, en primer lugar, 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 posición 753 (rs5743708), siendo el tamaño final del 
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amplificado 260 pb, y que tras la digestión durante toda 

la noche con el enzima de restricción 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. 

 Los dos SNPs del receptor TLR4 que estudiamos, TLR4 

Asp299Gly y TLR4 Thr399Ile, están en desequilibrio de 

ligamiento y. por tanto van a cosegregar juntos. El 

primero es un cambio de Asp por Gly en posición 299 

(rs4986790), debido al cambio de una A por una G en 

posición 896, cuyo amplificado tiene un tamaño de 263 pb 

para el alelo pero que al producirse el cambio de base 

va a introducir un punto de corte para la digestión con 

el enzima de restricción Nco I (New England Biolabs Inc, 

Beverly, MA, USA) y proporciona los fragmentos de 222+41 

pb para el alelo G del SNP TLR4 Asp299Gly, mientras que 

la presencia del alelo  A no provoca corte por el enzima 

de restricción.  

El segundo SNP estudiado para el TLR4 consiste en el 

cambio aminoacídico de Thr por Ile en posición 399 de la 

proteína debido a un cambio de C por T (rs5031050). El 

fragmento amplificado tiene un tamaño de 227 pb y tras 

la digestión con el enzima Msp I (New England Biolabs 

Inc, Beverly, MA, USA) el tamaño 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. 

 Por último, analizamos un polimorfismo presente en el 

promotor del gen CD14, CD14 -159 C/T (rs2569190), en el 

que ocurre un cambio de C por T en posición -159 del 

mismo, siendo el tamaño del amplificado de la PCR de 367 

pb y tras la digestión con el enzima de restricción Hae 

III (New England Biolabs Inc, Beverly, MA, USA) 



 

 

56 

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. 

Gen SPN Primers 
Tamaño 

(pb) 
Tª(ann) Enzima 

TLR2 Arg753Gln 
F: 5’-GAGTGGTGCAAGTATGAACTGGA-3’ 

R. 5’-TCCCAACTAGACAAAGACTGGTCT-3’ 
260 pb 62º C 

Pst I 

 

TLR4 Asp299Gly 

F: 5’-GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG-

3’ 

R: 5’-GATCAACTTCTGAAAAAGCATTCCCAC-3’ 

263 pb 58º C Nco I 

TLR4 Thr399Ile 
F: 5’-TGGCAACATTTAGAATTAGTTAAC-3’ 

R: 5’-CTCAGATCTAAATACTTTAGGCCG-3’ 
227 pb 52º C Msp I 

CD14 -159 C/T 
F: 5’-CCTAAGGCACTGAGGATCATC-3’ 

R: 5’-GCTTTAGCTTCTTTCCTACACAG-3’ 
367 pb 60º C Hae III 

 

5.2 Estudio de los genotipos de los polimorfismos del TNF-:  

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

el promotor de este gen se analizaron los siguientes SNPs: 

 En la posición -238 de este promotor existe un SNP que 

consiste en la sustitución de una G por una A (TNF- 

-238G/A, rs361525). Para analizarlo se realizó una 

PCR en la que se utilizaron los primers Forward:  

5´-AAACAGACCACAGACCTGGTC-3´ y Reverse: 5´-

CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC-3´ (Las bases subrayadas 

indican la introducción de un miss-match o 

emparejamiento erróneo necesario para la correcta 

unión del primer al DNA). Tras realizar la PCR 

procedimos a digerir las muestras con el enzima de 

restricción 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-α -238 G/A al haber 

actuado el enzima de digestión. 

 En este mismo promotor del gen del TNF-α existe otro 

SNP localizado en la posición -308 que consiste en la 

sustitución de una G por una A (TNF-α -308 G/A, 

rs1800629). Se analizó también mediante una PCR para 

la que usamos los siguientes primers: Forward: 5´-

GCAATAGGTTTTGAGGGCCAT-3´ y Reverse: 5´-

GGGACACACAAGCATCAAG-3´ dando un producto amplificado 

de 147 pb que tras la digestión con el enzima de 

restricción Nco I (New England Biolabs, Beverly, MA, 

USA)  y posterior visualización en gel de agarosa al 

3 % dará dos fragmentos de 125+22 pb para el alelo 

TNF-α -308G, mientras que al no haber digestión al 

alelo TNF-α -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-α. 

Gen SNP Primers 
Tamaño 

(pb) 

Tª 

(anill.) 
Enzima 

TNFα -238 G/A 
F: 5´- AAACAGACCACAGACCTGGTC -3´ 

R: 5´- CTCACACTCCCCATCCTCCCGGATC -3´ 
155 pb 60º C Bam HI 

 -308 G/A 
F: 5´- GCAATAGGTTTTGAGGGCCAT -3´ 

R: 5´- GGGACACACAAGCATCAAG -3´ 
147 pb 58º C Nco I 

      

Las bases subrayadas indican la introducción de un miss-match o emparejamiento erróneo necesario para 
la correcta unión del primer al ADN 
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5.3 Estudio de los genotipos de los SNPs de las citoquinas 

 

    Otra parte de la tesis consistió en analizar los SNPs 

presentes en los genes de una serie de citoquinas 

involucradas en la respuesta del sistema inmune. 

 

 IL-1α: en la posición -889 del promotor de su gen, se 

encuentra un SNP que consiste en una sustitución de una 

C por una T (IL-1α -889 C/T, rs1800587). Los primers o 

cebadores  utilizados fueron: en el caso de IL-1 

889C/T Forward: 5´-ATCACACCTAGTTCATTTCCTCTATTTA-3´ y 

Reverse:5´-GATTTTTACATATGA-GAGCCTTCCATG-3´. 

Posteriormente procedimos a realizar la PCR y los 

productos de esta reacción fueron digeridos con el 

enzima de restricción Nco I (New England Biolabs Inc, 

Beverly, MA, USA). Los productos de esta digestión 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-1α -889C/T. 

 IL-1β: en el gen de esta citoquina existe un SNP 

localizado en posición +3954 que consiste en un cambio 

de una C por una T (IL-1β +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 

restricción Taqα I (New England Biolabs Inc, Beverly, 

MA, USA). Los fragmentos obtenidos se analizaron en un 

gel de agarosa al 3% visualizándose un fragmento de 194 

pb para el alelo T y de 109 y 95 pb para el alelo C del 

SNP IL-1β +3954 C/T. 
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 IL-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 los 

siguientes primers o cebadores : Forward: 5´-

CACTTTTCCCCCTACTTGTGTCTT-TC-3´ y Reverse: 5´-

GACACTCTAATATTGAGACTCATGGGA-3´. Tras la amplificación 

del fragmento de DNA comprendido entre estos dos 

primers mediante PCR procedimos  a digerirlo usando el 

enzima de restricción Taqα I (New England Biolabs Inc, 

Beverly, MA, USA). Los fragmentos obtenidos se 

analizaron en un gel de agarosa al 3% visualizándose 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. 

Gen SNP Primers 
Tamaño 

(pb) 

Tª 

(anill.) 
Enzima 

IL-1α -889 C/T 
F: 5´-ATCACACCTAGTTCATTTCCTCTATTTA-3´ 

R: 5´-GATTTTTACATATGAGAGCCTTCCATG-3´ 
195 pb 58º C Nco I 

IL-1β +3954 C/T 
F: 5´- CTACAGGTGTCCTCCAAGAAATCAAA-3´ 

R: 5´-GGGCACACAAGCATCAAG-3´ 
194 pb 60º C Taq

α
 I 

IL-6 -174 G/C 
F: 5´-CACTTTTCCCCCTACTTGTGTCTTTC-3´ 

R: 5´-GACACTCTAATATTGAGACTCATGGGA-3´ 
160 pb 55º C Taq

α
 I 
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 IL-8: el gen de esta citoquina va a tener en su promotor 

un SNP en posición -251 que consiste en una sustitución 

de una A por una T (IL-8 -251 A/T, rs 4073). Este SNP 

se analizó mediante el método de la discriminación 

alélica que es el proceso por el cual se detectan en 

una muestra dos variantes de la secuencia de un único 

nucleótido. La tecnología Taqman puede emplearse como 

puede verse en la figura para el estudio de SNPs. En 

este caso las dos sondas Taqman 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 extensión de la reacción de PCR la ADN 

polimerasa rompe la sonda/as hibridada con el ADN, 

separando el fluorocromo del quencher y detectándose 

emisión de fluorescencia de una de las sondas o de 

ambas. 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 8. Esquema ilustrativo del proceso de discriminación alélica en el que se observan las sondas,  los 
quenchers y los fluoroforos. 
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 En las sondas Taqman de Applied Biosystems la 

correlación sonda/secuencia es la siguiente: 

Tabla. 7: Correlacción sonda/secuencia de las sondas Taqman. 

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 marcó con el fluoróforo VIC 

y el alelo T con el fluoróforo 6-FAM. La PCR se realizó 

en el termociclador 7300 Real Time PCR System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) y los 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 

 En el promotor del gen de la MMP-1 se encuentra un SNP 

en posición -1607 (MMP-1 -1607 1G/2G, rs1799750) que 

consiste en la inserción 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 inserción 

y MMP-1 -1607 2G cuando está presente la inserción. 

Para el estudio del mismo amplificamos por PCR un 

fragmento de 119 pb, usando los primers que se 

encuentran en la Tabla, el cual se somete a digestión 

durante toda la noche con el enzima de restricción 

Xmn I (New England Biolabs, Beverly, MA, USA)  y se 

visualizan los fragmentos en un gel de agarosa al 3%. 
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 En el caso de la MMP-3, su gen se encuentra en el 

cromosoma 11q22.3. En el promotor de este gen se 

encuentra, en posición -1612 un SNP que consiste en 

la I/D de una A con lo cual tendremos en esa posición 

5A o 6A según sea el caso (MMP3 -1612 5A/6A, 

rs3025058). Los primers son: Forward: 5´-

TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3´  y Reverse: 5´-(6-FAM)-

CGGCACCTGG-CCTAAAGAC-3´. Una vez realizada la PCR, se 

diluyó cada muestra 1:200 veces y se analizaron con 

el equipo ABI PRISM® 3130xl Genetic Analizer (Applied 

Biosystem, Foster City, CA, USA) que separa las 

moléculas de DNA  marcadas con el fluoróforo  

mediante electroforesis capilar. Posteriormente, para 

leer los resultados se utilizó el programa 

informático Peak Scanner TM Software v1.0 (Applied 

Biosystem, Foster City, CA, USA) obteniéndose un pico 

en la posición 122 del electroferograma que 

corresponde al alelo 5A y un pico de 123 cuando 

corresponda al alelo 6A. 

 

 En el gen de la MMP-8 hay un SNP que consiste en una 

transición de C a T en posición -799 (MMP-8 -799 T/C, 

rs11225395). Este SNP fue analizado usando los 

primers o cebadores y las condiciones de la PCR de la 

tabla de debajo dando un fragmento de 967 pb, el 

producto fue digerido con el enzima de restricción 

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. 

 

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

surge de la transición de C a T en la posición -1562 



 

 

63 

(MMP-9 -1562 C/T, rs3918242). Este SNP se analizó 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 restricción 

Sph I- HFTM (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. 

 

 La 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 transición de A a G en posición -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. El producto fue digerido con el enzima de 

restricción Bsr I (New England Biolabs Inc., Beverly, 

MA) durante toda la noche a 65º 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 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

64 

Los enzimas, la temperatura de anillado  y los primers  o 

cebadores usados para el análisis de los polimorfismos de 

cada MMP se muestran en la tabla siguiente: 

 

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

Gen SPN Primers 
Tamaño 

(pb) 
Tª(anill.) Enzima 

MMP-1 

 

-1607 

1G/2G 

F: 5’-TCGTGAGAATGTCTTCCCATT-3’ 

R: 5’-TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC-3’ 
119 pb 55º C Xmn I 

MMP-3 

 

-1612 

5A/6A 

F: 5´-TCCTCATATCAATGTGGCCAAA-3´ 

R: 5´-(6-FAM)-CGGCACCTGGCCTAAAGAC-3´ 
122 pb 62º C - 

MMP-8 

 

-799 

T/C 

F: 5´-CTGTTGAAGGCCTAGAGCTGCTGCTCC-3´ 

R: 5´-CATCTTCTCTTCAAACTCTACCC-3´  
967 pb 56º C Bfm I 

MMP-9 

 

-1562 

C/T 

F: 5´-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3´  

R: 5´-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3´  
436 pb  60º C 

Sph I - 
HF

TM
 

 

MMP-13 
-77 

A/G 

F: 5’-GATACGTTCTTACAGAAGGC-3’ 

R: 5’-GACAAATCATCTTCATCACC-3’ 
445 pb 56º C Bsr I 

 

 

5.5 Estudio de los genotipos de los SNPs de la NOS2 y la 

NOS3 

 

 En el gen de la NOS2, concretamente en el exón 22 

encontramos un SNP (rs28944189) que consiste en una 

sustitución de una G por una A en la posición 37498 

de este gen, que sin embargo, no provoca un cambio 

aminoacídico. El producto de la amplificación, cuyo 

tamaño es de 140pb, se digirió durante toda la noche 

a 37º C con el enzima de restricción 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 está el alelo NOS2 

37498A no hay digestión dando un fragmento de 140 pb. 

Los primers o cebadores y características de la PCR-

RFLP se detallan en la tabla 9. 
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 El denominado NOS3 27-pb repeticiones, intrón 4 es un 

SNP que en realidad es un microsatélite en el intrón 

4 del gen y consiste en una repetición de 27 pares de 

bases (pb) que, una vez amplificados y visualizados 

en un gel de agarosa al 3%, tendrán un tamaño de 195 

pb en el caso de las 5 repeticiones y de 168 pb para 

las 4 repeticiones. 

 También estudiamos el SNP NOS3 -786T/C que consiste en 

la sustitución de una T por una C en la posición -786 

del promotor del gen  del NOS3 (rs2070744). Tras la 

amplificación del fragmento del promotor con los 

primers y con las condiciones de PCR descritas en la 

tabla-3 obtuvimos un fragmento de 180 pb. El cambio 

de una base por otra introduce un sitio de corte para 

el enzima de restricción Msp I (New England Biolabs, 

Beverly, MA, USA) siendo el tamaño de los fragmentos 

tras la digestión durante toda la noche a 37º 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. 

 El último SNP que analizamos del gen de la NOS3, el 

NOS3 E298D (rs1799983), consiste en la sustitución de 

Asp por Glu en posición 298 debido a un cambio de G 

por T en la posición 894. Tras la amplificación por 

PCR proporciona un fragmento de 160 pb. La presencia 

del Asp crea un sitio de corte para el enzima de 

restricción Cfo I (New England Biolabs, Beverly, MA, 

USA) que va a dar fragmentos de 140+20 pb en la 

posición 894 cuando se encuentra el alelo NOS3 894G,  

y de 160 pb para el alelo NOS3 894T. 

. 

Todos los tamaños de los fragmentos se visualizan por 

electroforesis en geles de agarosa al 3%. 
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Tanto las condiciones de la PCR como los primers  o 

cebadores usados en cada amplificación 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. 

Gen SNP Primers 
Tamaño 

(pb) 

Tª 

(anill) 
Enzima 

NOS

2 

Exon 

22G/A 

F: 5’-CTCCCGGGATCACACGCCCAT-3’ 

R:5’-GCTGAATCTGAGTTGATGAACAGATG-3’ 
140 pb 60º C Nco I 

NOS

3 

27-pb, 

Intron4 

F: 5’-CTATGGTAGTGCCTTGGCTGGAGG-3’ 

R: 5’-ACCGCCCAGGGAACTCCGCT-3’ 
195 pb 63º C - 

NOS

3 
-786T 

F: 5’-TGGAGAGTGCTGGTGACCCCA-3’ 

R: 5’-GCCTCCACCCCCACCCTGTC-3’ 
180 pb 62º C Msp I 

NOS

3 

E298D 
F: 5’-CTGCTGCAGGCCCCAGATGC-3’ 

R: 5’-CACCCCCTTGCAGGCCCT-3’ 
160 pb 62º C Cfo I 

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

 

 

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

 

El gen humano del tPA denominado TPA se localiza en el 

cromosoma 8 (8p12-q11.2) y su tamaño es de 36,6 kb. En el 

intrón 8 del gen TPA se ha identificado una secuencia Alu 

de 311 pares de bases (GenBank sequence position 28804, 

número de acceso K03021) que corresponde a un polimorfismo 

(Alu I/D, rs4646972). 

Para este análisis se emplearon dos métodos distintos. En 

ambos métodos el primer paso consistió en una PCR, luego 

en el primero de los métodos se continuó con la 

visualización de los productos de la PCR mediante 

electroforesis en un gel de agarosa al 3% que contenía 

bromuro de etidio, mientras que para el segundo método se 

empleó la electroforesis capilar.  
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En el primer método se comenzó realizando una reacción de 

PCR sobre un volumen final de 16μl. Cada reacción constaba 

de:  

- 2 μL de tampón de reacción 10x [75 μM Tris HCl 

(pH=9.0), 2 mM MgCl2, 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4 y 

0,001% BSA]  

- 2 μL dNTPs 2 mM  

- 1,5 μL de DNA 10 ng/μL  

- 1,5 μL de primers o cebadores 10 μM  

- 8 μL de H2O bidestilada  

- 1 μL Taq DNA polimerasa 1U/μL (Biotools, B&M Labs, 

S.A., Madrid, España)  

 

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: una 

desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 minutos, seguido 

de 34 ciclos de desnaturalización a 95ºC de un minuto, 

hibridación a 63ºC de 45 segundos y extensión a 72ºC de un 

minuto. Finalmente un ciclo de elongación a 72ºC durante 7 

minutos. El resultado de la PCR se analizó 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 deleción y de 424 bp para la inserción (fig. 9). 
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En el otro método se empleó la técnica de electroforesis 

capilar. Para ello en primer lugar se realizó la reacción 

de la PCR en las mismas condiciones sobre un volumen total 

final de 12,5 μL. Cada reacción constaba de:  

- 1 μL de tampón IMMOLASA 10x  

- 0,5 μL de 50 mM MgCl2  

- 1 μL de dNTPs 2 mM  

- 1,5 μL de DNA 10 ng/μL  

- 0,2 μL de primers  o cebadores 10 μM  

- 8 μL de H2O bidestilada  

- 0,1 μL de IMMOLASA 0,2 U/μL (Bioline, ECOGEN 

Biología Molecular, Barcelona, España) 

 

Fig. 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/I y D/D. 
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Los primers o cebadores utilizados son los mismos que en el 

método anterior salvo que ahora se añadió el fluoróforo PET 

en el extremo 5´ del reverse:  

F: 5´-GTAAGAGTTCCG-TAACAGGACAGCT-3´,  

R: 5´-(PET)-CCCCACCCTAGGAGAACTTCTCTTT-3´. 

 

Una vez realizada la PCR, se diluyó cada muestra 1:200 

veces y se llevó al servicio de secuenciación (localizado 

en el edificio de los Servicios Científico Técnicos de la 

Universidad de Oviedo) donde se analizaron con el equipo 

ABI PRISM® 3130xl Genetic Analizer (Applied Biosystem, 

Foster City, CA, USA) que separa las moléculas de DNA 

marcadas con el fluoróforo mediante electroforesis capilar. 

Posteriormente, para leer los resultados se utilizó el 

programa informático 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 tamaño 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 número 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/I). 

C) 

A) 

B) 
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5.7 Análisis del genotipo del polimorfismo 4G/5G del PAI-1  

 

En el caso del polimorfismo 4G/5G del PAI-1 

(inserción/deleción de una G en la región promotora del gen 

del PAI-1, rs1799889), se analizó a través del método de 

electroforesis capilar.  

Para ello en primer lugar se realizó la reacción de la PCR 

sobre un volumen total final de 12,5μL. Cada reacción 

constaba de:  

- 1 μL de tampón IMMOLASA 10x  

- 0,5 μLde 50 mM MgCl2  

- 1 μL de dNTPs 2 mM  

- 1,5 μL de DNA  

- 0,2 μL de primers o cebadores 10 μM  

- 8 μL de H2O bidestilada  

- 0,1 μL de IMMOLASA 0,2 U/μL (Bioline, ECOGEN 

Biología Molecular, Barcelona, España).  

 

Las condiciones de la PCR fueron una desnaturalización 

inicial a 95ºC durante 5 minutos, seguido de 32 ciclos de 

desnaturalización a 95ºC de 30 segundos, hibridación a 62ºC 

de un minuto y extensión a 72ºC de 45 segundos. Finalmente 

un ciclo de elongación a 72ºC durante 7 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

Una vez realizada la PCR, se diluyó cada muestra 1:200 

veces, Se procedió del mismo modo que se hizo para el 

análisis del polimorfismo Alu I/D del tPA por 

electroforesis capilar. Posteriormente, para leer los 

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´  
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resultados se utilizó el programa informático Peak 

ScannerTM 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 deleción (4G), y de 97 bp que 

corresponden  a la inserción (5G) (Fig. 11). 

 

 

 

 

 
Figura 11: Electroferogama. En el eje de abscisas superior se representa el número 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. 

C) 

B) 

A) 
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6. Niveles séricos de citoquinas, MMPs y TIMPs 

 

Una vez extraida la sangre de los 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 obtención del suero. Estos sueros fueron 

almacenados posteriormente a -70ºC hasta el momento del 

análisis.  

Los niveles de las citoquinas se midieron mediante kits de 

ELISA (R&D Systems Inc, 614 McKinley Place, MN, USA) 

específicos para cada citoquina.  

Los niveles séricos de MMPs (-1, -2 -3, -8, -9, -10, -13) y 

TIMPs (-1,-2,-4) se midieron usando el QuantibodyTM 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 modificación del método de reacción 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 ultra-filtraron por 

centrifugación a 11500 x g durante 30 min usando filtros de 

peso molecular de 10 kD (Ultrafree-MC, Millipore). Se 

colocaron  50 μl de muestra por pocillo, 50 de estándar o 50 

de PBS (blanco) en una placa de poliestireno de 96 pocillos 

de fondo plano. A continuación, se añadieron 50 μl de una 

disolución en PBS de nitrato reductasa (600 U/L) y β- NADPH 

(50 μmol/L). La placa se incubó durante 3 horas a temperatura 
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ambiente. El exceso de β-NADPH se consumió adicionando 50 μl 

de PBS conteniendo L-glutámico deshidrogenada (500 U/L), α-

cetoglutárico (4 mmol/L) y NH4Cl (100 mmol/L). Se incubó 

durante 10 min. a 37º C. Finalmente se adicionaron 50 μl del 

reactivo de Griess 1 (1.1 % sulfanilamida en 5 % de ácido 

fosfórico concentrado) y 50 μl del reactivo de Griess 2 (0.1 

% N-(1-Naftil)-etilenodiamina en agua) y después de 10 min de 

incubación a temperatura ambiente se midió la absorbancia a 

540 nm. 

Con objeto de determinar la concentración de nitrato/nitrito 

en las muestras se realizó una recta patrón en las mismas 

condiciones con una disolución de nitrito de sodio (0-50 

μmol/L). 

 

8. Análisis estadístico 

  

El análisis estadístico de los datos se realizó con los 

siguientes programas informáticos: SPSS Software para 

Windows, (versión 16, Chicago, IL, USA), y GraphPad Prism 

(versión 4.0, 2003, San Diego, CA, USA). 

Los resultados se han expresado como medianas y rango 

intercuartílicos (IQR) según proceda. Para evaluar las 

correlaciones entre variables contínuas, (niveles de 

citoquinas, MMPs, TIMPs y otras) hemos utilizado la prueba de 

Spearman. Los valores de los niveles plasmáticos de NOx han 

sido la excepción, ya que no siguieron una distribución 

Gaussiana, por lo que se normalizaron mediante una 

trasformación logarítmica natural. Los valores de NOx 

obtenidos de la retrotransformación se expresaron en M 

originales. 
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Las frecuencias alélicas y genotípicas de los diferentes SNPs 

en los diferentes grupos  y el resto de variables categóricas 

se compararon mediante la prueba de chi-cuadrado (χ2) de 

Pearson. Cuando la comparación lo requería se emplearon la 

corrección de Yates y la prueba exacta de Fisher de dos 

colas. 

En el caso de los niveles plasmáticos de MMPs y citoquinas, 

se utilizó la U de Mann-Whitney para comparar variables 

contínuas entre dos grupos y la prueba de Kruskal-Wallis para 

comparar más de dos grupos. Para los niveles plasmáticos de  

NOx se utilizó la t de Student y la prueba de ANOVA cuando se 

compararon más de dos grupos. 

Para comparar los niveles de citoquinas, MMPs y NOx de forma 

secuencial (time course) se utilizó un modelo lineal general. 

Se evaluaron los factores independientemente asociados a 

sepsis y muerte mediante un análisis de regresión logística. 

Se analizarón la capacidad de predicción de  los niveles 

plasmáticos de NOx en sepsis, fallo hemodinámico y 

supervivencia mediante curvas ROC (Receiver Operating 

Characteristics) y su área bajo la curva. También se 

calcularon la razón de oportunidades u Odds 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 la exclusión fueron una patología infecciosa 

causante diferente de la bacteriana, tuberculosa en dos casos, 

en uno de ellos con afectación meníngea, viral en tres y sin 

etiología infecciosa concluyente en un caso.  

En una segunda fase de la Tesis estudiamos los niveles 

plasmáticos de forma secuencial (que denominamos “time course” 

a partir de ahora), e  incluimos 15 pacientes sépticos en este 

apartado. En ellos, además de los valores basales se extrajeron 

muestras para medir la evolución secuencial de los niveles 

plasmáticos de citoquinas, NO, MMPs y TIMPs a los 3 y 7 días 

del ingreso en la UCI. Los controles, en número de 91, 

correspondían 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 

días del ingreso en la UCI. 

En la siguiente tabla, mostramos las características 

demográficas y clínicas de los pacientes incluidos en el 

estudio. 
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Tabla 11: Características demográficas y clínicas de pacientes sépticos y no sépticos ingresados en UCI. Los 

valores se muestran como medianas (rango IQ) o % según proceda. 

 
Sépticos 

     (n=90) 

Controles no 
infectados 

(n=91) 
Valor de p 

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 II 17.0 (12.0-23.0) 16.0 (9,0-22,0) 
 

0,2 
 

Mortalidad (%) 7 (7,8) 14 (15,4) 0,1 

 
Número de órganos que fallaron 
 

3,0 (2,0-4,0) 2.0 (1,0-2,0) <0,0001 

Fuente de infección 

Genito-urinaria (%) 26 (28,89)   

Intra-abdominal (%) 22 (24,4)   

Pulmonar (%) 16 (17,8) -  

Sistema nervioso central (SNC) 
(%) 

12 (13,3) -  

Piel-tejidos blandos (%)  8 (8,9) -  

Endocarditis (%) 5 (5,6) -  

Otra localización (%) 1 (1,1) -  

Comorbilidades  

Cardiovascular: 
   Hipertensión arterial 
   Cardiopatía isquémica 
   Valvulopatía 

 
 

28(31,1%) 
4(4,4%) 
2(2,2%) 

 

 
33(36,3%) 
10 (11,0%) 

3(3,3%) 

 

Pulmonar: 
   Asma bronquial 
   EPOC 

 
5(5,6%) 

9(10,0%) 
 

6(6,6%) 
5(5,5%) 

 

Digestiva(cirrosis) 
 

7(7,8%) 
 

3(3,3%)  

Renal (insuficiencia renal 
crónica) 

 
1(1,2%) 

 
3(3,3%)  

Etilismo crónico  14(15,5%) 11(12,08%)  

 
Diagnóstico 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 puntuación del APACHE II. Veintiún pacientes fallecieron 

(11,6%). Aunque murieron más controles  no infectados, la 

diferencia no fue estadísticamente significativa. Como 

esperábamos, el número de órganos 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 40 (53,3%), la 

mayoría Escherichia coli (18, 24%) y crecieron bacterias Gram 

positivas en 35 (46,7%) sobre todo Streptococcus pneumoniae 

(16, 21,3%). Las principales fuentes de infección fueron la 

urinaria, intraabdominal y la respiratoria. El grupo control no 

infectado estaba formado por pacientes ingresados en UCI 

principalmente por politraumatismos y patología neurológica. 
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Tabla 12: Resultados de laboratorio de los pacientes sépticos y controles en el primer día de ingreso en UCI. Los valores 
se muestran como medianas (rango IQ)  

  
Valores normales 

Sépticos 
(mediana, rango IQ) 

 Controles no 
infectados 

(mediana, rango IQ) 
Valor de p 

Número  90 91  

Neutrófilos (x10
3
/mL) (2800-7350) 12,8 (7,5-19,5) 9,6 (5,8-14,5) 0,002 

PCR (mg/mL) Proteína C 
reactiva 
 

0-0,5 
26,0 (17,6-36,2) 1,0 (0,3-3,1) <0,0001 

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

Tasa del Complejo 
Protrombínico (%) 

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

Tiempo de tromboplastina 
parcial activado (segundos) 

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

Citoquinas (pg/mL)     

IL-1β   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 

-IFN  23,8 (10,3-40,3) 20.9 (15,1-31,5) 0,4 

TNF-α  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  

Expresión de AP-1 por los 
neutrófilos de sangre 
periférica (log10Qr) 

 
1,64 (1,34-1,93) 

2,18 (1,84-2,32) 0,001 

Expresión de NF-kB por los 
neutrófilos de sangre 
periférica (log10Qr) 

 
1,43 (1,35-1,59) 

1,62 (1,47-1,77 0,03 

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 

       GENNOS2 (log10Qr)  0,766 (0,488-1,041) 0,676 (0,375-0,976) 0,7 

       NOx (µM)  47,5 (40,4-55,9) 17,0 (14,7-19,7) <0,0001 

AP-1 y NF-kB significan expresión génica de la proteína 1 de activación y del factor nuclear B por los neutrófilos de 
sangre periférica.  



 

 

81 

 

En la tabla 12 se muestran los resultados analíticos de los 

pacientes sépticos y de los controles no infectados a su ingreso 

en la UCI. Cabe destacar los valores significativamente más 

elevados de neutrófilos en sangre periférica, PCR, tiempo de 

tromboplastina parcial activada, fibrinógeno, en los pacientes 

sépticos en comparación con los controles. La tasa de factores 

del complejo protrombínico era menor en los sépticos que en los 

controles no infectados.  

 

1. CITOQUINAS: NIVELES PLASMÁTICOS ,TIME COURSE, POLIMORFISMOS 

GENETICOS, ANÁLISIS MULTIVARIANTE 

 

NIVELES PLASMATICOS DE CITOQUINAS Y EXPRESIÓN DE  AP-1 Y NF-B Y 

POR LOS NEUTRÓFILOS DE SANGRE PERIFERICA 

 

En la tabla 12 podemos ver que los niveles plasmáticos de las 

citoquinas  IL-6, IL-8, IL-10, y TNF- y de MCP-1 eran 

significativamente más elevados en los pacientes sépticos en 

comparación con los controles. En el grupo de pacientes 

sépticos, aquellos que fallecieron tenían unos niveles 

plasmáticos de IL-8 e IL-10 significativamente más elevados que 

en los que sobrevivieron [69,3 pg/mL (23,7-938,4) frente a  21,4 

(10,1-50,3), p=0,03; 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 TNF- y de MCP-1, 



 

 

82 

también eran más elevados en los enfermos que fallecieron en 

comparación con los que sobrevivieron, aunque las diferencias no 

alcanzaron un nivel significativo, probablemente por el pequeño 

número de pacientes que fallecieron. No hubo diferencias 

significativas en los niveles plasmáticos de citoquinas de los 

pacientes sépticos con respecto a la etiología de la sepsis 

(microorganismos Gram-positivos frente a  Gram-negativos), o con 

respecto al foco primario de infección. Del mismo modo, no hubo 

diferencias en los controles en relación al diagnóstico de 

ingreso en UCI a excepción del IFN-, que estaba más elevado en 

los pacientes politraumatizados que en los que habían 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 genotípicas y alélicas 

de todos los SNPs de citoquinas que estudiamos en los pacientes 

sépticos y controles no infectados. Únicamente encontramos que 

los genotipos variantes GA y AA del SNP del TNF- (-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 plasmáticas 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 asoció con cambios en los niveles plasmáticos 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. 

 



 

 

Tabla 13: Frecuencias genotípicas y alélicas,  y niveles plasmaticos de citoquinas. 

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

  Frecuencias alélicas 

 Genotipo Sépticos  
n (%) 

Controles no 
infectados 

n (%) 

Valor de 
p  

  Valor 
de p  

 Alelos Sépticos  
n (%) 

Controles  no 
infectados 

n (%) 

Valor de 
p  

IL-1α (-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)  
 TT 10 (11,2) 13 (14,3)   -       
             
IL-1β (+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)  
 TT 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-α(-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-α(-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)  
 TT 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 IQ) según proceda. 
* Los valores de citoquinas se presentan junto a sus  respectivos SNPs: IL-1β para IL-1β (+3954C/T), IL-6 para IL-6(-174G/C), TNF-α para TNF-α(-238G/A) y TNF-α(-308G/A), IL-8 para IL-8(-251A/T), y IL-10 para IL-10(-

1082G/A).  
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La tabla 14 muestra las correlaciones de las diversas citoquinas 

con otros parámetros. El número de órganos que fallaron se 

correlacionó con los niveles plasmáticos de IL-6,IL-8,IL-10 y 

MCP-1, mientras que la puntuación del  APACHE II se correlacionó 

positivamente con los niveles plasmáticos de IL-6,IL-8,Il-10 y 

MCP-1 y negativamente con los niveles plasmáticos de IL-4. Del 

mismo modo, los coeficientes de correlación de los niveles de 

citoquinas entre sí fueron >0,5 para la mayoría de las mismas. 

La expresión génica de AP-1 y NF-kB por los neutrófilos de 

sangre periférica fue significativamente menor en los sépticos 

en comparación con controles no infectados (Tabla 12). No se 

observaron diferencias entre la expresión génica de   AP-1 o NF-

kB por los neutrófilos de sangre periférica entre los portadores 

de los diferentes genotipos de los SNPs de citoquinas estudiados 

aquí. 
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Tabla 14: Correlaciones de niveles plasmáticos de citoquinas en la sepsis 

 IL-1β IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 IL-13 INF-γ TNF-α 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-γ 0,13 0,51** 0,40** 0,56** 0.40** 0,66**    

TNF-α 0,27* 0,43** 0,43** 0,32** 0,52** 0,38** 0,52**   

MCP-1 0,04 0,21* 0,66** 0,49** 0,57** 0,22* 0,30** 0,19*  

Edad 0,03 -0,29* 0,03 0,09 0,03 -0,12 -0,09 -0,05 0,12 

Tasa de factores del complejo 
protrombinico  

0,15* 0,18* -0,26** -0,18* -0,34** -0,04 -0,15 -0,21* -0,22** 

Tiempo de Tromboplastina 
Parcial Activado 

0,13 -0,15* 0,18* 0,01 0,11 -0,06 -0,06 0,19* 0,08 

Fibrinógeno 0,11 0,03 0,12 -0,06 0,20* -0,06 -0,17* 0,04 0,09 

Neutrófilos  -0,07 -0,07 0,04 -0,02 0,15 -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 0,08 0,02 0,15* 

Número de órganos que 
fallaron 

-0,11 0,03 0,26** 0,28** 0,36** -0,04 0,04 0,15 0,32** 

APACHE II 0,01 -0,24* 0,32** 0,32** 0,28** -0,03 0,01 0,07 0,29** 

Los valores numéricos representan los coeficientes de correlación  (Spearman's rho) 
* Correlación significativa en el nivel <0.05 . 
** Correlación 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 días 1º, 3º y 7º de su 

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

un descenso significativo entre las medidas del 1º y 7º día 

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

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

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

moficaciones en los niveles plasmáticos de citoquinas a lo largo 

del tiempo en el grupo control (p=0,1 a p=0,9).  
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En cuanto a la comparación entre los dos grupos de sépticos y 

controles no infectados , las curvas de la IL-10 y TNF-α 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-α en los controles. Las curvas del resto de 

las citoquinas no difirieron significativamente entre sépticos y 

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

 
ANÁLISIS MULTIVARIANTE 

 

Las variables con p<0,1 en el análísis  univariante fueron 

utilizadas en la regresión logística. La sepsis estaba asociada 

independientemente con las siguientes variables en el primer día 

de ingreso en UCI: con valores descendidos de la tasa de 

factores del complejo protrombínico, con valores elevados de 

fibrinógeno, número de neutrófilos en sangre periférica y 

niveles plasmáticos de IL-8, con la presencia de fallo 

hemodinámico, y con la ausencia del alelo variante A del SNP del 

TNF- (-238 G/A). La mortalidad estaba asociada 

independientemente con una puntuación elevada del APACHE II, con 

niveles plasmáticos elevados de IL-8 y con el diagnóstico de 

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

Variable pronóstico Parámetros explicatorios Valor de p OR (IC 95%) 

Sepsis Fibrinógeno (mg/dL) <0,0001 1,009 (1,005-1,013) 

 Fallo hemodinámico 0,0001 25,64 (5,32-125,0) 

 
Tasa de factores del Complejo 

Protrombínico (%) 
0,01 0,956 (0,923-0,990) 

 Neutrófilos (10
3
 células/µl) 0,01 1,115 (1,027-1,212) 

 IL-8 (pg/mL) 0.035 1.007 (1,001-1,014) 

 *TNF-α(-238G/A) genotipos 
variantes  frente  salvajes 

0.008 0,173 (0,047-0,638) 

Mortalidad APACHE II (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- (238 G/A) corresponden a AA y AG y el  tipo salvaje a GG. 
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2. MMPs: NIVELES PLASMÁTICOS,TIME COURSE, POLIMORFISMOS 
GENÉTICOS, ANÁLISIS MULTIVARIANTE 
 
 
NIVELES DE MMPs 

 
En la Tabla 12 se muestran los niveles plasmáticos de 

metaloproteasas medidos el día de ingreso en la UCI. Observamos 

que las MMPs -3, -8, -10, -13 y el TIMP-2 tenían una 

concentración plasmática significativamente más 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 plasmáticos 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 plasmáticos de MMPs y TIMPs no mostraron diferencias 

significativas al correlacionarlos con la PCR (p=0,07 a p=0,9). 

Los niveles plasmáticos de MMP-2 y MMP-13 eran 

significativamente más  elevados en los sépticos que 

sobrevivieron en comparación con los sépticos que fallecieron. 

 

POLIMORFISMOS GENÉTICOS 

 
En la Tabla 16 mostramos las frecuencias genotípìcas y alélicas 

de los SNPs de MMPs en los pacientes sépticos y controles no 

infectados. De todos los SNPs de MMPs estudiados, solamente  



 

 

Tabla 16: Frecuencias genotípicas y alélicas de los diferentes SNPs de MMPs en los pacientes sépticos y controles no infectados. 

SNP Frecuencias genotípicas Frecuencias alélicas 

 Genotipo Sépticos  
n (%) 

Controles   
n (%) 

Valor de p Alelo Sépticos  
n (%) 

Controles  no 
infectados n (%) 

Valor de p  

MMP-13 
-77A/G 

 
AA 

 
54 (60,0)a 

 
39 (42,9) 

 
0,0497 

 
A 

 
144 (80,0)b 

 
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)c 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 
-799C/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)  

 TT 22 (25,6) 16 (18,0)      

MMP-9 
-1562 C/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)  

 TT 0  (0,0) 0 (0,0)      

a 
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 

b
2 = 3.58, OR (IC 95%) = 1,64 (0,98-2,75) al comparar  las frecuencias del alelo A entre sépticos y controles no infectados 

c 
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 
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encontramos que el genotipo AA del SNP (-77A/G) de la MMP-13 era 

significativamente más 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. El alelo A del SNP (-77A/G) de la MMP-13 era significativa-

mente más frecuente entre los enfermos sépticos que entre los 

controles no infectados. Sin embargo, no hubo diferencias signi-

ficativas en los niveles plasmáticos 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 tenían unos niveles plasmáticos de 

MMP-3 significativamente más 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). 
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Fig. 12: Niveles plasmáticos de MMP-3 el día 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 había una cierta tendencia a una evolución 

desfavorable aunque sin alcanzar la significación estadística 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 difícil sacar conclusiones debido a que el 

número de pacientes que fallecieron en el grupo de enfermos 

sépticos fue bajo. Los pacientes portadores de este genotipo 

tenían niveles plasmáticos  de MMP-3 significativamente más 

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 asociación para ninguno de los SNPs de las 

MMPs estudiados con la puntuación del APACHE II o con el número 

de órganos que fallaron.   

 

TIME COURSE 

 
En un subgrupo de 14 pacientes y 18 controles no infectados, se 

midieron los niveles plasmáticos de MMPs y TIMPs a lo largo del 

tiempo, en concreto los días 1º, 3º y 7º de su ingreso en UCI. 

Encontramos un descenso progresivo a lo largo del tiempo de los 

niveles plasmáticos de MMP-3 (p=0,02), MMP-8 (p=0,015), MMP-10 

(p=0,0001) y TIMP-4 (0,016), y niveles paulatinamente más 

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 plasmáticos de MMP-1 (A), -3 (B), -8 (C), -9 (D), -10 (E) y TIMP-4 (F) en 
los días 1, 3 y 7 de ingreso en UCI. Los diagramas de cajas representan la mediana y el rango de valores en 
ng/mL. 

 

 

En cuanto a las curvas de MMPs y TIMPs a lo largo del tiempo 

eran significativamente diferentes entre sépticos y controles 

las de la  MMP-3(globalmente p=0,045; días 1º-3º p=0,6; días 3º-

7º p=0,04), de la MMP-8 (globalmente p=0,002; días 1º-3º 
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p=0,047; días 3º-7º p=0,03), de la MMP-9 (globalmente p=0,003; 

días 1º-3º p=0,5; días 3º-7º p=0,001) y de la MMP-10 

(globalmente p=0,0004; días 1º-3º p=0,005; días 3º-7º p=0,04). 

 

 

ANÁLISIS MULTIVARIANTE 

 

Las variables con un valor de p<0.1 en las comparaciones 

univariantes fueron utilizadas para el análisis multivariante. 

La sepsis estaba asociada de manera independiente con las 

siguientes variables en el primer día de ingreso en UCI: 

concentraciones plasmáticas elevadas de MMP-8 (OR [IC 95%] 

1,107[1,058-1,158], p<0,0001), niveles de fibrinógeno 

(1,010[1,005-1,015], p<0,0001), número de neutrófilos en sangre 

periférica (1,116[1,014-1,228], p=0,02) y el número de órganos 

que fallaron (2,174[1,117-4,229], p=0,02 y concentraciones más 

descendidas de MMP-9 (0,995[0,992-0,998], p=0,0001). 

En el análisis multivariante, la supervivencia en los pacientes 

sépticos estaba asociada con niveles plasmáticos  más bajos de 

MMP-2 (OR [IC 95%]0,456[0,252-0,824], p=0,009) y tasa de 

facotores del complejo  protrombínico más elevada  (1,107[1,018-

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

 
CURVAS ROC 

 
El área bajo la curva ROC para la MMP-8 para el diagnóstico de 

sepsis fue 0,87 (IC 95% 0,82-0,92), p<0,0001. El valor más 
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discriminante fue 30,5 ng/mL (sensibilidad 80,0%, especificidad 

84,6%). El área bajo la curva ROC para la MMP-9 para la 

detección de un estado no séptico fue 0,73 (IC 95% 0,65-0,80), 

p<0,0001, siendo el punto de corte más discriminante el nivel 

567,1 ng/mL (sensibilidad 68,1%, especificidad 70,0%). Con 

respecto a la PCR, el área bajo la curva ROC para el diagnóstico 

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 más discriminante de PCR fue 

de 8,0 ng/mL (sensibilidad 89,0%, especificidad 92,3%). 

 
3. ÓXIDO NÍTRICO: NIVELES PLASMÁTICOS Y POLIMORFISMOS GENÉTICOS 
DE NOS3 Y NOS2, TIME COURSE, POLIMORFISMOS GENÉTICOS, ANÁLISIS 
MULTIVARIANTE, CURVAS ROC. 
 
  
 
NIVELES PLASMÁTICOS DE NOx y POLIMORFISMOS GENETICOS DE NOS3 Y 
NOS2A  

 

Los niveles plasmaticos de NOx estaban significativamente  más 

elevados en sépticos en comparación con controles no infectados 

(p<0,0001) como mostramos en la tabla 12. Hay que resaltar que 

los pacientes que presentaron unos niveles más elevados de NOx 

fueron los pacientes sépticos con fracaso hemodinámico y, 

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

 

 

La tabla 17 muestra las frecuencias genotípicas 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 más frecuentes entre los 

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 más frecuente en los sépticos 

comparado con los controles no infectados (p=0,046). Al 

considerar de forma conjunta ambos SNPs observamos que había más 

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 asoció 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 la NOS3, eran significativamente más 

frecuentes entre los pacientes con fracaso hemodinámico que en 

aquellos que no sufrieron problemas hemodinámicos (p=0,044). No 

se observó ninguna otra asociación de la presencia de fallo 

hemodinámico con otros genotipos o alelos de los SNPs 

estudiados: (298D) NOS3 p=0,4, (27bp-VNTR) NOS3, p=0,7, (exon 

22) NOS2A p=0,6]. Ninguno de estos SNPs se asoció con una mayor 

o menor mortalidad. 



 

 

  

Tabla 17: frecuencias genotípicas y alélicas de los diferentes SNPs de NOS en los pacientes sépticos y controles no infectados. 

SNP Frecuencias Genotípicas   Frecuencias Alélicas  

 Genotipo Sépticos  

n (%) 

Controles no 

infectados   

n (%) 

valor de p  Alelo Sépticos  

n (%) 

Controles no 

infectados 

n (%) 

Valor de p  

NOS3 

(E298D) 

TT 38 (42,2) 28 (30,8) <0,0001  T 128 (71,1) 102 (56,0) 0,004 

GT 52 (57,8) 46 (50,5)  G 52 (28,9) 80 (44,0) 

GG 0  

(0,0) 

17 (18,7)      

          

NOS3 

(786T/C) 

TT 26 (29,5) 41 (45,0) 0,10  T 98 (55,7) 119 (65,4) 0,06 

CT 46 (62,3) 37 (40,7)  C 78 (44,3) 63 (34,6) 

CC 16 (18,2) 13 (14,3)      

          

NOS3 

(27 bp-VNTR)   

44 0 (0,0) 3 (3,3) 0,08  4 23 (12,8) 21 (11,5) 0,7 

45 23 (25,6) 15 (16,5)  5 157 (87,2) 161 (88,5) 

55 67 (74,4) 73 (80,2)      

          

NOS2A (exón 

22)  

GG 21 (23,6) 34 (37,4) 0,046  G 110 (61,8) 125 (68,7) 0,2 

AG 68 (76,4) 57 (62,6)  A 68 (38,2) 57 (31,3) 

AA 0 (0,0) 0 (0,0)      
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La tabla 18 muestra los niveles plasmáticos de NOx según los 

diferentes SNPs genotipados. Los portadores del alelo T del SNP 

(E298D) de la NOS3 tenían niveles plasmáticos de NOx más 

elevados al compararlos con aquéllos portadores  del alelo G. No 

encontramos otras relaciones de los niveles plasmáticos de NOx 

con otros SNPs de NOS. 

 

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

SNP Genotipo Todos los pacientes Sépticos  Controles no 

infectados 

NOS3(E298D) TT 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) TT 26,39 (21,49-32,40) 47,31 (36,09-62,03) 18,23 (14,50-22,90) 

CT 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-

VNTR) 

44 33,70 (2,01-565,78) - 33,70 (2,01-565,78) 

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  plasmáticos de nitrito/nitrato en  µM 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 plasmáticas de  NOx en un 

subgrupo de 14 pacientes sépticos y en 15 controles no 

infectados, tomándose muestras el 1º,3º y 7º día de estancia en 

UCI. No encontramos significación estadística a lo largo del 

tiempo en los sépticos y controles de forma conjunta (p=0,3), en 

los sépticos (p=0,12) o en controles (p=0,7). La pendiente de 

las curvas de NOx plasmático a lo largo del tiempo no mostró 

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 las de los sépticos era 

descendente. 

Considerando el pronóstico, no había diferencias significativas 

en la evolución del NOx plasmático a lo largo del tiempo en los 

pacientes que sobrevivieron (p=0,26), ni en aquéllos que 

murieron (p=0,06). De cualquier modo, debería 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 plasmático desde el día 1º al 7º (mediana 

68.8 µM y 88.6 µM, respectivamente). Por otro lado, la pendiente 

de la curva de NOx no fue significativamente diferente entre 

supervivientes y no supervivientes (p=0,5). 
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Expresión del gen de NOS2A por los neutrófilos de sangre 

periférica en los pacientes sépticos y controles no infectados. 

 

No se observaron diferencias significativas en la comparación de 

la expresión del gen NOS2A por los neutrófilos de sangre 

periférica de pacientes sépticos y no infectados. Además, no se 

encontraron diferencias significativas en la expresión de NOS2A 

entre los portadores de los diferentes genotipos de los SNPs de 

la NOS2A y NOS3 (datos no mostrados). 

ANÁLISIS MULTIVARIANTE  

Sepsis, fallo hemodinámico y supervivencia 

El análisis multivariante reveló que las variables 

independientemente asociadas con el diagnóstico de sepsis 

fueron: fallo hemodinámico, niveles plasmáticos elevados de NOx, 

fibrinógeno y del número total de neutrófilos de sangre 

periférica, una tasa baja de factores del complejo protrombínico  

y la presencia de los SNPs (E298D) de NOS3, especialmente el 

genotipo TT , y  del genotipo AG del SNP  (exón 22) de la NOS2A 

(Tabla 19).  

El fallo hemodinámico estaba independientemente asociado con la 

presencia de sepsis, con un número de fallos orgánicos elevado  

y con valores elevados de fibrinógeno. La supervivencia estaba 

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

significativamente de la causada por Gram-positivos en cuanto a 

frecuencia de fallo hemodinámico (p=0,16), supervivencia 

(p=0,4), SNP (E298D) de la  NOS3 (p=0,9), SNP (-786T/C) de la 

NOS3 (p=0,07), SNP (27 bp-VNTR) de la NOS3 (p=0,9), SNP (exón 

22) de la NOS2A (p=0,7), número de órganos que fallaron (p=0,5) 

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

Tabla 19. Análisis multivariante 

Variable pronóstica Parámetros explicatorios Valor de p OR (IC 95%) 

Sepsis NOx (µM) 0,0009 1,043 (1,018-1,070) 

 Fallo hemodinámico 0,0006 119.0 (7,9-1666,7) 

 Fibrinógeno(mg/dl) 0,0001 1.015 (1,007-1,022) 

 Tasa del Complejo Protrombínico (%) 0,001 0,880 (0,813-0,952) 

 
Número de Neutrófilos en sangre 

perioférica (x10
3
/µl) 

0.014 1,136 (1,026-1,258) 

 
genotipo AG frente al GG) del SNP 

(exón22) de la NOS2A 
0,009 13,69 (1,94-98,0) 

 Genotipos del SNP (E298D) de la NOS3 0,006 - 

 GG frente a GT 0,998 - 

 GG frente a  TT 0,997 - 

 TT frente a  GT 0,001 42,07 (4,22-419,8) 

    

    

Fallo hemodinámico Presencia de sepsis <0,0001 46,95 (11,15-198,02) 

 Número de órganos que fallaron <0,0001 4,298 (2,295-8,048) 

 Fibrinógeno (mg/dl) 0,017 0,997 (0,9948-0,9995) 

    

    

Supervivencia Puntuación del APACHE II  0,023 0,936 (0,883-0,991) 
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NOx plasmatico 

El análisis multivariante reveló que las variables 

independientemente asociadas con niveles plasmáticos elevados  

de  NOx en los pacientes globalmente eran: la presencia de 

sepsis (p<0,0001), la existencia de fallo hemodinámico (p=0.02), 

una cifra baja de neutrófilos de sangre periférica (p=0,01) y 

una puntuación elevada del APACHE II (p=0,03). Estas variables 

explicativas juntas representaron el 37,9% del total de 

variabilidad de los niveles de NOx, de los que la sepsis 

solamente representó el 32.7%. 

 Considerando solamente los pacientes sépticos, los predictores 

independientes de niveles plasmáticos de NOx fueron la presencia 

de fallo hemodinámico (p=0,01) y el SNP (E298D) de la NOS3 

(p=0,02),  que suponían globalmente el 13.4% de la variabilidad 

total del NOx plasmático. 

CURVAS ROC PARA NOX EN RELACIÓN CON SEPSIS, FALLO HEMODINÁMICO Y 

PRONÓSTICO 

 

La medida de los niveles de NOx plasmático en el momento del 

ingreso en UCI fue potencialmente útil para la detección de la 

sepsis, el área bajo a curva ROC fue 0,837 (IC 95% 0,778-0,896), 

p<0,0001. El valor más discriminante de NOx fue de 25,17 µM 

(sensibilidad 78,9%, especificidad 79.,1%). Considerando la 
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curva ROC de NOx para la detección del fallo hemodinámico, el 

área era de 0,77 (0,701-0,839), p<0,0001, y el valor más 

discriminatorio de NOx en plasma era de 24,52 µM (sensibilidad 

73,0%, especificidad 72,8%). El valor predictivo de NOx 

plasmático para un pronóstico fatal considerando a todos los 

pacientes fue muy pobre (área de 0,526, IC 95% 0,396-0,656, 

p=0,7), pero mejoraba si solamente considerábamos a los 

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

 

 

4. POLIMORFISMOS GENÉTICOS DE LOS RECEPTORES TLR2, TLR4, CD14, 

CCR5, TPA y PAI 

A continuación se detallan de forma pormenorizada en  la 

siguiente tabla las frecuencias genotípicas y alélicas de los 

diferentes SNPs  de los receptores celulares TLR, CD14, CCR5, de 

diferentes factores moduladores de la fibrinolisis sanguínea 

(TPA y PAI). No encontramos diferencias significativas entre las 

frecuencias genotípicas ni alélicas de estos SNP entre pacientes 

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

 Frecuencias genotípicas  Frecuencias alélicas 

SNP Genotipo Sépticos Controles no 
infectados 

Alelo Sépticos Controles no 
infectados 

TLR2 
Asp753Gly 

GG 
90 (100,0 

%) 
89 (97,8 %) G 

90 (100,0 
%) 

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 
Asp299Gly 

AA 75 (84,3 %) 83 (90,7 %) A 
164 (94,3 

%) 
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 
The399Ile 

CC 70 (77,8 %) 80 (87,9 %) C 
160 (88,9 

%) 
170 (93,4%) 

 CT 20 (22,2 5) 10 (11,0 %) T 20 (11,1 %) 12 (6,6 %) 

 TT 0 (0,0 %) 1 (1,1 %)    

CD14 C159T CC 19 (21,1 %) 21 (23,1 %) C 86 (46,7 %) 98 (53,3 %) 

 CT 48 (51,1 %) 46 (52,7 %) T 88 (44,9 %) 90 (55,1 %) 

 TT 25 (27,8 %) 22 (24,2 %)    

CCR5 WtWt 76 (85,4 %) 82 (90,1 %) Wt 
163 (91,6 

%) 
173 (95,1 %) 

 Wt32 11 (12,4 %) 9 (9,9 %) 32 15 (8,4 %) 9 (4,9 %) 

 3232 2 (2.2 %) 0 (0,0 %)    

tPA (I/D) I/I 27 (30,0 %) 29 (31.9 %) I 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 %) 5G 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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DISCUSIÓN  

 

CITOQUINAS 

 

Esta es la primera vez que se describe una asociación entre el 

SNP (-238 G/A) del TNF-α 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 relación entre este SNP del TNF-α y la 

mortalidad, la puntuación del APACHE II, el número de órganos 

que fallaron, la etiología de la sepsis o el foco primario de 

infección. 

Hasta ahora se le ha prestado poca atención al papel del SNP   

(-238 G/A) del TNF-α 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-α era significativamente más elevada 

entre pacientes de UCI sépticos que morían en comparación con 

los que sobrevivían, pero en asociación con haplotipos de otros 

SNPs, como el (+252 A/G) de la linfotoxina-α (LTA) y el (-308 

G/A, -1031 T/C) del TNF-α. Los genes del TNF-α y de la LTA son 

genes vecinos que están en desequilibrio de sobrecruzamiento. 

Por tanto es difícil dilucidar el efecto individual del SNP (-

238 G/A) del TNF-α en los resultados de Pappachan. El SNP (-238 
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G/A) del TNF-α se ha asociado con la malaria grave en 

poblaciones africanas [132-134], lo que sugiere que el SNP (-238 

G/A) del TNF-α podría empeorar la evolución de la malaria por 

alteración del equilibrio entre la citoquina antiinflamatoria 

IL-10 y la proinflamatoria TNF-α [133]. Estudios funcionales 

directos proporcionaron información sobre el efecto del alelo 

variante A del SNP (-238 G/A) del TNF-α en la actividad 

promotora del gen [135-137]. En estos estudios, al reemplazar 10 

bp que cubren la región del TNF-238 con una secuencia 

irrelevante, se incrementaba la trascripción basal [138]. Además 

se ha sugerido que la región TNF-238 contiene un lugar represor 

y un SNP del promotor del gen del  TNF-α que podría modificar su 

actividad [139]. Resulta muy atractiva una asociación entre el 

SNP (-238 G/A) del TNF-α con cambios en los niveles plasmáticos 

de TNF-α incrementados por la sepsis pero esta hipótesis no se 

ha podido demostrar claramente. En  nuestro estudio no 

encontramos diferencias en los niveles plasmáticos de TNF-α u 

otras citoquinas en portadores de diferentes genotipos del SNP 

(-238 G/A) de TNF-α o de otros SNPs de otras citoquinas excepto 

del SNP (-251 A/T) de la IL-8. Una hipótesis razonable podría 

ser que el SNP (-238 G/A) del TNF-α determinase cambios en la 

expresión de AP-1 y NF-KB, factores nucleares  proteicos de 

unión al ADN que regulan la expresión de los genes de las 

citoquinas en respuesta a la infección grave. Sin embargo 

nuestros resultados no apoyan esta hipótesis. Aunque la 
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expresión de los genes de AP-1 y NF-B por los neutrófilos 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 expresión de los genes de AP-1 y 

NF-B entre los portadores de los diferentes genotipos del SNP 

(-238 G/A) del TNF-α u otros SNPs de citoquinas. Por tanto, el 

mecanismo del efecto protector de este SNP del TNF-α en la 

sepsis permanece esquivo. Podría especularse que el alelo A del 

SNP (-238 G/A) del TNF-α podría ser un marcador funcional de 

otro SNP desconocido en otro lugar del gen del TNF-α o en otro 

gen cercano inmunológicamente relevante [132]. 

No tenemos una explicación clara de la baja expresión de los 

genes de AP-1 y NF-B por los neutrófilos de sangre periférica 

de los pacientes sépticos en comparación con los de los 

controles no infectados en nuestro estudio, cuando la expresión 

de ambos factores de activación de la transcripción están 

generalmente incrementada en la sepsis inducida por LPS. Quizás 

el número importante de politraumatizados entre nuestros 

controles (44% del total de los controles) podría explicar este 

resultado contradictorio pues el factor tisular liberado tras el 

traumatismo incrementa la expresión de los genes de AP-1 y NF-B 

y este efecto puede superar al debido  al LPS [143]. En contra 

de esta explicación debemos mencionar que no hubo diferencias en 

los niveles plasmáticos 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 asociación publicada previamente entre los SNPs (-308 G/A) 

del TNF-α, (-889 C/T) del IL-1α, (+3954 C/T) del  IL-ß y (-174 

G/C) del IL-6  con la evolución de la sepsis y mortalidad 

asociada a la misma [74,89, 90, 125-128]. 

El tamaño relativamente pequeño de la cohorte, los criterios 

estrictos de inclusión que utilizamos y la baja tasa de 

mortalidad pueden explicar esta discrepancia. Todos los enfermos 

sépticos incluidos eran inmunocompetentes y tenían, o bien 

hemocultivos positivos, o bien una fuente de infección 

demostrada microbiológicamente en el momento de ingreso en la 

UCI. La baja mortalidad en esta cohorte séptica con una media de 

3 órganos que fallaron puede ser debida a la exclusión de 

pacientes con cáncer, infección por VIH, trasplantados u con 

otras causas de inmunosupresión. Los pacientes 

inmunocomprometidos, con una expectativa de vida más corta 

debido a su patología de base, han sido generalmente incluidos 

en la mayoría de las series de pacientes con sepsis previas. 

Nuestros criterios de inclusión tan restrictivos han limitado el 

número de pacientes reclutados y alargado nuestra ventana de 

reclutamiento. 

En este estudio evaluamos los perfiles de 9 citoquinas y 

quemoquinas inflamatorias en la sepsis grave utilizando un 

microarray de ELISA que mide muchas proteínas simultáneamente. 

Las evaluaciones simultáneas de muchas citoquinas tienen la 
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ventaja de descubrir posibles asociaciones entre ellas y con los 

diferentes parámetros de gravedad de la sepsis. La mayoría de 

las citoquinas y MCP-1 estudiadas aquí, mostraron unos niveles 

plasmáticos significativamente más altos en los pacientes 

sépticos al compararlos con los controles no infectados, 

similares a los publicados previamente [146-156]. Los niveles 

plasmáticos de IL-6, IL-8, IL-10 y MCP-1 se correlacionaron con 

el número de órganos que fallaron y con la puntuación del APACHE 

II en nuestra cohorte como publicaron otros autores [148-158]. 

Encontramos una asociación independiente entre los niveles 

plasmáticos de IL-8 con el diagnóstico de sepsis y mortalidad. 

Los niveles plasmáticos de IL-8 podrían ser una herramienta útil 

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 plasmáticas como 

predictores de mortalidad en la sepsis todavía es motivo de 

controversia [153-156]. 

Respecto a  la evolución secuencial de los niveles de citoquinas 

(time course) solamente la IL-10 mostró un descenso persistente 

entre los días 1º y 7º 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 hipótesis está el que los niveles plasmáticos 

secuenciales de citoquinas no se modificaron en los controles no 



 

 

112 

infectados excepto para el TNF-. Podríamos especular que el 

incremento progresivo de los niveles plasmáticos de IL-10 en el 

time course podría traducir un fracaso del tratamiento o recaída 

de la sepsis. Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos 

en pacientes quemados y sépticos, en los cuales además del 

descenso en la curva evolutiva de IL-10 a lo largo del tiempo, 

esta citoquina se comportó como un predictor de mortalidad en 

UCI [156,157]. 

 

En resumen, nosotros describimos la regulación diferencial de 

varias proteínas inflamatorias que podría contribuir a la 

fisiopatología de la sepsis. El SNP (-238 G/A) del TNF- podría 

proteger contra el desarrollo de la sepsis. Este efecto era 

independiente de los niveles plasmáticos de citoquinas o de la 

expresión de factores de transcripción por los neutrófilos de 

sangre periférica. Además, los niveles plasmáticos elevados de 

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

 
 
 
METALOPROTEASAS 
 

En esta Tesis encontramos por primera vez en la bibliografía una 

asociación entre los SNPs  (-77A/G) de la MMP-13 y (-1607 1G/2G) 

de la MMP-1 con la presencia de sepsis. La asociación de este 

SNP de la 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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activación de las MMPs y la implicación de las mismas en la 

inflamación 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 

más fácilmente sepsis no se comprende bien. Entre otras razones 

porque no hemos podido encontrar una asociación entre los 

diferentes genotipos de este SNP y los cambios en los niveles 

plasmáticos de MMP-13. De cualquier manera, la expresión de la 

MMP-13 puede estar incrementada en células de colágeno 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 lado, el 

incremento de la expresión de la MMP-13 debido al SNP del gen de 

la MMP-13 podría producir cambios en la expresión y en niveles 

plasmáticos de otras MMPs ligadas a la MMP-13 en la cascada de 

activación de las MMPs, como la MMP-2 (en nuestro estudio los 

niveles plasmáticos de MMP-2 de los pacientes sépticos que 

fallecieron estaban elevados) y la MMP-9 (que mostraban niveles 

plasmáticos descendidos en los pacientes sépticos de nuestro 

estudio). La asociación del SNP (-1607 1G/2G) de la MMP-1 y la 

sepsis podría ser debida a un desequilibrio de sobrecruzamiento 

con el SNP de la MP13 porque los genes de la MMP-13 y de MMP-1 

están ambos localizados en el mismo clúster del cromosoma  

11q22-23 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 común en la evolución de los genes de las 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. 

Además las frecuencias alélicas de los SNPs de la MMP-1, MMP-3 y 

MMP-13 de los controles no infectados de UCI obtenidas en 

nuestro estudio fueron similares a los obtenidos en mujeres 

francesas caucasianas sanas [173]. 

La asociación entre SNPs de las MMPs e infección está muy poco 

estudiada. Asensi y col. han publicado una asociación entre el 

SNP (-1607 1G/2G, rs 11292517) de la MMP-1 con la osteomielitis 

bacteriana. Esta asociación era debida a un incremento en la 

expresión ósea y de los niveles plasmáticos de la MMP-1 en 

portadores del genotipo 2G/2G del SNP de la MMP-1 [122].  Pan y 

col. observaron una asociación del genotipo TT del SNP (-1562 

C/T, rs 34016235) de la MMP-9 con la periodontitis crónica, 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, rs35068180) de la 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 expresión 

del gen de la MMP-3 y niveles plasmaticos más bajos de la MMP-3 

al compararlos con los de los portadores del genotipo 5A/5A del 
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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 plasmáticos  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. El 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 podría 

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 plasmáticos de la mayoría de las MMPs en los 

pacientes sépticos, a excepción de la MMP-9, y el TIMP-2, pero 

no en los controles no infectados. Los niveles plasmáticos de 

MMP-8 se correlacionaron positivamente y los de MMP-9 

negativamente con los de la PCR. Los niveles plasmáticos de  

MMP-9 fueron menores en los pacientes sépticos en comparación 

con los de los controles, un hecho a considerar porque en el 

análisis multivariado se asociaron  con un diagnóstico de 

sepsis. La implicación de las gelatinasas (MMP-2 y MMP-9), ambas 

secretadas por los neutrófilos circulantes, en la fisiopatología 

de la sepsis está bien documentada [114,163,165]. Proponemos 

aquí un posible papel de las colagenasas (MMP-13 y MMP-1) y 
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quizás de las estromelisinas (MMP-3) en la sepsis, un hallazgo 

interesante porque estas MMPs ni son expresadas por los 

neutrófilos de sangre periférica ni son liberadas desde los 

gránulos de los neutrófilos tras la inyección de endotoxina como 

las MMP-8 and MMP-9 [162]. La asociación 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. Además el inhibidor de la 

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 la 

sepsis. Este hecho conlleva la activación del receptor-1 

activado por proteasas (PAR1), alteración de la permeabilidad 

vascular, trastornos de la coagulación y la producción de 

citoquinas y prostaglandinas [179].    

Con respecto a la evolución secuencial en el tiempo de los 

niveles plasmáticos de MMPs  y TIMPs (time course), es 

importante tener en mente que en nuestro estudio los niveles 

plasmáticos de MMP-1 y MMP-9 en los pacientes sépticos de la UCI 

alcanzaron su máximo el 7º día de ingreso. Por el contrario, los 

niveles plasmáticos de MMP-3, MMP-8, MMP-10 y TIMP-4 tuvieron su 

punto más bajo el 7º día de estancia en UCI. Esta puede ser una 

de las razones de la disparidad de nuestros resultados del time 

course de los niveles plasmáticos de MMPs y TIMPs en comparación 

con trabajos previos en la mayoría de los cuales se medían 
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solamente los niveles en el primer día (o un día sin determinar) 

a lo largo de su estancia en UCI. Nosotros no pudimos encontrar 

diferencias entre los niveles plasmáticos de TIMP-1 de los 

pacientes sépticos y de los controles no infectados o entre los 

sépticos supervivientes y los que fallecieron. El TIMP-1 ha sido 

propuesto por varios autores como un marcador de laboratorio 

útil para el pronóstico en los pacientes sépticos [165,166]. En 

ese sentido el alelo T del SNP [(372 T/C) , rs4898] del TIMP-1 

se asoció con niveles plasmáticos más 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 la 

fisiopatología de la sepsis como sigue: la endotoxina bacteriana 

estimula la liberación de citoquinas que pueden contribuir a la 

expresión de MMPs de las células endoteliales (MMP-1) o de los 

neutrófilos de sangre periférica (MMP-8 y MMP-9). Además las 

MMPs activan a los precursores de citoquinas perpetuándose el 

círculo vicioso. La MMP-13 tiene un papel capital en el proceso 

de activación de las MMPs y así un SNP de la MMP-13 

influenciando su expresión podría contribuir a facilitar el 

desarrollo de la sepsis, como hemos encontrado en esta Tesis. 

También hemos observado que entre las MMPs estudiadas, las que 

más temprano incrementaban sus niveles plasmáticos fueron la 
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MMP-3, 8 y 10 mientras que otras como MMP-1 y MMP-9 se elevaban 

más tarde. 

Observamos en el análisis multivariante que, niveles elevados de 

MMP-8 y bajos de MMP-9 los cuales se correlacionaban con niveles 

plasmáticos de PCR, se asociaban con un diagnóstico de sepsis, 

con niveles elevados de fibrinógeno y de  neutrófilos de sangre 

periférica. Algunos de las MMPs elevadas en plasma, tales como 

MMP-1 producen trastornos de coagulación asociados a la sepsis. 

Otras MMPs  ayudan a los neutrófilos a cruzar desde la sangre y 

los vasos linfáticos al foco de infección al digerir la membrana 

basal de colágeno de los capilares. Finalmente, las MMPs 

incluyendo la MMP-1, contribuyen a la reparación del tejido una 

vez resuelta la infección [162].Por tanto el SNP de MMP-1 que 

influye en la producción de la MMP-1 podría jugar un papel tanto 

como estímulo de la sepsis, como en la reparación de la lesión 

tisular producida en la sepsis. 

Hasta ahora, se han publicado 8 artículos basados en el papel de 

las MMPs y TIMPs en la sepsis en los últimos 15 años [114,163-

169]. Las principales limitaciones de estos estudios son: 1º, 

pequeños tamaños muestrales; 2º, uso de controles sanos en lugar 

de pacientes no infectados de UCI como hemos hecho nosotros; y 

3º, la ausencia de criterios de exclusión de pacientes con 

diferentes inmunodeficiencias [146].  

En conclusión, esta es la primera vez que se publica una 

asociación entre los SNPs de la MMP-13 y la MMP-1 y la sepsis, 
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así como una asociación 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. 

 

ÓXIDO NÍTRICO 
 
 
En relación  con los SNPs de NOS en la sepsis describimos una 

asociación de dos de ellos, individualmente  o en combinación, 

con el desarrollo de sepsis, el (E298D, rs1799983) de la NOS3  y 

el (exón 22, rs28944189) de la NOS2A. La  asociación del SNP 

(E298D, rs1799983) de la NOS3 con el desarrollo de sepsis podría 

estar relacionada con  la presencia de niveles plasmáticos más 

elevados  de NOx en los portadores del alelo variante T del SNP 

(E298D) de la NOS3 que podría facilitar el desarrollo de fallo 

hemodinámico y la mortalidad  de los  pacientes sépticos. 

Algunos autores han sugerido que el SNP (E298D) de la NOS3 

podría empeorar la sepsis al disminuir la producción de NO por 

la NOS3 en la microcirculación, lo que representa un mecanismo 

adaptativo muy importante para mantener el flujo sanguíneo de 

los diferentes órganos y la integridad vascular [110]. Otros 

autores han postulado que este SNP de la NOS3 podría lesionar 

directamente la función endotelial induciendo un daño de la 

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 la sepsis como hemos visto antes. Este hecho 

podría explicar el incremento de los niveles plasmáticos de NOx 

observado en los portadores del SNP (E298D) de la NOS3. Ninguno 

de los SNP estudiados aquí se asociaron con cambios en la 

supervivencia de los pacientes sépticos, aunque sólo hubo 7 

muertes en el grupo de sépticos lo que es difícil 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 (exón 22) de la NOS2A eran 

significativamente más frecuentes en el grupo de sépticos que en 

los controles de UCI no infectados. El efecto sumatorio 

potencial de la combinación 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 asociación entre el SNP de la NOS3 (E298D) y sepsis ya ha 

sido descrita [110,111]. En estos estudios se observó una 

asociación de este SNP con el shock séptico, con la presencia de 

disfunción de varios órganos y con infecciones por 

microorganismos Gram negativos pero no con el desarrollo de la 

sepsis en sí mismo, como demostramos en nuestra Tesis. A 

diferencia de los trabajos anteriores no observamos una 
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correlación entre ser portador del alelo variante T del SNP 

(E298D) de la NOS3 y la presencia o desarrollo de shock séptico, 

con el número de órganos que fallaron, o con la puntuación de 

APACHE II. Del mismo modo, no observamos ninguna asociación 

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, ningún portador del 

genotipo salvaje GG del SNP (E298D) NOS3, asociado con niveles 

séricos bajos de NOx, como tampoco se encontró entre sépticos  

chinos, todos de la raza Han [110]. 

Este es el primer estudio que encuentra una asociación entre el 

SNP (exón 22) de la NOS2A y sepsis. Ya ha sido publicada una 

asociación del SNP en el exón 16 (pero no en el exón 22)  del 

gen de NOS2A  con el shock séptico en pacientes Chinos [104]. 

Este SNP (exón 22) de la NOS2A se ha asociado con el desarrollo 

de patología neuropsiquiátrica 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 (exón 22)  de la NOS2A era más frecuente entre sépticos 

en comparación con pacientes de  UCI no infectados.  Una 

hipótesis razonable para explicar esta asociación sería un 

cambio en la expresión del gen de NOS2A por los neutrófilos de 

sangre periférica en los pacientes sépticos portadores del 

genotipo AG de este SNP. Sin embargo esta explicación no parece 

válida puesto que no encontramos una asociación del SNP (exón 
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22) de la NOS2A con cambios en los niveles plasmáticos de NOx en 

pacientes sépticos. Por tanto, esta asociación entre el SNP 

(exón 22) de la NOS2A y la presencia de sepsis necesita de más 

investigación.  

El NO es un mediador fundamental en la fisiopatología del shock 

séptico por un mecanismo dual. Por una parte el NO es un 

mediador de la pérdida de tono vascular (vasoplejia) 

característica de una fase temprana e hiperdinámica de la 

sepsis, y en segundo lugar contribuye a la depresión miocárdica 

en la fase tardía de la sepsis. El NO juega también un papel 

importante en la interacción entre plaquetas, leucocitos y el 

endotelio vascular y es fundamental en la regulación del flujo 

sanguíneo local. El NO activa la adenilato ciclasa que permite 

la formación de GMPc, el cual disminuye el Ca+2 intracelular y 

produce la relajación de las células de la musculatura lisa. El 

NO es rápidamente convertido a nitrito que es oxidado a nitrato 

por la hemoglobina en el interior de los eritrocitos [185-187]. 

El NO es difícil de cuantificar porque se produce en pequeñas 

cantidades y tiene una vida media muy corta. Aun así la medida 

de nitratos y nitritos es útil para cuantificar la actividad de 

la NOS. La reacción de Griess se utiliza hoy en día 

habitualmente para medir nitritos y nitratos, productos más 

estables en plasma que otros fluidos biológicos. En la reacción 

de Griess los nitratos no sufren diazotización 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 reacción de Griess 191. 

Aunque en niveles fisiológicos los nitratos plasmáticos no son 

vasodilatadores, niveles plasmáticos elevados podrían justificar 

la alteración hemodinámica observada en la sepsis [192,193. Por 

otra parte los niveles plasmáticos de NOx de nuestros controles 

no infectados (mediana 17 µM) fueron similares a los publicados 

por otros autores 191. Sin embargo los niveles plasmáticos de 

NOx de nuestros pacientes sépticos fueron más bajos (mediana 

47.5 µM) que los publicados por otros 194,195. Este hecho da 

más valor a nuestros resultados porque aún así 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, así como la presencia de una 

asociación fuerte entre los niveles plasmáticos de NOx y la 

presencia de sepsis tanto en el análisis univariante como 

multivariante. Los niveles elevados de NOx en plasma se 

asociaron con shock y menor supervivencia en los pacientes 

sépticos pero no en los controles  no infectados. En cuanto al 

“time course” de NOx, aunque había una clara tendencia hacia el 

descenso de los niveles plasmáticos de NOx a lo largo del tiempo 

en pacientes sépticos (pero no en controles) y un incremento de 
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niveles plasmáticos de NOx en los pacientes que fallecieron en 

comparación con los que sobrevivieron, las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas. El pequeño número  de pacientes 

en los que pudimos disponer de mediciones  secuenciales de NOx 

plasmático y, particularmente de pacientes que fallecieron, 

fueron probablemente responsables de la ausencia de esta 

significación estadística.  

El reconocimiento de NO como un mediador importante de la sepsis 

y del shock séptico ha sugerido la potencial inhibición 

farmacológica de la producción de NO como una terapia 

coadyuvante útil en la sepsis. Algunos estudios apoyan esta idea 

mostrando que ratones mutantes de la cepa C57BL6 (knockout, KO) 

que carecen de los genes de NOS2 o NOS3 presentan alguna 

protección contra el shock séptico al mejorar la disfunción 

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 tenían una 

supervivencia menor en la sepsis inducida [201]. Otro argumento 

que explicaría la mayor supervivencia de los ratones de la cepa 

C57BL6 del tipo salvaje, pero no en el modelo del ratón KO, 

podría residir en un papel beneficioso del NO como regulador 

crítico negativo de la vía de estabilización del inflamasoma 

NLRP3 de la mitocondria [202]. Intentos previos de frenar la 

producción de NO con inhibidores específicos 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 la inducción de 

sepsis en modelos animales se han obtenido resultados más 

alentadores y quizás esta vía podría llegar a ser una terapia 

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

En resumen, el SNPs (E298D) de la NOS3 y el (exón 22) de la 

NOS2A individualmente y en combinación, se asocian con sepsis 

grave. Además, los niveles plasmáticos de NOx se asocian  con la 

presencia de shock séptico y con la mortalidad debida a la 

sepsis. 

 

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

de nuestro estudio cabe destacar que: 

 Nuestra cohorte, está integrada por 90 pacientes sépticos los 

cuales bien presentaron hemocultivos positivos, bien la fuente 

de la infección se demostró microbiológicamente. 



 

 

126 

 La población 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. 

 El tamaño de la muestra, relativamente pequeño, aunque en lo que 

respecta alas MMPs, es la tercera en tamaño, pero la única 

procedente de un único hospital.  

 La baja mortalidad de la cohorte séptica con una media de 3 

fallos orgánicos puede ser debida a unos criterios de inclusión 

estrictos. Excluimos pacientes inmunocomprometidos, con cáncer, 

infección por VIH, trasplantados u otras causas de  

inmunodeficiencias, con una expectativa de vida más corta debido 

a su patología de base que, en la mayoría de las series previas 

si fueron incluidos o bien no se especifica. Nuestros criterios 

de inclusión tan restrictivos, asímismo, han limitado el tamaño 

de la muestra. 

 Especificamos el momento en que se toman las muestras para medir 

niveles plasmáticos y, en un subgrupo de pacientes, realizamos 

mediciones a lo largo del tiempo de niveles de citoquinas, MMPs 

y NOx. 

 La población estudiada fue únicamente 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-α fueron significativamente menos frecuentes entre los 

pacientes con sepsis que entre los controles no infectados. 

2. Los niveles plasmáticos al ingreso en UCI  de IL-6, IL-8, IL-

10, TNF-α  y de MCP-1 estaban significativamente más elevados, y 

la expresión de  los genes de AP-1 y NF- B de los neutrófilos de 

sangre periférica significativamente más descendida, en los 

pacientes con sepsis que en los controles no infectados. 

3. El diagnóstico de sepsis se asoció 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 asoció de forma independiente 

a niveles basales elevados de IL-8 plasmática, de fibrinógeno, 

de neutrófilos de sangre periférica y, a niveles más bajos del 

complejo protrombínico, y a la presencia de fallo hemodinámico 

4. La mortalidad se asoció de forma independiente a niveles 

plasmáticos más elevados de IL-8, lo que apunta a un papel 

predictor de esta citoquina sobre el pronóstico de los 

pacientes. También se asoció a puntuaciones más 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 más 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 plasmáticos de MMP-3, -8, -10 and TIMP-2 fueron 

más altos, y los de MMP-9 más bajos, en los pacientes con sepsis 

que en los controles no infectados. 

4. No observamos diferencias significativas en los niveles 

plasmáticos de las diferentes MMPs entre los portadores de los 

diferentes genotipos de los SNPs de MMP-1 y MMP-13. 

5. El diagnóstico de sepsis se asoció de forma independiente a 

niveles plasmáticos mayores de MMP-8 y menores de MMP-9, una 

asociación 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 

(exón 22) de la NOS2A fueron significativamente más frecuentes 

entre los pacientes con sepsis que entre los controles no 

infectados. 

2. Los niveles plasmáticos al ingreso en UCI de NOx estaban 

significativamente más elevados en los pacientes con sepsis, 

especialmente en los que tenían fallo hemodinámico o 

fallecieron. 

3. Los niveles plasmáticos basales de NOx estaban 

significativamente más elevados en los portadores del alelo T 

del SNP (E298D) de la NOS3 que en los portadores del genotipo GG 

del mismo SNP. 

4. El diagnóstico de sepsis se asoció de forma independiente a 

la presencia de los SNPs (E298D) de la NOS3 y (exón 22) de la 

NOS2A, una asociación no descrita hasta ahora Asimismo se asoció 

a valores elevados de NOx plasmático, de neutrófilos de sangre 

periférica y de fibrinógeno, y a niveles más bajos del complejo 

protrombínico. 

5. la mortalidad global se asoció de forma independiente a una 

puntuación más elevada del APACHE II. Los niveles plasmáticos de 

NOx fueron significativamente más elevados en los pacientes que 
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fallecieron, pero solo en los pacientes sépticos, sin que 

existiera diferencias en los controles. 

6. Los niveles plasmáticos basales de NOx se asociaron 

independientemente a la presencia de sepsis, de fallo 

hemodinámico, a niveles de neutrófilos circulantes más bajos y a 

puntuaciones del APACHE II más elevadas.  
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