RAGAAS

T e o siado G TELIG,
Li vele Gl Tiegoea

a_

.

ALTERACTIONES INMUNITARTAS EN PACIENTES CRITICOS:

POLITRAUMATIZADOS Y QUEMADOS.

5 7
f?&l’eg‘,}w ¥
'{3 SRR S
L0

Tesis presentada por Diia. M= DOLORES MALDONADO Y AIBAR

para optar al Grado de Doctora en Medicina por la

Universidad de Sevilla.




JUNTR DE ANDALUCIA

Consejeria de Salud

Servicio Andaluz de Salud
GERENCIA PROVINCIAL
SPITAL UNIVERSITARIO "VIRGEN DEL ROCIO”
Avenida Manuel Siurot, s/n.
41013 - SEVILLA

D. DIEGO DE IOS SANIOS IOPEZ, Profesor Titular del
Departamento de Cirugia de la Universidad de Sevilla y Jefe
de Seccién de Cirugia del Hospital Universitario Virgen del

Rocio de Sevilla,

CERTIFICA:

Que el trabajo de investigacién que 1lleva por titulo
"ALTERACIONES INMUNITARTAS EN PACIENTES CRITICOS:
POLITRAUMATIZADOS Y QUEMADOS." , efectuado por la Licenciada
Diia. M» Dolores Maldonado y Aibar bajo mi direccién, reune
las condiciones para ser leido y defendido pablicamente como

Tesis Doctoral.

Sevilla 29 de Wde 1990

J (6

r. D. de los Santos Lopez

Fdo: Prof.



JUNTA DE ANDALUCIA

Consejeria de Salud

Servicio Andaluz de Salud
GERENCIA PROVINCIAL
SPITAL UNIVERSITARIO “VIRGEN DEL ROCIO”
Avenida Manuel Siurot, s/n.
41013 - SEVILLA

D. ANTONIO NUNEZ ROLDAN, DOCTOR EN MEDICINA, PROFESOR
ASOCIADO DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE
SEVILLA Y JEFE DEL SERVICIO DE INMUNOLOGIA DEL HOSPITAL

UNIVERSITARIO VIRGEN DEL ROCIO DE SEVILLA,
CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral que presenta al superior juicio del
Tribunal que designe la Facultad de Medicina de Sevilla Dia.
M= DOLORES MALDONADO Y ATBAR, sobre el tema: " ALTERACIONES
INMUNITARTAS EN PACIENTES CRITICOS: POLITRAUMATIZADOS Y
QUEMADOS", ha sido realizada bajo mi direccidén, siendo
expresién de la capacidad técnica e interpretativa de su
autora, en condiciones tan aventajadas que 1la hacen
acreedora al Grado de Doctor en Medicina, siempre que asi lo

considere el citado tribunal.

a,ut w“’ULu:&Z

Prof. Dr. D. Antonio Nuilez Roldan

Sevilla 29 de Junio de 1990

DR. A. NUNEZ ROLDAN
SERVICIO Dz INMUNOLOGIA
H. SPIT L VIRGEN DEL ROCH)

\“‘._3.3_ C’ET\_/QLz D

© o




JUNTA DE ANDALUCIA

Conseferia de Salud

Servicio Andaluz de Salud

GERENCIA PROVINCIAL
SPITAL UNIVERSITARIO "VIRGEN DEL ROCIO”
Avenida Manuel Siurot, s/n.
41013 - SEVILLA

D. FRANCISCO MURILIO CABEZAS, DOCTOR EN MEDICINA, PROFESOR
ASOCIADO DE LA FACULTAD DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD DE
SEVIIIA Y JEFE DE LA UNIDAD DE CUIDADOS INTENSIVOS DEL

HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DEL ROCIO DE SEVILLA,
CERTIFICA:

Que la Tesis Doctoral que presenta al superior juicio del
Tribunal que designe la Facultad de Medicina de Sevilla Diia.
M= DOLORES MAIDONADO Y ATBAR, sobre el tema: " ALTERACIONES
INMUNITARTAS EN PACIENTES CRITICOS: POLITRAUMATIZADOS Y
QUEMADOS", ha sido realizada bajo mi direccién, siendo
expresién de la capacidad técnica e interpretativa de su
autora, en condiciones tan aventajadas que la hacen

acreedora al Grado de Doctor en Medicina, siempre que asi lo

|l

Prof. Dr. D. Francisco Murillo Cabezas

considere el citado tribunal.

Sevilla 29 Junio de 1990



" Nunca le falten a nadie brios
suficientes para llevar a cabo

aquello de lo que estd convencido."

A mi familia.



AGRADECTMIENTOS

Quiero expresar mi gratitud a todas las personas que directa
o indirectamente, han contribuido a 1la realizacién de este

trabajo, en particular a:

- Dr. D. Antonio Nufiez Roldan, Profesor Asociado de
Inmunologia y Jefe del Servicio de Inmunologia del Hospital
Universitario Virgen del Rocio de 8Sevilla, Director de este
trabajo que se presenta como Tesis, por saber crear el entorno
cultural, de inquietud y estimulo tan necesarios en las tareas
de investigacién sin los cuales no hubiera sido posible la

realizacién del presente trabajo.

- Dr. D. Francisco Murillo Cabezas, por la aportacidén de

datos clinicos y por su gran experiencia y profesionalidad.

- D. Armmando Venturoli Jaramillo, ©por su interés vy

seguimiento clinico de los pacientes quemados.

— Dr. D. Carlos Ortiz Leiba, que gentilmente ha suministrado
los datos clinicos, anamnésicos y complementarios de los

pacientes.



- Diia Francisca Gonzalez Escribano y Dia Berta Sanchez

Sanchez por su excelente disposicién.

— Dr. Julio Sanchez Roman y Dr. Florentino Sanchez Garcia

por su ayuda en los trabajos de impresién y andlisis de datos.

- Dila M°Paz Berrmdo Ruiz por su desinteresada ayuda.

Para finalizar, gracias a todos mis compafleros del

Servicio de Inmunologia, dque dia a dia compartieron durante

estos afios, las satisfacciones y dificultades del trabajo.



INDICE

1. INTRODUCCION.

1.1. UNA VISION ICONOCLASTA DE LA INMUNOLOGIA.

1.2. MECANISMO NORMAL DE DEFENSA DEL HUESPED.

1.2.1. SISTEMA INMUNE INESPECIFICO.
1.2.2. SISTEMA INMUNE ESPECIFICO.

1.3. ACCION DE LAS AGRESIONES EXTERNAS: TRAUMATISMOS Y

QUEMADURAS SOBRE EL SISTEMA INMUNE.

1.3.1. SISTEMA INMUNE INESPECIFICO.
1.3.2. SISTEMA INMUNE ESPECIFICO.
1.3.3. CITOQUINAS: TNF E IL 1

1.4. EXPLORACION EN EL LABORATORIO, DE LAS MODIFICACIONES

INMUNOLOGICAS EN I1OS PACIENTES CRITICOS.

1.4.1. COMPONENTES CELULARES DEL SISTEMA INMUNE.

1.4.2. EXPLORACION DE LA FAGOCITOSIS.

1.4.3. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE RADICALES LIBRES
POR LOS NEUTROFILOS.

1.4.4. REACTANTES DE FASE AGUDA.

2. OBJETIVOS.

3. DISENO EXPERIMENTAL.




4. MATERTAL Y METODOS.

4.1. MATERIAL.

4.1.1.

4.1.2.

ENFERMOS POLITRAUMATIZADOS.

ENFERMOS QUEMADOS.

4.2. METODOS.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.2.5.

4.2.6.

4.2.7.

4.2.8.

EVALUACION CLINICA AL INGRESO DE ILOS
PACTENTES.

OBTENCION DE CELULAS DE SANGRE PERIFERICA.
TECNICAS PARA EL ESTUDIO DEL FENOTIPO

CELULAR.

4.2.3.1. CARACTERIZACION DE SUBPOBLACIONES
LINFOCITARIAS.
4.2.3.2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE

MARCADORES DE ADHESION Y ACTIVACION.

CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE
LOS MONOCITOS FRENTE A PARTICULAS DE LATEX.
TEST DE REDUCCION DEL NBT.

DETERMINACION DE SUBCLASES DE IgG MEDIANTE
TECNICAS DE ELISA.

DETERMINACION DE REACTANTES DE FASE AGUDA, EN
SUERO, MEDIANTE TECNICAS DE NEFELOMETRIA.

ESTUDIOS ESTADISTICOS.



4.2.8.1. TEST DE REGRESION LINEAL.

4.2.8.2. TEST DE STUDENT.

5. RESULTADOS.

5.1. EL SISTEMA INMUNE TRAS LAS PRIMERAS 48 HORAS DEL

DEL ACCIDENTE.

5.2. VALORACION DEL SITEMA INMUNE A IO LARGO DE LA

EVOLUCION PATOLOGICA DEL TRAUMA Y LA QUEMADURA.

5.3. EL SISTEMA TNMUNE DE LOS PACIENTES CON BUENA Y MALA

EVOLUCION.

5.4. MOLECULAS DE ACTIVACION Y ADHESION EN PACIENTES

CRITICOS.

5.5 PRESENCIA DE LINFOCITOS CD4+ CD8+ EN PACIENTES

CRITICOS.

6. DISCUSION.

7. CONCLUSIONES.

8. RESUMEN.

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.




1.INTRODUCCION.
1.1. UNA VISION ICONOCLASTA DE LA TNMUNOLOGIA.

La funcién primordial del sistema inmune es la defensa del
organismo mediante la eliminacién de cualquier agente extrafo
que penetre en él. Para llevar a cabo su funcién, el sistema es
capaz de discriminar entre lo propio y lo extrafio y de poner en
marcha los mecanismos para rechazar la agresién. Dichos
mecanismos, constituyen genericamente lo que se denomina
respuesta inmunitaria. Los diversos tipos de respuesta inmune
pueden, en ocasiones, producir patologias. De hecho, 1los
laboratorios de Inmunologia de los Hospitales, dedican mas
esfuerzos‘ al estudio de las enfermedades por mecanismos
inmunolégicos (Inmunopatologia) que al de los defectos causados

por deficiencias del sistema inmunitario (Inmunodeficiencias).

Algunos individuos reaccionan frente a sustancias inocuas
como el polen de las plantas y ciertas proteinas que se
encuentran en el pescado, apareciendo los denominados fendmenos
de hipersensibilidad inmediata. En otros casos, por razones ain
en discusién, el sistema inmune reacciona frente a componentes
propios y se producen las enfermedades autoinmunes. De igual
forma, la produccién de anticuerpos y la posterior unién, del

mismo, con el antigeno frente al que se hallan dirigidos, puede



acompaflarse, en determinadas circunstancias, de una patologia

conocida como "por complejos inmunes".

Los mediadores intercelulares, monoquinas e interleuquinas,
liberados por las células del sistema inmune son, a veces,
responsables de cuadros de shock, trombosis, atrofias
misculares e incluso fracaso multiorganico. En efecto, la
respuesta ante algunos agentes (microorganismos gran negativos,
en particular) es a veces tan exacerbada que se convierte en
agresiva contra el propio huesped, siendo mAs nocivos sus

efectos que beneficiosos.

En consecuencia, un sistema dirigido a la conservacién de la
integridad del individuo, actua de una manera tal, que
cualquier desequilibrio, sea este cualitativo o cuantitativo,
puede acarrear alteraciones que, en ocasiones, conducen a la

mierte del sujeto.

1.2.MECANISMO NORMAL DE DEFENSA DEL HUESPED.

El organismo de los animales, estd dotado de una serie de
sistemas de defensa frente a la invasién, por elementos
extrafios, que le ©permiten preservar su integridad e

individualidad. Estos mecanismos, que a lo largo de la



filogenia se han ido desarrollando y perfeccionando, han
culminado en el hombre en un complejo sistema defensivo: el

sistema inmunitario.

La misién fundamental de este sistema es la discriminacién
entre lo "propio" y lo "extrafio", mediante un mecanismo de

reconocimiento, procesamiento y ataque.

El sistema inmune se divide arbitrariamente en tres lineas
de resistencia. La primera estd constituida por la barrera
mecanica producida por la piel y las mucosas. Las otras dos
lineas de defensa son el sistema inmune inespecifico y el
sistema inmune especifico. Estos dos ultimos no son entidades
independientes sino que interacionan entre si continuamente

para conseguir una respuesta inmune eficaz.

La piel y las mucosas, actuan como primera linea de defensa,
y controlan a los agentes patdgenos antes de que produzcan una
infeccidén franca ya que, la mayoria de las bacterias no pueden
sobrevivir, durante mucho tiempo, en la piel debido a los
efectos directos inhibidores del 4&cido lactico y de los acidos
grasos del sudor y de las secreciones sebdceas asi como del pH

bajo que generan.

Cuando estas primeras defensas son superadas, entra en



accién el sistema inmunitario inespecifico y especifico, dando
lugar a una reaccién concreta ante cada agente infeccioso, lo

que normalmente permite erradicarlo.

1.2.1. SISTEMA INMUNE INESPECIFICO.

El sistema inflamatorio inespecifico incluye los neutrdfilos
(PMN) y eosindéfilos, el sistema del complemento, los sistemas
de coagulacién vy fibrinoliticos, los macréfagos/monocitos, la
fibronectina y otras proteinas del plasma que median respuestas
inflamatorias a través de acciones quimiotacticas, pirdgenas y
opsénicas. Las defensas inflamatorias inespecificas son
respuestas generales y pueden ser activadas por cualquier

agente lesivo.

Asi pues, ante una agresién por un agente infeccioso se
produce una respuesta inflamatoria caracterizada por: aumento
sanguineo del area infectada con el fin de elevar el flujo de
sangre a la zona y de esta manera garantizar un incremento en
el aporte de 1liquidos, proteinas y células. Aumento de la
permeabilidad capilar permitiendo el paso de los mediadores
solubles de la inmunidad al lugar del foco infeccioso, asi como
migracién de PMN y macréfagos, mediante quimiotaxis, a esa

nisma area.
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La quimiotaxis es la atraccién de las células hacia los
lugares donde se encuentran los tejidos daflados y los patdgenos
invasores. Los factores quimiotacticos son quimioatrayentes
derivados de las proteinas séricas o del plasma, de la propia
lesién histica, de la activacién del complemento (C3a, C5a,
C567), sistemas fibrinolitico y generador de cininas. Ademas,
los linfocitos y macréfagos también producen factores

quimiotacticos.

Una vez llegados al lugar de la inflamacidén, los fagocitos
tienen que reconocer al agente infeccioso. Para ello, en su
superficie, poseen receptores con los que Se unen a una
variedad de microorganismos, pero la unién se refuerza
notablemente si el microorganismo ha sido previamente

opsonizado.

La opsonizacién es el recubrimiento de microbios (u otras
particulas) por factores séricos, en particular anticuerpos
especificos y la fraccién C3b del complemento, esto permite que

los fagocitos reconozcan sus dianas y se unan a ellas.

Después de la unién, los fagocitos proceden a englobar el
microorganismo, para lo cual extienden seuddpodos a su

alrededor. Esos seuddépodos se funden y el microorganismo queda
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interiorizado en un fagosoma, con la finalidad de destruir al

elemento patégeno capturado.

La destruccién puede realizarse por dos mecanismos
diferentes, uno oxigeno dependiente caracterizado por la
activacién de la enzima NADPH y la produccién de radicales
libres, el otro, es un mecanismo de destruccién oxigeno
independiente, en donde entran en juego enzimas como la
proteinasa neutra, lisozima y lactoferrina que son factores
bactericidas o bacteriostaticos y que funcionan en

circunstancias anaerobias.

1.2.2. SISTEMA TNMUNE ESPECIFICO.

MAemds de los sistemas antes descritos, el Sistema
Inmnitario pone en marcha reacciones c¢ue van dirigidas

exclusivamente a la eliminacién de un agente externo concreto.

El agresor se conoce de forma genérica como antigeno, y el
sistema inmine fabrica sustancias especificas contra el mismo
denominadas anticuerpos. De este modo, algunas células
inmunitarias se diferencian con el fin de eliminar
particularmente al agente. Este sistema especifico depende

fundamentalmente de los linfocitos, que se dividen en dos
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grandes categorias: linfocitos T y linfocitos B.

La actividad funcional de 1los linfocitos se lleva a cabo
gracias a la existencia de receptores en sus membranas a través
de los cuales se unen especificamente a determinadas zonas del
agente extrafiio conocidas con el nombre de determinantes

antigénicos.

La naturaleza de los receptores para el antigeno, en la
supexficie de los linfocitos, es distinta seqin se trate de
células T o B, y al conjunto de todos ellos se les conoce con

el nombre de repertorio inmunoldégico.

En el caso de los linfocitos B, el receptor para el antigeno
estd constituido por las moléculas de inmunoglobulinas
presentes en su superficie, que son sintetizadas por la propia
célula y expresadas en su membrana como proteinas integrales de
la misma. Son iguales en especificidad y afinidad al anticuerpo
formado y segregado, como resultado de la estimulacién de esta

célula.

El receptor para el antigeno de las células T es de
naturaleza diferente y se denomina receptor clonotipico o Ti.
Se halla también en la membrana celular pero, a diferencia de

lo que ocurre con las inmunoglobulinas, tras la activacién



13

permanece en la membrana Yy no es secretado al exterior de la

célula.

Antiguamente, existia la idea de que para cada antigeno,
de los existentes en 1la naturaleza y por los que podiamos ser
atacados, teniamos un nimero similar de receptores para poder
defendernos. Esta idea fué desechada al entender que no habria
material genético (ADN) suficiente que pudiese contener una
cantidad tan elevada de genes. Existe en realidad un namero
limitado de genes que pueden, mediante combinaciones distintas,
dar lugar a un nimero extraordinariamente elevado de
inmnoglobulinas y de receptores de reconocimiento en los

linfocitos T maduros.

El receptor de la célula T para el antigeno, estad
constituido por tres cadenas polipeptidicas diferentes (o, B y
gamma) y pertenece a la misma familia supergénica que las

inmunoglobulinas.

Los linfocitos T (las células inmunitarias responsables de
lo que se ha denominado clasicamente inmunidad celular), no
reconocen directamente los antigenos. En realidad, una vez en
el organismo, las sustancias extrafas (antigenos naturales) son
procesadas por células pertenecientes al sistema monocitico-

macrofdgico y expuestas en la superficie celular en combinacién
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con unas proteinas de la membrana. El complejo formado por el
antigeno (previamente procesado) y la proteina de membrana es
ya reconocido por los linfocitos T por medio de su receptor
especifico. A partir de este reconocimiento, se produce la
respuesta inmune. Pues bién, las proteinas de la membrana que
se combinan en la superficie celular con el antigeno natural
son precisamente los antigenos de histocompatibilidad o

moléculas HLA.

Seqin sea el subtipo de linfocito T (CD4 o CD8) intervendran
las moléculas de clase I o de clase II. En efecto, el receptor
de los linfocitos CD4 reconoce al antigeno en combinacidén con
las moléculas de clase 1II, mientras que los linfocitos T con

fenotipo CD8, lo hacen en combinacidén con moléculas de clase I.

Los dos dominios externos de las moléculas HLA se encuentran
pPlegados formando una especie de canal que constituyen el sitio
de unidén de los péptidos naturales. Es precisamente en dichos

dominios donde reside la diversidad de las moléculas HLA.

El hecho de que 1los linfocitos T no reconozcan al antigeno
en su forma natural sino en combinacién con moléculas HLA,
aflade a la fase de reconocimiento inmunitario un grado
adicional de complejidad que ©puede tener repercusiones

funcionales. Las moléculas HLA, deben poseer la cualidad de
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poder combinarse con cualquier péptido aunque la afinidad de
esta combinacién dependa de la estructura del péptido y de la
molécula HLA correspondiente. Es decir, un mismo péptido puede
combinarse con cualquier molécula HLA aunque su afinidad sea
distinta con cada una de ellas. De este hecho se deriva que el
que cada individuo posea varias moléculas de clase I y de clase
II puede constituir una ventaja, pues permitird al individuo
combinar, mds eficazmente, a un mayor numero de péptidos. Por
otro lado, la coleccién de moléculas HLA que cada individuo
posee, le confieren un determinado caracter especifico de

individualidad para organizar la respuesta inmune.

1.3. ACCION DE LAS AGRESIONES EXTERNAS: TRAUMATISMOS Y

QUEMADURAS SOBRE EL SISTEMA INMUNE.

Las infecciones son una de las causas principales de muerte

tardia en sujetos traumatizados y quemados.

Los adelantos en los sistemas de cuidados de urgencias e
intensivos en el tratamiento de estos pacientes, han
contribuido a wuna disminucién espectacular de la mortalidad
inmediata. En la actualidad, el problema se ha extrapolado
ahora a un aumento de la morbi-mortalidad tardia, cuya

etiologia es principalmente séptica. La naturaleza de la
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lesidén, el estado nutricional del paciente, los trastornos
médicos preexistentes y la integridad de los mecanismos de
defensa son determinantes importantes que afectan al prondstico

final de los pacientes criticos.

En este apartado, vamos a proporcionar una visién general
sobre las modificaciones de los mecanismos de defensa del

huésped causada por los traumatismos y quemaduras.

El traumatismo, incluyendo la lesidn térmica, dafia la piel y
rompe la primera linea de defensa, lo cual permite la invasidén
microbiana. La piel coagulada y el exudado forman un medio de
cultivo ideal para los microorganismos. Asi pues, las escaras
formadas son un reservorio avascular de infeccién con

inacesibilidad a los antibioticos sistémicos.

1.3.1. EL SISTEMA INMUNE INESPECIFICO.

El traumatismo y la quemadura provocan una reaccién
inflamatoria. Median esta reaccién los productos quimicos
liberados de tejidos lesionados, de las células sanguineas
mononucleares activadas y de las propias células endoteliales
de los vasos que ante la situacidén adquieren nuevas proteinas
de superficie (activacién y adhesién) que facilitan y potencian

este estado de inflamacién, liberando igualmente productos que
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participan directamente en el estado protrombdtico y de

coagulacién en el que se encuentran los pacientes que nos

ocupan.

Las células monociticas/macrofagicas (M/¢) constituyen la
unién crucial entre los sistemas inflamatorio inespecifico e
inmunitario especifico (Unanue, E. 1980., Varesio, L. 1980).
Las funciones especificas de M/¢ son: a) sintesis de
componentes del complemento; b) produccién de activador de
plasminégeno (PA); c¢) produccién de tromboplastina tisular
(TF); d) produccién de monocinas como prostaglandina E2Z,

interleuquina 1 y INF, y e) interaciones con células T.

Todas estas funciones afectan a la fagocitosis y quimiotaxis
de los neutrdfilos, a la induccidén de la cascada del
complemento, la fibrinolisis y la coagulacién, la conservacién

del metabolismo basal y la termorregulacién.

Los neutrdfilos, una de las principales células fagociticas
en el hombre presentan cambios adversos significativos en su
funcién tras un traumatismo o quemadura, esta adversidad se
debe a una disminucién en la quimiotaxis en el transcurso de 72
horas de la lesién (Warden, G. 1981 y Meakins, J. 1978). Los
pacientes con deficiencia de la hipersensibilidad tardia

(anergia) son los que presentan mayor disminucién de la
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quimiotaxis. El defecto de esta quimiotaxis, se correlaciond de
manera inversa con el porcentaje de quemadura y se explicd,
pensando en factores inmunosupresores circulantes como un

posible mecanismo que altera las reacciones de
hipersensibilidad tardia y 1la quimiotaxis de los neutrdfilos

después de un traumatismo.

El sistema del complemento es activado después de la lesidn
térmica o traumatismo, aparece en los pacientes una disminucién
en los niveles circulantes de C3A y CSA con un aumento del
consumo de C3, properdina y factor B. Todo ello, puede tener
como consecuencia una opsoninopatia por consumo y una
disminucién de uno de los estimulos para el desplazamiento

celular, hacia zonas criticas de la inflamacién.

Los sistemas fibrinolitico y de coagulacién, tienen una
importante participacién en las respuestas inflamatorias
inespecificas (hemostasia, inflamacién y reparacién de tejidos)
y en la inmunidad especifica (Goeken N.E. 1989). Los macréfagos
activados tras el trauma o lesién témmica, liberan gran
cantidad de IL 1 y INF (Dinarello 1984) lo que puede conducir
al desarrollo de un cuadro de coagulacién intravascular
diseminada (CID). Esta accidén se ejerce directamente sobre las
células endoteliales, que secretan un factor tisular

responsable de la actividad procoagulante (PCA, "procoagulant
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activity"). Este fendmeno, se acompafla de un aumento del poder
de adhesividad del endotelio con respecto a leucocitos
circulantes y un aumento de la agregacién plaquetaria. Asi, las
células endoteliales, tras la accidn de la IL 1 y INF, secretan
inhibidores de los activadores del plasmindgeno. El marcado
estado protrombdético de estos pacientes, se potencia finalmente
por una inhibicién de la accidén de la proteina C-Trombomodulina

ejercida por la IL 1 y TNF (Mantovani A. y Dejana E. 1989).

1.3.2. EL SISTEMA INMUNE ESPECIFICO.

La inmunocompetencia especifica incluye 1la interacién
cooperativa de células monociticas/macrofigicas (M/s),
linfocitos T y linfocitos B. Tras el trauma y la quemadura,

estas interaciones se ven alteradas.

Diversos autores han determinado la actividad de las células
T depués de traumatismos. En 1978, Bauer demostrd que su nimero
disminuia durante las primeras 24-48 horas y volvia a
normalizarse hacia el quinto dia, relaciondndose el grado de la

linfopenia con la gravedad de la lesidn.

Otras de las observaciones efectuadas en este caso por

Ninnemann 1980, fué la presencia de un nimero excesivo de
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células T supresoras después de lesiones térmicas, haciendolas
responsables de la inmunodeficiencia reinante en estos
pacientes. Autores como Stenson, W. en 1980 explican este

fendémeno pensando que es el aumento de prostaglandina E2
acontecida tras el trauma, la que provoca elevacién en la
sintesis de células T supresoras, inhibicién de la
proliferacién de las células T helper y depresién sostenida de

IL 2 (FAIST, E. 1987).

Las células B y su progenie de células plasmaticas, producen
cinco clases de inmunoglobulinas, las cuales también se ven
afectadas por la accién de los traumatismos y quemaduras. Han

podido comprobarse, cambios en los valores de IgG, IgA e IgM.

Munster, M. en 1984 comprobd una disminucién importante de
las concentraciones de IgG en el periodo posquemadura de los 50
pacientes que él estudid. Los valores de IgM e IgA no se
afectaron significativamente. Ninnemann, J. 1980 demostrd una
disminucidén inicial de los valores de IgG e IgA en lesiones

térmicas.

Faist E, en 1989 estudidé 30 pacientes traumatizados y llegd
a la conclusidén de que aungue el namero de linfocitos B, en sus
pacientes, no sufrié modificaciones con respecto al grupo

control, su funcién si se mostrd afectada con disminuciones en
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la sintesis de IgG, IgA e IgM. Esta disfuncién fué interpretada
como debida a las alteraciones existentes entre las

interaciones Mp/células T.

1.3.3. CITOQUINAS: INF E IL 1B

Tras la invasién aguda, principalmente por bacterias gran
negativas, puede desarrollarse en el huésped, un cuadro
caracterizado por fiebre, hipercatabolismo (proteico y
lipidico), hipermetabolismo con trastornos severos de la
homeostasis (hiperglicemia, hipertrigliceridemia, elevacién de
la urea, acidosis metabdlica, etc.), trastornos de 1la
coagulacidén, etc. lo que lleva en multiples ocasiones a fracaso
secuencial multiérgano y muerte. En las infecciones crénicas y
neoplasias, son comunes un balance caldérico y nitrogenado

negativos que pueden llevar a la muerte por caquexia.

Durante mucho tiempo, se pensé que los responsables directos
eran los propios agentes patégenos. Hoy en cambio, sabemos que
todo este proceso estd gobernado por el sistema inmune, y muy
especialmente por el sistema macrofagico, el cual ejerce su
influencia a través de mediadores denominados de forma genérica
monoquinas. De hecho, la endotoxina bacteriana no es téxica

para la mayoria de los tejidos. En cambio, su administracién
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provoca la produccién de monoquinas por parte del sistema

macrofagico, cuya accién puede conducir al shock y la muerte.

La interleuquina I: Después de estudios realizados por
diferentes grupos, hemos podido saber que una sola molécula, la
interleuquina I (IL-I), producida por los macréfagos activados,
es la responsable de la fiebre, de la sintesis hepdtica de los
reactantes de fase aguda, de la degradacién muscular, del
estado de hipercoaguabilidad, y también, aunque por mecanismos

mas complejos, de la activacién de los linfocitos T.

La experimentacién en animales ha permitido concluir que el
mecanismo por el que se produce la fiebre en gran nimero de
enfermedades es debido a la capacidad que tienen algunas
sustancias, principalmente de origen bacteriano, de estimular a
los fagocitos para que sinteticen una proteina que fue
denominada en un principio pirégeno endégeno (PE). Mas tarde,
se demostré que el pirdgeno endogeno produce la fiebre,
provocando un incremento en la sintesis de prostaglandinas E2
(PGE2) en el hipotdlamo. Es por ello, por lo que 1los
inhibidores de 1la sintesis de PGE2 (indometacina y aspirina a
nivel de la ciclooxigenasa y glucocorticoides a nivel de la

fosfolipasa) son antipiréticos.

En estudios sucesivos, se demostrd que el pirégeno enddgeno,
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ademds de inducir fiebre, exhibia un gran nimero de otras
actividades bioldgicas: estimulacidén de linfocitos T, aumento
de la sintesis de proteinas de fase aguda por el higado,
activacién de neutrdfilos, etc. Por todo ello, el PE recibid el

nombre de IL-T .

Muchas de la acciones de la IL-I son debidas también a la
sintesis de PGE2 por determinados sustratos sobre los que actua
dicha interleuquina. Asi, la PGE2 liberada por el misculo, en
respuesta a la accién de la IL-I, provoca una considerable
proteolisis lisosémica responsable de la perdida de proteina
corporal observada en los pacientes sépticos y traumatizados. A
este efecto contribuye muy especialmente ademds, un péptido
derivado de 1la IL-I (PIF, "proteolisis inducing factor"). Al
igual que en el caso de la fiebre, el uso de inhibidores de la
ciclooxigenasa (indometacina y aspirina) puede ser beneficioso
para eliminar o suavizar el balance nitrogenado negativo
observado en estos enfermos, asi como las mialgias, atribuidas

también al aumento de prostaglandinas E2.

Consecuencia de la accién de la IL-I son también las
alteraciones de la coagulacién acompafiantes de los estados que
estamos revisando, y que consisten en muchas ocaéiones en un
cuadro de coagulacidén intravascular diseminada. Esta accién se

ejerce directamente sobre las células endoteliales, que
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secretan un factor tisular responsable de la actividad
procoagulante (PCA, "procoagulant actity"). Este fendmeno se
acompafia de un aumento del poder de adhesividad del endotelio
con respecto a leucocitos polimorfosnucleares. Por ultimo, las
células endoteliales, tras la accién de la IL-I secretan
inhibidores de los activadores del plasminégeno. El1 marcado

estado protrombdtico se potencia finalmente por una inhibicidn
de la accién de la proteina C-trombomodulina ejercida por la

IL-T.

Dos hallazgos recientes pueden permitirnos aclarar cual es
el papel fisioldégico "positivo", no deletéreo, de la IL-I en la
inflamacién y, concretamente, en la lesidén cerebral. Por un
lado, se ha demostrado que los astrocitos producen IL-I en
respuesta a una estimulacién con lipopolisacaridos y que la
misma IL-I producida en el cerebro tras el dafio cerebral, tiene
un efecto reparador de 1la lesién cerebral al estimular la
proliferacién astrocitaria. En segundo lugar, en las lesiones
del nervio periférico, los macréfagos invaden el lugar de la
lesién y alli estimulan por medio de la IL-I, la sintesis del
factor de crecimiento nervioso (NGF) por las células de Schwan

y las células fibroblastoideas de los nervios periféricos.

Recientemente, la atencién sobre los mediadores solubles

responsables de las alteraciones en la inflamacién severa y el
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dafio cerebral grave se ha desplazado hacia la caquetina o TNF
("tumor necrosis factor"). El TNF se describid en un principio
(y de ahi su nombre) como un factor secretado por los
macréfagos activados, responsables de las necrosis hemorrigicas
que sufren algunos tumores. Paralelamente se habian realizado

otros trabajos tratando de hallar el mediador de las caquexias
acompafiante de las infecciones parasitarias en animales. Al
igual que ocurre en las infecciones crénicas en el hombre, la
caquexia se acompafia de una marcada hipertrigliceridemia. Ambos
efectos se podian reproducir en animales a los que se
inyectaban sobrenadantes de células macrofdgicas estimuladas
con endotoxina bacteriana y son debidos a la supresién de la
actividad lipoprotein-lipasa (LPL). El factor responsable de
esta actividad fué denominado caquectina como reconocimiento a
su papel en la patogénesis de la caquexia. Estudios posteriores
permitieron llegar a la conclusién de que ambas sustancias, la

caquectina y el TNF, eran la misma molécula.

La disponibilidad de 1la sustancia pura producida por
técnicas de ingenieria genética, ha permitido objetivizar las
consecuencias de su administracidén en animales de
experimentacién: piloereccién, fiebre, hipotensién, acidosis
metabdlica, taquipnea, parada respiratoria y muerte,
observandose hemoconcentracién y cambios bifédsicos en la

glucemia (una hiperglicemia transitoria seguida de
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hipoglicemia). La necropsia revela leucocitosis pulmonar,
necrosis tubular renal, y necrosis hemorrdgica en las
suprarrenales, pancreas, tracto gastrointestinal y otros

érganos.

Al igual que ocurre con la IL-I, la accién de la
caquectina/TINF se debe en gran parte a una estimulacién de la
sintesis de prostaglandinas y leukotrienes (responsables del
acimulo de polinucleares en los Organos y especialmente en el
pulmén). La actividad procoagulante explica de un lado su poder
necrotizante tumoral, por lo que fué originariamente descrita,
y las alteraciones de la homeostasia en el shock séptico debida
sobretodo a la accién sinérgica TINF/IL-I sobre las células
endoteliales. El endotelio constituye el centro de toda la
inflamacién produciendo colagenasas y PGE2. La primera digiere
la matriz del coldgeno extracelular, mientras que la sequnda,
ademds de las acciones discutidas anteriormente, es un estimulo
importante para la produccién de proteasas intracelulares. A
través de la induccién de esta actividad procoagulante del
endotelio, el TNF suprime los mecanismos anticoagulantes de la
misma manera que lo hace la IL-I , convirtiendose la pared
endotelial en una superficie muy adecuada para la aparicidn de

fendmenos trombdoticos.
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La lesién endotelial es también responsable de la
secuestracién de liquidos vy electrolitos que acompafian
invariablemente al shock endotéxico y que determinan la
hemoconcentracién y el shock. A todo ello, contribuye ademds
una disminucién del potencial de membrana, ejercido por el TINF,
que puede ser el responsable de la entrada de liquido en el
espacio intracelular por desbordamiento del gradiente

electroquimico debido a la entrada de sodio en la célula.

Ademds de ejercer todos estos efectos de manera directa el
TNF provoca la liberacién de IL-I por los monocitos y las
células endoteliales. De esta manera, se potencian todos los

efectos que hemos discutido con anterioridad.

El laboratorio, tiene ahora un papel crucial en el estudio
de todos estos fendmenos mediante el uso de TNF recombinante,
lo que ha permitido comprender ademds, el papel
antiinflamatorio de los glucocorticoides. Estas sustancias
disminuyen la sintesis del TNF por dos mecanismos: mediante una
disminucién del ARNm-TNF, que es producido como respuesta a la
endotoxina por el macrdéfago, vy, en segundo lugar evitando la

traduccién del mensajero que se produzca en dicha célula.

En los ultimos meses, hemos asistido a experimentos que

pueden hacernos cambiar nuestra conducta terapéutica en los
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estados de shock séptico y lesidén cerebral, en un futuro no muy
lejano. El1 uso de un anticuerpo monoclonal anti TNF
administrados a monos dos horas antes de la inyeccidén de dosis
ID100 de E. Coli, protege totalmente a los animales de los
efectos de dicha inyeccidn, que provoca en los animales no
tratados, la muerte por shock y fracaso multiérgano. Su futuro
uso en clinica humana puede suponer un cambio revolucionario en
el pronéstico de estos estados, hoy por hoy, mortales en su

mayoria.

1.4. EXPLORACION EN EL LABORATORIO DE LAS MODIFICACIONES

INMUNOLOGICAS EN LOS PACIENTES CRITICOS.

El estudio en el laboratorio, de las modificaciones
inmunoldgicas que acontecen en pacientes politraumatizados y
quemados, se hace mediante la evaluacidn de sus componentes
(células, citoquinas, proteinas de membrana, proteinas del
suero...etc) todo ello es estudiado tanto en namero como en
actividad funcional y empleando fundamentalmente técnicas

analiticas basadas en la unién antigeno—-anticuerpo.
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1.4.1. COMPONENTES CELULARES DEL SISTEMA INMUNITARIO.

Las diferentes poblaciones y subpoblaciones linfocitarias
conocidas hasta ahora, han podido ser estudiadas en
profundidad, gracias al empleo de anticuerpos monoclonales
dirigidos contra antigenos cuya expresién en la superficie
celular corresponde a determinados estadios de diferenciacién o

a fases peculiares de activacién de las células.

Su aplicacién ha permitido avances insospechados en la
diferenciacién de los linfocitos T y B. No solamente permiten
reconocer las dos grandes poblaciones, T y B de manera
complementaria o alternativa a métodos cldsicos, sino que hacen
posible la identificacién de subpoblaciones funcionalmente
distintas y de estadios sucesivos en la diferenciacidn celular

(antigenos de diferenciacién).

En los apartados 4.2.3.1. y 4.2.3.2. de Material y Métodos,

se relacionan los antigenos de diferenciacién y los anticuerpos

monoclonales que los reconocen, para cada grupo.

1.4.2. EXPLORACION DE LA FAGOCITOSIS.

Las células que tienen el importante papel de la fagocitosis
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son los polimorfosnucleares (Neutrdfilos) y los fagocitos
mononucleares (Monocitos y Macréfagos). Una hipofuncién de los

fagocitos va a ser causa de infecciones pidgenas recurrentes.

Las infecciones pidgenas son combatidas por neutréfilos y
monocitos en respuesta a una serie de factores quimiotacticos
que atraen a estas células a la fuente de la inflamacién, una
vez alli, ingestan los microorganismos y los matan. Algunos
microorganismos resisten la ingestidén porque no han sido
reconocidos por los fagocitos, los cuales necesitan una previa
opsonizacién por las proteinas séricas (Inmunoglobulinas,

complemento. .etc.) para poder ejercer debidamente su funcién.

Durante la ingestidn el microorganismo pasa al interior del
fagocito en forma de vacuola a la que se iran uniendo grénulos
enzimaticos que vertiran su contenido al interior de la vacuola
(degranulacidén). El1 contenido del granulo incluye enzimas
hidroliticos, proteinas bactericidas, y, en el neutrdfilo,
mieloperoxidasa en combinacién con perdxido de hidrégeno y
otros metabolitos del oxigeno tales como el anidn superédxido
que es extremadamente activo en la matanza de los

microorganismos infectados.

La subceptibilidad a la infeccidén va a estar determinada, en

gran parte, por el tipo de patdgeno y el estado de las defensas
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del huesped. La ©presentacién clinica de pacientes con
anormalidades fagociticas puede variar enormemente, y el
andlisis del laboratorio es esencial en la determinacién del

diagnéstico.

El estudio de la funcién fagocitica, puede realizarse a

varios niveles:

Movilidad.
— Reconocimiento.

- Ingestidn.

Degranulacién.
- Evaluacién de los metabolitos del oxigeno.

- Capacidad bactericida.

Algunos de los test comunmente usados para la evaluacidn de
la funcidn del neutréfilo han sido realizados de forma sucesiva
para descartar desordenes genéticos en la funcién del

neutréfilo y no alteraciones transitorias de causa conocida.

La ingestién de los microorganismos por los neutrdfilos es
un proceso activo que requiere de la produccién de energia por

el fagocito.

La penetracién de 1los microorganismos  previamente

opsonizados, ocurre con rapidez después de su contacto con la



32

superficie de los neutréfilos. Los pasos siguientes de la
fagocitosis (degranulacién y destruccién) van a depender del

éxito de la ingestién.

Todas las pruebas del laboratorio para medir la capacidad de
los neutréfilos de ingerir particulas (latex o bacterias),
emplean dos enfoques generales, estimacién directa de la
captacién celular de las particulas evaluando las células
mismas o la eliminacién de las particulas del liquido o del
medio, este Gltimo caso es tomado como una evaluacién indirecta

de la captacidén celular.

Es preferible el método directo al indirecto o de
desaparicién de particulas del medio extracelular ya que en el
método indirecto, se necesitan largos periodos de incubacién y
grandes cantidades de particulas a fagocitar, luego la
dificultad de medir grandes cambios en grandes cantidades es

mayor.

1.4.3. ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE RADICALES LIBRES POR

1OS NEUTROFILOS.

La funcién primordial de los neutréfilos en la resistencia

del huésped es la de matar intracelularmente los
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microorganismos. Esta etapa final de la fagocitosis depende de
numerosos factores y sobretodo de la buena terminacién de las
etapas precedentes de fagocitosis: movilidad, reconocimiento,

ingestién y degranulacién.

A su vez, los neutrdéfilos poseen una gran diversidad de
sistemas antimicrobianos (pH &cido de 1los fagolisosomas,
lisozima, lactoferrina, proteinas catidénicas, sistemas de
mieloperoxidasa-halogenacidén, perdxido de hidrdégeno y radical
superéxido), cualquier defecto en la destruccién intracelular,
prodria ser el resultado de déficit cuantitativos o

cualitativos de estos sistemas.

En la actwalidad, 1la cuantificacién de la actividad
metabdlica de granulocitos y monocitos, se puede realizar de
miltiples maneras, mencionaremos los métodos mds usuales y
haremos incapie en el que nosotros hemos utilizado (reduccién

del NBT).

Una de las formas de medir la actividad metabdlica de PMN y
monocitos, es midiendo los niveles de diferentes enzimas en
dichas células. La enzima que normalmente se cuantifica es la

Glucosa-6 Fosfato-Deshidrogenasa.

También se puede evaluar, conociendo la cantidad de
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radicales que aparecen como consecuencia de la actividad

oxidativa durante 1la fagocitosis. Tras 1la ingestién de las

particulas hay un aumento del consumo de 02-, H202 y NADP+.

Las reacciones implicadas son:

1) 202 + NADPH = 202- + NADPH- + H+

2) 202- + 2H+ = H202 + O2

La primera reaccién, esta llevada a cabo por la enzima

peroxidasa y la segunda por la superdxidomutasa.

La cantidad de perdxido de hidrégeno (H202) formada se puede
medir mediante la reduccién de la scopolatina, sustancia que en

presencia de H202 se reduce y pierde su fluorescencia.

La cantidad de 02— (superdxido) se puede medir mediante la

prueba del citocromo C (cyt-c) o el test de nitroazul de

tetrazolio (NBT):

En presencia de cyt-c el anidén 02- oxida al oxigeno

molecular y el cyt—c se reduce segin la siguiente reacciédn:

02- + cyt—cc (Fe3+) = 02 + cyt—c (Fel+)
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El cyt-c determina una disminucién de 1la absorbancia que

puede medirse y cuantificarse espectrofotométricamente.

La prueba que nosotros hemos elegido, mide igualmente, que
la anterior, la produccién de superdxido (02-), wutiliza una
sustancia denominada (NBT), compuesto hidrosoluble de color
amarillo claro que se transfo:ma en formazdn, sustancia no
soluble que precipita en el interior de las células, y de color

azul-violaceo intenso al ser reduccido.

Los neutrdfilos pueden reducir el colorante después de la
ingestién de latex o de microorganismos o estimulacién con TPA,
subsiquientes a la explosién de energia generada a través de la
derivacién de la hexosamonofosfato. El1 colorante reduccido
(formazan) puede medirse con facilidad mediante un fotdmetro,
después de su extracién de los neutréfilos con un disolvente

organico.

02- + NBT = formazan + 02

Las pruebas de reduccién de NBT se comenzaron a usar con

gran entusiasmo en los diagnésticos de infecciones bacterianas.
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1.4.4. REACTANTES DE FASE AGUDA

Los reactantes de fase aguda son proteinas sintetizadas por
el higado, que en condiciones normales existen en determinadas

concentraciones, no nocivas, para el organismo.

Ante cualquier agresién, séptica o aséptica (traumatica
quirurgica etc), va a producirse un aumento en la concentracién
de proteinas plasmaticas procedentes del higado (disproteinemia
parainflamatoria). Su hallazgo permite confirmar la existencia
de un proceso inflamatorio, pero no sirve para el diagnéstico
diferencial de las enfermedades inflamatorias, ya que se trata
de un sindrome inespecifico comin. Su valor clinico estriba en
la discriminacién de la organicidad ante un cuadro que pueda
ser puramente funcional, sin lesién, y en el seguimiento de la

progresién o regresidén de la actividad del proceso.

Como ya hemos visto en apartados anteriores, en la
inflamacién se producen una serie de modificaciones humorales y
citolégicas generales y locales, en donde se ha podido
comprobar existen nimerosos mediadores solubles implicados. De
todos ellos, 1la IL-I y el TNF son los mayores responsables en
la estimulacién del hepatocito para la liberacidén y sintesis de

proteinas de fase aguda.



37

Los principales reactantes de fase aguda son: la IgG, IgA,
IgM, C3, C4, Ceruloplasmina, oa antitripsina, oa glicoproteina
Yy 0= macroglobulina. Todos ellos son analizados por

nefelometria.
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2. OBJETIVOS.

Las infecciones siguen constituyendo 1la principal causa de
muerte tardia después de traumatismos graves y quemaduras
severas. La razén de esta inmunodeficiencia sigue siendo

desconocida.

En el presente trabajo nos hemos planteado estudiar la
influencia directa de los traumatismos graves y las quemaduras
sobre el sistema inmunitario, para poder conocer el mecanismo
por el cual los pacientes son especialmente vulnerables a las

infecciones.

Para ello, nos hemos marcado los siguientes objetivos:

1) Determinar el perfil inmunoldgico inicial, caracteristico
de los enfermos criticos y su relacidén con la gravedad clinica

inicial.

2) Conocer el cortejo inmunolégico que acompafla a los
pacientes a lo largo de la evolucién de su cuadro patoldgico y

su posible relacién con el prondstico.

3) Por 1dltimo, valorar 1la influencia que el estado

inmunitario tiene sobre la existencia de pacientes clinicamente
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mly graves, pero que sobreviven, asi como de pacientes con
altas posibilidades de sobrevivir, de acuerdo a criterios

estrictamente clinicos, pero que sin embargo fallecen.
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3. DISENO EXPERIMENTAL.

Para tratar de cubrir los objetivos planteados en el
presente trabajo, hemos elaborado el siguiente disefio

experimental :

1) Seleccidn de pacientes:

a) Los pacientes de nuestro estudio, serdn enfermos
politraumatizados y quemados que ingresen en las unidades de
UCT del Hospital de Traumatologia y Rehabilitacién (HRT) y en
la Unidad de Quemados del Hospital Universitario Virgen del

Rocio de Sevilla.

b) La edad, deberd estar comprendida entre 15 y 75 afios, ambas

inclusives.

¢) La gravedad clinica sera evaluada al ingreso de 1la

enfermedad de acuerdo al Trauma Score (politraumatizados) y al

porcentaje de superficie corporal quemada (quemados).

2) Estudio Inmunolégico:

Constard de tres controles separados en el tiempo, que

corresponderdn a la fecha del ingreso en todos los pacientes
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y a los 7 y 15 dias en los politraumatizados asi como a los 15

y 30 dias en los quemados.

En cada control, los pacientes serdn sometidos a la
extracién de sangre venosa periférica, en sus respectivas

unidades de ingreso y enviadas al Servicio de Inmunologia.

Ios estudios consistiran en:

a) Determinacién de subpoblaciones celulares mediante el empleo
de anticuerpos monoclonales: CD3, CD19, CD4, CD8, CD57, (D36 y
Clase II que reconocen las diferentes células linfocitarias y

monocitarias.

b) Cuantificacién de la expresién, en las membranas celulares,
de marcadores de adhesién y activacidén: CD1llc, CD49a, CD54,

CD69 , CD71 y CD25.

c) Estudio de la capacidad de ingestién de particulas de latex

por los monocitos/macréfagos (Fagocitosis).

d) Produccidén de radicales libres determinados por la técnica

de reduccién del NBT (Nitro-Azul de Tetrazolio).
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e) Cuantificacién de IgG total y sus correspondientes

subclases: IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4.
f) Determinacién de reactantes de fase aguda en suero.
Finalmente, los datos inmuinolégicos seran comparados con la

gravedad clinica de los pacientes evaluada al ingreso, asi como

con la evolucidén que sigan.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. MATERTAL

El material lo componen un total de 59 enfermos: 32

pacientes con traumatismo severo y 27 enfermos gque habian

sufrido quemaduras graves.

Como grupo control se emplearon 32 voluntarios sanos, con

edades similares, a los que se les practicéd el mismo protocolo

analitico que a los enfermos.

4.1.1. PACIENTES POLITRAUMATIZADOS

1) Criterios de inclusiédn:

a) Politraumatizados o TCE (Traumatismos Craneoencefélicos)

graves cuya estancia en UCI se prevea igual o superior a 15

dias.

b) Edad comprendida entre 15 y 75 afios.

c) Ausencia de cancer, hepatopatia crénica, enfermedad

autoinmine o hemopatias.
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d) No haber sido transfundido en los 5 dias previos al comienzo

del estudio.

4.1.2. PACIENTES QUEMADOS

Los enfermos quemados, fueron estudiados en intervalos de

tiempos mds espaciados, dado que su proceso curativo y de

recuperacién suele ser mucho mas largo. Asi pues, se efectuaron

controles, sobre ellos, en las primeras 24-48 horas de su

ingreso, a las dos semanas y a los 30 dias. En los tres

momentos, se les practicd el mismo tipo de estudio.

1) Criterios de inclusién:

a) Pacientes con mas del 10% de superficie corporal quemada.

b) Edad comprendida entre 15 y 75 ahos.

¢) Ausencia de enfermedad crénica anterior.

d) No haber sido trasfundido previamente al estudio.
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4.2. METODOS

4.2.1. EVALUACION CLINICA DE LOS PACIENTES A SU INGRESO.

La evaluacién clinica de los pacientes, fué realizada en la
Unidad de Cuidados Intensivos y Unidad de Quemados del Hospital

Universitario Virgen del Rocio de Sevilla.

Para el establecimiento del grado de gravedad clinico de los
enfermos, se siguieron criterios objetivos internacionales de
Trauma Score (TS) y porcentajes de superficie corporal quemada
(%Q). E1 Trauma Score es una escala numérica del 1 al 16, que
indica la severidad del traumatismo y su relacién con la
supervivencia. Los pardmetros que se estudian para asignar a
cada enfermo traumatizado un valor de la escala son: frecuencia
respiratoria, esfuerzo respiratorio, presién arterial
sistdélica, relleno capilar y escala de Glasgow. Estd basado en
los resultados obtenidos en 1.059 pacientes que sufrieron

traumatismos diversos.

‘La tabla siquiente, nos muestra los valores de TS con su
respectiva estimacién de supervivencia vy pronéstico (Champion

HR 1981).



TRAUMA SCORE (TS)

SUPERVIVENCIA

MAL

PRONOSTICO

10

11

12

13

14

15

16

BUEN

PRONOSTICO

46
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4.2.2. OBTENCION DE CELULAS DE SANGRE PERTFERICA.

a. FUNDAMENTOS.

Las diversas poblaciones celulares de la sangre periférica
prueden ser separadas mediante distintos gradientes de densidad,
al ser esta diferente segin se trate de células poli o
mononucleares. Las células polinucleares flotan sobre un
gradiente de 1.119, mientras que las mononucleares (monocitos y

linfocitos) lo hacen sobre un gradiente de 1.077.

Ficoll-Histopaque de densidad 1.077 (Sigma).
Ficoll-Histopaque de densidad 1.119 (Sigma).

Tampdn fosfato PBS (Merieux).

c. PROCEDIMIENTO.

En un tubo cénico de centrifuga, de 50 mililitros, se
depositan los dos gradientes de Ficoll-Histopaque de densidades
diferentes, una que se coloca primero de densidad 1.119 y otra

que se coloca lentamente sobre la anterior, de densidad 1.077.
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Sobre estos dos colchones de Ficoll-Histopagque de 12'5 ml de
volumen cada uno, se afiaden muy suavemente otros 12’5 ml de
sangre diluida 1:1 en PBS, que ha sido obtenida esterilmente
por venopuncién en tubos que contienen heparina litio como
anticoagulante. La sangre diluida se deja resbalar por las
paredes del tubo para que se deposite sobre el gradiente de

Ficoll de densidad 1.077.

Los tubos se centrifugan a 2.500 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras la centrifugacién se observan dos
halos opacos: el superior correspondiente a las células
mononucleares y el inferior a las polinucleares. Ambos halos se

recogen por separado y se lavan las células tres veces con PBS.

4.2.3. TECNICAS PARA EL ESTUDIO DEL FENOTIPO CELULAR.

Se aplicd la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI),

con anticuerpos monoclonales, para la deteccidn de los

antigenos de diferenciacién celular. Una vez marcadas, las

células fueron analizadas mediante citometria de flujo.

4.2.3.1. CARACTERTZACION DE SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS.

a. FUNDAMENTO.
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Se emplearon técnicas de IFI, que se basa en la medida del
color (fluoresceina, ficoeritrina, biotina....) emitido por las
células debidamente marcadas, asi como también en el
reconocimiento de otras propiedades diferenciales de las
células en estudio, tales como tamafio, granularidad,

densidad, .. .etc.

Las células asi marcadas se hacen pasar por un citdmetro de
flujo, que dispone de elementos de reconocimiento y contaje de

alta velocidad.

La suspensién celular se hace pasar en forma de gotas
microscdpicas, cada una de las cuales contiene una célula
rodeada de su envoltura liquida. Estas células pasan por un
campo de deteccidén atravesado por un potente rayo laser que

produce la dispersién de la luz y la activacién del color.

. Anticuerpo Monoclonal Leud marcado con fluoresceina,
reconocedor de 1la molécula CD3, presente en los linfocitos T

totales (Becton Dickinson).
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Anticuerpo Monoclonal Leu3a marcado con fluoresceina,
reconocedor de la molécula CD4, presente en los linfocitos

colaboradores (Becton Dickinson).

. Anticuerpo Monoclonal Leu2a marcado con ficoeritrina,
reconocedor de la molécula CD8, presente en los linfocitos

citotdxicos/supresores (Becton Dickinson).

. Anticuerpo Monoclonal Leul2 marcado con ficoeritrina,
reconocedor de la molécula CD19, presente en los linfocitos B

(Becton Dickinson).

. Anticuerpo Monoclonal Leullc marcado con ficoeritrina,

reconocedor de la molécula CDl16, utilizado para la

identificacién de la poblacién de células NK.

.Anticuerpo Monoclonal anti HLA-DR (Becton Dickinson),

utilizado para reconocer a la poblacién de células T activadas,

células B y monocitos.

. Tampdn fosfato PBS (Merieux).

. Solucién lisante (Becton Dickinson).
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c¢. PROCEDIMIENTO.

— Distribuir en tubos de plastico, previamente rotulados, 20

microlitros de los monoclonales a emplear.

- Sobre ellos, afiadir 100 microlitros de la muestra de sangre,
en cada tubo. Agitar suavemente e incubar 10 minutos a 4°C y

protegidos de 1la luz.

— Terminada la incubacién, afiadir a cada tubo 2 ml de la
solucién lisante al 1/10 en agua destilada, agitar los tubos en

el vortex e incubar 3 minutos mas.
- Centrifugar los tubos 5 minutos a 2000 rpm.
- Tirar el sobrenadante y decantar el botén celular.

— Afladir 2ml de PBS a cada tubo y lavar centrifugando 5’ a 2000

rpm.

-Tirar el sobrenadante del lavado y decantar el botén celular,
resuspender este en 200 microlitros de PBS. En estas
condiciones las muestras estan listas para ser leidas en el

citémetro de flujo.
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4.2.3.2. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE MARCADORES DE ADHESICN Y

ACTIVACION.

a. FUNDAMENTO:

En determinadas condiciones bioldgicas o experimentales, los
linfocitos expresan moléculas denominadas de activacién y de
adhesién. Las primeras aparecen, como su nombre indica, durante
la activacidén linfocitaria, y, las segundas, sirven para
facilitar la adhesién de unas células con otras o con
diferentes substratos. Al igual que en el caso anterior, se

utilizdé la técnica de IFI (Inmunofluorescencia Indirecta).

b. REACTIVOS:

. Anticuerpo Monoclonal HC 1/1, especificidad CDllc, cedido

por el Dr. Fco Sanchez-Madrid.

. Anticuerpo Monoclonal TS 2/7, especificidad CD49a, cedido

por el Dr. Fco Sanchez-Madrid .

. Anticuerpo Monoclonal RR 1/1, especificidad CD54, cedido

por el Dr. Fco Sanchez-Madrid.
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. Anticuerpo Monoclonal TP 1/55, especificidad CD69, cedido

por el Dr. Fco Sanchez-Madrid.

. Anticuerpo Monoclonal anti-receptor de transferrina,

especificidad CD71, cedido por el Dr. Fco Sanchez Madrid.

. Anticuerpo Monoclonal anti IL-2R, especificidad CD25,

cedido por el Dr. Fco Sanchez-Madrid.

. Segundo anticuerpo, marcado con fluoresceina, anti-

inmunoglobulina de ratén (Becton Dickinson).

. Tampdn de dilucién: PBS + BSA 10% .

. Tampdn de lavado: PBS + BSA 10% + Azida Sdédica 2% .

c. PROCEDIMIENTO:

— Resuspender las células mononucleares, obtenidas mediante
doble gradiente, en tampén de dilucién y ajustar a 3-5 . 10s

células por mililitro.

— Distribuir 100 microlitros de esta suspensién celular en

cada uno de los tubos previamente rotulados para tal fin, de
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manera que cada uno contenga aproximadamente 300.000-500.000

células.

— Anadir 100 microlitros de los anticuerpos monoclonales a
estudiar, a cada uno de los tubos anteriores con sus muestras
correspondientes.

— Agitar cuidadosamente los tubos.

- Incubar 30’a 4°© C.

- Lavar dos veces con tampdn de lavado, durante 5’ a 2000

rpm.

— Administrar 2 microlitros del segundo anticuerpo

(Antiinminoglobulinas de ratén fluoresceinado).

— Agitar cuidadosamente los tubos.

— Incubar 30’a 4°© C.

- Lavar tres veces con tampén de lavado, durante 5’'a 2000

rpm y leer en Facscan.
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4.2.4. CUANTIFICACION DE LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE 1IOS

MONOCITOS FRENTE A PARTICULAS DE LATEX.

a. FUNDAMENTO.

Esta técnica consta de dos partes, una en la que se pusieron
en contacto las células mononucleares de sangre periférica con
particulas de 1latex, las cuales mimetizan el efecto de
bacterias en presencia de monocitos, induciendo a estos
ultimos, al englobamiento o fagocitosis de dichas particulas.
Otra, en la que se utilizé la técnica de IFI
(Innmunofluorescencia indirecta) con el anticuerpo monoclonal
CD36, reconocedor de la serie monocitica-macrofdgica, y anti-
inmunoglobulinas de ratén fluoresceinada como  segundo

anticuerpo.

Las células se leyeron en microscopio de luz ultravioleta
cuantificando las células CD36+ con latex en su interior y las
células CD36+ sin latex en su interior, lo que permite calcular

el porcentaje de células monocitarias con capacidad fagocitica.

b. REACTIVOS.
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. Anticuerpo monoclonal antimonocitos humanos CD36, (ORTHO

ORMS) .

. Suero de cabra anti-inmunoglobulinas de ratdn

fluoresceinado (KALLESTAR).

. Suero fetal puro descomplementado (COULTER).

. Latex liquido: DIFCO latex 0.81 (5ml).Ref.3102-56.

. Tampén de dilucidén: PBS + BSA 10%.

. Tampén de lavado: PBS + BSA 10% + Azida Sddica 2% .

¢. PROCEDIMIENTO.

- Las células mononucleares obtenidas mediante doble Ficoll, se
resuspenden en tampdén de dilucién y se ajustan a 8-10 . 10°

células por mililitro.

— En un mililitro de la suspensidén celular anterior, afadir 30
microlitros de 1latex liquido y 200 microlitros de suero fetal

puro. Mezclar.
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~ Incubar a 37° C durante 30 minutos.

— Lavar dos veces con tampdn de dilucidén y resuspender las

células en 1ml del mismo.
— Distribuir 100 microlitros de esta suspensién celular en cada
uno de los tubos previamente rotulados para tal fin, de manera

que cada uno contenga aproximadamente 1 . 106 células.

— Ahadir 20 microlitros de (D36 a cada uno de los tubos

anteriores, con sus muestras correspondientes.

- Agitar cuidadosamente los tubos.

— Incubar 30 minutos a 4°¢ C.

— Lavar dos veces con tampdén de lavado, durante 5’a 2000 rpm.

- Administrar 100 microlitros de una dilucién 1/8 de suero

antiinmunoglobulinas de ratén fluoresceinado.

- Agitar cuidadosamente los tubos.

— Incubar 30’ a 4° C.
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- Lavar tres veces con tampdén de lavado, durante 5’ a 2000 rpm.

— Leer en microscopio de luz ultravioleta.

4.2.5. TEST DE REDUCCION DEL NBT.

a. FUNDAMENTO.

Con esta prueba,’se midié de forma indirecta, la actividad
metabdlica de las células polimorfonucleares. Para ello, se
valoré por espectrofotometria, la cantidad de radicales libres
(i6n superdxido) que aparecen como consecuencia de la actividad

oxidativa durante la fagocitosis.

Efectivamente, con la fagocitosis se produce un incremento
del consumo de oxigeno y una activacién del metabolismo celular
del fagocito, dando lugar a un aumento de la energia disponible
y a la activacién de la enzima NADPH presente en la membrana

de los granulocitos.
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La NADPH activada libera radicales superéxidos:

a) 2 0= + NADPH= 20— + H*

b) 202~ + 2H*= H20z + Oa

El NBT de color amarillo claro, es reducido a formazan de

color azul violaceo, en presencia de Oz— :

¢) NBT + O=— = formazan + O=

. Nitro Azul de Tetrazolio (Sigma) N 6876, 0.8mg/ml PBS.

. Phorbol 12 Myristate 13 Acetate (Sigma) NP-8139, (TPA) stock

10 micromolar en DMSO 100% .

. N-Ethylmaleimide (Sigma) N E-3876, 1mM.

. Dioxano (Panreac).

c.PROCEDIMIENTOS.

— Colocar en bafio con agitacién a 37° centigrados, dos tubos de
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vidrio con rosca (Pirex), administrar 0’5 cc de solucidn de NBT

en cada uno de ellos.

- Afiadir 0’5 cc de 1la suspensién celular (granulocitos),

ajustada a 6 . 10% de células/ml, en cada uno de ellos.

- En uno de los tubos adicionar la estimulacién con 10

microlitros de la solucién de TPA previamente preparada a

partir del stock, a una dilucién 1/1000 en agua destilada.

— Incubar de 1 a 3 horas en bafio con agitacién a 37° C.

— Parar la reaccidén con 5 ml de N-Ethylmaleimide.

- Centrifugar 10’ a 2000 rpm, tras lo cual se tira el

sobrenadante y se afladen 2 ml, a cada tubo de Dioxano.

- Calentar los tubos con su contenido al bafio de Maria 10’ a 85

grados centigrados.

— Leer la densidad éptica, del contenido de los tubos, frente

al dioxano entre 580-560 nm.



61

4.2.6. DETERMINACION DE SUBCLASES DE IgG MEDIANTE TECNICAS

DE ELISA.

a. FUNDAMENTO.

La cuantificacién de las subclases de IgG se realizd por
técnicas de ‘"sandwich" enzimoinmunoensayo, también conocidas

como test de ELISA (Enzyme-Linked Inmunospecific Assay).

La identificacién de los complejos Ag-Ac, se efectua
mediante el empleo de enzimas, bien unidas al antigeno, o bien
al anticuerpo. En nuestro caso la enzima que se utilizé fué la

peroxidasa.

El complejo Ag-Ac se detecta cuando al administrar el

sustrato (incoloro), este adquiere color por la accién de la

enzima, los cambios de color que se producen son detectados por

colorimetria.

b. REACTIVOS.

. Kits para IgGl (The Binding site) No MKOO06.

Kits para IgG2 (The Binding site) No MKOO7.
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. Kits para IgG3 (The Binding site) No MKOOS8.

. Kits para IgG4 (The Binding site) No MKOO9.

c. METODO.

— Diluir el suero standard en buffer de lavado dilucidn, para
producir una dilucién inicial de 1/100. Esta dilucidn inicial,
va seguida de otras diluciones seriadas (hasta 7) para cada

subclase (Segin se indica en la hoja resumen de cada lote).

— Diluir el suero control en buffer de lavado dilucidn, para
producir una dilucién inicial de 1/300. Esta va seguida de una
dilucién para la determinacién de IgGa, y una dilucién separada

para la determinacién de IgGz,z y a.

— Muestras a testar: Diluir las muestras a testar de acuerdo
con la concentracién de IgG total, para dar valores dentro de
60 veces el rango de la curva standar. Como guia, las muestras
de suero con niveles normales de IgG total, deberan diluirse

como el suero control.

— Las muestras previamente diluidas, los sueros controles y los

standars, se colocaradn en la placa segun el registro previo que
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se haya realizado en la planilla. Se recomienda, que sean
colocados por duplicado y se administrardan 100 microlitros por

pocillo, de cada una de ellas.

— Cubrir los pocillos con tiras de sellado para evitar que

estos se resequen e incubar a 37° C durante 2 horas.

- Lavar la placa tres veces con buffer de lavado dilucidén. Una
vez lavada, deberd dejarse invertida sobre papel absorbente,

dando leves golpecitos.

— Diluir el conjugado en buffer de lavado dilucidén para
producir una dilucidn inicial, esta va seguida de una segunda
dilucién para cada subclase y conseguir asi, el reactivo de
trabajo. (Ver hoja de cada lote). Dispensar 100 microlitros del

conjugado a cada pocillo.

— Sellar la placa e incubar a 37° C durante 2 horas.

- Lavar la placa tres veces con buffer de lavado dilucién y

secar con papel absorbente.

- Dispensar 100 microlitros del  sustrato, previamente

preparado, a cada pocillo. El sustrato deberd administrarse
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rapidamente, para evitar derivaciones en el ensayo.

— Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

— Parar la reaccién con 50 microlitros, de la solucién de

parada, a cada pocillo.

— Medida del color: la densidad éptica de cada pocillo debera
leerse a 450 nm. en un lector de microplacas en el intervalo de

2 horas.

- Calculo de los resultados: Se realizardn, extrapolando los
valores de cada una de las muestras, a la curva standar
obtenida, y mds tarde se multiplicardn los valores por cada uno

de los factores de dilucién empleados en cada caso.

4.2.7. DETERMINACION DE REACTANTES DE FASE AGUDA, EN SUERO,

MEDIANTE TECNICAS DE NEFELOMETRIA.

La determinacién de reactantes de fase aguda se efectud
mediante técnicas de nefelometria y fué llevada a cabo por el
laboratorio de Andlisis Clinicos del Hospital General Virgen

del Rocio de Sevilla.
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4.2.8. ESTUDIOS ESTADISTICOS.

El andlisis estadistico, de los resultados obtenidos, se

llevd a cabo con el programa KWIKSTAT 2.00

4.2.8.1. TEST DE REGRESION LINEAL.

Para conocer la relacidén existente entre la linfopenia (CD3,
CD4 y CD8) de los pacientes criticos (Traumatizados y Quemados)
y su grado de gravedad clinico (TS y %Q) se utilizd el estudio
de regresién lineal simple, que tiene como finalidad principal
establecer un modelo de prediccién del valor de la variable Y
(en nuestro caso TS o %Q), segun sea el valor especifico de X

(en nuestro caso valor absoluto de linfocitos CD3 6 CD4 & CD8).

La ecuacidén de regresidén lineal es: Y = a + b.X, donde:

- Y: TS 6 %Q

— X: Valores absolutos de linfocitos CD3 6 CD4 6 CD8.

- a: Punto de interseccién, es decir el valor de Y cuando X

es 0.

- b: Es la pendiente de la recta , es decir, el cambio en Y

resultante de un cambio en X de una unidad.
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Para conocer la potencia o magnitud de asociacidén entre las
variables X e Y (linfopenia y TS 6 %Q), se empled el
coeficiente de correlacién de Pearson (r), que puede adoptar

valores entre 1 y -1, segin la potencia de asociacién, asi:

Valores absolutos de r Grado de asociacidn
0.8 -1 Fuerte
0.5 - 0.8 Moderado
0.2 - 0.5 Debil
0 -0.2 Insignificante
-1-0 No existe relacidn

La significacién estadistica de los resultados ("p") nos
proporciondé informacién de la probabilidad de que la relacién
existente entre las variables X (linfopenia) e Y (TS o %Q) se
debiesen Unica y exclusivamente al azar. Asi, aquellos valores
de p<0.05 se interpretaron como estadisticamente
significativos, mientras que valores de p>0.05 se valoraron

como no significativos.

4.2.8.2. TEST DE STUDENT.

El test de Student se empled para comparar los pardmetros

inmunoldgicos obtenidos en diferentes grupos de enfermos o,

entre un grupo de enfermos y el grupo control sano.
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Elegimos esta prueba por tratarse de grupos independientes y

ser las variables cuantitativas y numericamente distribuidas.

La significacién estadistica de los resultados ("p"), se
calculd mediante el test para igualdad de varianzas, de tal
forma que si las varianzas eran iguales p>0.05 se tomaban
directamente los valores de la "p" de la t de Student, mientras
que si las varianzas eran desiguales p<0.05, los valores de la
"p" de la t de Student eran correguidos y modificados por el

propio programa Kwikstat.

En resumen, aquellos valores de la "p" de la t de Student
inferiores a 0,05 se interpretaron como estadisticamente
significativos, mientras que valores de p superiores a 0,05 se

valoraron como no estadisticamente significativos.
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5.-RESULTADOS.

El estudio inmunolégico de los 59 pacientes criticos
(Traumatizados y Quemados), fué realizado de manera secuencial.
Los enfermos politraumatizados fueron estudiados durante las
primeras 48 horas posteriores al traumatismo, a los 7 dias y a
los 15 dias. El estudio de los enfermos quemados fué realizado
en las primeras 48 horas, a los 15 dias y a los 30 dias después

de sufrir las quemaduras.
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5.1. EL SISTEMA TNMUNE EN LAS PRIMERAS 48 HORAS TRAS EL

ACCIDENTE.

La exploracién de los pacientes politraumatizados y quemados
en las primeras horas del accidente, demostrd la presencia de
una profunda linfopenia en ambos grupos, que afectaba a las
subpoblaciones CD3+, CD4+ y CD8+, correspondientes a los
linfocitos T totales, T <cooperadores y T citotdxicos
respectivamente. Los valores hallados, que se expresan en la
Tabla 1, mostraron diferencias altamente significativas cuando

se compararon a los obtenidos en el grupo control.

Aplicando métodos de regresién lineal se observd que el
grado de linfopenia inicial, y, mds concretamente, los valores
de linfocitos CD3 y (D4, guardaron relacidén con la gravedad
clinica, medida segin el TS (Trauma Score) de los pacientes
traumatizados. En cambio, no se observd relacidén alguna entre
el descenso de linfocitos y la extensién de las quemaduras en
los pacientes quemados. Estos datos pueden ser observados en

las Figuras 1,2 y 3 (traumatizados), y 4,5 y 6 (quemados).



CONTROLES
N=32
CD3+ céls/ul (media * d.s.) 1672 + 475
CD4+ céls/ul ( " ) 992 + 320
CD8+ céls/ul ( " ) 722 £ 211

* p< 0.001, **p= 0.002

TRAUMATI ZADOS
N=32
662 + 320*
394 + 238%

275 + 146%*

QUEMADOS
N=27

1097 + 667*
698 * 381**

403 + 335*%

Tabla 1.- Subpoblaciones de linfocitos T en pacientes politraumatizados y quemados, 48 horas
después del accidente, se usaron anticuerpos monoclonales y citometria de flujo. Los valores son
expresados en nimeros absolutos de linfocitos positivos para cada anticuerpo monoclonal.

oL
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FIGURA 1l.- Analisis de regresidn lineal simple entre valores de

linfocitos CD3+ y T.S.
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FIGURA 2.- Anilisis de regresién lineal simple entre valores de

linfocitos CD4+ y T.S.
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FIGURA 3.- Andlisis de regresidn lineal simple entre valores de

linfocitos CD8+ y T.S.
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BFIGURA 4.- Andlisis de regresifén lineal simple entre valores de

linfocitos CD3+ y S.C.S.
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ol -1

FIGURA 5.- Andlisis de regresidn lineal simple entre valores de

linfocitos CD4+ y S.C.S.
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FIGURA 6.- Analisis de regresidn lineal simple entre valores de

linfocitos CD8+ y S.C.S.
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En las Tablas 2 y 3, se detallan los resultados obtenidos
en ambos grupos de pacientes al estudiar otras subpoblaciones
linfocitarias, asi como el estado de la fagocitosis, la
produccién de radicales libres, los reactantes de fase aguda y

los valores de IgG.

La poblacién de células NK, se encontrd disminuida en los
traumatizados y quemados, aunque dicha disminucidén sélo fué
estadisticamente significativa en el grupo de pacientes

politraumatizados (p = 0.001).

Las cifras de linfocitos B asi como la de linfocitos T que
expresaban moléculas HLA de clase II no presentaron

modificaciones con respecto al grupo control.

En el andlisis del sistema monocitico-macrofdgico, se
encontrd una reduccidén en la ingestidn de particulas de latex
tanto en pacientes traumatizados como en dquemados. En ambos
casos, las diferencias con respecto a los valores observados en
el grupo control fueron estadisticamente significativas (p =

0.01 y p = 0.009) respectivamente.

La produccién de radicales libres, medida por el método de
reduccién del NBT, no mostrd alteraciones con respecto al grupo

control. Por el contrario, los valores de Proteina C Reactiva
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(PCR) se hallaron significativamente aumentados en ambos grupos

de pacientes (p < 0.001).

Por Ultimo, los valores de IgG total se encontraron
descendidos significativamente tanto en los enfermos
traumatizados como en los quemados (p < 0.001). Esta
disminucidén, se llevd a cabo a expensas fundamentalmente de una
reduccién en las subclases IgG2 e IgG3 para los traumatizados e
IgGl, IgG2 e IgG3 para los quemados, siendo estadisticamente
significativo con respecto al grupo control sano. Estos datos

pueden ser observados en la tabla 4.



CONTROLES TRAUMATIZADOS P-STUDENT

N=32 N=32
CD3+ cels/pl (media * d.s.) 1672 + 475 662 + 320 < 0.001
CD4+ cels/pl ( " ) 992 + 320 394 + 238 < 0.001
CD8+ cels/pl ( " ) 722 + 211 275 + 146 < 0.001
CD19+ cels/pl (" ) 291 + 191 300 + 318 0.681
CDi6+ cels/pl ( " ) 261 + 148 115 + 151 0.001
HLA-claseII " ( " ) 125 + 97 133 + 132 0.786
FAGOCITOSIS (% cels/latex +) 99% 84% 0.010
RADICALES LIBRES (Absv media * d.s.) 0.168 + 0.09 0.157 + 0.11 0.738
PROTEINA C R. mg/l (media % d.s.) 0 131 * 97 < 0.001
IgG TOTAL mg/dl (media * d.s.) 1148 + 356 818 + 283 < 0.001

Tabla 2.- Comparacién, sistema inmune, controles con politraumatizados tras las 48 horas del
traumatismo.

6L



CONTROLES QUEMADGCS
N=32 N=27

CD3+ cels/pl (media * d.s.) 1672 + 475 1097 + 667
CD4+ cels/pl ( " ) 992 + 320 698 + 381
CD8+ cels/ul ( " ) 722 + 211 403 + 335
CD19+ cels/pl ( " ) 291 + 191 296 + 360
CDl16+ cels/ul ( " ) 261 + 148 195 + 211
HLA-claseIIl " ( " ) 125 + 97 149 + 288
FAGOCITOSIS (% cels/latex +) 99% 85%
RADICALES LIBRES (Absv media * d.s.) 0.168 £ 0.09 0.193 + 0.01
PROTEINA C R. mg/l (media * d.s.) 0 138 + 178
IgG TOTAL mnmg/dl (media + d.s.) 1148 + 356 895 * 963

, Tabla 3.- Comparacién, sistema inmune, controles con quemados tras las
termica.

P-STUDENT

< 0.001
0.002
0.002
0.874
0.206

0.685

0.009

0.526

< 0.001

< 0.001

48 horas de la lesidn

08



IgGl g/1 (media % d.s.)

IgG2 g/1 ( "
I9G3 g/1 ( "
IgG4 g/l ( "

*NS, **P<0.05,

)
)
)

***pP<0.005.

N=10

5.6

0.4

0.1

+

+

+

+

0.67

0.47

0.11

0.09

TRAUMATTIZADOS
N=16

5.5

1.7

0.1

0.1

+

+

2.6%
1.5%*
0.2%%*

0.26*

QUEMADOS
N=13

3.4 £ 2.6%*%
0.8 £ 1x*x*
0.1 & 0.1%**

0.06 £ 0.03*

Tabla 4.— Valores medios y desviacién standar de las subclases de IgG (IgG1,IgG2,IgG3 e IgG4)
en pacientes traumatizados y quemados comparados con el grupo control, 48 horas tras el

traumatismo.

18
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5.2. VALORACION DEL SISTEMA INMUNE A IO LARGO DE IA

EVOLUCION PATOLOGICA DEL TRAUMA Y LA QUEMADURA.

Los graficos que a continuacién se exponen, recogen los
resultados que se obtuvieron al efectuar el estudio secuencial,
de los diferentes pardmetros del sistema inmune, de 1los
pacientes traumatizados y quemados, en distintos momentos de su

proceso patolégico, compardndolos con los del grupo control.

Para los traumatizados el estudio se realizé a las 48 horas,
a los 7 dias y a los 15 dias tras el accidente. Para los
quemados, los resultados se obtuvieron a las 48 horas, a los 15

dias y a los 30 dias tras la lesién témmica.

Como puede observarse en las figuras 7, 8, y 9 para
politraumatizados y 10, 11 y 12 para quemados, la linfopenia
inicial tras el accidente, que afectd a linfocitos CD3+, CD4+ y
CD8+ fué desapareciendo con el tiempo a medida que el paciente
mejord y fué adquiriendo cifras similares a los del grupo
control sano, cuyos valores estan expresados en forma de
columna unica a la izquierda de las figuras, mientras que los
valores secuenciales del grupo politraumatizado o quemado son
expresados por tres columnas consecutivas seperadas en el

tiempo segin dibujo.
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MEDIA DE LINFOCITOS CD4
EN PACIENTES POLITRAUMATIZADOS
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MEDIA DE LINFOCITOS CD3
EN PACIENTES QUEMADOS
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La evolucién de los linfocitos B (CD19+), esquematizados en
las figuras 13 y 14 para politraumatizados y gquemados
respectivamente, no sufrieron modificaciones importantes, con
respecto al grupo control sano, en el caso de los
politraumatizados. Sin embargo, el grupo quemado presentd un
descenso progresivo a 1o largo de su evolucidén, como indican

las tres barras del grafico.

Las células NK (CDle+), representadas en las figuras 15 y 16
para politraumatizados y quemados respectivamente, mostraron un
descenso importante con respecto al grupo control sano, en los
tres estudios secuenciales del grupo politraumatizado, pero el
grupo quemado, a pesar de que mostrd los dos primeros estudios
con descensos importantes, al tercer estudio (un mes tras el

accidente), presentd ya cifras similares al grupo de los sanos.

La expresién de HLA-Clase II, por linfocitos T, para
politraumatizados y quemados, que puede observarse en las
figuras 17 y 18 respectivamente, mostrd en los
politraumatizados un aumento progresivo desde el primer dia
hasta el dia 15 después del traumatismo. E1 grupo quemado, por
su parte, presentd fluctuaciones con respecto al grupo control
sano, destacando elevaciones en el primer y tercer estudio y

descenso en el segundo.
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MEDIA DE LINFOCITOS CD16
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MEDIA DE T+ HLA CLASEI
EN PACIENTES POLITRAUMATIZADOS

OOOOOOOOOOOOOOO



MEDIA DE T+ HLA CLASEI
EN PACIENTES QUEMADOS

T+ CONTROL

”__ LESION TERMICA DIA 1

-
o
cc
-
Z
]
o

NN L. TERMICA DIA 30

.| L. TERMICA DIA 15

EVOLUCION LESION TERMICA



96

La evolucién de la fagocitosis o ingestidén de particulas
latex por el sistema monocitico-macrofagico, fué similar en los
grupos politraumatizados y quemados (figuras 19 y 20), con
disminucidén en los dos primeros estudios tras el accidente y

posterior normalizacién como indican las columnas respectivas.

La produccién de radicales libres, observada en las figuras
21 y 22, fué diferente segin se tratase de politraumatizados o
quemados, asi, los primeros produjeron un aumento en radicales
libres (idén superoxido) sélo en el segundo estudio (7 dias tras
el accidente), mientras que el grupo quemado presentd cifras
elevadas desde el inicio de 1la lesién térmica para ir

disminuyendo con posterioridad a medida que pasd el tiempo.

La proteina C reactiva disminuida en el grupo control sano,
tuvo cifras elevadas tras el trauma (figura 23) y la quemadura
(figura 24) manteniendose elevada en el segundo estudio, en
ambos grupos, y con descensos importantes al final del proceso,

indicativo de la mejoria del paciente.

La evolucién de la IgG total fué similar en ambos grupos
politraumatizados y quemados, asi, pudo comprobarse como tras
el trauma o quemadura las cifras de IgG total descendieron por
debajo de los valores del grupo control sano, para mas tarde,

coincidiendo con la mejoria de los pacientes, ir aumentando
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hasta rebasar los valores del grupo control sano (figuras 25y

26) .

Las modificaciones de las subclases de IgG a lo largo del
tiempo, en nuestros pacientes, pueden ser observadas en las
figuras de  ©ciclogramas 27 (controles), 28, 29 vy 30

(politraumatizados) y 31, 32 y 33 (quemados).

Estas modificaciones, se caracterizaron por una tendencia a
la normalizacién de 1los valores, tanto para los
politraumatizados como para los quemados, destacando como en el
altimo estudio (15 dias tras el trauma), la IgG3 permanecid
aun disminuida en el grupo de politraumatizados, mientras que
la IgGl, se elevd incluso por encima de las cifras de los

controles.

El grupo quemado, al final del estudio (30 dias tras la
lesién térmica) restablecid todas las subclases hasta valores

normales, salvo la IgGl que se mostrd elevada.

Como resumen resaltar que fueron la IgG2 y la IgG3, en los
politraumatizados, las subclases que descendieron mas
drasticamente después del traumatismo, recuperandose a lo largo
de la evolucién del paciente, hasta la normalidad o

rebasandola. En los pacientes quemados, fueron la IgGl, la
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IgG2 y la IgG3 las que sufrieron disminuciones mayores, tras

las quemaduras, para posteriormente ir normalizandose.
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SUBCLASES IgG.
19G1,2,3 Y 4

MEDIA +/- D.S.
IgG1 g/I= 5.6+/-0.6 5.6
lgG2 g/1=3.0+/-0.4
IgG3 g/I= 0.4+/-0.1
lgG4 g/I= 0.1+/-0.09

0.4

GRUPO CONTROL
Figura 27.

LOT



SUBCLASES IgG
1gG1,2,3 Y 4

48 HORAS TRAS EL TRAUMA

MEDIA +/- D.S.

IgG1 g/1=5.5+/-2.6+
IgG2 g/l=1.7+/-1.5*+
IgG3 g/1=0.1#/-0.2+*+ 55
IgG4 g/1=0.1+/-0.2+

GRUPO POLITRAUMATIZADOS *NS, **P<0.05, ***P<0.005
Figura 28.
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SUBCLASES IgG
1gG1,2,3 Y 4

7 DIAS TRAS EL TRAUMA

MEDIA+/- D.S.
IgG1 g/1=6.7+/-2.6+ 8.7
IgG2 g/l =2.5+/-1.7+
IgG3 g/1=0.1+/-0.1**+
IgG4 g/1=0.2+/-0.3*

GRUPO POLITRAUMATIZADOS *NS, *+P<0.05, *++P<0.0056
Figura 29.
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SUBCLASES IgG
19G1,2,3 Y 4

15 DIAS TRAS EL TRAUMATISMO

MEDIA +/- D.S.

IgG1 g/1=9.8+/-5.3++
1gG2 g/1=4.0+/-1.9> 9.8
IgG3 g/1=0.1+/-0.1%*
1IgG4 g/1=0.4+/-0.4+

GRUPO POLITRAUMATIZADOS *NS, **P<0.05, *++P<0.005
Figura 30.
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SUBCLASES IgG

1gG1,2,3 Y 4

48 HORAS TRAS LA QUEMADURA

MEDIA +/- D.S.

IgG1 g/1=3.4+/-2.6%*+
1gG2 g/1=0.8+/-1.0*** 5 ,
IgG3 g/1=0.1+/-0.1%*+*

lgG4 g/1=0.06+/-0.03+*

0.06

0.1

GRUPO QUEMADOS *NS, ++P<0.05, =*+*P<0.005

Figura 31.
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SUBCLASES IgG
1g1,2,3 Y 4

15 DIAS TRAS LA QUEMADURA

MEDIA +/- D.S.

IgG1 g/1=10.5+/-5.7*+
1gG2 g/1=2.8+/-2.9+ 10.56
IgG3 g/1=0.3+/-0.1*
IgG4 g/1=0.1+/-0.06*

GRUPO QUEMADOS *NS, ¥*P<0.05, ++*xP<0,005

Figura 32.
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SUBCLASES IgG
1gG1,2,3 Y 4

30 DIAS TRAS LA QUEMADURA

MEDIA +/- D.S.

IgG1 g/1=9.2+/-2.8+*
1gG2 g/1=3.5+/-3.7*
IgG3 g/1=0.4+/-0.2+
IgG4 g/1=0.1+/-0.2+

0.2

GRUPO QUEMADOS *NS, *+P<0.05, *++P<0.005

Figura 33.
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5.3. EL SISTEMA INMUNE DE LOS PACIENTES CON BUENA Y MALA

EVOLUCION.

Los resultados del estudio, del sistema inmune, en pacientes
criticos con buena y mala evolucidén se hallan esquematizados en

las tablas 5 y 6.

Como puede comprobarse, la linfopenia inicial que muestran
los pacientes traumatizados, es mayor en los pacientes con mala
evolucién que en aquellos traumatizados con buena evolucidn.
Las diferencias cuando se comparan los datos de ambos grupos
alcanzan un nivel estadisticamente significativo en lo que
respecta a las subpoblaciones CD3+ y CD4+. Sin embargo, en los
quemados, la linfopenia inicial fué de intensidad similar en

quemados con buena y mala evolucién.

Asimismo, llamd la atencidn los valores de IgG total, siendo
estos mds bajos en los pacientes con mala evolucidn que en los
que la tenian buena, alcanzando cifras estadisticamente

significativas sélo en el caso de los pacientes quemados.

Como puede verse en las citadas tablas, el resto de los
marcadores, aunque presentaron diferencias con la evolucidén de
los pacientes, estas fluctuaciones, no llegaron a ser

estadisticamente significativas.



T.BUENA EVL. T. MALA EVL. P-STUDENT

N=19 N=12
CD3+ cels/ul (media *+ d.s.) 767 + 298 472 + 278 0.010
CD4+ cels/ul ( " ) 476 + 217 255 + 220 0.010
CD8+ cels/ul ( " ) 299 + 147 221 + 129 0.144
CD19+ cels/ul ( " ) 323 + 303 189 + 118 0.096
CDle+ cels/pl ( " ) 137+ 0 78 + 30 0.233
HLA-claseII " ( " ) 143 + 137 121 + 134 0.657
FAGOCITOSIS (% cels/latex +) 91% 70% 0.061
RADICALES LIBRES (Absv media * d.s.) 0.154 + 0.119 0.154 + 0.128 0.991
PROTEINA C R. mg/l (media * d4.s.) 133 + 96 138 + 103 : 0.890
IgG TOTAL mg/dl (media + d.s.) 859 + 283 713 * 276 0.181

Tabla 5.- Significacién estadistica de las modificaciones del sistema inmune en relacién con la
buena o mala evolucién clinica de los pacientes traumatizados.

qTt



Q.BUENA EVL. Q. MALA EVL. P-STUDENT

N=19 N=8
CD3+ cels/pl (media * d.s.) 1024 + 227 1270 + 693 0.392
CD4+ cels/pl ( " ) 637 + 338 844 + 458 0.202
CD8+ cels/pl ( " ) 389 + 352 438 + 310 0.732
CD19+ cels/pl ( " ) 248 + 228 454 + 583 0.394
CD16+ cels/pl ( " ) 229 + 229 107 + 124 0.198
HLA-claseII " ( " ) 83 + 83 303 + 502 0.258
FAGOCITOSIS (% cels/latex +) 90% 77% 0.190
RADICALES LIBRES (Absv media # d.s.) 0.214 + 0.148 0.139 + 0.063 0.098
PROTEINA C R. mg/l (media + d.s.) 131 + 165 171 + 222 0.678
IgG TOTAL mg/dl (media * d.s.) 1075 + 1077 412 * 175 0.029

Tabla 6.—- Significacién estadistica de las modificaciones del sistema inmune en relacién con la
buena o mala evolucién clinica de los pacientes quemados.

911
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S.4. MOLECULAS DE ACTIVACION Y ADHESION EN LOS PACIENTES

CRITICOS.

El estudio de las moléculas de activacién fué realizado
sobre 10 pacientes quemados y 12 traumatizados en las 48 horas
tras el accidente, comparandose a su vez con 10 sujetos sanos

controles.

Como moléculas de activacidén se estudiaron los antigenos
CD25, CD69 y CD71, y como moléculas de adhesidn los antigenos

CD11c, CD49%a y CD54.

Estos marcadores fueron calculados por citometria de flujo,
usando anticuerpos monoclonales especificos y considerandose
positivas, aquellas células que expresaban dichos marcadores

entre los canales 520 y 1024.

La tabla 7 nos muestra la expresién de los antigenos de
activacién en los pacientes traumatizados y quemados en
comparacién con el grupo sano control y su relevancia

estadistica mediante los valores de p.

La tabla 8 a su vez, muestra los resultados obtenidos cuando
se estudiaron los marcadores de adhesién en estos mismos

pacientes e igualmente comparados con el grupo sano control.



118

Puede apreciarse que existe un significativo aumento de
células que expresan moléculas de activacién y adhesidn, y
ello, a pesar de que, como antes se explicd, sdlo fueron

consideradas las células con intensa positividad.



CONTROLES
N=10
CD25 (% % d.s.) 0.7 + 1
D69 (") 1.2 +1
co71 (") 1.1+ 1

* p=NS, **p<0.05, *%* p< 0.005.

TRAUMATIZADOS QUEMADOS

N=12 N=10
3.1 £ 3.9% 2.7 & 2.4%*
7.9 £ 6.5%%* 4.9 £ 4.7*%
6.2 + 6.8%% 4.1 + 4.8%

Tabla 7.- Esta tabla muestra los linfocitos que expresan marcadores de activacién CD25, CD69 y
CD71, fueron calculados por citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales especificos, los
valores aqui representados son los porcentajes del total de los linfocitos contados tras las 48
horas del accidente. Las células positivas fueron calculadas entre los canales 520 a 1024.

61T



CONTROLES TRAUMATT ZADOS
N=10 N=12
CD1lc (% + d.s.) 0.1 + 0.3 1.4 + 1.3%%
CD4% ( " ) 1.0 £ 0.5 5.5 + 6.2%%
D54 (") 2.7 £ 3.0 10.6 + 10.0%*

* p=NS, ** p< 0.05, *%* p< 0.005.

Tabla 8.—- Esta tabla muestra los linfocitos que expresan marcadores de adhesidén CD1lc, CD49%a y

N=10

3.5 & 3.4%*x
5.0 £ 5.0%*

7.3

I+

8.0%

CD54, fueron calculados por citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales especificos, los
valores aqui representados son los porcentajes del total de los linfocitos contados tras las 48
horas del accidente. Las células positivas fueron calculadas entre los canales 520 a 1024.

0ct
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5.5. PRESENCIA DE LINFOCITOS CD4+ CD8+ EN PACIENTES

CRITICOS.

El estudio simultdneo de las moléculas CD4 y CD8 demostrd
la presencia de células que exhibian ambos marcadores en su
superficie. Este hallazgo fué muy evidente en dos pacientes
quemados y se describe en la Tabla 9. Dicha tabla nos muestra
la evolucién de los valores de linfocitos CD4+CD8+ a lo largo

del cuadro patolégico.

Destacé, la disminucién hasta la normalidad de los
linfocitos CD4+CD8+ a medida que los enfermos mejoraron y

aumentaron sus cifras de linfocitos totales.



PACIENTES

CR

Tabla 9.-

DIA 1
LINFOCITOS/pl

TOTAL  CD4+/CD8+
1673 184 (11%)

1100 121 (11%)

DIA 15
LINFOCITOS/pul

TOTAL  CD4+/CD8+
2300 23 (1%)

1700 85 (5%)

DIA 30
LINFOCITOS/pl

TOTAL  CD4+/CD8+
2510 25 (1%)

2700 27 (1%)

Historia natural de los linfocitos CD4+/CD8+ en dos pacientes quemados, que fueron

doblemente estudiados usando simultaneamente dos anticuerpos monoclonales, el anti-CD4 conjugado a
fluoresceina y el anti-CD8 conjugado a ficoeritrina.

44N
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6 DISCUSION

La aparicién de infecciones contribuye a la frecuencia
elevada de muerte tardia en pacientes politraumatizados y
quemados. El origen de las mismas parece estar relacionado con
la depresién en las defensas inmunoldgicas de los pacientes
criticos, de causa aun por resolver (Wood y cols. 1978., Polk y

cols. 1979 y 1986., Sing H. 1988).

Miller y Trunkey en 1981 estimaron que el 78% de las muertes
no neurolégicas tardias en el Hospital General de San
Francisco, consecutivas a traumatismos, fueron por sepsis.
Polk, en 1979 calculé que el 75% de las muertes después de

lesiones térmicas se relaciond con una infeccién.

Uno de los hallazgos mas generalmente observados, en estos
pacientes, es la disminucién de los linfocitos de sangre
periférica, en las primeras 24 a 48 horas tras el accidente
traumatico o térmico. Esta linfopenia, cuya intensidad parece
estar en relacidén estrecha con la gravedad clinica, ha sido
considerada como la causa fundamental del estado de

inmunodeficiencia.

Gran cantidad de teorias e investigadores han tratado de dar

respuesta a esta linfopenia precoz que acontece inmediatamente
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después de la quemadura o el trauma, achacando este déficit a
la induccidén de una respuesta inmune supresora mediada por un
aumento de células T, CD8*+ (Ninnemann, 1981., Miller, C. 1979),
0 a la presencia de sustancias inmunosupresoras circulantes en
el suero de los pacientes accidentados (Constantian, M.B. 1977
y 1978, McLoughlin, G.A.1979 y Warden, G.D. 1975), o a una
disfuncién en 1la poblacién T cooperadora para liberar
interleuquina 2 (IL 2) y dar una respuesta eficaz (Antonacci,

1984 y 1986).

Las células T, constituyen aproximadamente el 80% de los
linfocitos de sangre periférica, son una poblacién que incluye
dos subgrupos, T cooperadores (CD4+) y T citotédxicas, cada una
de ellas con funciones precisas. Las células T cooperadoras
(CD4+) constituyen aproximadamente el 60 a 70% de las células T
en sangre periférica del hombre y son necesarias para la
induccién de la respuesta inmune especifica. Las células T
citotdxicas-supresoras (CD8+) constituyen el 20% de las células
T de sangre periférica y median la respuesta citotéxica

celular, asi como la regulacién del sistema inmune especifico.

La exploracién del sistema inmunitario en los pacientes
criticos, ha permitido detectar otras alteraciones,
relacionadas con lo que se ha dado en denominar clasicamente

respuesta humoral y respuesta inmune inespecifica.
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Faist, en 1989, al determinar los valores de linfocitos B en
sangre periférica, comprobd que estos, no sufren modificaciones
en nameros absolutos, pero su funcionalidad se ve alterada,
mostrando un descenso de IgG, IgM e IgA, el primer dia tras el
traumatismo o lesidén térmica. Autores como Van Dijk (1982) han
relacionado la disminucién de los niveles de IgG con el
trastorno de la actividad opsénica, asegurando que la IgG es la
inmunoglobulina de mayor poder opsénico. Otros como Moran y
Munster (1987) explican la disminucidén inicial de IgG en
sujetos politraumatizados y quemados, alegando la existencia de

factores supresores en el suero de los accidentados.

Scovill en 1979, al analizar los valores de un factor
opsénico, alfa-2-glucoproteina, observé una disminucidn
temprana de la actividad opsénica sérica después de
traumatismos. Saba (1979) ha identificado este factor opsénico
como una alfa-2-SB glucoproteina idéntica a 1la globulina

insoluble en frio o fibronectina del plasma.

También los experimentos en animales (Rittenbury, M.S. 1967)
han demostrado que ocurre depresién grave en la actividad
fagocitaria de macréfagos y neutrdfilos, en sangre, cuando se

produce una quemadura grave.
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A pesar del importante nuimero de grupos que se han
interesado por este problema, no existe un consenso acerca de
la autentica causa de la inmunodeficiencia. En los Gltimos
afios, el descubrimiento de una serie de sustancias dque son
producidas fundamentalmente por células del sistema inmune y
que sirven de sefiales durante la respuesta inmunitaria, ha
modificado muchos conceptos  acerca del sistema v,
fundamentalmente de su funcionamiento integrado en coordinacidn
con otros sistemas fisiolégicos del organismo. Dichas
sustancias, se denominan citoquinas vy constituyen una familia
de sustancias my semejantes en su funcién a las hormonas del

sistema endocrino.

Las citoquinas, son factores solubles, secretados por las
células activadas que van a ser denominadas como monoquinas o
linfoquinas dependiendo de las células concretas de donde se
liberan, destacando en este sentido TNF, IL 1 y PGE2 como

monoquinas e IL 2 y gamma interferdn como linfoquinas.

Estos mediadores solubles afectan a las reacciones
inflamatorias inespecificas e inmunitaria especifica, actuando
como mensajeros de sefales intercelulares y exhibiendo un gran
nimero de otras actividades bioldgicas, como estimulacidn de
linfocitos T, aumento de 1la sintesis de proteinas de la fase

aguda por el higado, activacién de neutréfilos etc. ete.
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Para el funcionamiento normal del sistema inmunitario, se
precisa de un gran equilibrio en la produccién de citoquinas,
tanto en lo relacionado con el tipo de citoquina producido como
en la cantidad de la misma. Algunos experimentos en animales
han demostrado que un exceso en la produccidén de algunas
citoquinas puede ser nefasto para el organismo. Tal es el caso
del factor de necrosis tumoral. Cuando se inyecta TNF-
recombinante a animales, se observan cambios my similares a
los que ocurren durante la sepsis por gérmenes gram-negativos
(fiebre, hipercatabolismo, hipermetabolismo, hiperglicemia,
aumentos de la acidosis metabdlica, trastornos de 1la

coagulacién etc.).

Durante mucho tiempo se pensd, que los responsables directos
de todo ello eran los propios agentes patdgenos. Hoy en cambio
sabemos, que es el sistema macrofdgico el dque ejerce su
influencia a través de monoquinas, ya que los experimentos en
animales (Tracey, K.J. 1986) han demostrado que la endotoxina
bacteriana, por si sola, no es téxica para la mayoria de los
tejidos. En cambio, su administracién provoca la produccidén de
monoquinas (TNF e IL 1), por parte del sistema macrofagico,
cuya accién puede conducir al shock y la muerte. A la vez, el
uso de un anticuerpo monoclonal contra TNF administrado a monos
dos horas antes de la inyeccidén de dosis ID 100 de Escherichia

coli, protege totalmente a los animales de los efectos de dicha
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inyeccién, que provoca en los animales no tratados, la muerte

por shock y fracaso multidérgano.

Una de las propiedades de las citoquinas es que producen una
modificacién en el fenotipo de 1las células del sistema
inmuinitario para adecuarlo a la funcidén que deben ejercer
durante la fase de respuesta (Pober y cols.1986 y 1987., Dustin
y cols. 1986., Cotran y cols. 1987). La IL-1 es capaz de
provocar la aparicién de receptores de IL-2 (CD25), de
transferrina (CD71) y de moléculas inductoras de activacidén
M.I.A. (CD69). Del mismo modo, las células inmunitarias y
endoteliales exhiben durante la fase de respuesta unas
moléculas de superficie que les facilitan su adhesidén a otros

sustratos o células.

Las moléculas de adhesién, pertenecen a una familia de
receptores celulares, cuyos miembros son  proteinas
heterodimeras, con una cadena B fija que se combina con una
unica cadena o variable, creando asi, distintos receptores
funcionales (Larson, R.S. y Springer, T.A. 1990., Hemler, M.
1990) . Estas moléculas, son conocidas con el nombre genérico de
integrinas y se caracterizan por estar implicadas en una gran
variedad de funciones bioldgicas de las células, entre las que
destacamos: vigilancia y control de células neopldsicas

(Gregory, C. 1988), aumento de adhesién y reactividad de las
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células T memoria (Sanders,M. 1988., Pitzalis, C. 1988),
adhesiones celulares especificas receptor-ligando (CD2-CD58)
(Springer, T.A. 1987., Krensky, A. 1983), activacién de
linfocitos T, B y monocitos (Dougherty y cols. 1988),
interaciones no especificas entre células efectoras y sus
dianas (Spits y cols. 1986, Shaw y cols. 1986 y 1987), procesos
antigénicos no especificos que facilitan la migracién de las
células T hacia su lugar especifico de reconocimiento y

adhesién (Makgoba, W. 1989., Jalkanen, S. 1987), etc.

Los ligandos de estos receptores, contienen en su secuencia
peptidica la presencia del tripeptido Arg-Gly-Asp (R-G-D). Esta
secuencia de amincdcidos dentro de los ligandos, es la
responsable directa de la propiedad de adhesidén; su falta daria

lugar a la perdida de la capacidad de unir {(Sousa, S.E. 1988).

En el presente trabajo, hemos observado, una disminucién en
los porcentajes y valores absolutos de la poblacidén celular de
linfocitos T, en las primeras 24-48 horas después del
traumatismo y la quemadura (p<0.001), afectando tanto a la
subpoblacién T cooperadora como a la T citotéxica—-supresora, en

comparacién con el grupo control sano.

El grado de linfopenia se encontré relacionado (p = 0.024)

con la gravedad (TS) del traumatismo, lo que no ocurrié (p =
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0.07) en el caso de los quemados.

Los valores absolutos de linfocitos B, no sufrieron
modificaciones (p=0.7y p= 0.9), en los primeros momentos
tras el accidente (traumdtico o térmico), aungque pudo
observarse un descenso de los niveles de IgG estadisticamente

significativo (p < 0.001).

El sistema monocito/macrofdgico, mostrd una disminucién de
la capacidad fagocitica, medida en ingestién de particulas
latex, tanto para pacientes politraumatizados como en quemados

(p = 0.01 y p= 0.009) respectivamente.

La capacidad bactericida de las células polimorfosnucleares,
medida por produccién de radicales libres, no tuvo alteraciones

de mencidén ni en traumatizados ni en quemados.

La determinacién de los valores de la proteina C reactiva,
exhibié en todo momento, cifras elevadas en ambos grupos de

pacientes e inmediatamente después de la agresién.

Nuestros resultados coincidian por consiguiente con los
descritos en la literatura y nos proporcionaban una visién
general sobre el conocimiento actual de las alteraciones de

las defensas del huésped causadas por las agresiones
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(traumdticas o térmicas).

Posteriormente, nos propusimos investigar otros factores que
pudiesen permitirnos conocer mejor la situacidén real del
sistema inmunitario, en las primeras horas, después del trauma

o la quemadura.

Fué asi, como decidimos estudiar los antigenos de
activacién, en los linfocitos de sangre periférica, ya que si
el trauma y la quemadura son estimulos suficientemente fuertes
como para provocar la liberacidén de citoquinas INF e IL 1
(Dinarello, 1984) y estas, a su vez, son capaces de inducir
cambios importantes en el fenotipo celular (Cavender y cols.
1986; Bevilacqua y cols. 1987 y 1984), 1ldgico era pensar que
nuestros pacientes, que habian tenido agresiones importantes,
debian de exhibir en las membranas de sus linfocitos estas
modificaciones y, el estudio de moléculas de activacién como
CDh25, CD71 y CDe9, nos darian informacién sobre la

especificidad, magnitud y duracién de la respuesta inmune.

Asi, en las primeras 24-48 horas del accidente, los
pacientes traumatizados mostraron cifras de CD69 y (D71
elevadas, estadisticamente significativas con respecto al grupo
control sano (p < 0.005 y p < 0.05 respectivamente). Los

pacientes quemados, por su parte, presentaron cifras elevadas
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de CD25 y CD69, estadisticamente significativas (p < 0.05 para

ambas moléculas).

Concluimos por tanto que si bien se observa una linfopenia
importante, los linfocitos estan activados. Nuestro interés se
centré posteriormente en el estudio de las moléculas de
adhesién en la superficie linfocitaria. Empleamos para ello los
anticuerpos que reconocen las moléculas de adhesién CDlic,
CD4%a y CD54. Otras moléculas de adhesién aparecen de forma mds
generalizada y la comparacién entre el estado de activacién y

el de reposo, hubiese resultado dificil.

ILos pacientes traumatizados, en las primeras horas tras el
accidente, mostraron un aumento de linfocitos que exhibian las
tres moléculas de adhesidén estudiadas (CDllc, CD49%a y CD54).
Las diferencias frente al grupo control fueron estadisticamente
significativas en todos los casos (p < 0.05). Los enfermos
quemados, tuvieron elevaciones de linfocitos positivos para
CDllc y CD49%a siendo estadisticamente significativo (p < 0.005

Yy p <0.05 respectivamente).

Un hallazgo de interés fué la observacidén de la existencia
de linfocitos que mostraron el fenotipo CD4 y CD8 de manera
simultanea. Estos linfocitos, aparecen en un momento del

desarrollo ontogénico de las células T en el timo, las cuales,
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atraviesan por una fase de inmadurez, en la corteza timica,
donde el timocito expresa concomitatemente los antigenos
CD4+CD8+. Asimismo, habian sido descritos en el individuo
adulto normal (Blue y cols. 1985,1986) la presencia de hasta un
3% de este tipo de células. La interpretacién que habian hecho
los autores, era que se trataba de linfocitos activados, pués
aparecieron en gran numero, cuando se les estimulé, in vitro,
con mitdgenos. Por tanto, la procedencia de las células con
fenotipo simultaneo CD4+CD8+ s6lo puede explicase de dos

lugares: el timo y la activacién (Janet 1989).

los pacientes politraumatizados y quemados, en las 24-48
horas tras la agresién, manifestaron un aumento en el nimero de
células CD4+CD8+, y aunque, en conjunto la elevacién no fué
estadisticamente significativa, destacaron dos pacientes
quemados con un 11% de esta poblacién celular. Para valorar el
grado de activacién, en estos dos casos, procedimos a un triple
marcaje con diversos colorantes, empleando los anticuerpos
monoclonales anti-CD4 y anti—-CD8 vy, bien anti-CD25, o anti-
CD71. Con esta técnica, pudd comprobarse que las células
CD4+CD8+ de nuestros dos pacientes, no eran CD25+ ni CD71+. No
podemos descartar que estas células sean linfocitos activados
aunque se trataria de un estadio de activacién donde no se
expresan aun, o han dejado de expresarse otros marcadores de

activacién tales como CD25 o CD71.
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Asi pués, el traumatismo o las quemaduras se acompaflan de
una activacién de los linfocitos que podria guardar relacidn
con la intensidad de aquellos. La evolucidén de las cifras de
linfocitos periféricos, en las semanas posteriores al
accidente, depende de la evolucién clinica de los pacientes.
Observamos que 1los pacientes que experimentan una mejoria
clinica, muestran un incremento en las cifras de linfocitos
CDh3+, CD4+ y CD8+, estos resultados pueden ser facilmente
observados en las figuras 7,8 y 9 para traumatizados y 10, 11 y

12 para quemados.

La mejoria clinica se acompafi® asimismo de un
reestablecimiento de 1la funcién fagocitica, de un ascenso de
los niveles de IgG y de una disminucién de los valores de la
proteina C reactiva. Por el contrario, en quienes evolucionaron
mal o no sobrevivieron, se observd una disminucién sostenida de
las cifras de IgG en suero y valores elevados de proteina C

reactiva.

Las células CD4+(CD8+, en principio aumentadas, fueron
disminuyendo hasta desaparecer, a medida que los enfermos

mejoraron y aumentaron sus cifras de linfocitos totales.

Teniendo en cuenta, los datos aportados en el presente

trabajo, en su totalidad, nos confirman la existencia de una
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profunda linfopenia que se acompaila de otras alteraciones del
sistema inmune: aparicién o aumento de expresién de moléculas
de activacién - adhesidén, presencia de células CD4+CD8+,
alteraciones en la capacidad fagocitica de los monocitos,
aumentos importantes de la proteina C reactiva y disminucidn de
los niveles de IgG en suero con modificaciones en los valores
usuales de las subclases IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4. Dichas
alteraciones van desapareciendo a medida que la gravedad
clinica remite con recuperacién de la linfopenia hasta cifras
normales y consiguiendolo gracias a las elevaciones de CD3+,
CD4+ y C(CD8+, descenso en la expresién de moléculas de
activacién y adhesién, pérdida de las células CD4+CD8+,
recuperacién de la funcién fagocitica, normalizacién de los
niveles de 1la proteina C reactiva, elevacién de los indices de
IgG en suero y reestablecimiento, a cifras normales, de las

subclases de IgG.

Nosotros pensamos que todos estos cambios, estdn producidos
por una liberacidén excesiva de citogquinas, motivada por el
propio accidente. Lamentablemente, hoy dia, es dificil realizar
la cuantificacién de estas sustancias. El1 estudio que
realizamos empleando uno de los pocos equipos de deteccidn, nos
didé unos resultados dificiles de interpretar. En un primer
momento, la cuantificacién en suero de TNF e IL 18, fué

indetectable tanto para politraumatizados como para quemados.
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Procedimos a la cuantificacién, de estas mismas citoquinas,
en el sobrenadante de células mononucleares cultivadas durante
24 horas, con medio de cultivo RPMI, en estufa a 37°C, en
atmosfera de CO2 al 5% y en condiciones saturantes de humedad.
Los resultados obtenidos en sobrenadantes, fueron elevados y
similares tanto para TNF como para IL 1B, estos datos
corroboraban nuestras hipdtesis, pero al estudiar al grupo
control sano, también aparecian cifras ascendidas de INF e IL
18. Experimentos diseflados en nuestro propio laboratorio, nos
han permitido saber que el suero fetal bovino (FCS) empleado en
el medio de cultivo y el plastico del material usual de trabajo
(tubos de centrifuga, botellas de cultivo....etc) provocan
alteraciones en la deteccién de estas citogquinas, debidas
probablemente a activacién de los monocitos. Nuestras
investigaciones en este sentido no han terminado, y esperamos

en breve obtener los primeros resultados interpretables.

Asi pues, parece razonable concluir que la linfopenia es
motivada por un secuestro de las células en el endotelio
vascular y en otros tejidos inflamados vy dafiados, debido a la
alta densidad de moléculas de adhesidén exhibidas por las
membranas celulares de los enfermos, que hacen, que los
linfocitos se adhieran a estos lugares y sélo mds tarde, con la
recuperacién del sujeto, y la posible disminucién de

citoquinas, la densidad de estas moléculas vaya disminuyendo y
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los linfocitos pasen nuevamente al torrente circulatorio.

La linfopenia, no es por consiguiente la causa de la
inminodeficiencia, sino mds bien el resultado o la consecuencia
de cambios en la concentracién de citoquinas, que son
genuinamente, el origen de la depresién en las defensas

organicas y del fracaso multidrgano.

Si nuestra interpretacién es correcta, podrian sentar las
bases concretas de la depresién del sistema inmune tras el
trauma o la quemadura y nos colocan en buena posicidn para
investigar nuevas modalidades terapéuticas (Stefan Endres, M.D.
1989) centradas en la inhibicién de la accidén de las citoquinas

en estas situaciones patoldgicas.
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7 CONCLUSIONES

El andlisis de los datos aportados en los precedentes

capitulos nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

1) El trauma y la quemadura provocan una linfopenia que
afecta a todas las subpoblaciones de linfocitos T (linfocitos T

totales CD3+, cooperadores CD4+ y citotdxicos—supresores CD8+).

2) Las células NK se ven igualmente disminuidas por el
trauma vy la quemadura, siendo su descenso estadisticamente
significativo al compararlos con el grupo control sano

(p=0.001) .

3) La linfopenia inicial que acontece en los pacientes
politraumatizados, guarda relacidn estadisticamente
significativa, con la gravedad del traumatismo medido segun
"Trauma Score". Asi, a mayor gravedad mayor linfopenia y

viceversa.

4) En los pacientes quemados, la gravedad clinica, medida en
porcentaje de superficie corporal afectada, no guarda relacién

con la linfopenia inicial que estos enfermos presentan.
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5) La supervivencia de los pacientes politraumatizados
guarda estrecha relacién con las cifras, en valores absolutos,
de linfocitos totales, comprobandose que por debajo de 400
linfocitos totales/microlitros, los enfermos mueren victimas de

complicaciones sépticas.

6) El trauma y la quemadura se acompafian asimismo de la
aparicién de linfocitos que exhiben moléculas de activacién

(CD25, CD69 y CD71).

7) El clima de activacién linfocitaria que acontece tras la
lesidén térmica y traumatismo favorece igualmente la aparicidn

de moléculas de adhesién (CDllc, CD49%a y CDS54).

8) El incremento de moléculas de adhesién en la superficie
linfocitaria puede ser el origen de la linfopenia debida al
secuestro de células que se adhieren y escapan del torrente

circulatorio.

9) La tendencia al alza de las cifras de linfocitos T, a lo
largo del ©proceso evolutivo del sujeto, quemado ©
politraumatizado, es un signo de buen prondstico, mientras que
la tendencia a la baja es un signo de empeoramiento y mal

pronéstico.
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10) Hemos observado asimismo, la presencia de células
CD4+CD8+ en los enfermos que nos ocupan. La buena evolucidn de
los enfermos se acompafia de una disminucién de estas células

hasta cifras consideradas normales.

11) Tras el trauma o la quemadura, aparece una disminucidn,
estadisticamente significativa p < 0.001, de los niveles de IgG

en suero.

12) La tendencia a elevar los niveles de IgG a lo largo del
proceso patoldgico, desde valores iniciales muy bajos, a cifras
mayores hasta la normalidad, es un signo de buen prondstico,
mientras que una evolucidén, a la baja, desde las cifras
iniciales ya descendidas, es un signo de mal prondstico tanto

para pacientes quemados como para politraumatizados.

13) La proteina C reactiva, se eleva como consecuencia del

trauma y la quemadura.

14) La proteina C reactiva se mantiene elevada durante todo
el proceso patoldgico de los pacientes, pero la inclinacién al
descenso, en los valores de la misma, es indicativo de un buen

pronéstico y viceversa.
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15) Como resumen de todo lo anterior, podemos concluir que,
el sindrome de inmunodeficiencia inducido por el trauma o la
quemadura es la consecuencia de una respuesta inmune
desmesurada (activacidén, adhesidén, reactantes de fase

aguda...etc) y no el origen del sindrome.

16) §&i, como nosotros postulamos, todos los cambios
observados se deben a una liberacién desmedida de citoguinas,
el tratamiento de estos enfermos, deberd en el futuro tener en
cuenta la forma de neutralizar estas moléculas. La
experimentacién en animales son altamente prometedoras en este

sentido.
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8 RESUMEN

Hemos estudiado un total de 59 pacientes criticos, (32
politraumatizados y 27 quemados), asi como una poblacién sana
control de 32 sujetos. Las edades oscilaban entre 15 y 75 anos
y la gravedad clinica estaba medida en Trauma Score y
porcentaje de superficie corporal quemada. Ninguno de los
pacientes recibid transfusién sanguinea previa al estudio ni

drogas esteroideas.

Las infecciones, eran con frecuencia la causa de muerte
tardia en pacientes politraumatizados y quemados. El origen de
las mismas, parecia relacionarse con la depresién de las
defensas inmunitarias, en estos pacientes, a las pocas horas

del accidente.

Los enfermos, presentaban una linfopenia inicial en las
primeras 24-48 horas del trauma o lesidén térmica, al

compararlos con los individuos sanos controles.

La linfopenia, afectaba en ntmeros absolutos a las
subpoblaciones linfocitarias CD3, CD4 y CD8 siendo proporcional
a la gravedad del traumatismo y no relacionada con la extensidn

de la quemadura.
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Los valores absolutos de linfocitos B, no sufrian
modificaciones, en los primeros momentos tras el accidente,
aunque se oObservaba un descenso de los niveles de IgG

estadisticamente significativo (p = 0.001).

El sistema monocitico/macrofagico, mostraba una disminucidén
de la capacidad fagocitica en ambos grupos de pacientes y
estadisticamente significativo con respecto al grupo sano

control.

La determinacidén de los valores de la proteina C reactiva,
exhibia en todo momento, cifras elevadas en ambos grupos de
pacientes inmediatamente después de la agresidn (traumdtica o

térmica).

El descubrimiento de las citoquinas (INF, IL 13, gamma
interferon...etc), como factores solubles, secretados por las
células activadas y sus funciones en las reacciones
inflamatorias inespecificas e inmunitaria especifica, nos
llevaba a pensar, en el importante papel que estos factores
solubles jugaban en el normal funcionamiento del sistema
inmune, de tal manera, que un desequilibrio en la produccién de
citoquinas o en el tipo de la misma, podia conducir a
alteraciones metabdlicas, de la coagulacidén, del sistema termo—

regulador y del sistema inmune entre otros.
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El trauma y 1la quemadura, eran estimulos suficientemente
fuertes como para provocar la liberacidén de citoquinas INF e IL
1, y estas, a su vez, eran capaces de inducir cambios
importantes en el fenotipo celular, fué asi como encontrabamos
que aunque existia linfopenia en las primeras 24-48 horas tras
el trauma y lesién térmica, los linfocitos estaban activados y
esto se ponia de manifiesto, con la presencia o aumento de
expresién de marcadores de activacidn-adhesién (CD25, CD69 y

CD71; CD1lc, CD49%a y CD54 respectivamente) en sus membranas.

Concomitantemente a estos marcadores de activacidn, se
observaba un moderado incremento de linfocitos que mostraban
simultaneamente los antigenos CD4+ y CD8+, sobretodo en los
pacientes quemados. Dichas células CD4+CD8+ a pesar de estar
relacionadas con la activacién, no expresaban los antigenos

CD25 ni CD71.

Asi pues, el traumatismo y las quemaduras se acompafiaban de
una activacién de los linfocitos que podria guardar relacién
con la intensidad de aquellos. La evolucidn de las cifras de
linfocitos periféricos, en las semanas posteriores al
accidente, dependia de la evolucién clinica de los pacientes.
Observabamos que los pacientes que experimentaban una mejoria
clinica, mostraban un incremento en las cifras de linfocitos

CD3+, CD4+ y CD8+. La mejoria clinica, se acompahaba asimismo
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de un reestablecimiento de la funcién fagocitica, de un ascenso
de los niveles de IgG y de una disminucién de los valores de
proteina C reactiva. Por el contrario, en quienes evolucionaban
mal o no sobrevivian, se observaba una disminucidén sostenida de
las cifras de IgG en suero y valores elevados de proteina C

reactiva.

Nosotros pensamos que todos estos cambios, estaban
producidos por una liberacién excesiva de citoquinas. Luego,
parece razonable concluir que la linfopenia es motivada por un
secuestro de las células en el endotelio vascular y otros
tejidos inflamados y dafiados, debido a la alta densidad de
moléculas de adhesidén exhibidas por las membranas celulares de
los enfermos, que hacen, que los linfocitos se adhieran a estos
lugares y sélo mds tarde, con la recuperacidén del sujeto, y la
posible disminucién de citoquinas, la densidad de estas
moléculas vaya disminuyendo y los linfocitos pasen nuevamente

al torrente circulatorio.

La linfopenia, no es por consiguiente la causa de la
inmunodeficiencia, sino mas bien el resultado o la consecuencia
de cambios en 1la concentracién de citoquinas, que son
genuinamente, el origen de la depresién en las defensas

organicas y del fracaso multidrgano.
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Creemos que en un futuro, no muy lejano, se diagnosticaran
en cada paciente individual las alteraciones de defensa
especificas, lo que facilitara el conocimiento de su situacién
inmuinoldégica actual y pronéstico. De este modo, estaremos en
mejor disposicién de instaurar modalidades profiléacticas y
terapéuticas que podrian contribuir a la mejora de la respuesta

inmune en aquellos sujetos victimas de accidentes.
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