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GLOSARIO

AcAE IgM: Anticuerpos antiendotoxina inmunoglobulina M.

ACAE IgG: Anticuerpos antiendotoxina inmunoglobulina M.

BGN: Bacterias Gram negativas LPS: Lipopolisacarido.

CHM II: Complejo de Histocompatiblidad tipo 1.

PMAPs: Patron molecular asociado a patégenos.

IL1: Interleucina 1.

IL6: Interleucina 6.

LAL: Limulus amebocyte lysate.

PCR: Proteina C reactiva.

PCT: Procalcitonina.

SC: Shock cardiogénico.

SS: Shock séptico.

UCI: Unidad de cuidados intensivos.

IAM: Infarto agudo de miocardio.

ICA: Insuficiencia cardiaca aguda.

ICC: Insuficiencia cardiaca cronica.



RVS: Resistencias vasculares sistémicas.

SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.



TESIS EN FORMATO MONOGRAFICO (“CLASICA”).

Tesis en formato de monografico con un articulo. La tesis consta de diez objetivos y dos

articulos:

1.- Ramirez P, Villarreal E, Gordon M, Gémez MD, De Hevia L, Vacacela k, Gisbert T,
Quinza A, Ruiz J, Alonso R, Bonastre J, Vila J. Septic participation in Cardiogenic Shock:

Exposure to bacterial endotoxin. Shock. 2017 May;47(5):588-592.

Journal Citation Reports (JCR) — Categoria Critical Care Medicine — I.F. 3.1 (Q3)

Scimago Journal Ranking (SJR) — Categoria Critical Care and Intensive Care Medicine (Q1)

2.- Villarreal E, Ramirez P, Gordéon M, Vicent C, Gobmez MD, De Hevia L, Vacacela K,
Alonso R, Vila J. Anti-endotoxin antibodies consumption in cardiovascular collapse:

Pathophysiological concerns. Med Intensiva. 2022 Nov; 46(11).

Journal Citation Reports (JCR) — Categoria Critical Care Medicine — I.F. 3.0 (Q3)

Scimago Journal Ranking (SJR) — Categoria Critical Care and Intensive Care Medicine (Q2)
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RESUMEN

Titulo:

Analisis del comportamiento de los anticuerpos IgM antiendotoxina en el paciente critico.

Introduccion:

La endotoxina o lipopolisacarido (LPS) es el componente principal de la pared celular
de las bacterias Gram negativas (BGN) y en gran medida es la responsable de la respuesta

inflamatoria sistémica del paciente que sufre una infecciéon por dichas bacterias.

La presencia de LPS se puede detectar mediante la cldsica prueba del limulus
amebocyte lysate (LAL), que adolece de un exceso de falsos negativos cuando se realiza
en muestras sanguineas; o mediante la determinacién de la actividad de la endotoxina
(EAA). Sin embargo, existe otro método validado para el estudio del LPS que consiste en
la medicién de los anticuerpos especificos producidos por nuestro sistema inmune. En el
ser humano la exposicidon al LPS provoca la produccion de anticuerpos antiendotoxina
(AcAE). Dada la presencia de bacterias en el intestino humano y el constante contacto con

sus toxinas, existe una tasa de AcAE circulante habitual en el sujeto sano.

La infeccion por BGN alterara el resultado de las pruebas que evaltan la exposicién al
LPS, en el caso de los AcAE se producird un consumo inicial seguido de un aumento de su
produccién. No obstante, en ausencia de infeccién por BGN también se ha objetivado una
exposicién a LPS en el paciente critico. Se considera en esta situacion que existe una

liberacion secundaria de endotoxina de una fuente enddgena, el tracto gastrointestinal.
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La endotoxinemia estaria producida por la disbiosis intestinal del paciente critico y

sobretodo por la alteracidn de la mucosa intestinal que pierde su funcidn de barrera.

En el paciente critico la barrera intestinal se ve alterada por diversas condiciones,
apareciendo con frecuencia los fendmenos de traslocacion bacteriana. En situacidon de
fracaso hemodinamico, la mucosa del intestino sufre una isquemia cuya entidad y

consecuencias no son bien conocidas.

Hipétesis:

El estudio de la exposicidn a la endotoxina en el paciente critico permitiria profundizar
en los mecanismos fisiopatoldgicos tanto del proceso infeccioso como de otras
entidades tales como el shock cardiogénico. La cinética del consumo/produccién de
anticuerpos frente a la endotoxina en el shock séptico dependera del tipo de
microorganismo y de la gravedad de la infeccién. En los pacientes en shock
cardiogénico la hipoperfusién intestinal dard lugar a una hipoperfusién de la mucosa y
a una traslocacion bacteriana en forma de endotoxinemia que podria participar en la

génesis de los fendmenos inflamatorios observados.

Objetivos:

Objetivos principales.

1. Analizar la participacion de la endotoxina en el fracaso cardiovascular.

2. Analizar la cinética de los anticuerpos antiendotoxina en el shock cardiogénico.
-12-



3. Comparar la cinética de los anticuerpos antiendotoxina en el shock cardiogénico y

shock séptico.

Objetivos secundarios.
1. Describir la respuesta inflamatoria mediante parametros clinicos y analiticos (bio-
marcadores inflamatorios: PCR, PCT e IL6) en el paciente en shock cardiogénico.
2. Analizar la correlacion entre el titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcadores de
inflamacidn en el paciente en shock cardiogénico.
3. Analizar la capacidad prondstica del titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcado-
res de inflamacion en el paciente en shock cardiogénico.
4. Describir la respuesta inflamatoria mediante pardmetros clinicos y analiticos (bio-
marcadores inflamatorios: PCR, PCT e IL6) en el paciente en shock séptico.
5. Analizar el titulo de Ac IgM antiLPS en relacién con la etiologia del shock séptico.
6. Analizar la correlaciéon entre el titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcadores de
inflamacién en el paciente en shock séptico.
= Analizar la capacidad prondstica del titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcado-

res de inflamacion en el paciente en shock séptico.

Métodos.

Tipo de estudio.

Estudio prospectivo observacional de cohortes, realizado en la unidad de cuidados
intensivos (UCI) del Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia, Espaia).
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Criterios de inclusion y exclusion.

Se incluyeron de manera consecutiva pacientes con criterios de shock cardiogénico y
séptico, no inmunodeprimidos y mayores de 18 afios, que firmaran el consentimiento

informado para participar en el estudio.

A los pacientes incluidos, se les realizé un seguimiento durante los tres primeros dias.
Se recogieron muestras sanguineas para analizar marcadores inflamatorios: proteina C
reactiva (PCR), procalcitonina (PCT) e interleuquina 6 (IL6), y anticuerpos IgM
antiendotoxina.

El método para determinar la procalcitonina e IL6 fue por electroquimioluminiscencia
(EQL) en Cobas 6000 (E-170), Roche Diagnostics. Respecto al método empleado para
determinar la PCR se empledé el test turbidimetrico.

Los anticuerpos antiendotoxina IgM, se determinardn segun la técnica de ensayo por

inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA), como previamente describié Barclay y Scott

(7).

Se cred una base de datos en la que se recogieron todos los datos demograficos,
antecedentes médicos, variables analiticas, microbiolégicas y hemodindmicas. Se usé
la escala APACHE Il para valorar la gravedad. Se calculé mediana y rango intercuartilico
(Rl) para variables continuas, asi como frecuencias relativas y absolutas para variables
discretas. Para el andlisis de las variables de estudio se empled el test Ji cuadrado o
test exacto de Fisher en el caso de variables categéricas y U de Mann-Whitney o test
de Kruskall-Wallis en el caso de variables continuas. Todos los test se realizaron con un
nivel de significacién p < 0.05 y los intervalos de confianza con una confianza de 1-a.
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La capacidad diagndstica de los distintos biomarcadores fue evaluada mediante la

construccion de una curva ROC vy el andlisis de la AUC.

Resultados.

Se incluyeron a 62 pacientes; 25 con SS y 37 con SC. La etiologia fue identificada en 23
pacientes con SS (92%), los BGN estuvieron presentes en 13 casos (52%). Se sospechd
e incluso se tratd la infeccion en 30 pacientes con SC, pero en ningln caso se pudo

confirmar la existencia de la misma.

El consumo de EndoCAb fue mds intenso en los pacientes con SS, pero 22 pacientes
con SC (59,5%) tuvieron unos valores por debajo del percentil 10. Los niveles de
EndoCAb no fueron significativamente diferentes entre las infecciones por BGN y cocos
grampositivos. La capacidad de EndoCab para diferenciar entre SC y SS resulté ser

moderada (AUC 0,7892; IC del 95%, 0,6564-0,9218).

Conclusiones

En el paciente critico con sepsis grave/shock séptico o con shock cardiogénico existe
una exposicion a la endotoxina detectable mediante la determinacion del titulo de los
AcAE. Aunque el tipo de patologia y la etiologia bacteriana pueden modificar el titulo
de AcAE no es posible establecer puntos de corte que limiten estas entidades. Los re-
sultados de esta tesis expresan la imposibilidad de compartimentalizar el fracaso he-
modinamico en el paciente critico y ponen de manifiesto la adicion de mecanismos

fisiopatoldgicos secundarios.
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El paciente critico es por definicién un paciente extremadamente complejo en el que la
enfermedad y el fallo orgdnico han puesto en peligro la vida del enfermo. Requiere por
tanto con frecuencia del uso de dispositivos artificiales para paliar la disfuncién de los
érganos, asi como de multiples tratamientos y pruebas diagndsticas. El insulto original
que ocasiona el ingreso en la unidad de cuidados intensivos (UCI) es muy diverso y el
intensivista estd acostumbrado a que aparezcan lesiones o disfunciones secundarias,
por ejemplo, un sindrome de distrés respiratorio en la pancreatitis aguda. No obstante,
existen dafios colaterales que resultan menos obvios o identificables pero que
modifican la fisiopatologia que mantiene el estado de enfermedad, y que incluso

podrian ser subsidiarios de intervenciones terapéuticas.

Las toxinas bacterianas desempefian un papel claramente identificado en la infeccién y
la sepsis. No obstante, su relevancia fisiopatoldgica también podria activarse como
reflejo de la disfuncién de un sistema integrado en nuestro organismo, aunque quizas
de una manera menos tangible que otros: el microbioma. Las bacterias y sus toxinas
forman parte de nuestro organismo en los diversos microbiomas que nos acompafan,
siendo el intestinal el mds conocido y relevante. La alteracion del microbioma
intestinal y la disrupcion de sus limites estructurales, la mucosa intestinal, puede dar
lugar al paso hacia el interior de toxinas y bacterias, traslocacién intestinal. La
traslocacion conllevard una segunda ola de reaccidn inmune-inflamatoria que

modificard el estado del paciente y por tanto nuestra actuacion.

Aunque esta linea argumental se mantiene desde hace tiempo son escasos los trabajos

gue han profundizado en su estudio y comprensién en el paciente critico. En esta tesis
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hemos incluido pacientes criticos con una esperada participacion bacteriana, shock
séptico, y pacientes en los que dicha participacién no estaba prevista, shock
cardiogénico. De este modo pretendemos analizar el comportamiento de la
endotoxina como elemento comun que potencialmente podria fusionar dos caminos

fisiopatoldgicos inicialmente distintos.

1. Shock séptico

La sepsis es un sindrome inducido por una infeccion en el que la respuesta
inflamatoria del huésped puede generar una disfuncidn orgdnica e incluso poner en
peligro la vida del paciente. El tiempo de evolucion hasta el diagndstico y un manejo

apropiado juegan un papel determinante en el desenlace.

Es un importante problema de salud publica, que afecta a millones de personas a
nivel mundial y que genera gran parte de los costes a nivel hospitalario. De hecho la
incidencia reportada de sepsis en los ultimos afios se ha incrementado (1). Este
incremento es debido a una suma de factores; por un lado, existe un envejecimiento
de la poblaciéon acompanado de la presencia de mdas comorbilidades y por otro, el
mayor uso de procedimientos invasivos, el amplio uso de farmacos inmunosupresores
y quimioterapia, y la resistencia bacteriana a la antibioterapia. A pesar de los avances
en su manejo terapéutico y aunque se desconoce la verdadera incidencia, las
estimaciones mas conservadoras indican que la sepsis es una de las principales causas
de morbimortalidad global. De hecho, la mortalidad intrahospitalaria puede llegar a

superar el 40% (1).
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La sepsis es la principal causa de ingreso en la unidad de cuidados intensivos y la
complicacidon mas habitual en el paciente critico (2). Por tanto, los recursos dedicados

a esta entidad suponen un importante porcentaje del gasto total asistencial.

Ademas, cada vez hay mas evidencia en la literatura de que los pacientes que
sobreviven a la sepsis suelen tener discapacidades fisicas, psicolégicas y cognitivas a

largo plazo con importantes implicaciones sociales y de atencién sanitaria (3).

La sepsis se produce por la combinacién de dos factores, por una parte los propios del
patdgeno, y por otra los factores del huésped, tales como edad y la presencia de
comorbilidades. Precisamente la diferencia entre sepsis e infeccién, es que en la
primera se produce una respuesta inflamatoria sistémica de tal intensidad que puede
producir la disfuncién de drganos e incluso la muerte del paciente. Dado que la
disfuncién orgdnica inducida por la sepsis puede pasar desapercibida si es de baja
expresividad o intensidad, la actitud del especialista frente a la infeccién de be ser de

busqueda proactiva de la respuesta inflamatoria y la posible afectacién orgdnica (3).

Cuando la respuesta inflamatoria a la sepsis se acompana de disfuncion cardiovascular
hablamos de shock séptico. La importancia de la disfuncién cardiovascular no radica
tanto en las cifras de tension arterial como en la alteracion que se produce a nivel del
metabolismo celular sometido a un déficit de oxigeno. Identificaremos al paciente en
shock séptico cuando tras el diagndstico de la infeccién detectemos una hipotension
persistente que requiere vasopresores para mantener una PAM 265 mm Hg y un nivel
de lactato sérico >2 mmol/L (18 mg/dL) a pesar de una reanimacién con volumen

adecuado.
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Tanto la sepsis como el shock séptico son emergencias médicas en las que el tiempo
hasta el diagndstico y correcto tratamiento es crucial. Del mismo modo que se ha es-
tablecido en muchos hospitales un cddigo infarto para atender a los pacientes con in-
farto agudo de miocardio o el cddigo ictus para atender a los pacientes con accidente
cerebrovascular isquémico, la sepsis requiere del denominado también cddigo sepsis.
La activacién de dicho cddigo y el consecuente manejo del paciente, rdpido y adecua-

do, condicionara el prondstico del paciente.

Aunque la etiologia virica y fungica ha aumentado en los ultimos afnos, la infeccién
bacteriana de adquisicidon en la comunidad o en el hospital sigue siendo la etiologia
mas frecuente de la sepsis y el shock séptico. La patogenicidad de la bacteria se basa
con frecuencia en la produccidn y liberacién de toxinas. De hecho, la inoculacién
directa de dichas toxinas producira el mismo cuadro clinico que una infeccidn,

incluyendo la sepsis y el shock séptico.

Existen alrededor de 220 toxinas bacterianas conocidas, y el 40% son responsables

de enfermedades que dafan la membrana de las células eucariotas (4).

Se pueden distinguir dos tipos de toxinas.

- Exotoxinas: Son las mas frecuentes. Son proteinas solubles y termolabiles,
producidas en el interior de la bacteria como parte de su crecimiento vy
metabolismo. Se segregan en el propio medio o se liberan después de la lisis de
la bacteria que la produce. Son dafiinas a bajas concentraciones y pueden
actuar multiples ocasiones ya que se pueden desplazar desde el foco infeccioso

hacia otros tejidos (4,5).
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Las exotoxinas a su vez se dividen en tres categorias:

1.- Toxinas superantigenos.

En condiciones normales, las células presentadoras de antigenos (CPA) procesan en su
interior el material antigénico y lo expresan en su superficie unido al complejo mayor
de histocompatibilidad tipo Il (CMH-II). Estos antigenos son reconocidos por los
linfocitos T4 a través de un receptor especifico. Para la mayoria de infecciones, todo
este procesamiento es un factor limitante en la velocidad de activacién de los linfocitos
T4 y los mecanismos de retroalimentacién que regulan todo esto, aseguran que solo se

active un 1% del total de linfocitos T4.

Sin embargo, existen antigenos que son capaces de evitar ese procesamiento
intracelular. Estos antigenos, se denominan “superantigenos”. Se unen directamente al
CHM-II y al receptor de los linfocitos T4, por lo tanto, se genera una activacion mas
directa e inespecifica de los linfocitos T4, que puede llegar a reclutar hasta el 40% de

los linfocitos T circulantes. (6)

Los linfocitos T4 activados generan una liberacién exagerada de citoquinas que
provoca una respuesta inflamatoria generalizada y una rdpida progresion del shock
hacia una disfuncién multiorgdnica. Ejemplos de exotoxinas de tipo | incluyen la toxina
del sindrome de shock téxico (TSS), liberada por Staphylococcus aureus, y la exotoxina
pirégena liberada por Streptococcus pyogenes, que causa el sindrome de shock toxico

estreptocdcico. (5,7).

2.- Toxinas citoliticas.
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Provocan la degradacion integral de la membrana citoplasmatica provocando la lisis

celular. Existen diferentes tipos en funcién de las células que afecten:

- Las leucocidinas son exotoxinas que tienen la capacidad de alterar la
membrana de la célula huésped, en concreto de los macrdfagos. La mayoria se

producen por estafilococos y estreptococos.

- Las hemolisinas, alteran la membrana de los glébulos rojos de la sangre por

medio de canales proteicos.

Ambas son capaces de causar la lisis no sélo de los eritrocitos y los leucocitos sino
también de otras células del organismo (5). La destruccidon celular provoca una
respuesta inflamatoria tanto de manera directa como indirecta a través de la
liberacion de patrones moleculares asociados a patogenos (PMAPs), que tienen la
capacidad de interactuar directamente con receptores de los linfocitos T4 generando

una liberacidn de citoquinas inflamatorias. (6)

Son ejemplos relevantes, la toxina alfa de Staphylococcus aureus, la aerolisina de

Aeromonas hydrophila y la toxina ClyA de Escherichia coli (7).

3.- Toxinas A-B.

Estan formadas por las subunidades A y B. La B es el elemento que se suele unir a un
receptor celular del huesped y asi permite que A atraviese la membrana de la célula

diana logrando dafiarla.

La subunidad A son enzimas activas que inactivan las vias de sefializacion intracelular
lo que interfiere con diversas funciones de la célula huésped. La subunidad B se une al

receptor de membrana de la célula. Una vez unidas, las exotoxinas se endocitan y la
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subunidad A accede directamente al citosol. Algunas bacterias estan equipadas con un
sistema de secrecién de tipo lll, que utiliza una estructura en forma de aguja para

introducir exotoxinas directamente en el citoplasma. (6)

Existen distintos patégenos productores de exotoxinas A-B inhibidoras de la sintesis
proteica; por ejemplo, la toxina diftérica que es producida por Corynebacterium
diphtheriae, toxina pertusis por Bordetella pertussis, la toxina colera por Vibrio cholera,
la toxina Shiga like por Shigella dysenteriae o Escherichia coli enterohemorragico. (5)

(Figura 1).

Estas exotoxinas se emplean para producir toxoides, aunque son seguros siguen siendo

antigénicos y, son la base de varias vacunas (6).
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Figura 1. Exotoxina AB. Mecanismo de accidon. Imagen propia Biorender.
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- Endotoxinas.

El lipopolisacarido (LPS) o histéricamente llamado endotoxina, se encuentra presente
en la membrana externa de la pared celular de las bacterias Gram negativas. Cuando el

microorganismo muere y se lisa, la toxina se libera.

Una vez liberado, el LPS se une a la proteina de unién al LPS (LBP), esta LBP actla como
una transferasa y se consideran un modulador potente del reconocimiento del LPS. El
complejo LPS-LBP generard una activaciéon tanto de la inmunidad innata como
adquirida. Tiene la capacidad de unirse al CD14 presente en la membrana de
macrofagos, monocitos y neutréfilos y también puede unirse al receptor especifico de
los linfocitos T CD 4+, activando el factor nuclear intracelular (NF) -kB que regula la
transcripcion genética de citoquinas proinflamatorias, como el factor de necrosis
tumoral a y la interleucina 1. Por lo tanto, una concentracion elevada de LPS
desencadena una tormenta de citoquinas que puede provocar un shock séptico y/o

disfuncién multiorganica (6,8).

Asi mismo, son capaces de activar las proteinas de coagulacién sanguinea, formando
pequefios coagulos que pueden obstruir los capilares y, en consecuencia, provocar una
disminucién de la irrigacion que conduce a la muerte de los tejidos (8). Su implicacién
en la patologia del paciente critico es el objetivo de esta tesis y por tanto sera

estudiado en profundidad mas adelante.
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2. Shock cardiogénico.

La insuficiencia cardiaca aguda (ICA) es una disfuncidn miocardica y circulatoria (tanto
sistémica como pulmonar) que conduce a anomalias hemodinamicas agudas y graves.
Los factores que la desencadenan pueden ser la isquemia, la hipertensién, las arrit-
mias, otro tipo de comorbilidad no cardiaca o el uso de farmacos cardiotéxicos. El gra-
do mas extremo de esta patologia es el shock cardiogénico (9).

El SC es una condicién clinica de perfusién tisular inadecuada debido a la incapacidad
del corazén de bombear una cantidad adecuada de sangre. Esta reduccion de la perfu-
sién tisular da como resultado una disminucién del suministro de oxigeno y nutrientes
a los tejidos vy si se prolonga puede desencadenar un fracaso multiorganico (10,11).

La causa mas comun es el infarto agudo de miocardio (IAM). De hecho, el SC ocurre
entre 5-10% de los pacientes que han presentado un IAM. (12)

En los pacientes en SC las manifestaciones clinicas mds comunes son las derivadas de
la hipoperfusion tisular. Se pueden manifestarse como una disminucién o alteracion de
consciencia, frialdad acra con disminucién de los pulsos periféricos, oliguria (diuresis
inferior a los 30 ml/h), lactato sérico elevado (superior a 2 mmol/L) y puede ir acom-
pafiada de una hipotensién que generalmente se define como una presion arterial sis-
tolica inferior a 90 mmHg o una presidn arterial media inferior al 25 % de la sistdlica, lo
que indicaria un gasto cardiaco reducido (13).

Ademas, debido a la disfuncidn sistdlica y diastélica ventricular se observan signos se-
cundarios al aumento de las presiones de llenado intracardiaco, como el edema pul-

monar, ortopnea o una presion venosa yugular elevada (13).
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La mortalidad a los 30 dias es del 40% vy al afio cercana al 50%. Su manejo sigue siendo
complejo a pesar de los avances terapéuticos (13).

Cada vez tenemos mayor evidencia en la literatura de que en las enfermedades car-
diovasculares, como la insuficiencia cardiaca crdénica, hay una interaccion entre el in-
testino y el corazdn. En concreto el microbioma intestinal y la endotoxemia, desenca-
denan una inflamacidn sistémica cuyas complicaciones empobrecen el prondstico del
paciente (14).

La superficie del intestino tiene dos papeles fundamentales, por un lado, se encarga de
absorber nutrientes, y por otro actla como barrera, impidiendo el paso al torrente
sanguineo de sustancias nocivas y bacterias o productos bacterianos propios de la luz
gastrointestinal, incluido el LPS. Durante el shock cardiogénico, la reduccion del gasto
cardiaco da como resultado un suministro inadecuado de oxigeno a los tejidos y érga-
nos, sacrificando especialmente la irrigacién del tracto digestivo. Este déficit de irriga-
cién producira una isquemia de la mucosa permitiendo la endotoxemia, que generara
una inflamacién sistémica. A su vez la activacidn de la cascada inflamatoria provocara
una vasodilatacion patoldgica, liberando éxido nitrico sintasa y peroxinitrito, que tie-
nen efectos inotrdpicos cardiotdxicos. Se produce asi, una retroalimentacidon negativa
gue tiene como consecuencias una caida del gasto cardiaco, mayor traslocacion y por
tanto mayor inflamacion sistémica. La cifra sérica de interleucinas y del factor de ne-

crosis tumoral alfa (TNF-a), mediadores inflamatorios sistémicos causantes de la vaso-

-27 -



dilatacién, se ha relacionado con la mortalidad de los pacientes en SC (11,15).

Figura 2. Interaccidn entre el microbioma intestinal

y las enfermedades cardiovasculares.

En el paciente en SC aparecen con frecuencia signos y sintomas propios de la respuesta
inflamatoria y que son similares a los que se observan cuando existe una complicacién
infecciosa. La fiebre, leucocitosis, disminucion de las resistencias vasculares sistémicas
e incluso aumento de los niveles séricos de biomarcadores infecciosos son hallazgos
comunes en los pacientes con SC (16). La mencionada afectacién intestinal y la translo-
cacién bacteriana, principalmente en forma de endotoxemia, ha sido sefalada por al-

gunos autores como la posible explicacién de este sepsis-like sindrome (17).
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3. Lipopolisacérido:

El lipopolisacarido (LPS), es una macromolécula polar considerada como el
componente principal de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas (BGN).
El LPS juega un papel primordial en la fisiologia, la permeabilidad y la fluidez de la
membrana externa de la pared celular bacteriana. Estas caracteristicas le convierten

en un elemento vital para las BGN (18).

El LPS esta compuesto por tres estructuras conectadas que otorgan a la

molécula su propiedad polar y anfipatica (Figura 3):

- La estructura bdsica consta de un componente de lipido A o endotoxina; una
estructura central de oligosacdrido y una cadena lateral de polisacdrido repetitiva
gue otorga la especificidad de serotipo y las propiedades polares. La estructura del
lipido A consta de diglucosamina B1-6 difosforilada unida a seis acidos grasos de
cadena media unidos a un éster colocados de manera asimétrica. El lipido A tiene
una estructura muy conservada pero no idéntica entre los distintos géneros de

BGN. Es la que confiere a toda la estructura del LPS la propiedad endotdxica (19).

- El nucleo central del LPS consta de dos partes. Una interna, estd compuesta de una
region de heptosa y residuos de 4acido 3-desoxi-D-mano octulosdnico con
moléculas de hexosa. Y otra region externa contiene una secuencia de moléculas
de hexosa mucho mas variable, que se une al polisacarido externo o antigeno O. El
nucleo interno, estd muy conservado dentro de un género o familia de baterias, de

hecho, los oligosacaridos centrales de bacterias lejanamente relacionadas
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comparten caracteristicas estructurales, lo cual es un reflejo de la importancia del

nucleo interno en la integridad de la membrana externa (19).

- El componente de polisacdrido externo del LPS (antigeno O) se encuentra en la
superficie de la pared celular de la bacteria y posee un papel inmunodominante
(11). La estructura del polisacarido O define la especificidad serolédgica del antigeno
O en un organismo, pero el nimero de antigeno O Unicos dentro de una especie
varia considerablemente. Por ejemplo, Escherichia coli, produce aproximadamente

170 serotipos O. (19)

LPS %

Figura 3. Estructura del Lipopolisacarido. (Imagen propia Biorender).

Antiegeno O
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Lipido A

En el paciente infectado, el LPS es responsable de la activaciéon del sistema

inmune innato (monocitos, granulocitos y células natural killer). Esto es debido a que el
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lipido A, es detectado mediante un receptor del sistema inmunoldgico innato presente
en macroéfagos y células endoteliales. Este receptor, es el receptor toll 4 (TLR4) y es
una proteina que atraviesa la membrana y es capaz de activar la biosintesis de
citoquinas proinflamatorias como la IL1 o TNF a y la produccién de molecular
coestimuladores necesarias para desarrollar una respuesta inmune adaptativa (19).
Por otro lado, en las células endoteliales, el lipido A estimula la produccién de factor
tisular. Todos estos eventos son deseables y actian de manera sinérgica en una
infeccion local. Sin embargo, en exceso y a nivel sistémico, activan diversos factores de
coagulacion que dafian los vasos sanguineos precipitando una coagulacion

intravascular diseminada y un fracaso multiorganico.

La mayoria de los genes expresados inicialmente por el huésped en la
exposicién a una BGN completa son reproducibles con la administraciéon de una Unica
molécula de LPS. Esto indica que el LPS es la molécula dominante reconocida por las

células efectoras inmunitarias (20).

Autores a finales del siglo pasado y principios del actual consideraban a la
endotoxina como un marcador especifico de la infeccion por BGN (21-23). No
obstante, resultados mds recientes han mostrado que la exposicion a endotoxina es

posible en ausencia de diagndstico de infeccién demostrada por BGN.
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4. Evaluacion de la exposicion a endotoxina:

4.1.- Determinacion de endotoxina.

Tradicionalmente, la presencia de LPS se ha puesto de manifiesto mediante el

ensayo de lisis de amebocitos de Limulus (LAL).

En 1956, Bang descubrié que la endotoxina de un Vibrio marino era patégena
para el cangrejo de herradura (Limulus polyphemus) ya que provocaba en el animal
una coagulacién intravascular diseminada. Estos autores posteriormente, demostraron
que esto era el resultado de una reaccion entre la endotoxina y la hemolinfa del
cangrejo (células sanguineas circulantes o amebocitos). La molécula de endotoxina

causaba la conversion enzimadtica de un factor de coagulacidn de los amebocitos.

Una vez que se reconocié el potencial de esta prueba, en afios posteriores se
decidio tratar de emplearlo como una herramienta diagndstica. Se desarrollaron varios

métodos de andlisis a partir de este principio (24):

- Método cromogénico cinético: Se mezcla una muestra con la hemolinfa del cangrejo.
En presencia de endotoxina, la muestra sanguinea del cangrejo reacciona y se genera
la liberacidon de un cromoéforo a partir de un péptido cromogénico (paranitroanilina).
Se mide la densidad O6ptica a través de un espectrofotometro. El resultado es
directamente proporcional a la cantidad de enzima de coagulacion activa y, por tanto,

indirecta a la cantidad de endotoxina. La reaccion depende del tiempo y temperatura.
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- Gen Clot: En un tubo se incuba la misma cantidad de la endotoxina y sangre del
cangrejo. Tras un periodo de incubacién se invierte el tubo. Si hay endotoxina, la
mezcla se coagulard y el gel permanecerd sélido en el fondo del tubo. Se puede
obtener un resultado semicuantitativo mediante la dilucidon en serie de muestras y

estandares.

- Cinética turbidimétrica. Se mezcla endotoxina y sangre del cangrejo. En presencia de
endotoxina, aumenta la turbidez de la mezcla. Un lector de microplacas registra el
tiempo de inicio necesario para alcanzar una absorbancia predeterminada de la
mezcla. El contenido de endotoxina se calcula con la referencia de un estandar de

endotoxina predefinido.

La lisis de los amebocitos es una prueba muy sensible en presencia de
endotoxina, sin embargo, existen ciertos aspectos por los que este reactivo presenta

dificultades (25).

-La cuantificacion de la actividad de la enzima LAL es complicada por la forma

sigmoide de la curva de la reaccién.

- La técnica requiere de condiciones adecuadas (pH, temperatura, iones).

- En fluidos bioldgicos, la coagulacion puede ser inducida por otros productos
microbianos, como componentes de la pared celular fungica (el B-(1,3)-D-glucano), y
los inhibidores circulantes en el huésped pueden bloquear la respuesta de coagulacién

a la endotoxina.
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Este ultimo aspecto hace que esta determinacién, si bien presenta buenos
resultados cuando se utiliza en muestras poco complejas como son las aguas de
dialisis, es poco fiable en muestras de plasma. El ensayo es un método fiable para la
deteccion de infecciones por BGN en fluidos corporales distintos de la sangre (25). Es
una prueba altamente sensible y especifica in vitro, pero adolece de un exceso de

falsos negativos cuando se realiza in vivo (24,25).

En la literatura existen mds de un centenar de estudios publicados en las
ultimas cuatro décadas, sobre el significado clinico de la deteccidn de endotoxina en la
sangre como una prueba diagndstica y prondstica. A pesar del numero de

investigaciones publicadas su papel diagndstico en la clinica, continta siendo incierto.

4.2.- Determinacion de actividad de endotoxina (EA).

Es un inmunoensayo en el que se emplea un anticuerpo monoclonal IgM
murino frente al lipido A de Escherichia coli, este en general tiene una reaccidn cruzada

para los LPS de los BGN.

Este ensayo de quimioluminiscencia (CL) utiliza la produccién de radicales libres
por parte de losleucocitos polimorfonucleares inducidos por la activacién de los
receptores CR 1y CR 3, mediante complejos LPS-anticuerpo, opsonizado por moléculas
de complemento y activado por zymosan (hidrato de carbono insoluble). Este
producto de estrés oxidativo o radical libre, producen la oxidacién del luminol y la

posterior emisiéon de luz. Se mide la liberacién de luz que se genera a través de un
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quimioluminédmetro sensible a la luz en el rango de 450 nm, a lo largo del tiempo

(27,28). Figura 4.

LPS Complemento

Radicales
libres +
Luminol

Anticuerpos +

Zymosan . . L

Figura 4. Determinacion actividad endotoxina. Imagen propia creada con Biorender.

Los niveles se cuantifican como un valor relativo en unidades actividad a
endotoxina (AE) de 0 a 1 y representan la media de determinaciones duplicadas de la

misma muestra.

A diferencia de los ensayos basados en LAL, el EA es insensible a la contamina-
ciéon ambiental extrinseca por endotoxinas. En ausencia de proteinas sanguineas, el
ensayo es aproximadamente de 500 a 1000 veces menos sensible a las endotoxinas
debido a la necesidad de que las proteinas sanguineas se desagreguen y expongan el
dominio del lipido A en la sangre total para una unién eficaz al anticuerpo antilipido A

(29).
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La AE se ha evaluado en una multitud de patologias y/o situaciones: politrau-
matizado grave, pacientes pediatricos sometidos a una reparacion quirdrgica de una
cardiopatia congénita, pacientes sometidos a una circulacién extracorpdrea o aquellos
gue han recibido un trasplante hepdtico o multivisceral. En todos estos estudios, se
observd una AE elevada y se asocié a un fendmeno secundario a la hipoperfusion in-

testinal, que en general se correlacioné a un peor prondstico en todas estas situacio-

nes (29,30).

Existen varios estudios en los que se ha valorado la AE en el paciente critico,

principalmente en el paciente en shock séptico (29-32).

De especial interés tiene el estudio MEDIC. Se trata de un estudio multicéntrico
en el que se incluyeron 857 pacientes ingresados en UCI a los que se determind la AE.
Se correlacionaron los niveles elevados de AE al ingreso con el riesgo de desarrollar
sepsis dentro de las 24 horas posteriores al ingreso en la UCI (odds ratio 3, P < 0,001),
la gravedad de la enfermedad, riesgo de mortalidad hospitalaria y en la UCI, y riesgo de
infeccidon por gramnegativos. La AE tuvo una sensibilidad del 85,3 % para la deteccién
de infecciones por gramnegativos y un valor predictivo negativo del 98,6 % para la ex-
clusién de infecciones por gramnegativos y del 94,8 % para la exclusién de todas las
infecciones. En este estudio también se observé endotoxemia en pacientes con infec-
ciones por bacterias Gram positivas y otros tipos de infecciones, asi como en pacientes

sin diagndstico de infeccidn (32).

-36 -



4.3.- Anticuerpos antiendotoxina.

En la década de los 90, Barclay, detectd los anticuerpos antiendotoxina a través
de la técnica de enzimainmunoanalasis de adsorciéon. Estos anticuerpos, son
especificos contra el nucleo de la endotoxina y tenia reaccidén cruzada con varias

especies y cepas de bacterias Gram negativas (33).

Los primeros estudios que utilizaron esta técnica, evaluaron los niveles de
anticuerpos antiendotoxina IgG (AcAE IgG) en el adulto sano. Los valores se expresaron
como porcentaje del rango mediana, en unidades medianas (UM) por ml. Para
establecer el rango normal, se tomoé como referencia el percentil 10 y 90 (equivalente

a 35 MU/mly 250 MU/ml) (33) (Figura 5).
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Figura 5. 1gG antiendotoxina determinado en 1000 adultos sanos (33).

Los AcAE IgG, estan presentes en nuestro torrente sanguineo desde nuestro

nacimiento. Probablemente se adquieren por via trasnplacentaria.
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En los tres primeros meses los AcAE IgG se reducen progresivamente, hasta
gue el organismo tiene capacidad para generar un titulo propio y mantenido. En el
caso de los anticuerpos IgM antiendotoxina, en el momento del nacimiento estan
ausentes, pero se incrementan de manera gradual de tal manera que hacia el primer

afo los valores basales son similares a los del adulto (33). (Figura 6)
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Figura 6. Evolucidn de los anticuerpos antiendotoxina IgM e 1gG los primeros afios de

vida (33).

En ausencia de patologia, los niveles de anticuerpos antiendotoxina
permanecen estables. Este equilibrio se altera cuando irrumpe en el organismo la
endotoxina. En esta situacidon se produce un consumo inicial de los anticuerpos
circulantes (tanto IgG como IgM). Dado que el 80% de los AcAE IgG se encuentran en el
tejido intersticial, este tipo de inmunoglobulina tardard mas en deplecionarse que las
IgM. La activacion tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa conducird a una

produccién rapida y corta de inmunoglobulinas (AcAE) que inicialmente seran del tipo
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IgM. La produccién de IgG sera mas lenta y tardia. Por todo lo anterior, la cinética de

IgM resulta mas interesante para valorar un episodio de endotoxinemia (33).

Barclay et al, observaron que en los casos de septicemia por Neisseria
meningitidis (bacteria Gram negativa, sin LPS en su superficie), se producia un
consumo de anticuerpos antiendotoxina probablemente por la liberacién de
endotoxina de fuentes enddgenas como un fendmeno secundario a una manifestacién
de la propia enfermedad. Por lo tanto, la presencia de altas concentraciones de
endotoxina circulante seria independiente del microorganismo causal responsable en
el caso de sepsis, lo que podria sugerir que la endotoxina medible proviene de la

microflora Gram negativa endégena de la superficie de las mucosas (33).

En resumen, la medicion de los anticuerpos especificos antiendotoxina es un método
de valoracién validado, que puede emplearse como marcador de exposicion a endoto-

xinas, incluso en situaciones en las que ésta no se puede medir.
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5.- Traslocacion bacteriana:

El intestino delgado y grueso, son érganos muy vascularizados a través de la
circulacién espldacnica. En situacion basal, recibe una cuarta parte del gasto cardiaco, lo
que hace que sea el érgano que recibe mayor flujo sanguineo en reposo. Por otra
parte, la mucosa intestinal tiene una elevada superficie de absorcion (100m?) gracias a
la presencia de la vellosidades y microvellosidades, esto le otorga una importante
actividad metabdlica que en momentos de mas demanda hace que reciba casi la mitad

del flujo sanguineo (34).

Es interesante hacer una especial mencidon a la vascularizacion de las vellosi-
dades intestinales. La difusién de oxigeno se realiza a través de una arteria central ha-
cia las venas submucosas (Figura 7). En ciertas circunstancias como el estrés fisico o la
hipovolemia, se produce una vasoconstriccién esplacnica que se traduce en una reduc-
cion del flujo sanguineo en la punta de las vellosidades, lo que provoca que la tensién
tisular de oxigeno sea baja y por tanto existe mayor riesgo de presentar isquemia en
esta region. Este suceso, se produce incluso cuando las variables hemodinamicas pare-

cen sistémicamente adecuadas (34,35).

-40 -



4
1
N
5
4
y

Figura 7. Anatomia de una microvellosidad intestinal. Imagen propia creada con

Biorender.

El epitelio de la mucosa intestinal actia como barrera que permite la adsorcién
de nutrientes, electrolitos y agua, y evita la entrada de toxinas, antigenos y
microorganismos a la circulacion sistémica. Existen dos vias de acceso a través del
epitelio la paracelular (atravesando las uniones existentes entre las células epiteliales)

o la transcelular (Figura 8).
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Figura 8. Vias de permeabilidad intestinal. Imagen propia creada con

Biorender.

Las citoquinas proinflamatorias, los factores fisicos (como el estrés osmético),
el tratamiento con ciertos medicamentos como los agentes antiinflamatorios no este-
roideos, la desnutricién o la disbiosis intestinal, alteran la permeabilidad intestinal a
través de su accidn sobre las uniones celulares del epitelio intestinal (35).

Por lo tanto, el correcto funcionamiento de la barrera intestinal depende de
tres mecanismos protectores; una flora bacteriana equilibrada que regule la ecologia
intestinal, una mucosa intestinal integra y un sistema inmune normofuncionante. Si

uno de estos tres eslabones se rompe, las bacterias viables o sus productos (LPS) atra-
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vesaran la mucosa intestinal y se propagaran por el sistema linfatico alcanzado de este
modo el medio interno. Este fendmeno, se denomina traslocacion bacteriana (35).
Aunque generalmente, la traslocacién se ha considerado como un evento
patolégico, en edades tempranas es un fendmeno que permite iniciar la memoria in-
munoldgica intestinal (35). Existen patologias abdominales o gastrointestinales (pan-
creatitis aguda, mucositis secundaria a quimioterapia o isquemia intestinal, por ejem-
plo) que se ha relacionado claramente con la translocacién intestinal. No obstante, en
otro tipo de enfermedades no directamente relacionadas con el tracto intestinal tam-
bién es posible que la traslocacidn bacteriana participe en la fisiopatologia de las mis-
mas. Este es el caso, de patologias como la insuficiencia cardiaca crénica (ICC). En pa-
cientes con ICC estable (estadio funcional para la disnea de la New York Heart Associa-
tion de Il/IV) se ha constatado una hipoperfusidn esplacnica, una atrofia de la mucosa
intestinal y una endotoxinemia acompafiante. Esta situacion se ha relacionado con un
peor prondstico y una mayor mortalidad y desnutricién (35-37). Aunque la investiga-
cion de este fendmeno ha sido menos productiva en el shock cardiogénico, es légico

considerar que esta situacion se multiplicaria logaritmicamente.
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6.- Endotoxina, en el paciente critico.

Entendemos como paciente critico a aquel paciente que padece un fracaso
bien de un drgano o multiorgdnico con compromiso vital, pero potencialmente

reversible si recibe el tratamiento adecuado.

La exposicidn a la endotoxina es un fendmeno que suscita interés en este tipo
de pacientes. El estudio MEDIC, es el estudio de cohortes observacional y prospectivo
en paciente critico de mayor tamafio muestral hasta la fecha (857 pacientes). Se
analizé el comportamiento de la actividad endotoxina (AE) el primer dia de ingreso y se
compardé con una poblacién de sujetos sano (94 sujetos). Los pacientes criticos
tuvieron una mayor AE que los sujetos sanos, ademas la AE fue aun mayor en el
subgrupo de pacientes criticos en situacion de shock. También observaron que
aquellos con mas endotoxina al ingreso correspondian a la poblacién con mayor

comorbilidad y que a lo largo de su evolucidn presentaban peor prondstico (32).

Historicamente, el paciente critico en sepsis es aquel en el que mas se ha
estudiado la cinética de la endotoxina y de sus anticuerpos. La infeccion por BGN es
una de las causas infecciosas de sepsis mads estudiadas. El LPS, actia como un potente
activador tanto del sistema inmunitario innato como adaptativo del huésped. Es capaz
de desencadenar una tormenta citobioquimica de inflamacion sistémica que consuma
provocando una situacion sepsis o incluso shock séptico. El grado de exposicidn a la

endotoxina circulante es un marcador de mal prondstico, en estas patologias (17).

No obstante, en la literatura tenemos evidencia de endotoxemia en patologias
no infecciosas con compromiso vital:
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1.

Insuficiencia cardiaca. La situacién extrema de la insuficiencia cardiaca es el shock
cardiogénico. En el paciente critico en SC, se produce una disminucion del flujo
sistémico y de la oxigenacion tisular siendo el intestino uno de los érganos que
primero sufren el déficit circulatorio (37,38). La hipoperfusién esplacnica suele
verse agravada por el uso de drogas vasoconstrictoras que reducen aun mas el
flujo sanguineo intestinal. Ademas, este tipo de pacientes se ven sometidos con
frecuencia a determinadas circunstancias (ausencia de nutricion enteral,
tratamientos antimicrobianos bactericidas) que alteran el equilibrio intestinal al
producir una atrofia de las microvellosidades y una modificacién del microbiota
(35). Todos estos factores, hacen que el paciente en shock cardiogénico sea
especialmente vulnerable de sufrir una traslocacién bacteriana y, por tanto,
endotoxemia (17). Existen datos clinicos, analiticos e incluso hemodindmicos que
de forma repetida parecen mostrar la existencia de un proceso séptico en el
paciente en SC (39). De hecho, es frecuente que la presencia de fiebre, leucocitosis,
elevacién de la procalcitonina determinen la extraccion de muestras bioldgicas
para su estudio microbiolégico (habitualmente infructuosos) e incluso se inicie
tratamiento antimicrobiano. Algunos autores han apuntado hacia la posible
participaciéon de la endotoxina en este sepsi-like sindrome, sin embargo, esta

hipdtesis ha sido escasamente explorada hasta el momento.

Politraumatismo. En el paciente politraumatizado grave, se detectaron valores
crecientes de AE en los primeros dias tras el traumatismo (pico el tercer dia). La
situacion de shock al ingreso y la necesidad de cirugia se asociaron a una mayor AE.

En aquellos casos en los que se documentd una infeccidn, la endotoxemia estuvo
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presente tanto en las infecciones por BGN como por Gram positivos. En ausencia
de infeccion se considerd que el origen de la endotoxinemia fue la isquemia
intestinal derivada del trauma o bien secundaria a fendmenos de traslocacion

bacteriana. El grado de AE se correlaciond con el grado de disfuncion orgdnica (40).

Paciente gran quemado. En el gran quemado, se produce una disfuncion de la
barrera intestinal. Por un lado, se produce una expresién alterada de las proteinas
implicadas en la estrecha unidn entre los enterocitos, lo que facilita la traslocacion
bacteriana. Por otro lado, las quemaduras causan una extravasacion de plasma que
conduce a un shock distributivo lo que deriva en una hipoxia e isquemia de los
tejidos, entre ellos la mucosa intestinal. Ademas, en este tipo de pacientes el
hipercatabolismo o la intensa respuesta inflamatoria generada por el dafio, agrava
las alteraciones presentes en la mucosa intestinal y por tanto la posibilidad de

endotoxemia y las consecuencias derivadas de ésta (41).

Pancreatitis aguda. La pancreatitis aguda es el resultado del dafo de los acinos
pancreaticos por radicales libres de oxigeno, lo que libera enzimas digestivas
(autodigestion pancreatica), activacion de proteasas y lipasas que dafan los tejidos
provocando edema, lesiones vasculares, hemorragia y necrosis en el propio
organo. Este proceso inicialmente local, genera unos efectos sistémicos dando
lugar a un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. Dicha inflamacién puede
conducir a un fracaso multidrganico que requerird de un manejo en la unidad de

cuidados intensivos. (42)
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Beaux De et al, evaluaron el papel de los AcAE IgM e IgG en esta patologia.
Observaron valores bajos de AcAE IgM en todos los pacientes con criterios
diagnésticos de pancreatitis aguda grave, y titulos especialmente bajos de AcAE IgG
en aquellos pacientes con fracaso multiorgdnico. Los autores argumentaron que los
hallazgos descritos eran el resultado del consumo de anticuerpos por la presencia

de LPS en la circulacién sanguinea (43).

Cirugia mayor. En ocasiones los pacientes sometidos a intervenciones quirdrgicas
de elevada complejidad pasan por un periodo de vulnerabilidad del que se pueden
derivan complicaciones que comprometan su estado vital, por ello es frecuente

gue requieran un manejo en la unidad de cuidados intensivos.

En un estudio observacional prospectivo de 40 pacientes trasplantados hepaticos,
se analizd la AE durante la cirugia y se monitorizd hasta un mes después del
trasplante. En los receptores, el valor medio de AE antes de la cirugia fue
significativamente mds elevado que los controles sanos y la AE aumentd
considerablemente tras la reperfusion del injerto. En el caso de rechazo, se
observd un incremento de la AE y en varios pacientes los niveles de AE
permanecieron elevados durante cuatro semanas. Se conjeturd que la persistencia
de AE elevada en el rechazo se debia a la disfuncién hepatica dado el papel activo

del higado en la eliminacién de endotoxinas. (44).

En la cirugia cardiaca también se ha estudiado la AE. En 54 pacientes a los que se
realizd a un bypass aortocoronario sometidos a circulacion extracorpdrea, se

determind la AE en distintos tiempos. Se objetivd una correlacidon positiva con la
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duraciéon de la cirugia, y determinaron que los pacientes con valores de AE

intermedios y altos tenian mas riesgo de padecer infecciones postoperatorias (45).

A pesar de que, en la literatura, existen numerosos articulos que analizan de la
presencia de endotoxina en el paciente critico, su papel como marcador prondstico o

como posible diana terapéutica contintan siendo incierto.
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Il. HIPOTESIS



1.- El estudio de la exposicién a la endotoxina en el paciente critico permitiria
profundizar en los mecanismos fisiopatolégicos tanto del proceso infeccioso como de

otras entidades tales como el shock cardiogénico.

2.- La cinética del consumo/produccién de anticuerpos frente a la endotoxina en el

shock séptico dependerd del tipo de microorganismo y de la gravedad de la infeccidn.

3.- En los pacientes en shock cardiogénico la hipoperfusidn intestinal dard lugar a una
hipoperfusion de la mucosa y a una traslocacion bacteriana en forma de
endotoxinemia que podria participar en la génesis de los fendmenos inflamatorios

observados.
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I11.OBJETIVOS



Objetivos principales.

1. Analizar la participacion de la endotoxina en el fracaso cardiovascular.
2. Analizar la cinética de los anticuerpos antiendotoxina en el shock cardiogénico.
3. Comparar la cinética de los anticuerpos antiendotoxina en el shock cardiogénico y

shock séptico.

Objetivos secundarios.

1. Describir la respuesta inflamatoria mediante parametros clinicos y analiticos (bio-
marcadores inflamatorios: PCR, PCT e IL6) en el paciente en shock cardiogénico.

2. Analizar la correlaciéon entre el titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcadores de
inflamacién en el paciente en shock cardiogénico.

3. Analizar la capacidad predictora del titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcado-
res de inflamacion en el paciente en shock cardiogénico.

4. Describir la respuesta inflamatoria mediante pardmetros clinicos y analiticos (bio-
marcadores inflamatorios: PCR, PCT e IL6) en el paciente en shock séptico.

5. Analizar el titulo de Ac IgM antiLPS en relacidn con la etiologia del shock séptico.

6. Analizar la correlacion entre el titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcadores de
inflamacidn en el paciente en shock séptico.

7. Analizar la capacidad predictora del titulo de Ac IgM antiLPS y los de biomarcado-

res de inflamacion en el paciente en shock séptico.
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IV. MATERIALY METODOS, Y RESULTADOS
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PRIMER ARTICULO

Titulo del articulo: “Septic participation in cardiogenic shock: exposure to bacterial

endotoxin”.

Objetivo del estudio:
- Analizar la participacién de la endotoxina en el fracaso cardiovascular.
- Analizar la cinética de los anticuerpos antiendotoxina en el shock cardiogénico.

Resumen:

Objetivo: El paciente en shock cardiogénico (SC), con frecuencia, presenta de fiebre,
leucocitosis, resistencias vasculares sistémicas bajas y niveles elevados de procalcito-
nina sérica lo que implican la busqueda de una enfermedad infecciosa concomitante.
Nuestra hipotesis es que la exposicion a endotoxinas en el SC podria explicar este sin-
drome similar a la sepsis.

Disefio: Estudio observacional prospectivo de pacientes consecutivos con SC ingresa-
dos en la unidad de cuidados intensivos (UCI). Los pacientes eran seguidos durante los
primeros 3 dias después del inicio de SC. Se recogieron todos los datos clinicos, hemo-
dinamicos y microbioldgicos. Se midieron diariamente biomarcadores inflamatorios y
anticuerpos antiendotoxina (IgM EndoCADb).

Resultados: Se incluyeron 37 pacientes consecutivos con SC. 22 pacientes (60%) tenian
una temperatura corporal >38,38°C 0 <35,82C; y 23 pacientes (62%) tenian un recuen-
to de leucocitos >14.000/mm3 o <4.000/mm3. El estudio microbiolégico se realizé en
30 pacientes (81%). No se diagnosticd infeccion en los pacientes estudiados. Todos los
pacientes tenian niveles de biomarcadores inflamatorios por encima de los valores

-54-



normales, incluida la procalcitonina (19 pacientes [51%] tenian procalcitonina sérica
por encima de 2 ng/ml). Todos los pacientes tenian IgM EndoCAb por debajo del valor
medio normal; 22 pacientes (59,5%) tenian un valor de antiendotoxina IgM inferior al
percentil 10 para personas sanas. La estabilizacion hemodindmica y respiratoria se lo-
gré en 23 pacientes (62%) y la tasa de mortalidad en la UCI fue del 38%, solo la procal-
citonina y la interleuquina-6 se asociaron con una mayor tasa de mortalidad.

Conclusion: Se detectaron titulos extremadamente bajos de IgM EndoCAb en SC, lo
gue sugiere exposicion a endotoxinas. Sin embargo, sélo los biomarcadores inflamato-

rios se relacionaron con la mortalidad en la UCI.
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ABSTRACT—ODbijective: In cardiogenic shock (CS), presence of fever, leukocytosis, relatively low systemic vascular
resistances, and high serum procalcitonin levels are quite frequent and recurrently involve the search for an infectious
complication. We hypothesized that endotoxin exposure in CS could explain this sepsis-like syndrome. Design and
Setting: Prospective observational study of consecutive CS patients admitted to our intensive care unit (ICU). Patients were
followed during the first 3 days after CS onset. All clinical, hemodynamic, and microbiological data were collected.
Inflammatory biomarkers and anti-endotoxin antibodies (IgM EndoCAb) were daily measured. Patients: We included
37 consecutive CS patients. Measurements and Main Results: Twenty-two patients (60%) had body temperature >38.3°C or
<35°C; and 23 patients (62%) had a leucocyte count >14,000/mm?® or <4,000/mm?®. Microbiological study was performed in
30 patients (81%). No infection was diagnosed in the studied patients. All the patients had serum inflammatory biomarkers
levels above normal values including procalcitonin (19 patients [51%] had serum procalcitonin above 2ng/mL). All the
patients had IgM EndoCAb below the normal median value; 22 patients (59.5%) had IgM anti-endotoxin value below
10th percentile range for healthy people. Hemodynamic and respiratory stabilization was achieved in 23 patients (62%) and
the ICU mortality rate was 38%, only procalcitonin and interleuquin-6 were associated with higher mortality rate.
Conclusion: We have detected extremely low titers of IgM EndoCAb in CS suggesting endotoxin exposure. However,
only inflammatory biomarkers were related to ICU mortality.

KEYWORDS—Cardiogenic shock, endotoxin, procalcitonin, sepsis-like syndrome

INTRODUCTION

Heart failure is the main and initial factor in cardiogenic
shock (CS). However, tissue ischemia and inflammatory
response leads to a more complex pathophysiology and even
to the blurring of the limits of this type of hemodynamic failure
(1). The presence of leukocytosis, high levels of inflammatory
biomarkers, fever, and even a decrease in systemic vascular
resistances indicates the existence of an intense inflammatory
process (2). Actually, it is even possible to detect an increase in
molecules such as procalcitonin (PCT), which theoretically
would indicate the presence of an infectious process (3, 4). In
this context, searching for an active infection is frequent and
usually fruitless. Some authors have hypothesized the possib-
ility of intestinal bacterial toxin translocation as the cause of
this sepsis-like syndrome (4).

On the same line, it has been demonstrated the existence of
alterations in the intestinal mucosa of patients with chronic
heart failure (5). Chronic intestinal hypoperfusion will lead to
the thinning of the mucosa, to an increased intestinal per-
meability, and finally to an endotoxinemic state (6—9). This
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situation has been correlated to a poorer outcome of the
patients (8, 9).

Endotoxaemia can be demonstrated by endotoxin determi-
nation or by measuring endotoxin activity. However, endo-
toxin determination can be affected by the endotoxin binding
to its natural antibodies, which could produce some errone-
ously low values (10, 11). Endotoxin activity analysis requires
a specific technology and blood samples must be processed
immediately (12). Another possibility for the detection of
endotoxaemia is the determination of anti-endotoxin anti-
bodies (13, 14). Exposure to a large amount of endotoxin
will cause a change in antibody titer, which has been applied
to the diagnosis and monitoring of various pathological
entities (15-20).

In this study, we aim to test the hypothesis that endotoxaemia
exists in many patients in CS. To demonstrate endotoxin
exposure in CS we will analyze clinical, microbiological,
and inflammatory data, and finally the anti-endotoxin title
antibodies titer in CS patients admitted to our intensive care
unit (ICU).

METHODS

Study design and inclusion criteria

Prospective observational study performed in a 24-bed medical ICU of a
1,200-bed university hospital. We included and followed up all consecutive
patients with CS. During the first 3 days after CS onset serum samples were
collected to analyze inflammatory biomarkers (C-reactive protein [CRP], PCT,
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and interleuquin-6 [IL-6]) and IgM antiendotoxin-core antibodies (IgM Endo-
CAD). The Institutional Review Board approved the study and informed consent
was obtained from the patients’ relatives.

Data collection protocol

The following data were collected on study inclusion: sex, comorbidities,
severity scores prior to intubation (including Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation Score-II (21), Sepsis-related Organ Failure Assessment
Score (22), and the reason for ICU admission). Clinical, analytical, hemody-
namic data, and therapeutic measures concerning CS were recorded along ICU
stay. Nosocomial infections were pursuit by means of daily evaluation of signs
and symptoms and microbiological assessment in case of clinical suspect.

Definitions

Cardiogenic shock—Patients had to fulfill all this criteria: persistent hypo-
tension (systolic blood pressure <80—-90mm Hg or mean arterial pressure
30 mm Hg lower than baseline); severe reduction in cardiac index (< 1.8 L/min/
m? without support or <2.0-2.2 L/min/m”> with support) or severe left
ventricular systolic dysfunction detected by echocardiography and adequate
or elevated filling pressure assessed by pulmonary artery catheterization or by
Doppler echocardiography, and tissue hypoperfusion manifested by cool
extremities, decreased urine output, and/or alteration in mental status (23).

Diagnosis of infection—Infection diagnosis was established according to the
Center for Disease Control criteria. In summary infection diagnosis requires the
presence of some clinical criteria followed by a microbiological confirmation
(24). For ventilator-associated pneumonia (VAP) two or more of the following
should be present: temperature greater than 38°C, leukocytosis greater than
12,000/mm> or leucopenia lower than 4,000/mm?®, or purulent respiratory
secretions; plus a new or progressive pulmonary infiltrate on chest x-ray.
VAP confirmation was defined by the quantitative culture of tracheobronquial
aspirate 2105 cfu/ran, bronchoalveolar lavage with 2104 cfu/mL, or mini
bronchoalveolar lavage >10% cfu/mL (25).

Hemodynamic and respiratory stabilization—During study follow-up
clinical response (stabilization by means of therapeutic interventions) was
considered when tissue oxygenation was normalized (serum lactate normal-
ization) and oxygenation was improved with a PaO,/FiO, >250.

Study of inflammatory markers

Blood samples were centrifuged (1,500 rpm, 10 min) and serum was frozen
at —80°C. PCT was measured by time-resolved amplified crypate emission
technology in a Kyptor analyzer (Brahms Diagnostica, Berlin, Germany).
Measurement of CRP was performed with an immunoturbidimetric method
using a commercial kit (Tina-quant CRP, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany). IL6 was measured by electrochemiluminescence in the Cobas
6000 (E-170), Roche Diagnostics.

Study of antiendotoxin antibodies

Commercially available enzyme-linked immunosorbent assays were used
according to the manufacturers’ protocols for measuring EndoCAb IgM (Hycult
Biotech, Uden, The Netherlands). The EndoCAb ELISA was originally devised
to screen blood donor plasma for high-titer antibodies to endotoxin core, which
are cross-reactive with endotoxins of a number of gram-negative bacterial
species, and was then applied to a variety of clinical studies. The EndoCAb
standard median-units IgM (MU) are arbitrary and based on medians of ranges
for 1,000 healthy adults; 10th to 90th percentile range has been established at
35MU/mL to 250 MU/mL an mean normal value at 100 MU/mL (14).

Statistical analysis

Continuous variables were compared using the Student 7 test for normally
distributed variables and the Mann—Whitney U test for non-normally distrib-
uted variables. Categorical variables were compared using the Chi-square and
the Fisher exact tests when appropriate. The threshold for statistical tests
significance was set at 5%. The collected data were entered and analyzed in
SPSS 15.0 software (SPSS, Chicago, IlI).

RESULTS

Description of the population

Thirty-seven consecutive patients with CS were included in
the study. Most of the patients were male (n 27; 73%) and mean
age was 58.7 £ 11 years. Mortality rate was 37.8% (n=14).
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Twenty-two patients (60%) had body temperature >38.3°C or
<35°C; and 23 patients (62%) had a leucocyte count >14,000/
mm? or <4,000/mm3. There was clinical suspicion of infection
and therefore antibiotic treatment onset and performance of
microbiological study (blood cultures, respiratory sample cul-
ture, or/and urine culture) in 30 patients (81%). No infection
was finally diagnosed. Clinical, hemodynamic, and therapeutic
maneuvers are depicted in Tables 1 and 2.

Inflammatory biomarkers

All patients had serum PCT levels above normal values
(0.5ng/mL). Moreover, 51.4% of the cases (n=19) had at
least one PCT value above 2 ng/mL, and 10 patients (27%) had
at least one PCT value above 5ng/mL. Maximum values of
inflammatory biomarkers can be observed in Table 2.

Antiendotoxin antibodies

All patients had antiendotoxin antibodies below the normal
median value (100 MU/mL). Twenty-two patients (59.5%) had
IgM anti-endotoxin value below 10th percentile range for
healthy people. There were no values above 90th percentile
range for healthy people.

Patient outcomes

Along follow-up, hemodynamic and respiratory stabilization
was achieved in 23 patients (62%) by means of different
therapeutic measures. Clinical stabilization was not related
to markers of inflammation or to anti-endotoxin antibodies
titers.

ICU mortality rate was 38%; EndoCAb titers were not
associated with patient prognosis, only PCT and IL-6 were
associated with higher mortality rate (Table 2, Fig. 1).

Clinical stabilization and mortality were not associated even
with an extremely low titer of anti-endotoxin antibodies (below
the 10th percentile). However, although it did not reach stat-
istical significance, clinical stabilization was less common in
patients with an antibody titer below the 10th percentile (52%
vs. 79%; P =0.103).

DISCUSSION

Our study has been able to demonstrate a disorder in the
human endotoxin equilibrium in patients in CS, which could
explain the presence of the sepsis-like syndrome so prevalent in
these patients. Exposure to endotoxin was an extremely com-
mon situation in our series although it was not possible to
establish any relationship with the prognosis of our patients.

Heart failure is the main and initial factor in CS. However,
tissue ischemia and inflammatory response leads to a more
complex pathophysiology and even to the blurring of the limits
of this type of hemodynamic failure (1, 2). Recent research has
suggested that the peripheral vasculature and neurohormonal
and cytokine systems play a role in the pathogenesis and
persistence of CS. Inflammatory mediators have been related
to this situation and also other circulating factors (complement,
procalcitonin, neopterin, C-reactive protein, stress oxidative
products) have been reported to contribute to systemic inflam-
matory syndrome in CS (26—29). At this point, the question is
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TasLe 1. Demographic and clinical characteristics of CS at ICU admission
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Global (n 37) Survivors (n 23) Non-survivors (n 14) P

Male n (%) 27 (73%) 17 (74%) 10 (71%) 0.869
Age 58 [51-64] 57 [49-63] 61 [56—-65] 0.156
APACHE || 13 [8-17] 10 [8—-14] 17 [13-23] 0.013
Smoking n (%) 17 (46%) 12 (52%) 5 (36%) 0.429
Alcohol n (%) 2 (5%) 2 (9%) 0 0.274
Diabetes mellitus n (%) 11 (20%) 5 (22%) 6 (43%) 0.127
Hypertension n (%) 13 (35%) 8 (35%) 5 (36%) 0.825
COPD n (%) 4 (11%) 2 (9%) 2 (14%) 0.540
Prior myocardial infarction n (%) 10 (275) 9 (39%) 1 (7%) 0.071
CHF n (%) 17 (46%) 11 (48%) 6 (43%) 0.769
NYHA

I 18 (49%) 12 (52%) 6 (43%) 0.324

I 9 (24%) 6 (26%) 3 (21%)

1 8 (22%) 3 (13%) 5 (36%)

1% 2 (5%) 2 (9%) 0
ICU admission indication

AMI n (%) 28 (76%) 19 (83%) 9 (64%) 0.300

Decompensated CHF n (%) 8 (22%) 3 (13%) 5 (36%)

Heart transplant rejection n (%) 1 (83%) 1 (4%) 0
Invasive mechanical ventilation n (%) 29 (78%) 17 (74%) 12 (86%) 0.683
Noninvasive mechanical ventilation n (%) 17 (46%) 10 (43%) 7 (50%) 0.699
Norepinephrine n (%) 27 (73%) 15 (65%) 12 (86%) 0.164
Max dose norepinephrine (mcg/kg/min) 1.09 [0.7-1.7] 1[0.5-1.4] 1.3 [0.9-1.9] 0.097
Dobutamine n (%) 33 (89%) 21 (91%) 12 (86%) 0.491
Max dose dobutamine (mcg/kg/min) 11 [7-16] 11 [8—-15] 14 [6-20] 0.767
Levosimendan n (%) 15 (40%) 12 (52%) 3 (21%) 0.133
ECMO n (%) 15 (40%) 11 (48%) 4 (29%) 0.247
CRRT n (%) 4 (11%) 2 (9%) 2 (14%) 0.491
IABP n (%) 17 (46%) 12 (52%) 5 (36%) 0.330

Results are expressed as median with p?® and p”® quartiles.
AMI indicates acute myocardial infarction; CHF, chronic heart failure; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; CRRT, continuous renal
replacement therapy; ECMO, extracorporeal membrane oxygenation; IABP, intra-aortic balloon pump; ICU, intensive care unit; NYHA, New York

Heart Association.

TasLe 2. Clinical, hemodynamic, and laboratory parameters during patient follow-up

Global (n 37) Survivors (n 23) Non-survivors (n 14) P

Maximum SOFA 8 [7-10] 8 [6-9] 9[8-12] 0.039
Axilar temperature

Max 38 [37.1-38.1] 38 [37-38] 38 [37.5-38.2] 0.701

Min 36 [35.6—36.5] 36 [36—36.5] 36 [35.5—-36] 0.178
Leucocyte count

Max 14,700 [10,050—-18,050] 15,100 [10,000-18,600] 14,700 [12,900-16,500] 0.724

Min 9,300 [7,100—11,150] 9,300 [8,300—-11,200] 8,950 [5,300-10,300] 0.466
PCT max (ng/mL) 2.4[0.4-6.73] 0.73 [0.35—-2.79] 7.3 [2.5-13.9] 0.008
CRP max (mg/dL) 201.5 [124.6-278.3] 180.4 [121.7-251.1] 223.1 [124.6—369.4] 0.416
ILe max (pg/mL) 307.7 [138.4-534.4] 221.1 [75.2—-338.6] 541.4 [383.5-2340] <0.001
EndoCAb min (MU/mL) 17.73 [11.01-31.86] 17.39 [11.9-32.8] 19.11 [9.51-31.86] 0.851
ISVR (dyne/s per cm®) 1,969 [1,712-2,622] 1,969 [1,851-2,245] 1,705 [410-3,000] 0.857
PCWP (mm Hg) 23 [20-30] 24 [21-32] 22.5 [16.5-24.5] 0.297
Cardiac index L/min per m? 2.7 [2.2-2.8] 2.5[2.1-2.8] 2.7 [2.5-2.8] 0.416
Lactate (mmol/L) 3.5[2.1-6.2] 2.8 [2.1-4] 5.5 [3.5-9] 0.014
PaO./FiO, 180 [138—-297] 177 [144-345] 184 [126—-216] 0.427
Creatinine (mg/dL) 1.2 [1-2.1] 1[0.9-1.5] 1.6 [1.3-2.7] 0.004
AST (Ul/mL) 373 [77-937] 215 [70-694] 503 [118—-1558] 0.098
ALT (Ul/mL) 114 [57-278] 102 [57-188] 143 [57-1027] 0.191
Bilirrubine (mg/dL) 1.15[0.7-1.9] 1.1 [0.7-1.5] 1.3[0.7-2.1] 0.347
Blood culture 30 (81%) 18 (78%) 12 (86%) 0.254
Urine culture 24 (65%) 16 (70%) 8 (57%) 0.491
Respiratory sample culture 23 (62%) 15 (65%) 8 (57%) 0.689
Heart transplant n (%) 11 (20%) 11 (48%) 0 0.002

Blood samples were collected at study admission and every morning (08:00 h am) for follow-up. Results are expressed as median with p®® and p

quartiles.
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CRP indicates C-reactive protein; ISVR, indexed systemic vascular resistance; PCT, procalcitonin; PCWP, pulmonary-capillary wedge pressure; SOFA,

sepsis organ failure score.
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whether this inflammatory reaction/vasodilatation is main-
tained only by the pump failure and the tissue ischemia or if
there is some other hidden motor that causes and maintains
multiple organ dysfunction.

The inability to diagnose an infectious complication
besides the existence of elevated biomarkers of infection
has led some authors to hypothesize about the possibility that
their CS patients had suffered the effect of an endotoxin
inoculum from the intestinal tract (4). This hypothesis has
a solid foundation given the accumulated evidence of intes-
tinal involvement in the pathogenesis of chronic heart failure
(CHF) (5). It has been demonstrated that CHF patients have an
intestinal bowel wall thickness, a 35% increase of small
intestinal permeability (lactulose/mannitol ratio), a 210%
increase of large intestinal permeability (sucralose excretion),
and a 29% decrease of D-xylose absorption (8). The origin of
these alterations is a reduction of 30% to 43% of mean systolic
blood flow in the superior and inferior mesenteric arteries and
celiac trunk found in CHF patients, and is directly linked with
cardiac cachexia (9).

We have evaluated the presence of endotoxin in CS patients
by means of IgM EndoCAb serum titer. Almost from birth
our body is exposed to endotoxin from bacteria that inhabit

our intestines and therefore there is a constant production
of anti LPS antibodies (13). Endotoxin exposure perturbs
EndoCAb homeostasis; in general, both IgG and IgM
EndoCAb are depleted by the initial endotoxaemia. EndoCAb
depletion has been demonstrated in sepsis, pancreatitis,
cardiac surgery, and even after extenuating exercise (15-20).
Moreover, an association has been shown between depressed
EndoCAb and poor clinical outcome in different clinical
conditions (15-17).

The design of our study reflects the idea of a proof of concept
and therefore suffers from many limitations. First, it would be
necessary to study a larger number of patients ideally from
different health centers. A larger sample could establish a link
prognosis exposure to endotoxin. Second, it would be very
desirable to have a multimodal approach that includes
parameters indicating the existence of an intestinal injury,
the presence of bacteria in the bloodstream by molecular
analysis (human microbiome), the sequential determination
of circulating endotoxin by LAL test, and the existence of a
specific immune reaction to endotoxinemia (soluble CD14 and
lipopolysaccharide-binding protein). Finally, we only followed
patients during the first 3 days after CS onset; probably, it
would be of great interest to prolong the tracking of patients.
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In conclusion, we have detected extremely low titers of [gM

EndoCAb in CS showing endotoxin exposure. This finding
justifies conducting more comprehensive and detailed studies
and opens the door to potential therapeutic interventions to
prevent bacterial translocation or to treat endotoxinemia.
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SEGUNGO ARTICULO

Titulo del articulo: “Anti-endotoxin antibodies comsuption en cardiovascular collapse:

pathophysiological concers”

Objetivo del estudio: Comparar la cinética de los anticuerpos antiendotoxina en el

shock cardiogénico y shock séptico.

Resumen

Objetivo: La actividad anormal de endotoxina se ha descrito en el paciente critico en
ausencia de infeccién por bacterias Gram negativas (BGN). Se ha decidido evaluar y
comparar la exposicion a endotoxina en los pacientes en situacion de shock séptico

(SS) y shock cardiogénico (SC).

Disefo: Estudio prospectivo, observacional sin intervencion, en la Unidad de Cuidados

Intensivos. Hospital universitario de tercer nivel.

Pacientes: Pacientes con shock cardiogénico (CS) y shock séptico (SS).

Resultados: Durante los primeros tres dias, se analizaron los biomarcadores
inflamatorios (proteina C reactiva, procalcitonina e interleuquina-6) y anticuerpos IgM
antiendotoxina. 62 fueron incluidos; 25 pacientes con SS y 37 con SC. Se establecié
etiologia microbiana en 23 pacientes con SS (92%) y BGN en 13 casos (52%). Aunque
en 30 pacientes con SC (81%) se sospechd e incluso se tratd la infeccidn, finalmente se
pudo confirmar. El consumo de anticuerpos fue mas intenso en los pacientes con SS,
aunque veintidds pacientes con SC (59,5%) tenian un valor de anticuerpos por debajo

del percentil 10 para personas sanas. No se detectaron diferencias significativas en la

-61 -



exposiciéon a endotoxinas entre infecciones Gram-positivas y Gram-negativas en el
grupo SS. La capacidad de exposicién a endotoxinas para distinguir entre SS y SC fue

moderada (AUC 0,7892 95% IC 0,6564- 0,9218).

Conclusion: En el paciente critico se producen mecanismos que permiten la entrada de
endotoxinas y alteran fisiopatologia de las enfermedades. Nuestro trabajo muestra de
manera representativa cémo la exposicion a la endotoxina no fue capaz de distinguir

entre SCy SS.

-62 -



Medicina Intensiva 47 (2023) 338-344

medicina
intensi

medicina intensiva

http://www.medintensiva.org/en/

ORIGINAL ARTICLE

Check for
updates

Anti-endotoxin antibodies consumption in
cardiovascular collapse: Pathophysiological concerns

E. Villarreal?, P. Ramirez®*, M. Gordon?, C. Vicent?, M.D. Gémez®, L. de Hevia?,
K. Vacacela?, R. Alonso¢, J. Vila¢

a Critical Care Department, Hospital Universitario y Politécnico la Fe, Valencia, Spain

b Microbiology Department, Hospital Universitario y Politécnico la Fe, Valencia, Spain

¢ Laboratory Department, Hospital Universitario y Politécnico la Fe, Valencia, Spain

d Department of Microbiology, Hospital Clinic, IDIBAPS, School of Medicine, University of Barcelona, Barcelona, Spain

Received 13 February 2022; accepted 26 April 2022
Available online 4 November 2022

KEYWORDS Abstract

Endotoxin; Objective: Abnormal endotoxin activity in critically ill patients has been described in the
Septic shock; absence of Gram-negative bacterial (GNB) infection. As disease severity seems to be crucial
Cardiogenic shock; in the detection of this phenomenon, we decided to assess and compare endotoxin exposure in
Pathophysiology; those patients representing the critical situation: septic shock and cardiogenic shock.
Gram-negative Design: Prospective, observational non intervention study.

bacteria Setting: Critical Care Department of a University tertiary hospital.

Patients: Cardiogenic shock (CS) and septic shock (SS) patients.

Interventions: None.

Measurements and main results: Follow-up was performed for the first three days. Inflamma-
tory biomarkers (C-reactive protein, procalcitonin and interleuquin-6) and IgM antiendotoxin-
core antibodies titter (IgM EndoCAb) were daily analyzed. Sixty-two patients were included;
twenty-five patients with SS and thirty-seven with CS. Microbial etiology was established in 23
SS patients (92%) and GNB were present in 13 cases (52%). Although infection was suspected
and even treated in 30 CS patients (81%), any episode could be finally confirmed.

EndoCAb consumption was more intense in SS patients, although twenty-two CS patients
(59.5%) had IgM anti-endotoxin value below 10th percentile range for healthy people. No sta-
tistically significant difference in endotoxin exposure was detected between Gram-positive and
Gram-negative infections in the SS group. Endotoxin exposure ability to distinguish between SS
and CS was moderate (AUC 0.7892, 95% IC: 0.6564-0.9218).

Conclusions: In the severely ill patient some mechanisms take place allowing endotoxin incur-
sion and therefore blurring the limits of diseases pathophysiology. Our work representatively
shows how exposure to endotoxin was not fully capable of distinguishing between CS and SS.
© 2022 Elsevier Espana, S.L.U. and SEMICYUC. All rights reserved.
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Patofisiologia;
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gramnegativas

Consumo de anticuerpos antiendotoxina en el shock: relacion etiolégica

Resumen

Objetivo: En el paciente critico se ha descrito una actividad incrementada de la endotoxina no
asociada a infeccion por bacterias gramnegativas (BGN). La gravedad de la enfermedad influye
en este fendmeno, por ello realizamos este estudio en el paciente critico por antonomasia:
shock séptico y cardiogénico.

Diserio: Estudio prospectivo, observacional, sin intervencion.

Lugar de estudio: Unidad de Cuidados Intensivos.

Pacientes: Pacientes en shock cardiogénico (SC) o séptico (SS).

Intervencion: Ninguna.

Determinaciones y principales resultados: Seguimiento durante los 3 primeros dias. Proteina
C reactiva, procalcitonina e interleucina-6, y el titulo de anticuerpos IgM anti-edotoxina (IgM
EndoCAb) se analizaron diariamente. Se incluy6é a 62 pacientes; 25 con SS y 37 con SC. La
etiologia fue identificada en 23 pacientes con SS (92%), los BGN estuvieron presentes en 13
casos (52%). Se sospechd e incluso tratd la infeccion en 30 pacientes con SC, pero en ningln
caso se pudo confirmar. El consumo de EndoCAb fue mas intenso en los pacientes con SS, pero
22 pacientes con SC (59,5%) tuvieron unos valores por debajo del percentil 10. Los niveles
de EndoCAb no fueron significativamente diferentes entre las infecciones por BGN y cocos
grampositivos. La capacidad de EndoCab para diferenciar entre SC y SS resulté ser moderada
(AUC 0,7892; IC del 95%, 0,6564-0,9218).

Conclusiones: En el paciente critico es frecuente que la endotoxina provoque una respuesta
inflamatoria y la sumacion de distintos mecanismos fisiopatologicos. En este sentido, nuestro
trabajo pone de manifiesto que la determinacion de exposicion a endotoxina no es totalmente

capaz de distinguir entre los pacientes con SC y SS.
© 2022 Elsevier Espana, S.L.U. y SEMICYUC. Todos los derechos reservados.

Introduction

Cardiovascular failure in critically ill patients is mainly due
to heart breakdown (cardiogenic shock, CS) or to bacterial
sepsis (septic shock, SS). However, the limits between these
two etiological and physiopathological entities are often
blurred. Myocardial dysfunction caused by the inflamma-
tory response to sepsis is a well-recognized complication and
increases notably the difficulty in the management of these
patients.” On the other hand, CS patients often develop
inflammatory signs and symptoms that make clinicians hes-
itate about the possibility of an infectious complication.
In fact; fever, leukocytosis, a decrease in systemic vascu-
lar resistances and even an increase in the serum levels of
infectious biomarkers are common findings in CS patients.?
Bacterial translocation and mainly endotoxinemia (bacterial
lypopolisacharid (LPS) presence in blood) has been pointed
out by some authors as the possible explanation for this
situation.?

LPS is responsible for triggering inflammatory response
in Gram-negative bacterial infections.* However, abnormal
endotoxin activity has been detected in critically ill patients
in absence of bacterial isolation.? An increase in intestinal
permeability due to mucosal damage has been identified
as the source of endotoxin in chemotherapy mucositis or
in severe pancreatitis.® Even more, intestinal hypoperfu-
sion and bacterial translocation was demonstrated in chronic
cardiac failure patients and was associated with a worse
prognosis.” In CS patients intestinal hypoperfusion can be

aggravated by the use of vasoconstrictive drugs promot-
ing a mucosal disruption and therefore allowing the entry
of bacteria or their products.® In fact, our group recently
demonstrated endotoxin exposure in CS patients by means
of an excessive antiendotoxin antibodies consumption.’

Inflammatory response has been previously compared
in CS and SS in one study and the detection of elevated
procalcitonin (PCT) serum levels in CS patients were theo-
retically attributed to bacterial translocation.? In this study
we decided to assess inflammatory response and endotoxin
exposure (by means of anti-endotoxin antibodies titration)
in both CS and SS patients. Our goals were to character-
ize and compare inflammatory response in both situations
and to analyze the relationship with endotoxin exposure and
patients prognosis.

Methods
Study design and inclusion criteria

Prospective observational study performed in a 24-bed medi-
cal ICU of a 1200-bed university hospital. We included and
followed up all consecutive patients with cardiogenic shock
and septic shock from December 2018 to June 2019. During
the first three days after shock onset serum samples were
collected to analyze inflammatory biomarkers (C-reactive
protein (CRP), procalcitonin (PCT) and interleuquin-6 (IL-6))
and IgM antiendotoxin-core antibodies (IgM EndoCAb). The
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Institutional Review Board approved the study and informed
consent was obtained from the patients’ relatives.

Data collection protocol

The following data were collected on study inclusion: sex,
co-morbidities, severity scores prior to intubation (includ-
ing Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Score-Il
(APACHE-11),"® Sequential Organ Failure Assessment Score
(SOFA)'"" and the reason for ICU admission. Clinical, ana-
lytical, hemodynamic data and therapeutic measures along
ICU stay were recorded. Nosocomial infections were pur-
suit by means of daily evaluation of signs and symptoms and
microbiological assessment in case of clinical suspect.

Definitions

Cardiogenic shock: Patients had to fulfill all this criteria: (a)
Persistent hypotension (systolic blood pressure <80-90 mm
Hg or mean arterial pressure 30 mm Hg lower than baseline);
(b) Severe reduction in cardiac index (<1.8 Lmin~" m~2 with-
out support or <2.0-2.2 L min~" m~2 with support) or severe
left ventricular systolic dysfunction detected by echocardio-
graphy and adequate or elevated filling pressure assessed
by pulmonary artery catheterization or by Doppler echocar-
diography and (c) Tissue hypoperfusion manifested by cool
extremities, decreased urine output, and/or alteration in
mental status.'?

Septic shock: SS is defined as a subset of sepsis in which
underlying circulatory and cellular metabolism abnormali-
ties are profound enough to substantially increase mortality.
Three variables must be identified: hypotension defined as
mean arterial pressure less than 65mmHg, serum lactate
level more than 2mmol/l and a sustained need for vaso-
pressor therapy.'?

Diagnosis of infection: Infection diagnosis was estab-
lished according to the CDC criteria. In summary infection
diagnosis requires the presence of some clinical criteria
followed by a microbiological confirmation.' For ventilator-
associated pneumonia (VAP) two or more of the following
should be present: temperature greater than 38°C, leuko-
cytosis greater than 12,000/mm3 or leucopenia lower
than 4000/mm?3, or purulent respiratory secretions; plus
a new or progressive pulmonary infiltrate on chest X-ray.
VAP confirmation was defined by the quantitative culture
of tracheobronquial aspirate >10°cfu/ml?, bronchoalve-
olar lavage with >10*cfu/ml or mini bronchoalveolar
lavage > 10° cfu/ml."

Study of inflammatory markers

Blood samples were centrifuged (1500 rpm, 10min) and
serum was frozen at —80°C. PCT was measured by TRACE
(Time-Resolved Amplified Crypate Emission) technology in
a Kyptor analyzer (Brahms Diagnostica, Berlin, Germany).
Measurement of CRP was performed with an immunotur-
bidimetric method using a commercial kit (Tina-quant CRP,
Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). IL6 was measured
by electrochemiluminescence (ECL) in the Cobas 6000 (E-
170), Roche Diagnostics.

Study of antiendotoxin antibodies

Commercially available enzyme-linked immunosorbent
assays were used according to the manufacturers’ protocols
for measuring EndoCAb IgM (Hycult Biotech, The Nether-
lands). The EndoCAb ELISA was originally devised to screen
blood donor plasma for high-titer antibodies to endotoxin
core, which are cross-reactive with endotoxins of a number
of Gram-negative bacterial species, and was then applied
to a variety of clinical studies. The EndoCAb® standard
median-units IgM (MU) are arbitrary and are based on medi-
ans of ranges for 1000 healthy adults; 10-90th percentile
range have been established at 35-250MU/ml and mean
normal value at 100MU/ml.> According to manufactures’
instructions the kit has a detection level of 0.05 MU/ml.

Statistical analysis

Quantitative variables were presented as median with p?°
and p”® quartiles. Continuous variables were compared using
the Student ¢ test for normally distributed variables and the
Mann-Whitney U test for non-normally distributed variables.
Categorical variables were compared using the Chi-square
and the Fisher’s exact tests when appropriate. The threshold
for statistical tests significance was set at 5%. We use ROC
curve to determinate the discriminative capacity of antibod-
ies. The collected data were entered and analyzed in SPSS
15.0 software (SPSS, Chicago, IL).

Results
Description of the population

Sixty-two consecutive patients were included in the study;
twenty-five patients with SS and thirty-seven with CS. Most
of the patients were male (n 43; 83%) and mean age was
59.6 [52.5-68] years. APACHE |l score was 18 [11-24]. Demo-
graphic, clinical, hemodynamic and therapeutic maneuvers
from both groups are depicted in Table 1.

In SS population, the most frequent infectious foci were
urinary (n 8; 32%), abdominal (n 8; 32%), respiratory (n 6;
24%), soft tissue infection (n 2; 8%) and bacteremia (n 1;
4%). Microbial etiology was established in 23 patients (92%).
Gram-negative bacteria (GNB) in 13 cases (52%); Escherichia
coli (n 6; 46%), Pseudomonas aeruginosa (n 5; 56.5%) and
Klebsiella pneumoniae (n 2; 15%). Gram-positive bacteria
(GPB) in 10 cases (43.4%); Staphylococcus aureus (n 3; 30%),
Enterococcus faecium (n 3; 30%), Streptococcus pneumo-
nia (n 2; 20%), Staphylococcus epidermidis (n 1; 10%) and
Streptococcus pyogenes (n 1; 10%). Any SS patient developed
sepsis-associated myocardial dysfunction.

CS etiology was acute myocardial infarction in 28 cases
(75.7%), followed by decompensated chronic heart failure
in 8 patients (21.65%) and heart transplant rejection in one
patient (2.65%). There was a clinical suspicion of infection
and therefore antibiotic treatment onset and performance
of microbiological study (blood cultures, respiratory sam-
ple culture or/and urine culture) in 30 CS patients (81%).
Twenty-two patients (60%) had body temperature >38.3°C
or <35°C; and twenty-three patients (62%) had a leukocyte
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of SC and SS patients at admission.

Global Septic shock Cardiogenic shock p

(n 62) (n 25) (n 37)
Male n (%) 36 (69%) 16 (64%) 27 (73%) 0.45
Age 59.6 [52.5-68] 65 [54-74.5] 58 [50-64] 0.06
APACHE I 18 [11-24] 24[20-28] 13[8-17] 0.01
Smoking n (%) 18 (35.5%) 5 (20%) 17 (45.9%) 0.03
Alcohol n (%) 5(9.7%) 4 (16%) 20 (5.4%) 0.18
Diabetes mellitus n (%) 15 (29%) 7 (28%) 11 (29.7%) 0.83
Hypertension n (%) 20 (38.7%) 11 (44%) 13 (35.1%) 0.53
COPD? n (%) 11 (21%) 9 (36%) 4(10.8%) 0.02
CHF® n (%) 8(21.6%) 0 8(21.6%) 0.47
Lactate (mmol/l) 3.8 [2.3-6.2] 4.6 [2.4-8.3] 3.5[2.1-6.2] 0.22
Creatinine (mg/dl) 1.5 [1-2.5] 2 [1.48-2.8] 1.25 [1-2.1] 0.01
Urea (mg/dl) 76.5 [52-111] 106 [58-147] 70 [46-91] 0.09
AST (Ul/ml) 146 [51-754] 117 [42-333] 367[70-937] 0.08
ALT (Ul/ml) 96 [43-236] 67[35-166] 107 [50-278] 0.36
Bilirrubine (mg/dl) 1.1 [0.7-2.3] 1.1 [0.6-2.5] 1.1 [0.7-1.95] 0.84

Results are expressed as median with p 25 and p 75.

AMI: Acute myocardial infarction; COPD: Chronic obstructive pulmonary disease; CHF: Chronic heart failure; CRRT: Continuous renal
replacement therapy; ECMO: Extracorporeal membrane oxygenation; IABP: Intra aortic balloon pump; NYHA: New York heart Association.

count > 14,000/mm3 or <4000/mm?3. No infection was finally
diagnosed.
Supportive interventions are depicted in Table 2.

Inflammatory biomarkers

All patients had serum PCT levels above normal values
(0.5ng/ml). PCT was clearly higher in SS patients mean-
while CRP was indistinguishable between the two groups.
In CS 51.4% of the cases (n=19) had at least one PCT value
above 2ng/ml, and 10 patients (27%) had at least one PCT
value above 5ng/ml. IL-6 was higher but not constantly in
SS patients (Table 3).

Antiendotoxin antibodies

All patients had antiendotoxin antibodies bellow the nor-
mal median value (100 MU/ml). EndoCAb consumption was
more intense in SS patients (Table 3), although twenty-two
CS patients (59.5%) had IgM anti-endotoxin value bellow 10th
percentile range for healthy people (Table 3). SS patients in
whom a GNB was isolated presented less EndoCAb (Fig. 1) in
the three days in which it was determined when compared
with SS due to GPB (6.9MU/ml vs 10.9 MU/ml, 8.5MU/ml
vs 8.7MU/ml, 6.6 MU/ml vs 8.1 MU/ml), without reach-
ing statistical significance (p=0.13, p=0.16 and p=0.23,
respectively).

EndoCAb capability to distinguish between SS and CS
patients was evaluated by means of a ROC curve. First
day measurement showed an AUC 0.78, 95% IC: 0.65-0.92
(Fig. 1); the optimal cut-off point was 79.07 MU/ml (sensi-
tivity 52% (44-63%), specificity 94.6% (82-98%)).
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Area under ROC curve = 0.7892

Figure 1 Area under the curve (AUC) for EndoCAb IgM titters
in the first day to distinguish between cardiogenic shock and
septic shock. 95% IC: 0.65-0.92.

Patient outcomes

Mortality rate was 32.2% (n=20); six SS patients (24%)
and fourteen CS patients (38%) died at 30-days follow-
up (Table 2). Inflammatory biomarkers and EndoCAb levels
showed no differences between deceased and survivors.
Deceased CS patients had higher PCT and IL6 levels than
those CS patients who survived (p<0.05). Although Endo-
CAb levels were lower in deceased SS patients they didn’t
reach statistical significance along the three days follow-up.

Discussion

Our study has been able to demonstrate a univer-
sal endotoxin exposure in cardiovascular failure patients
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Table 2 Clinical, supportive and outcome parameters in patient follow-up.

Global Septic shock Cardiogenic shock p
(n 62) (n 25) (n 37)

Axilar temperature (°C)

max 37.8 [37.1-38.2] 37.7[37-38.7] 38 [37.2-38.1] 0.84

min 36 [35-36.4] 35.5[35-36] 36 [35.6-36.5] 0.02
Leukocyte count

max 17,800 [12,600-25,225] 25,300 [16,400-32,750] 14,800 [10,100-18,400] 0.01

min 8400 [5225-10925] 6400 [3750-9850] 9300 [5700-11200] 0.03
NIMV n (%) 17 (32.3%) 3(12%) 17 (45.9%) 0.01
IMV n (%) 36 (58%) 7 (28%) 29 (78%) 0.768
NE n (%) 43 (82.3%) 24 (96%) 27 (73%) 0.02

Max dose of NE 1.1 [0.56-1.8] 1.1 [0.51-1.8] 1.09 [0.7-1.8] 0.93

(mcg/kg/min)
CRRT n (%) 9 (14.5%) 5 (20%) 4 (11%) 0.8
ICU mortality n (%) 20 (38.4%) 6 (24%) 14 (38%) 0.3
Levosimendan n (%) 15 (40%) 0 15 (40%) 0.434
Dobutamine n (%) 33 (89%) 0 33 (89%) 0.563
ECMO n (%) 15 (40%) 0 15 (40%) 0.673
IABP n (%) 17 (46%) 0 17 (46%) 0.635
Heart transplantation n (%) 11 (20%) 0 11(20%) 0.289

Results are expressed as median with p 25 and p 75.

CRRT: Continuous renal replacement therapy; ECMO: Extracorporeal membrane oxygenation; IABP: Intra aortic balloon pump; IMV:

Invasive mechanical ventilation; NE: Norepinephrine; NIMV: Non-invasive mechanical ventilation.

Table 3  Antiendotoxin antibodies and inflammatory biomarkers in septic and cardiogenic shock patients.

Global Septic shock Cardiogenic shock p

(n 62) (n 25) (n 37)
EndoCAb (MU/ml) day 1 15.6 [8.5-35.8] 7.8 [3.2-15.2] 23.47 [13-46] <0.01
EndoCAb (MU/ml) day 2 17.5 [5.5-30.2] 8.5 [3-17.6] 26.1 [16-42.3] <0.01
EndoCAb (MU/ml) day 3 16.04 [4.5-39.4] 6.8 [2.2-16.9] 27.6 [13-39.6] <0.01
PCT (ng/ml) day 1 4.8 [0.7-22.5] 24 [8.76-53.8] 1.2 [0.35-5.7] <0.01
PCT (ng/ml) day 2 4.1 [0.7-23.4] 21.04 [11.9-58.4] 1.87 [0.3-4.6] <0.01
PCT (ng/ml) day 3 3.8 [1-10.7] 6.1 [4.2-15] 1.78 [0.7-3.] 0.03
PCR (mg/l) day 1 133 [41.5-257.4] 208 [46-315.4] 121.3 [28-238] 0.11
PCR (mg/l) day 2 191 [87.8-274.6] 190.3 [87.6-397.7] 201.5 [88-250] 0.45
PCR (mg/l) day3 147 [85.3-272.4] 117 [61.5-257.4] 149 [111-297] 0.12
IL-6 (pg/ml) day 1 279 [79-1703] 1169 [201-4229] 150 [69-488.5] 0.01
IL-6 (pg/ml) day 2 182 [76-337] 127.4 [41-261] 224 [84.4-408] 0.33
IL-6 (pg/ml) day 3 114 [38.4-229.3] 53.08 [23.5-161] 150 [72-297.4] <0.01

Results are expressed as median with p 25 and p 75.

independently of its initial etiology. Although IgM Endo-
CAb consumption was more intense in SS patients, this
phenomenon was equal in Gram-negative or Gram-positive
infection. Moreover EndoCAb levels were not fully capable
of distinguishing between SS and CS patients.

Endotoxin, also known as LPS, is the main membrane
component of GNB. It plays as a potent activator of the host
innate immune system triggering the biochemical cascade
of acute systemic inflammation and causing the sepsis and
septic shock syndrome.>* However, the clinical significance
of endotoxin detection in blood as both a diagnostic and
a prognostic test has remained unclear, despite over
100 studies published in the last 4 decades. Presumably
those studies based in the Lymulus amebocyte lysis assay

(developed for safety controls in the food industry) could
have some results compromised by the endotoxin binding
to its natural antibodies in the human model."® But again,
more precise methods to identify endotoxin exposure, such
as endotoxin activity assay (EA) or the quantification of
endotoxin antibodies, have not been consistent with the
microbiological diagnosis of Gram-negative bacterial sepsis.

LPS is not a membrane component for Gram-positive bac-
teria. However, 70% (n 33) of Gram-positive bacterial sepsis
included in the MEDIC study presented with a high or inter-
mediate endotoxin activity.” More recently Sekino et al.
found high EA levels in one third of a cohort of critically ill
patients with septic shock due to Gram-positive bacteria.'®
In our study, endotoxin antibodies consumption was present
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in both groups of bacteria, and although endotoxin exposure
was higher along the three days follow-up for Gram-negative
septic shock, this was statistically non-significant. Bacterial
translocation due to enterocyte ischemia in shock patients
has been pointed out as the responsible pathogenic mech-
anism for these findings. Although this is the most reliable
explanation, Sekino et al. failed to demonstrate a positive
correlation between EA and plasma intestinal acid bind-
ing protein (I-FABP; a well-known marker of enterocyte
injury).'® Nevertheless we should pointed out that some
authors have detected a lag between these two variables,
with the maximum I-FABP peak on ICU admission whereas
the level of circulating endotoxin was maximal at day
three."

Endotoxin exposure has also been demonstrated in
cardiovascular collapse without an infectious etiology.’
Intestinal mucosa disruption due to ischemia is a known
condition in chronic heart failure patients and it has been
linked to malabsorption and malnutrition, an inflammatory
status and also to a worse prognosis.® Logically it seems right
to consider the same intestinal suffering in acute ischemia
due to cardiac failure, or GNB septic shock, allowing the
intestinal translocation of bacteria or their components, i.e.
LPS. This gut involvement is the key piece for the blurring
of the limits between entities such as SS and CS or GNB or
GPB infection.

Our study has several limitations. Despite our sample
size overcomes the number of patients studied in most
researches concerning inflammatory biomarkers in shock, a
higher number of patients could have allowed us to achieve
stronger conclusions. Second, although our hypothetical
explanation about LPS exposition in the absence of GNB
infection is the existence of intestinal translocation, we did
not study any marker of intestinal mucosa damage or dys-
function. Finally we only follow-up our patients for three
days and probably the blurring between our studied groups
will increase in the following days.

According to our results, and also in line with the MEDIC
study findings, LPS pathophysiologic participation in the crit-
ically ill patient seems to be beyond GNB infection. Given
the expected intestinal mucosa ischemic injury in cardio-
vascular failure and the high burden of bacteria present
in the human intestinal tract, LPS exposition and therefore
IgM EndoCAb consumption in these patients seems perfectly
reasonable. Understanding the complex pathophysiology of
the patient in circulatory collapse and the potential involve-
ment of endotoxin is relevant to optimize the management
of these patients, and potentially to apply future thera-
peutic measures that intervene on the origin or action of
endotoxin.
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DISCUSION

El pensamiento natural nos induce a intentar compartimentalizar los
mecanismos de enfermar. De este modo, el efecto de las bacterias y sus toxinas y la
respuesta inflamatoria del huésped explicarian los signos y sintomas del paciente
séptico, y de igual modo el fallo del corazon como bomba impulsora explicaria las
manifestaciones del shock cardiogénico. Sin embargo, la respuesta inflamatoria en la
sepsis puede provocar la disfuncién de otros drganos incluido el propio corazén, la
disfuncién cardiaca en este caso supondria la fusidon fisiopatolégica de las dos
entidades. A la luz de nuestros resultados esta posibilidad también existe cuando el
insulto original reside en el fallo cardiaco. En este caso la participacién bacteriana
estaria mediada por la exposicion a la endotoxina demostrada por la cuantificacion del
titulo de anticuerpos frente a la misma. La demostracién y cuantificacion de este

fenédmeno deberia inducir un cambio en la aproximacién y manejo de estos pacientes.

La insuficiencia cardiaca como sindrome, y el shock cardiogénico como méaxima
expresion de dicho sindrome, hace tiempo que dejé de ser considerado un mero
problema mecdnico debido a la disfuncidn cardiaca (46). Aunque el fallo de la bomba
es el insulto principal en la mayoria de las formas de SC, existen investigaciones que
han sugerido que el sistema vascular periférico, los sistemas neurohormonales y las

citocinas desempeiian un papel fundamental en la patogénesis y persistencia del SC.

La vasoconstriccion sistémica inicial se desencadena como mecanismo reflejo
tras una depresién del gasto cardiaco presente en el SC, lo que se traduce en un
aumento de la resistencia vascular sistémica (RVS). Este fendmeno, no esta
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completamente presente en todos los pacientes en SC, es mds, es comln encontrar un

fenotipo hemodindmico analogo al shock séptico.

Existen estudios que ponen de manifiesto, la presencia de RVS bajas similares a
las que encontramos en el shock séptico, que se explican en el contexto de un
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) inesperado (47). Los mediadores
inflamatorios se han relacionado con esta respuesta y también se ha descrito que otros
factores circulantes como el complemento, la procalcitonina, la neopterina o proteina
C reactiva, contribuyen al SRIS en el SC (16,17). La accidn del éxido nitrico (NO) parece
ser una caracteristica crucial en este evento. El NO es fisioldgicamente importante en
la homeostasis vascular manteniendo el tono muscular de los vasos sanguineos bajo, lo
que produce vasodilatacidon, ademds es capaz de producir depresion miocardica e

interferencia con la accidn de las catecolaminas (48).

En el ambito clinico, la presencia de signos de SIRS en el SC implica la busqueda
activa de una complicacion infecciosa asociada a esta patologia. De especial interés,
tiene el ensayo SHOCK, en el que se incluyeron 300 pacientes en SC y se dividieron dos
poblaciones: una con signos de inflamacién sistémica grave que llevaron al diagndstico
de sospecha de sepsis y en los que se tomaron un par de hemocultivos (n 54) y otra sin
signos de infeccidn subyacente (n 203). A su vez, subdividieron la primera poblacién en
pacientes con cultivos positivos y cultivos negativos. Se diagnosticé infeccién en el 18%
de los casos con SC, una de las limitaciones de este estudio es que los autores no
usaron ninguna prueba diagndstica estandarizada para el diagndstico de sepsis y se

desconocia el posible foco de infeccion (47). En un estudio prospectivo observacional
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realizado en EEUU durante 15 afos, observaron que un 6% de los pacientes en SC
desarrollaban sepsis y este hallazgo se asociaba a un aumento de la tasa de fracaso
multiorgdnico, paro cardiaco y mayor mortalidad. Cabe destacar que el diagndstico de
sepsis en este estudio se realizd con criterios no estandarizados y sin foco ni hallazgos

microbioldgicos identificables (49).

Brunkhost et al ofrecieron informacién mas detallada en su serie de 29
pacientes con SC. Encontraron temperatura elevada (>38,32C) en casi todos los casos
(90%) asociada a un aumento de la PCT sérica y sin evidencia de infeccién
documentada microbiolégicamente (17). Este autor planted la posibilidad de que sus
pacientes hubieran sufrido el efecto de un indculo de endotoxinas del tracto intestinal
secundario a la congestién de la pared intestinal o a la propia isquemia del bajo gasto

cardiaco.

Esta hipdtesis tiene una base sélida dada la evidencia acumulada de la parti-
cipacion intestinal en la patogenia de la insuficiencia cardiaca crénica (ICC) (50). Se ha
demostrado que los pacientes con ICC tienen un aumento del grosor de la pared intes-
tinal, lo que sugiere edema de la misma y, por tanto, disfuncién de la barrera intestinal
que se traduce en un aumento de hasta el 35 % de la permeabilidad del intestino del-
gado (relacion lactulosa/manitol), aumento del 210 % de la permeabilidad del intestino
grueso (excrecidn de sucralosa) y una disminucion del 29 % de D- absorcidon de xilosa.
El origen de estas alteraciones en la insuficiencia cardiaca crénica, es una reduccién del
30% al 43% del flujo sanguineo sistélico medio en las arterias mesentéricas superior e

inferior y tronco celiaco. En pacientes con menor flujo sanguineo intestinal se ha de-
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tectado un crecimiento de bacterias yuxtamucosas y una mayor concentracion de anti-
cuerpos antiendotoxina IgA en suero sistémico. (51).

En el caso de la insuficiencia cardiaca aguda, se han detectado niveles eleva-
dos de endotoxina en las venas hepaticas en comparacién con el ventriculo izquierdo,
lo que respaldan la teoria de una a translocacion bacteriana desde el intestino a la cir-
culacion sistémica. (52). Si tenemos en cuenta, que la endotoxina es capaz de activar a
la “Oxido nitrico sintetasa inducible” que provoca disfuncion vascular y ademas tiene
efectos nocivos para el miocardio, esta variable agravaria la evolucién tanto en la insu-
ficiencia cardiaca crénica como aguda (48).

En el paciente critico, el biomarcador de disfuncién de la barrera intestinal
que estd mas documentado en la bibliografia es la proteina transportadora de acidos
graso intestinales (PTAG-I), que es una proteina altamente drgano especifica que se
emplea como marcador de sufrimiento de los enterocitos en la hipoxia e hipoperfu-
sién. Esta proteina ha sido estudiada durante la ICA y el SC. Kastl et al, observaron que
en ambas patologias existen mayor concentracion de PTAG-I en suero, lo que sugeria
una hipoperfusién esplacnica (53).

Parece légico que la isquemia intestinal secundaria a un fallo hemodinamico
degenere en una alteracién de la permeabilidad intestinal y, por tanto, vaya acompa-
fada también de la entrada de bacterias o de sus productos. Esta es la primera vez que
se ha estudiado de manera sistematica la endotoxina en los estadios iniciales del SC.
Hemos evaluado la respuesta inflamatoria y la presencia de endotoxina en pacientes

con SC mediante el titulo sérico de los ACAE IgM, que ya se habia aplicado previamente
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en otras patologias en las que la endotoxemia juega un papel como la sepsis o la pan-
creatitis aguda.

Nuestro estudio ha demostrado un trastorno del equilibro de la endotoxina
en el SC, fendmeno que podria ser el desencadenante de los signos y sintomas de SIRS
presentes en esta patologia. El 60% de los pacientes presentaron fiebre o leucocitosis y
a pesar de realizarse un estudio microbiolégico en el 80% de ellos, la busqueda de in-
feccién fue infructuosa. Por tanto, la deplecidn de anticuerpos antiendotoxina seria el
resultado de su consumo debido a la exposicién a la endotoxina probablemente pro-
veniente de la translocacién intestinal. No pudimos encontrar una asociacién entre el
prondstico del paciente y AcAE IgM, pero si entre el resto de biomarcadores inflamato-
rios (PCT e IL6) y la mortalidad. Esto podria deberse a los valores extremadamente
bajos de AcAE IgM en nuestra serie, lo que podria haber hecho necesario un tamafio

de muestra mayor para detectar una relacién.

Otro pensamiento natural seria el relacionar el LPS exclusivamente con las
BGN. El LPS no es un componente de membrana en las bacterias Gram-positivas. Sin
embargo, en el estudio MEDIC se observd que la endotoxemia también estaba presen-
te en la sepsis por bacterias Gram positivas y que la prevalencia de infeccidén por estas
bacterias aumentaba significativamente con niveles intermedios de AE. (47). Mas re-
cientemente, Sekino et al encontraron niveles altos de AE en un tercio de una cohorte
de pacientes criticos con shock séptico debido a bacterias Gram-positivas en el mo-

mento de ingreso en UCI (51).
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En nuestro estudio, el consumo de los anticuerpos contra endotoxinas estuvo
presente tanto en las infecciones por BGN como en las infecciones causadas por bac-
terias Gram positivas. Aunque la exposicidn a la endotoxina fue mayor durante los tres
dias de seguimiento para el shock séptico producido por BGN, no alcanzé diferencias
estadisticamente significativas. La traslocacion bacteriana debida a isquemia de ente-
rocitos en pacientes con shock séptico ha sido sefialada como el mecanismo patogéni-
co responsable de estos hallazgos. Aunque esta es la explicacion mas légica, Sekino et
al no lograron demostrar una correlacion positiva entre la EA y la PTAG-I; un marcador
bien conocido de lesiéon de enterocitos (51). Sin embargo, debemos sefialar que algu-
nos autores han detectado un desfase entre estas dos variables analiticas, con el pico
maximo de PTAG-I al ingreso en la UCI, mientras que el nivel de endotoxina circulante

fue maximo en el dia tres de evolucion (54).

El estudio de la endotoxinemia en el paciente critico sélo estaria justificado si
existieran medidas terapéuticas encaminadas a modular o eliminar su presencia
patogénica. En la Ultima década, se han realizado notables esfuerzos en la
investigacion para avanzar en este sentido. Aunque no existe una indicacién clara en la
literatura, se han desarrollado varias estrategias terapéuticas para contrarrestar las

consecuencias de la endotoxemia.

El abordaje mas natural seria la modulaciéon de la microbiota intestinal para
corregir la habitual dishiosis del paciente critico. La administracién de prebidticos o
probidticos, la realaizacién de un trasplante fecal o el uso de descontaminacién

digestiva selectiva, podrias reducir o modular la carga bacteriana intestinal y disminuir
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asi la cuantia de endotoxina intraluminal (55). Estas medidas han tenido resultados
controvertidos, por lo que de momento no se puede realizar una indicacién firme
(56,57). La nutricidén enteral podria ser una medida interesante, ya que potencialmente
podria prevenir la endotoxemia al promover la integridad de la barrera intestinal. En el
ensayo NUTRIREA-2 observaron que la concentracion plasmatica de citrulina
(marcador de masa de enterocitos) era mayor en los pacientes criticos en shock que
habian estado recibiendo nutricidon enteral los tres primeros dias de evoluciéon con

respecto a aquellos que estuvieron nutridos via parenteral. (58).

Los dispositivos de adsorcién extracorpdorea de endotoxina se han
desarrollado en los ultimos afios, con resultados prometedores. Las membranas a
través de interaccién de carga adsorben el LPS. La mds estudiada ha sido la membrana
de polimixina. La polimixina B pertenece a un grupo de antibidticos polipeptidicos
catidnicos ciclicos. Presenta actividad antimicrobiana contra bacterias gramnegativas,
pero debido a sus efectos tdxicos su uso asistencial estd muy limitado. Dado que tiene
la capacidad de unirse a endotoxinas y neutralizarlas, se ha explorado la posibilidad de
utilizar polimixina unida a un vehiculo en fase sdlida para la hemo adsorcidn especifica
en pacientes con sepsis, conservando asi las propiedades de unién a lipopolisacaridos,
pero minimizando los efectos toxicos sistémicos (59). In vitro, ha demostrado reducir
la carga de endotoxina, pero en ensayos controlados aleatorios en una poblaciéon con

elevadas concentraciones de LPS no logré mejorar los resultados clinicos (60).

En el ensayo EUPHRATES (controlado aleatorio y doble ciego), se incluyeron

450 pacientes en estado critico en shock séptico. En este estudio se incluyeron
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pacientes en los que previamente se habia detectado AE elevada ya los que dicha
actividad era monitorizada durante el tratamiento. Entre estos pacientes, el
tratamiento de hemoperfusién con polimixina B frente al tratamiento médico

convencional no redujo la mortalidad a los 28 dias. (60)

También existen membranas de acrilonitrilo y metanosulfonato capaces de
adsorber LPS, pero no se dispone de grandes ensayos clinicos que respalden su
beneficio en el paciente critico. Broman et al, realizaron un estudio con este tipo de
membranas en 16 enfermos criticos en SS con fracaso renal agudo e hicieron hasta
cinco determinaciones de endotoxina (AE) y citoquinas, en las primeras 24 horas. Se
observod una reduccidn de las variables medidas, que se acompafiaba de una mejoria
hemodinamica, lactacidemia y necesidad de soporte vasoactivo (61). Sin embargo,
aquellos estudios con mayor tamafio muestral han tenido resultados controvertidos, lo
gue ha motivado su empleo en esta patologia no se haya establido de manera
rutinaria. El ensayo clinico ROMPA, que buscaba demostrar una reduccion de la
mortalidad en el shock séptico por la adsorcion de plasma, fue interrumpido
prematuramente al no encontrar diferencias entre el grupo control (sin terapia) y el
grupo de intervencién. (62). Otro ensayo clinico multicéntrico aleatorizado en el que
se incluyeron 115 pacientes criticos en shock séptico y en el que se evaluaba la eficacia
y seguridad de dosis altas de filtracién-adsorcion de plasma, fue detenido de manera
abrupta por tener probables efectos nocivos principalmente en las primeras fases del

shock séptico (63).

Mediante estas técnicas no sélo se eliminan endotoxinas también desaparecen
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del plasma citocinas cuyo papel frente al microorganismo en la sepsis podria ser
beneficioso para el paciente. Aunque la tecnologia ha evolucionado significativamente
en las ultimas décadas y los cartuchos actuales de hemoperfusion parece que se
pueden emplear de manera segura, no se dispone de evidencia cientifica suficiente
para recomendar su uso asistencial. Seguramente, es necesario investigar y desarrollar
un perfil especifico de paciente asi como una ventana temporal terapéutica que

permitan asegurar la eficacia de estas técnicas.

A diferencia de la sepsis, en el SC nos encontrariamos en un escenario
fisiopatoldgico distinto. El grado de endotoxinamia seria probablemente menor que en
el caso de shock séptico y el perfil de citoquinas circulante seria diferente al del
paciente infectado. Y, lo que probablemente es mas importante, no existe una noxa
infecciosa con capacidad reproductora de la que el paciente deba defenderse y para lo
cual requiera de la accién de la respuesta inflamatoria. Actualmente, Andrei S et al
estan comparando en el estudio ECMORIX el tratamiento con la membrana Oxiris y las
técnicas de reemplazo renal continua estandares en pacientes en SC con soporte
circulatorio con membrana de oxigenacién extracorpérea (ECMO). De momento no se
disponen de los resultados preliminares, pero la hipdtesis de partida es un posible

beneficio clinico derivado de la adsorcién de endotoxina (64).

Por otro lado, la principal via endégena de eliminacién de endotoxina es el
transporte inverso de LPS. Esta via implica la transferencia de LPS a través de la
proteina de transferencia de fosfolipidos (PTF) a lipoproteinas capaces de neutralizar el

LPS y promover su eliminacion a través de la ruta hepatobiliar. Es decir, debido a la
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vascularizacién intestinal la endotoxina sufre una primera eliminacién hepatica antes
de llegar al compartimento sistémico. Por tanto, otra de las lineas de investigacidon
actuales, esta centrada en optimizar esta via de eliminacién, como futura herramienta

terapéutica.

In vitro, la lipoproteina de alta densidad (HDL) neutraliza la actividad del LPS. En
ocho voluntarios sanos se realizd un estudio doble ciego, aleatorizado y controlado con
placebo, en los que se determind el efecto de la HDL tras la administraciéon de
endotoxina. Clinicamente, se observd que redujo ciertos sintomas, pero no la
respuesta febril y redujo la liberacién de ciertas citocinas inducidas por la endotoxina
como el TNF, IL-6 e IL-8 y de manera discreta atenud la secrecion de inhibidores de
citocinas proinflamatorias IL-1ra, receptores solubles de TNF e IL-10. Ademas, en el
articulo se destaca que la infusidon de HDL, antes de la administracién de LPS, se asocid
con una regulacidn negativa de CD14, el principal receptor de LPS, en los monocitos, lo
gue se traduce en una produccidon de TNF disminuida. Estos resultados sugieren que
HDL puede inhibir los efectos del LPS en humanos in vivo no solo uniéndose vy
neutralizando el LPS sino también reduciendo la expresion de CD14 en los monocitos

(65).

Estos resultados son prometedores, pero estas estrategias estan por validar en
el ser humano y requieren de mayores avances cientificos ya que el metabolismo de
las lipoproteinas y la actividad de transferencia de lipidos se modifican en la
enfermedad critica, este campo requiere que se realicen futuros proyectos de

investigacion para clarificarlo (65).
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En general, todas estas terapias son muy prometedoras. Pero debido a la
complejidad de la endotoxemia, el equilibrio pro y antiinflamatoria en el paciente
critico y que la respuesta inmune a la agresién es muy variable entre individuos, es
necesario realizar mayores estudios para determinar el fenotipo inmune de cada
paciente y asi poder beneficiarse de las distintas terapias dirigidas. Ademas, se
requiere de mayor conocimiento fisiopatoldgico sobre el mecanismo de traslocacién
de LPS en el intestino dafiado. Se han de identificar mejor los mecanismos protectores
de la barrera epitelial, de esta manera, estos posibles avances permitiran el desarrollo
de estrategias terapéuticas focalizadas a reducir la traslocacién en un estadio inicial de

la patologia.

Segln nuestros resultados, y también en linea con los hallazgos del estudio
MEDIC, la participacion fisiopatoldgica de la endotoxina en el paciente critico parece
gue va mas alld de la infeccidon por BGN. La lesién isquémica de la mucosa intestinal
esperada en la insuficiencia cardiovascular que se observa tanto en shock séptico co-
mo cardiogénico, podria facilitar que se produzca una traslocacidon bacteriana. Ade-
mas, en el paciente critico se dan varias circunstancias que provocan que aumente la
carga bacteriana en el tracto gastrointestinal. Esta exposicién a LPS podria provocar un
consumo de AcAE IgM en estos pacientes. Aunque en las ultimas décadas se han dado
grandes pasos que han puesto de manifiesto la importancia del papel de la endotoxina
en el paciente critico, aun quedan por determinar de una manera mas detallada la fi-
siopatologia de este fendmeno, lo que nos permitird el desarrollo de nuevas dianas

terapéuticas.
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Limitaciones del estudio

Nuestro estudio tiene varias limitaciones. A pesar de que el tamafo de nuestra
muestra supera el numero de pacientes estudiados en la mayoria de las
investigaciones en el paciente critico sobre biomarcadores inflamatorios en estado de
shock, un mayor nimero de pacientes podria habernos permitido llegar a establecer
conclusiones mas sdlidas. Nuestro seguimiento a los pacientes solamente fue durante
los primeros tres dias después del inicio del SC; hubiera sido de gran interés realizar un
seguimiento de los AcAE en los dias posteriores y asi, analizar su relacidon con el
prondstico del SC. Aunque nuestra explicaciéon hipotética sobre la exposicidn a la
endotoxina en ausencia de infeccion por Gram negativos es la existencia de
translocacién intestinal, no estudiamos ningiin marcador de dafio o disfuncién de la
mucosa intestinal, lo que nos impide asegurar la existencia de fendmenos de

traslocacion en nuestros pacientes.

Finalmente, analizamos anticuerpos antiendotoxina en lugar de la actividad de
la endotoxina, cuyo uso estd mas extendido en la literatura. Dado que todos los
métodos de andlisis de exposicion a la endotoxina tienen sus defectos, seria
recomendable las iniciativas futuras incluyeran una estrategia dual (endotoxina y sus

anticuerpos).
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VI.

CONCLUSIONES



1.- En el paciente con shock séptico existe una exposicidon a la endotoxina identificable
por el consumo de los anticuerpos antiendotoxina.

2.- En el paciente en shock cardiogénico, en ausencia de infeccion documentada, existe
una exposicion a la endotoxina identificable por el consumo de los anticuerpos antien-
dotoxina.

3.- La intensidad de la exposicion y el consumo de los anticuerpos antiendotoxina tuvo
un mayor rango en los pacientes con shock séptico.

4.- La determinacidn de los anticuerpos antiendotoxina no tuvo capacidad discrimina-
toria entre el shock séptico y shock cardiogénico.

5.- La intensidad de la exposicion y el consumo de los anticuerpos antiendotoxina tuvo
un mayor rango en los pacientes con shock séptico producido por bacterias Gram-
negativas en comparacion shock séptico producido por bacterias Gram-positivas.

6.- La determinacion de los AcAE no tuvo capacidad discriminatoria entre el shock sép-
tico por bacterias Gram-negativas y bacterias Gram-positivas.

7.- Los anticuerpos antiendotoxina se asociaron con la mortalidad en el shock

cardiogénico.

8.- Los anticuerpos antiendotoxina se asociaron con la mortalidad en el shock séptico.
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