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1. Sumario

Todos los organismos estan expuestos de forma continua a agentes
estresantes. Estas agresiones generan respuestas celulares. Entre estas se
encuentra la respuesta de choque térmico (Heat Shock Response HSR), que
incluye la sintesis de proteinas de choque térmico (Heat Shock Proteins HSPs),
encargadas del plegamiento asistido de otras proteinas, tanto las recién
sintetizadas como las que se dafan a causa de las agresiones externas. En el
caso de que las proteinas dafiadas no sean recuperables también se ocupan
de regular su eliminacion.

Existe una respuesta inmunoldgica frente a las HSPs propias que puede
considerarse fisioldgica y que incluye la existencia de anticuerpos frente a
algunas de ellas. Se han formulado varias teorias para explicar este fenomeno.
Segun la teoria la “senal de peligro” elaborada por Matzinger el sistema inmune
puede activarse en respuesta a sustancias endogenas liberadas a partir de
tejidos danados o sometidos a estrés, como las HSPs que son captadas
células presentadoras de antigenos (antigen-presenting cells APCs) y
reconocidas por los linfocitos T; los linfocitos de tipo y8 son especialmente
afines por las HSPs.

La agresion quirurgica y anestésica supone un estrés importante para el
organismo. La respuesta de estrés estd bien documentada a nivel
neuroinmunoendocrino, sin embargo apenas existen estudios que aclaren la
fisiopatologia de la respuesta de estrés celular en la agresion quirurgica y

anestésica.



Para estudiar la fisiologia de la HSR durante ambos tipos de agresién se
seleccionaron 21 pacientes a los que se les realizaron dos tipos de cirugia de
intensidad diferente. 11 de ellos fueron sometidos a una toracotomia y 10 a una
herniorrafia. Ademas se incluyeron 6 controles sanos de caracteristicas
sociodemograficas similares a los 21 casos.

Se extrajeron muestras de sangre periférica antes de la cirugia y 24 horas
después. Se analizaron niveles de HSPs70 (tanto inducible como constitutiva),
anticuerpos anti HSP70i e IL-6 mediante radio-inmuno-analisis (RIA).

El analisis de los resultados mostré un descenso global en los niveles de
HSPs (p=0,091) y de anticuerpos antiHSPs (p<0,05), especialmente en el
grupo de pacientes toracotomizados, asi como un aumento muy marcado de
IL-6 en el postoperatorio (p<0,05). En algunos pacientes el descenso fue
especialmente relevante: estos enfermos tenian antecedentes personales de
patologias inflamatorias sistémicas o locales, asi como una cierta tendencia a

presentar complicaciones en el postoperatorio.
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2. INTRODUCCION

2.1. Generalidades

Los seres vivos se encuentran continuamente amenazados por
agresiones externas que causan situaciones de estrés agudo o crénico. Los
agentes estresantes pueden ser fisicos (radiaciones, temperatura), quimicos
(farmacos, alimentos) o biolégicos (infecciones bacterianas, virales), y la
reaccion de defensa genera respuestas a tres niveles diferentes pero
interrelacionados: respuesta celular, respuesta inflamatoria local y respuesta
inflamatoria sistémica.

Uno de los primeros agentes agresores estudiados fue la hipertermia’.
Todas las células, tanto eucariotas como procariotas?, reaccionan frente a la
hipertermia o ante cualquier otro estimulo que suponga un estrés para la célula
con la denominada respuesta de choque térmico (Heat Shock Response;
HSR), que se traduce en la activacién de genes que codifican un grupo de
proteinas activadas por estrés (Stress Proteins; SPs). Las proteinas de choque
térmico (Heat Shock Proteins, HSPs), constituyen el grupo de SPs mas
estudiadas. El nivel de expresién de HSPs es directamente proporcional a la
intensidad del estimulo inductor de la HSR.

Las HSPs desempefian un importante papel no sélo en los procesos de
citoproteccion frente a los efectos lesivos de distintos elementos estresantes,
sino también en la reparacion celular y tisular.

El cancer, la isquemia-reperfusion, los procesos febriles o la infeccidn
inducen un incremento en la sintesis de las HSPs®. Las HSPs también estan

involucradas en los procesos de proteccion frente al estrés oxidativo originado
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por causas como la radiacion UV, citoquinas proinflamatorias [Factor de
necrosis tumoral a (Tumoral necrosis factor a; TNFa), Interleuquina-1 (IL-1) o
interleuquina-6 (IL-6)], o situaciones que supongan un déficit en los sistemas
antioxidantes. Asi, en los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMNs),
durante los procesos inflamatorios en los que se induce la masiva produccion
de especies reactivas de oxigeno en los leucocitos polimorfonucleares
neutréfilos (PMNs), se produce el incremento en la sintesis de HSPs*, a través
de la activacion de la Nicotiamida-Adenina Dinucleotido fosfato (NADPH).

Los agentes estresantes capaces de inducir la HSR, pueden clasificarse
en tres grandes grupos’:

o medioambientales (hipertermia, analogos de aminoacidos, metales

de transicidon, inhibidores del metabolismo energético o
quimioterapicos),

o fisiopatoldgicos (fiebre, inflamacion, estrés oxidativo, isquemia,

cancer, infeccion o dafio neuronal)
o fisioldgicos (ciclo celular, factores de crecimiento, desarrollo y
diferenciacion celular).

El estrés es un elemento habitual en la fisiologia celular, participando en
su funcionalidad. Esto implica una sintesis continua de HSPs, las denominadas
HSPs constitutivas (HSPc). Otro grupo de estimulos actian de forma ocasional
generalmente en situaciones de estrés agudo. Ante estas situaciones se
incrementa la sintesis de HSPs, las HSPs inducibles (HSPi).

La superfamilia de las HSPs agrupa una serie de familias que se
clasifican de acuerdo con sus pesos moleculares: proteinas de alto, medio y

bajo peso molecular. La familia HSPs70, de peso molecular medio, no solo es
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la mas comun sino también la mas abundante de las caperonas moleculares,
cuya funcion se explica mas adelante. Los genes que codifican la familia
HSP70, estan muy conservados evolutivamente®. Los distintas isoformas de la
HSPs70 difieren en sus niveles basales de expresion e induccion, y asi,
algunos de sus miembros se sintetizan de manera constitutiva como la HSP73
refiriendose como HSP70c y otras, son inducidas por estrés como la HSP72
(HSP70i)".

El papel citoprotector de las HSPs y en particular de la HSP70i, esta
extensamente documentado en una amplia variedad de enfermedades
humanas, tales como desordenes metabdlicos’, inflamacion®, infeccion® e
isquemia.®

Las HSPs27, pertenecen a la familia de las HSPs de bajo peso
molecular. Estan basicamente implicadas en fendmenos de termotolerancia
celular, intervienen en la estabilizacibn del citoesqueleto evitando su
desorganizacion en situaciones de estrés'' y recientemente, se ha descrito
para HSP 27, un papel protector frente a la apoptosis. '

Otros grupos importantes de HSPs son las ubiquitinas que se relacionan
con la degradacion de proteinas proteosémicas’, y la HSP 110 cuya funcion es

la de caperona molecular.™
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2.2. NOTAS HISTORICAS

El primer paso hacia el descubrimiento de la existencia de las HSPs se
produjo gracias a los trabajos de Ritossa a principios de los afios 60". Este
autor estudiaba las bases genéticas del desarrollo empleando células de las
glandulas salivales de Drosophila melanogaster; que de forma caracteristica
presentan unos cromosomas politénicos gigantes, visibles con microscopia
Optica. Ritossa observd que tras exponer las glandulas salivales a temperaturas
superiores a las fisioldgicas, se producian unos engrosamientos cromosémicos.

Afios mas tarde Tissiéres y colaboradores’ demostraron que los
engrosamientos descritos por Ritossa eran zonas de sintesis aumentada de
acido ribonucleico mensajero (ARNm), y se debian al incremento de genes que
denominaron genes de choque térmico. Las proteinas por ellos codificadas se
identificaron como Heat Shock proteins (HSPs).

De forma paralela al descubrimiento de las HSPs se desarrollo el
concepto de termotolerancia adquirida, descrito por primera vez por Gerner y
Schneider'®: las células sometidas a un tratamiento térmico no letal, adquirian
resistencia a un posterior aumento letal de temperatura; la termotolerancia
adquirida generalmente era transitoria. Entre los cambios producidos en estas
células destaca el aumento de sintesis de HSPs'’. Un agente o tratamiento que
ocasione la induccién de la expresion de los genes de estrés confiere
proteccion a la célula frente a posteriores exposiciones a agentes estresantes,
incluso aunque no estén relacionados con el anterior'>.

A finales de los afios 70 se fueron acumulando pruebas que confirmaban

que la respuesta de choque térmico constituia una propiedad general de todas
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las células'®: se produce aumento en la sintesis de HSPs en bacterias,
levaduras, plantas, células animales cultivadas, tanto en respuesta al aumento
de temperatura como a otros agentes estresantes tales como: metales
pesados, alcoholes, venenos metabdlicos, lo que indica el caracter universal de
la HSR.

La caracterizacion y aislamiento de los genes que codifican las SPs se
demostré de gran relevancia: muchos de los genes que codifican proteinas de
estrés guardan gran homologia en todos los organismos estudiados. Elisabeth
A. Craig hallé que los genes hsps70 de bacterias, levaduras y D.Melanogaster
eran homologos en mas de un 50% de su secuencia’®. En conclusion; las
proteinas de choque térmico se habian conservado a lo largo de la filogenética
y cumplen la misma e importante funcion en todos los microorganismos.

Durante algun tiempo se mantuvo una cierta perplejidad ante el hecho de
que estimulos toxicos dispares provocasen un aumento de la sintesis de las
mismas proteinas, lo que llevdé a buscar un mecanismo de accién comun que
explicase esta paradoja. En 1980 Lawrence E. Hightower®® observd que
muchos de los agentes que inducian la HSR eran agentes desnaturalizantes
proteicos, es decir, que alteraban la conformacion normal de las proteinas y
por tanto su funcion bioldgica. Este autor sugirié que la acumulacion intracelular
de proteinas desnaturalizadas era el estimulo que desencadenaba la HSR.
También propuso que las proteinas de estrés facilitarian la identificacion y
eliminacion de las proteinas desnaturalizadas*'.

Esta teoria se confirm6é pocos afios mas tarde gracias a los

experimentos de Ananthan, Voellmy y Goldberg?': demostraron que la

15



inyeccion intracelular de proteinas desnaturalizadas era un estimulo eficiente
para inducir la HSR.

En la década de los 80 se consiguieron purificar varias de las proteinas
de estrés. Una de las mas abundantes era la HSP70. Mediante el uso de
sondas moleculares se demostré que la HSP70 se acumulaba de forma
preferente en el nucleolo™; esto se debia a la presencia de particulas
ribosomicas desnaturalizadas en el nucleolo de las células sometidas a estrés.
De esta forma Pelham? sugiri6 que la funcién de la HSP70 podria ser
reconocer proteinas intracelulares desnaturalizadas y devolverles su
configuracion biolégicamente activa.

Este mismo autor identificé varios genes que codificaban proteinas
similares a la HSP70. Una de ellas era idéntica a la denominada proteina de
unién a inmunoglobulinas (inmunoglobulin binding protein BiP)?. La BiP se une
a la inmunoglobulina recién sintetizada conforme se va plegando y
ensamblando para adoptar su forma madura; si la proteina fracasa en su
plegamiento correcto, queda unida a la BiP y se elimina®®. Se propuso que éste
podia ser el mecanismo de accidon comun de todas las proteinas de estrés;
asistir al plegamiento de otras proteinas, y facilitar su eliminacion en caso de
que éste fracasara'®.

La caracterizacion de la HSP70 permitié también relacionar esta proteina
con el fendmeno de termotolerancia. La microinyeccion de anticuerpos anti
HSP70 en el interior de células de cultivo hacia que éstas fueran mucho mas
sensibles al aumento de temperatura, o lo que es lo mismo, perdian la

termotolerancia®*. Células transfectadas con el gen hsp70 mostraban un
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incremento de la tolerancia a la hipertermia®>, de esta forma quedaba
demostrada la relacién entre las HSPs y la termotolerancia.

Costa Georgopoulos® observd que las mutaciones en dos genes
relacionados con las proteinas de estrés denominados GroEl y GroEs,
conferian resistencia de las bacterias frente a los virus que dependen de la
magquinaria celular del huésped para su desarrollo. El funcionamiento incorrecto
de estos genes impedia el ensamblaje intracelular de las particulas virales.
Estas proteinas son similares a las proteinas de eucariotas denominadas
HSP10 y HSP60. Se cree que HSP10 y HSP60 trabajan de forma coordinada
para conseguir el ensamblaje correcto de otras proteinas. Debido a esta
propiedad se empezé a denominar a estas proteinas carabinas o caperoninas

moleculares®.

17



2.3. BIOLOGIA DE LAS HSPS

La principal funcion de las proteinas de choque térmico es, por tanto,
asistir al correcto plegamiento de otras proteinas, la recuperacion de proteinas
anomalas, y por ultimo la prevencion de la agregacién de las proteinas no
plegadas y su eliminacion en caso de que falle el plegamiento o la recuperacion

de la proteina sea imposible, ™.

2.3.1. Plegamiento de proteinas

El plegamiento proteico y el ensamblaje correcto de las diferentes
subunidades proteicas son esenciales para la supervivencia celular. Esta
funcion se realiza en las células eucariotas y procariotas gracias a una
maquinaria celular compleja que implica dos tipos de proteinas. La primeras
serian enzimas convencionales que catalizan algunas reacciones especificas®.

El segundo tipo de proteinas son las caperonas moleculares (HSPs):
estabilizan estructuras no plegadas o incompletamente plegadas y protegen de
la interaccion inadecuada entre cadenas polipeptidicas o dentro de la misma
cadena polipeptidica, previniendo la agregacion de cadenas de polipéptidos ™.

Hay que recordar la teoria de Anfisen®”?%: un polipéptido contiene toda la
informacidon necesaria para su plegamiento en su propia secuencia de
aminoacidos. Sin embargo durante el proceso de plegamiento, las proteinas

atraviesan por estados o conformaciones inestables durante los cuales es facil

que se produzca agregacion o que fracase el proceso de plegamiento. La
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funcién de las caperonas moleculares es proteger al resto de las proteinas

cuando estan en una situacion inestable.
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Fig 1 Modelo de plegamiento y ensamblaje asistido por HSPs. Durante la sintesis
proteica las HSPs70 interaccionan con la cadena polipeptidica naciente a medida que va
emergiendo del ribosoma. Tal interaccion previene el plegamiento prematuro e incorrecto.(1).

Algunas proteinas no requieren la asistencia de ninguna otra HSP. Oftras son
transferidas a las HSPs 60, en este caso el plegamiento se completa en el interior de la
estructura de la HSP60 con la asistencia de las HSPs10 y la hidrolisis de ATP Las HSPs60
pueden asistir al plegamiento de proteinas monomeéricas (2) y poliméricas (3)

Cada una de las HSPs presenta un tipo de interaccién diferente con las
demas proteinas. Asi, por ejemplo, la HSP70 interacciona con la cadena
polipéptidica a medida que va siendo formada en el ribosoma. Tal interaccion
previene el plegamiento prematuro e incorrecto de la nueva proteina®®. La
HSP60, sin embargo, tiene una estructura con dos anillos, compuestos por 7
subunidades cada uno, que forman una estructura toroide; la proteina asistida,
parcialmente plegada, se introduce en su interior, donde se contintua el

plegamiento proteico al mismo tiempo que se protege de la interaccion con
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otras proteinas® (fig 1), finalizado el cual el cual se produce la disociacién®’. La
HSP10 es cofactor de la HSP60''.

Una caracteristica importante de las HSPs es que precisan de la
hidrélisis del ATP para su funcionamiento®®3*. Las HSP70, 60 (esta ultima
asociada a la HSP10) HSP90 y 110 necesitan del ATP para disociarse de la
proteina que esta adquiriendo su configuracion (fig. 1). Algunas HSPs,
especialmente las de mas bajo peso molecular, parecen no ser ATP-

dependientes®*: actiian como enlazadores pasivos de las proteinas alteradas.

2.3.2. Transporte de proteinas

Las caperonas moleculares por tanto, se unen y estabilizan la
conformacion inestable de otras proteinas mediante uniones y liberaciones
controladas, facilitando asi su destino correcto. Este destino incluye varias
etapas; no sélo el plegamiento y ensamblaje oligomérico, si no también su
transporte al compartimento intracelular adecuado y, si se precisa, su
degradacion®.

En la figura 2 se describe un modelo de transporte de proteinas desde el
citoplasma a la mitocondria asistido por proteinas de la familia HSP70. Asi las
caperonas moleculares del citosol son fundamentales en el transporte y
plegamiento de proteinas que van a ser traslocadas a otras organelas como el
nicleo o las mitocondrias®®, asegurando que durante el procedimiento que
implica la desconfiguracion y posterior replegamiento de la proteina

transportada se produzca sin errores.
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Fig 2. Modelo que describe el transporte de proteinas a la mitocondria, su plegamiento y
ensamblaje. Las proteinas con destino a la mitocondria se mantienen en su forma desdoblada
gracias a la interaccién con HSP72/HSP73. El paso de la membrana se acompafia de la
liberacion de las HSPs70 y Ia unién a Grp75. Finalmente se produce el plegamiento asistido (2
y 3) o no (1) por las HSPs60™

2.3.3. Reparacion de proteinas alteradas

Un gran grupo de proteinas de choque térmico funcionan como
caperonas moleculares en la reparacion de las proteinas lesionadas.

Entre estas se incluyen las siguientes familias: HSP70, HSP90, HSP104,
HSP40, HSP27 y las alfa-cristalinas'. La mayoria de estas proteinas son
constitutivas, encargadas de asegurar el plegamiento proteico adecuado y
transportar las proteinas a la organela intracelular donde deben realizar su
funcién. Sin embargo, en condiciones adversas que causen una amplia lesion
de las proteinas celulares, la célula necesita aumentar la sintesis de estas

proteinas para reparar o eliminar las proteinas dafiadas®’
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HSPs70 y HSPs40 pueden catalizar el replegamiento de proteinas
desnaturalizadas total o parcialmente y recuperar su forma activa mediante un
proceso que implica la hidrélisis de ATP.

Algunas HSPs tienen la capacidad de deshacer agregados intracelulares
de proteinas solubles y acelerar el replegamiento de estas proteinas para
recuperar su forma soluble activa®.

Ademas de las HSPs existen otras proteinas encargadas de proteger a la
célula frente a agentes estresantes e incluso de reparar las proteinas dafadas,

como son la superdxido dismutasa, hemooxigenasa y la catalasa ™.

2.3.4. Degradacién de proteinas dafiadas

Durante mucho tiempo se ha considerado que la degradacion proteica
era un proceso poco especifico. Sin embargo, hoy en dia se sabe que es un
mecanismo necesario para el mantenimiento de la homeostasis celular'.

Las proteinas que presentan alteraciones en su plegamiento deben ser
destruidas ya que presentan una gran tendencia a formar agregados, lo que es
altamente lesivo para la célula. Ademas, la degradacién proteica es una via
que puede emplear la célula para controlar ciertas actividades, en concreto se
puede controlar la degradacion o no de proteinas efectoras o reguladoras de
otras funciones®'. El control de la degradacién de proteinas es importante a
nivel inmunoldgico, ya que el sistema inmune basa su respuesta en el
reconocimiento de fragmentos proteicos procedentes de la degradacion de
proteinas foraneas>".

Este sistema debe estar estrictamente controlado para evitar la

destruccién masiva de proteinas utiles para la célula. Una de las estrategias
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que emplea es la compartimentalizacion: organelas especificas para llevar a
cabo la proteolisis. Una de las mas relevantes son los lisosomas. Las HSPs
tienen un papel muy importante a la hora de seleccionar qué proteinas son las
que van a ser degradadas. Se ignora todavia cual es el mecanismo por el cual
se decide si una proteina va a ser renaturalizada o degradada'. Una
posibilidad es que la degradacion o no de la proteina dafiada esté en relacion
con el tiempo de unidn con las HSPs. Si la proteina recupera su conformacion
tridimensional se produce la disociacion de la HSP y no se degrada. Si el dafio
es tan importante que no se puede recuperar la configuracion tridimensional no
se produce la disociacion y como consecuencia la proteina queda marcada
para su degradacion®®. La HSP73c (constitutiva) y la ubiquitina son las HSPs
mas activas en la degradacion de proteinas. La HSP73c regula el transporte de
proteinas dafiadas hacia el interior de las organelas donde se va a producir la
degradacion; en este caso mitocondria y lisosomas'. Las ubiquitinas
reconocen las proteinas que van a ser degradadas, se unen de forma
covalente a las mismas en residuos de lisina de la cadena polipeptidica, y se
forman cadenas de ubiquitina a partir de estas primeras uniones*®*'. Esta
union se realiza mediante un complejo multienzimatico. Las proteinas
portadoras de cadenas de poliubiquitinas son reconocidas por un sistema de
proteasas denominado proteosoma que se ocupa de la degradacion de las

proteinas'®.
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2.4. CLASIFICACION DE LAS HSPS
Las HSPs se clasifican no s6lo por su peso molecular: alto (HSP110,
HSP90), medio (HSP70, HSP60/HSP10, HSP 40), bajo (HSP 33, HSP 27,

ubiquitina y cristalinas), si no también por su funcion (tabla 1):

Nombre Homdélogo en Funcién
bacterias
HSP110/104 | HSP 110/104 Caperona molecular
HSP 90 HtpG Caperona molecular.
Receptor de hormonas esteroideas
Grp 78 (BiP) | DnaK Caperona molecular constitutiva.
HSP 75 DnaK Caperona molecular constitutiva
HSP 73 DnaK Caperona molecular constitutiva
HSP 72 DnaK Caperona molecular inducible
HSP 60 GroEL Caperonina molecular.
HSP Cofactores de HSP 70
40/GrpE
HSP 47 Caperona del colageno
HSP 33 Caperona molecular. Estrés oxidativo
HSP 20-30 Estabilizacion de actina.
Termotolerancia
Transduccion de sefiales.
Proteccion frente a la oncogénesis y
apoptosis
HSP 10 GroES Cocaperonina de HSP 60
Cristalinas Caperonas.
Implicacién en enfermedades
neurolégicas
Ubiquitina Degradacion de proteinas

Tabla 1 HSPs y su funcién

2.4.1. HSP110

La familia de HSPs de mayor peso molecular esta integrada por la
HSP110 y la Grp170. Aunque estructuralmente son similares a las HSPs70*?,
no se conoce muy bien como realizan su funcion*’: se sabe que acttan de
forma conjunta con otras HSPs (HSP70, HSP90) como caperonas

14,44,45

moleculares , Y que su ausencia es letal para la célula™.
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2.4.2. HSP90

Funciona como caperona molecular en el plegamiento de proteinas, entre
las que se incluyen los receptores de hormonas esteroideas, quinasas y la
p53"3.

La mayoria de los sustratos de la HSP90 son proteinas senalizadoras. El
déficit de funcion de HSP90 produce profundas alteraciones en la evolucién del

ciclo celular®.

2.4.3. HSPs70

La familia de las HSPs70 (en eucariotas: HSP68, HSP72, HSP73 vy
GRP78), son un grupo de ATPasas muy conservadas en la escala filogenética,
especialmente en su dominio N-terminal (ATPasa) y en el sitio de unién al
sustrato®.

La caracteristica mas importante del funcionamiento de las HSPs70 son
los ciclos de union y liberacibn de moléculas sustrato (proteinas sin
configuracion espacial adecuada), dependiente de ciclos de hidrolisis del ATP y
de cambios conformacionales*’. Las HSPs70 son esenciales en el plegamiento
de proteinas, union y desunion de oligobmeros, traslocacion de proteinas o

degradacion de las mismas*® .

25



2.4.4. HSP60/HSP10

Las proteinas HSP60 y HSP10 (denominadas GroEl y GroEs
respectivamente en procariotas) actian como caperoninas: forman un complejo
proteico esencial para la adquisicion de la estructura terciaria de otras
proteinas, especialmente las de tamafio entre 20 y 60 Kd, con dominios

extensos con estructura a-hélice y p-lamina, y zonas hidrofébicas extensas®*®

2.4.5. HSP40 y GrpE (cofactores)
Las proteinas HSP40 y GrpE son colaboradores necesarios para la
funcion de la HSP70°%%". La proteina HSP40 estimula la funcién ATPasa de las

HSPs70'3.

2.4.6. HSP33

La HSP33 es una SP de bajo peso molecular cuyo mecanismo de accion
es diferente al del resto de HSPs. En condiciones normales se encuentra en
forma reducida inactiva. Cuando se somete a un ambiente oxidativo se produce
una cambio conformacional que incluye la liberacién de un atomo de zincy se
activa'?®® Se trata por tanto de una HSP activa y eficaz frente al estrés

oxidativo. Su expresion se incrementa también tras el choque térmico'>#*2°,

2.4.7. HSP27

Las HSP27 son unas proteinas de peso molecular relativamente bajo
(27.000 Kd) que en el ser humano presentan 4 isoformas diferentes (A,B,C y
D). Han sido detectadas de forma constitutiva en varios tejidos humanos,

incluidos los PMNSs, con diferentes niveles de expresion''>*
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Las HSP27 han sido implicadas en fendmenos de termotolerancia,
mediante la estabilizacion de la actina durante el choque térmico™** | la
transduccion de sefiales®®, la embriogénesis, y se describe un posible papel

protector frente a la oncogénesis y la apoptosis®.

2.4.8. Cristalinas

Las cristalinas son caperoninas de bajo peso molecular detectadas por
primera vez en estructuras del ojo. Sin embargo, cada vez existen mas
evidencias de su presencia fuera del globo ocular y de su implicacion en

enfermedades principalmente neurolégicas®”*®.

2.4.9. Ubiquitina

Las ubiquitinas son un grupo de proteinas de pequefio peso molecular
que forman parte del denominado sistema ubiquitina/proteosoma de
degradacion de proteinas. Estdn implicadas en la regulacién de numerosas
funciones intracelulares a través del control de la eliminacion o mantenimiento

13.59.8061 (transduccion de sefiales,

de las proteinas implicadas en los mismos
reparacion de DNA, mantenimiento de los cromosomas, activaciéon de la
transcripcidn, progresion del ciclo celular, supervivencia de la célula, apoptosis,
ciertas funciones inmunitarias o eliminacion de proteinas dafiadas o mal

configuradas®).
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2.5. REGULACION DE LAS HSPs

La respuesta celular al estrés se caracteriza por su rapidez y su falta de
especificidad. Es importante por lo tanto una regulacién de su actividad muy
precisa, pero que al mismo tiempo sea lo suficientemente flexible como para
responder a las distintas formas de agresion celular de una forma inmediata'®.

La activacion transcripcional de los genes de la respuesta de choque
térmico se realiza por medio de los denominados factores del choque térmico
(Heat Shock factors, HSFs)°.

Se conocen 4 tipos diferentes de HSFs en humanos. El HSF1, se activa
en respuesta a determinadas formas de estrés®, a diferencia del HSF2 que

5,63

parece estar mas relacionado con el desarrollo™™” . El HSF3 es una molécula

con capacidad para responder al calor, que se ha descrito en aves %
Recientemente se ha descubierto en humanos el HSF4, cuya funcion no esta
bien definida, si bien se ha podido comprobar que carece de capacidad para
activar la transcripcion, por lo que su funcion bien podria ser reguladora de la
funcion de los HSF1y HSF2%.

Los HSFs, en concreto el HSF1 cuya estructura es la mejor conocida,
poseen dos dominios muy conservados a lo largo de la evolucién®. El primero
es un dominio de unién a ADN: los HSFs se unen a zonas especificas del ADN
denominadas elementos de choque térmico (Heat Shock Elements HSEs); la

unién de los HSFs a los HSEs activa la expresién de los genes hsps®. El

segundo es un dominio de oligomerizacién (en este caso trimerizacion)>®’. La
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forma monomérica es inactiva, para poder llevar a cabo su funcién es
necesario que se formen trimeros. La forma polimerizada tiene la facultad de
traslocarse al nucleo, unirse a los HSEs y activar la transcripcion de los genes
hsps®*®e.

No esta claro cual es el mecanismo mediante el cual se activan los
HSFs. Una de las teorias mas aceptadas es que los HSFs se unen a las HSPs
cuando la célula esta en reposo. El aumento en la concentracion de las
proteinas desnaturalizadas produce un aumento de la demanda de HSPs en
sus funciones de caperonizacion, lo que conlleva a la disminucion de la
concentracion intracelular de HSPs, y a la liberacién de HSFs en el citosol. Este
aumento de concentracion facilita la trimerizacion, y la activacion de la

transcripcion® ¢’ (fig3).
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Fig 3. Regulacion de la respuesta al choque térmico y ciclo del HSF. La activacién del
HSF va unida a la aparicién de proteinas no plegadas y al requerimiento celular de la asistencia
de las HSPs, para prevenir la agregacién de estas proteinas. El HSF existe en estado normal
en el citoplasma o en el nicleo como monbémero inerte, cuya capacidad para unirse al ADN
esta bloqueada por interacciones con las HSPs. La disociacién de las HSPs se asocia a un
proceso que termina en la oligomerizacion de los HSFs y finalmente a la activaciéon de su
capacidad para unirse al ADN de forma que estimulan la transcripcion de genes de HSPs. El
aumento de HSPs acttia como un sistema de regularizacién negativa inhibiendo, finalmente, la
capacidad de estimular la transcripcion del HSF".
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2.6. HSPs Y RESPUESTA INMUNE
2.6.1. Fisiologia de la respuesta inmune®®"2

Los organismos superiores estan en contacto continuo con numerosos
organismos patdégenos. Para controlarlos se dispone de un complejo sistema
defensivo: el sistema inmune.

El sistema inmune responde a la presentacion de moléculas extrafias
mediante la generacion de sustancias “especificas” para cada una de esas
moléculas. Estas son de dos tipos:

1. Anticuerpos: son producidos por los linfocitos B y son capaces de
reconocer la sustancia patégena de forma directa.

2. Receptores de células T: se expresan en la superficie de los
linfocitos T y reconocen la sustancia patégena de forma indirecta.

El elemento patégeno reconocido por los receptores y los linfocitos B se
denomina antigeno. Los anticuerpos reconocen estos antigenos de forma
directa, el reconocimiento por parte de los linfocitos T requiere del
procesamiento del antigeno por parte de células presentadoras de antigenos y
su expresion en la superficie junto a una molécula del complejo mayor de
histocompatibilidad (Major histocompatibility System MHC).

Existen dos clases de MHC:

1. MHC clase I: se expresa practicamente en cualquier célula del
organismo y es reconocido por los linfocitos T CD8+. Este tipo de
receptores raramente presentan antigenos relacionados con el

sistema HSPs.
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2. MHC clase II: presentes so6lo en un numero limitado de células
que en general pertenecen al sistema mononuclear fagocitico.
Este tipo de células presentan los antigenos a los linfocitos T
CD4+. Existen dos tipos.

a. Linfocitos T CD4+ helper capaces de producir citocinas con
multiples funciones; entre otras la estimulacion de los
linfocitos B para que produzcan anticuerpos.

b. Linfocitos T CD4+ citoliticos capaces de destruir la célula
contaminada.

Todos estos tipos de linfocitos presentan un receptor compuesto por una
cadena a y otra p.

Otros linfocitos poseen un receptor compuesto por cadenas y y 3. La
funcién de estos linfocitos esta menos estudiada aunque posiblemente esté
relacionada con funciones de control y eliminacion de células aberrantes. Se
cree que para realizar estas funciones reconocen estructuras propias, incluidas
las HSPs.

De una forma breve podemos clasificar los agentes patdgenos en tres
tipos:

e Patdégenos extracelulares: (generalmente capaces de secretar
toxinas), el organismo se defiende contra ellos mediante los
anticuerpos.

e Patdégenos intracelulares: cuyo control se hace mediante los

linfocitos T.
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e Virus: se emplean ambas vias dependiendo de la localizacion. En
este apartado se podrian encuadrar los priones, aunque los

mecanismos defensivos contra ellos todavia no estan claros.

2.6.2. HSPs y enfermedades infecciosas

Como ya se ha expuesto previamente las HSPs son moléculas muy
conservadas a lo largo de la escala filogenética™*">™. Por ello, las HSPs de
los microorganismos infecciosos son una posible diana para la respuesta
inmunoldgica, de hecho se ha descrito una respuesta inmune contra las HSPs
en enfermedades infecciosas’": tuberculosis, lepra, malaria, fiebre Q, brucelosis

o sifilis; la agresion inmunoldgica pueda afectar tanto a las HSPs del organismo

agresor como a las del huespe

AGENTE INFECCIOSO

ENFERMEDAD

Borrelia burdorferi

Enfermedad de Lyme

Brugia malayi

filariasis linfatica

Chlamydia trachomatis

tracoma

Legionella pneumophila

legionelosis

Leishmania donovani

leishmaniasis visceral

Leishmania major

leishmaniasis

Mycobacterium tuberculosis

tuberculosis

Mycobacterium leprae lepra
Onchocerca volvulus 0ONcocercosis
Plasmodium flaciparum malaria

Schistosoma mansoni

esquistosomiasis

Trypanosoma cruzi

enfermedad de Chagas

Trymanosoma bruzi

tripanosomiasis

tabla 2 enfermedades infecciosas en las que las HSPs son los antigenos

dominantes.
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2.6.3. HSPs y respuesta inmunoldgica al estrés

Segun la teoria de la “sefial de peligro” elaborada por Matzinger’® el
sistema inmune puede activarse en respuesta a sustancias enddgenas
liberadas a partir de tejidos dafiados o sometidos a estrés, como las HSPs’’
qgue son captadas por células presentadoras de antigenos (antigen-presenting
cells APCs) y reconocidas por los linfocitos T°%; los linfocitos de tipo v8 son
especialmente afines por las HSPs'".

En la actualidad se considera que la respuesta autoreactiva contra las
HSPs puede ser fisiologica, e importante en el control y vigilancia inmunoldgica
en el organismo’®. En cualquier caso todavia no estd claro cudl es la

importancia de este tipo de reacciones inmunoldgicas.

2.6.4. Inmunidad humoral y HSPs

Una de las mayores incognitas en este campo es por qué se producen
anticuerpos contra unas proteinas que tedricamente aparecen sélo en el
espacio intracelular.

Diversos estudios relacionan la presencia de anticuerpos anti HSPs y
diferentes patologias infecciosas’’, cardiovasculares®® (en concreto la

81,82

8384) " tumorales’’, autoinmunes®

cardiopatia isquémica y la hipertensién
(como la artritis reumatoide, lupus, la enfermedad de Graves o la tiroiditis de
Hashimoto®®), rechazo de 6rganos® etc. Incluso hay estudios que relacionan la

|84

presencia de anticuerpos anti-HSP con el estrés ambiental™. También se ha

podido demostrar la presencia de este tipo de anticuerpos en individuos sanos,
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por lo que se puede pensar que forman parte de la reserva de anticuerpos
naturales®’.

El significado de este tipo de respuesta autoinmune no esta claro en el
momento actual, por lo cual se necesitaran mas estudios para llegar a

clarificarlo”.
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2.7. BIOLOGIA DE LOS LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES
2.7.1. Fisiologia®®8°
Los leucocitos polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) son células
implicadas en la defensa del organismo frente a la agresion: su funcion
principal es la destruccion de bacterias. También se relacionan con la

inflamacién, la regulacion de la respuesta inmune innata, y posiblemente

tengan un papel en la defensa del organismo contra los virus.

2.7.2. HSPs y PMNs

La presencia de sustancias oxidantes en los granulos de los PMNs
provoca la existencia de un medio interno poco favorable para la supervivencia
de la propia célula, lo que justifica la elevada concentracién intracelular de
HSPs que garantizan la estabilidad de las proteinas vitales en los neutréfilos®.

Ante una situacion de agresion que provoca estrés oxidativo, como la
cirugia, infeccion®!, traumatismo® o quemaduras®, los PMNs responden de
forma inmediata poniendo en marcha todos los mecanismos defensivos de
primera linea, y entre ellos la induccion rapida de HSPs, especialmente HSP27,
HSP70 y HSP90%. Ello, junto con la facil accesibilidad para la obtencion de
estas células hace de los PMNs eficaces biosensores del estrés celular.

Diversos estudios relacionan las HSPs con la regulacion de la apoptosis
en PMNs, sin embargo las conclusiones de los diferentes estudios son

94,95

contradictorias. Unos afirman que las HSPs potencian la apoptosis y otros

que la inhiben®®%",
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2.8. RESPUESTA AL ESTRES

La respuesta celular al estrés quirurgico y anestésico, cuyo estudio es el
principal objetivo del presente trabajo, emplea complejos mecanismos: durante
la misma se producen alteraciones a nivel endocrino, neurolégico e
inmunolégico, por lo cual se puede hablar de una respuesta
neuroinmunoendocrina frente al estrés.

2.8.1. Respuesta neuroendocrina®®®®

Cualquier agente agresor genera una reaccion que tiene como objetivo
restaurar la homeostasis. Estos cambios se llevan a cabo mediante dos

sistemas efectores'%% "’

: el sistema hipotalamo-hipofisario-adrenal y el
sistema simpatico adreno-medular.

2.8.1.1. Sistema hipotalamo hipofisario adrenal (SPHA).

Controla la producciéon de varias hormonas. En nuestro caso son
importantes la hormona liberadora de corticotropina (Corticotropin-releasing
hormone, CRH) y la vasopresina. Estas dos hormonas actian de forma
sinérgica para promover la liberacién de corticotropina (Adrenocorticotropic
Hormone, ACTH), que a su vez actua estimulando la sintesis de cortisol (y
aldosterona) por la glandula suprarrenal.

2.8.1.2. Sistema simpatico adrenal medular (SSAM)

El sistema nervioso simpatico (central y periférico), controlado desde el

locus ceruleus en el tronco del encéfalo, activa a nivel de la médula

37



suprarrenal la liberacion de catecolaminas a la circulacion periférica,
principalmente adrenalina.

El incremento del tono simpatico en otros érganos efectores incrementa
también la concentracion de catecolaminas en sangre, fundamentalmente
noradrenalina.

2.8.1.3. Regulacion

Los dos sistemas (SPHA y SSAM) se encuentran sometidos a diversos
mecanismos de regulacion®:

1. Activacion mutua.

2. Autorregulacion (cada sistema se inhibe a si mismo).

3. Sistemas activados por serotonina, acetilcolina y mediadores de la

respuesta inflamatoria (IL 1, IL 6 y TNFa).

4. Sistemas inhibidos por la activacion de vias gabaérgicas [(Gamma-

aminobutyric acid, (GABA)], opiaceos y endorfinas.

La respuesta neuroendocrina modifica el grado de alerta, la atencion y
otras funciones superiores en el paciente vigil mediante su accion
activadora de diferentes sistemas: dopaminérgico mesocortical-
mesolimbico,  amigdalino-hipocampo y el proopiomelanocortinico
principalmente®.

2.8.1.4. Alteraciones metabélicas’®*°

) Metabolismo de carbohidratos

Los estados de estrés se suelen acompafiar de hiperglucemia,
producida por el incremento de los niveles de catecolaminas, cortisol y
glucagodn, el descenso de los niveles de insulina, y resistencia periférica a

la misma.
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Los tejidos inflamados, leucocitos y el sistema reticulo-endotelial
aumentan consumo anaerobio de glucosa, con el consiguiente incremento
de produccion de lactato®®°.

. Metabolismo proteico

Se produce un balance nitrogenado negativo, a causa del aumento de
los niveles de cortisol®°,

. Metabolismo lipidico

La grasa es el principal combustible metabdlico en situaciones de estrés.
Aumentan los niveles de cuerpos cetonicos y de acidos grasos libres debido
a la accion de las tres hormonas contrainsulares: catecolaminas, glucagén y

corticoides®*°.

2.8.2. Respuesta inmunolégical/inflamatoria

La inflamacion es una de las respuestas del organismo a la agresion
anestésicoquirirgica; Se trata de una respuesta rapida, controlada vy
amplificada mediante mecanismos reguladores humorales y celulares'?*'%,

La respuesta inflamatoria sistémica se manifiesta con fiebre o
hipotermia, leucocitosis, leucopenia o aparicion de formas inmaduras en el
recuento leucocitario, taquicardia y taquipnea (Tabla 3). Este tipo de
respuesta inflamatoria es muy similar a la que se observa en caso de
sepsis, la unica diferencia es la existencia de wuna infeccion

subyacente'9%1%,
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Temperatura >38°C 6 <36°C

Frecuencia cardiaca >90 latidos/minuto

Frecuencia respiratoria >20 respiraciones/minuto o pCO, <
32 mmHg

Leucocitos >12.000/mm?® 6 <4.000/mm® 6 >10%

de formas inmaduras

Tabla 3. Criterios diagnoésticos de sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (systemic inflammatory response syndrome SIRS), se deben
cumplir 2 6 mas de dichos criterios’*.

2.8.3. Factores que activan la respuesta inflamatoria

Al igual que la respuesta neuroendocrina, la respuesta inflamatoria se

puede desencadenar con intensidad variable ante cualquier estimulo

agresor: trauma quirt]rgicom“, pérdida de sangre, transfusiones, hipotermia,

102,103 105,106,107

isquemia-reperfusion o ventilacion agresiva (ventilacion

unipulmonar) entre otros.

2.8.4. Componentes de la respuesta inflamatoria

2.8.4.1. Sistema del complemento

El complemento se activa en respuesta a la agresion quirurgica a través
de la via alternativa. El resultado final es el aumento de las concentraciones
plasmaticas del denominado complejo de ataque a membrana (C5b-C9). El
incremento de las concentraciones plasmaticas de factores activados del
complemento se correlaciona con mayor incidencia de disfuncion
multiorganica'®. (fig 4).

2.8.4.2. Citoquinas

Las citoquinas o interleuquinas (ILs) son proteinas solubles vy

polipéptidos que actian como mediadores paracrinos del sistema inmune y
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son producidas por diferentes tipos celulares entre las que se incluyen
PMNSs, linfocitos, monocitos y células endoteliales'.

Cada tipo de citoquina puede ejercer acciones proinflamatorias o
antiinflamatorias (Tablas 4 y 5). Las citoquinas proinflamatorias juegan un
papel importante a la hora de estimular la respuesta inmune a la agresion
quirdrgica; las mas relevantes son las IL-18, IL-6, IL-8 y el TNF-a (tabla 4).
La elevacion persistente de dichas citoquinas es un marcador de mal
prondstico' %" .

La Il-6 es una citoquina multifuncional involucrada en la activacion de las
respuestas inmunes de las células B y T, la hematopoyesis y la inflamacion.
Se sabe que aumenta en paralelo a las proteinas de fase aguda. Su
concentracion comienza a aumentar a las 2-4 horas de la incisiéon cutanea,
el pico maximo se encuentra de 6 a 24 horas después. La respuesta es
proporcional a la extension de la cirugia'®''? |

Entre las citoquinas antiinflamatorias cabe destacar la interleuquina 10
(IL-10), un potente inhibidor de la produccion de IL-1pB, IL-6, IL-8 y el TNF-

o3, El papel del resto de las citoquinas antiinflamatorias no esta atn bien

definido (tabla 5).

2.8.4.3. Oxido Nitrico

El 6xido nitrico (Nitric oxide NO) es un mediador biolégico ampliamente
sintetizado en el endotelio vascular, cuya funcibn mas relevante es la
vasodilatacion de la circulacién sistémica y pulmonar; inhibe la adhesién y

agregacion plaquetaria y las interacciones entre leucocitos y endotelio, lo
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Citoquina

Localizacion

Funcion

TNF a

Macrofagos, monocitos,
células B y T, mastocitos,
células endoteliales

Mediador primario en la respuesta
inflamatoria.

Provoca la clinica del SRIS.
Libera citoquinas proinflamatorias.
Libera neutrofilos (desde médula
osea).

Activa monocitos, complemento y
coagulacion.

Sintesis de moléculas de adhesion
en endotelio.

Produce proteinas de fase aguda.
Pir6geno endégeno.

IL-1B

Macréfagos, monocitos,
células endoteliales

Mediador primario en la respuesta
inflamatoria.

Inicia la respuesta mediada por
células; activacion de linfocitos T y
macrofagos.

Expresion de iNOS, liberacion de
prostaglandinas, inhibicion de la
lipoproteinlipasa.

Activa la coagulacion

Libera citoquinas proinflamatorias.
Sintetiza moléculas de adhesioén en
endotelio.

Produce proteinas de fase aguda.
Pir6geno endégeno.

IL-6

Macrofagos, Células T helper

Mediador tardio de la respuesta
inflamatoria.

Activa linfocitos By T.

Produce proteinas de fase aguda.
Pir6geno endégeno.

IL-8

Macrofagos, Células T,
células endoteliales

Mediador tardio de la respuesta
inflamatoria.

Quimiotaxis de neutrofilos,
basofilos y células T.

Regula la funcion de los neutrdfilos.

Tabla 4. Citoquinas proinflamatorias TNF: factor de necrosis tumoral, IL:
interleuquina, INOS: sintetasa inducible de 6xido nitrico’®.

que situa al NO como una molécula clave en la regulaciéon de la

inflamacion''*""®. Se ha propuesto que el 6xido nitrico posee, entre otras,
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propiedades inmunomoduladoras y quelantes de radicales libres de

oxigeno''®1"7.
Citoquina Localizacion Funcion
IL-10 Macréfagos Limita la respuesta
inflamatoria.
Inhibe la secrecién de
IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a.
Regula a la baja la
expresion de HLA-DR
en monocitos
TGF-B Macrofagos, linfocitos y | Regula a la baja la
plaquetas produccién de citoquinas
proinflamatorias.
Reduce la activacion de
linfocitos
IL-1ra Porcion soluble de un Inhibidor especifico de
receptor IL-1PB.
TNF-sr1y TNF-sr2 Porcién soluble de un Antagonista especfico
receptor de TNF-a

Tabla 5. Citoquinas antiinflamatorias. IL: interleuquina. TGF: factor
transformador de crecimiento. IL-1ra: antagonista del receptor de IL-1. TNF-
sr: receptor soluble del factor de necrosis tumoral. HLA: antigeno de
leucocitos humano'®.

2.8.4.4. Cascada de la coagulacion

La coagulacion es un proceso intimamente ligado a la respuesta
inflamatoria sistémica. La activacion de la coagulacion es un proceso
fundamental en la respuesta inflamatoria sistémica y viceversa.

La homeostasis de la coagulacién implica un delicado equilibrio entre
factores procoagulantes y anticoagulantes. El objetivo de la coagulacion es
la formacion de agregados insolubles de fibrina, que se eliminan

posteriormente gracias al sistema de la fibrinolisis (fig 5).
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Durante la agresion anestésico-quirirgica varios agentes activan la
coagulacién. La lesion endotelial y la liberacion de citoquinas activan la
coagulacién'®, y a su vez la activacién de la coagulacion puede aumentar
la liberacion de factores inflamatorios, lo que eventualmente puede producir
un circulo vicioso que conduzca al agravamiento de la situacién de un
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (systemic inflammatory

response syndrome SIRS)""".

2.8.4.5. El endotelio

El endotelio es fundamental en la fisiopatologia de la respuesta
inflamatoria. Entre sus funciones destaca la regulacion del tono y la
permeabilidad vascular, el control de la coagulacién, la fibrinolisis y la
agregacion plaquetaria, y el control de la migracién de los leucocitos hacia
las zonas en las que se esta produciendo la inflamacion.

Algunas citoquinas proinflamatorias como el TNFa, la IL-1p y la IL-6, son

capaces de activar el endotelio’"”.
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Fig 5 Sistemas intrinseco y extrinseco de la coagulacion.
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2.8.4.6. Respuesta inmune celular.

El paso de células inflamatorias desde el torrente vascular a la zona de
la agresion es fundamental en la respuesta inflamatoria. Para ello es precisa
la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio y en la superficie de
las células inflamatorias. En la zona de la inflamacién se produce un
aumento de la actividad de la mieloperoxidasa y otras enzimas que tienden

a incrementar la concentracion intra y extracelular de radicales libres de
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oxigeno, inductores de la HSR e incremento de la sintesis de HSPs en el

foco inflamatorio con fines citoprotectores.

2.8.5. Efectos beneficiosos potenciales
Una respuesta inflamatoria controlada y autolimitada tiene efectos
beneficiosos como es la activaciéon del sistema inmune, que incrementa la

defensa frente a infecciones y potencia la cicatrizacion de las heridas'®.

2.8.6. Efectos adversos potenciales

Una respuesta inflamatoria descontrolada aumenta de forma significativa
la morbimortalidad de los pacientes produciendo SIRS, incluido el sindrome
de disfuncion multiorganica que aparece en sus estadios mas

102,103
)

avanzados asi como una mayor susceptibilidad a infecciones

especialmente por gram negativos'"’.

2.8.3. Efecto de los anestésicos en la respuesta de estrés.

Los diferentes farmacos empleados modifican tanto la intensidad del
estrés como la respuesta del organismo al mismo'®, mediante sus efectos
farmacologicos (sedacioén, hipnosis, analgesia, anestesia) y de acciones
neuroinmunoendocrinas especificas®%'%"1% | as técnicas regionales de

anestesia también reducen la HSR1%4120.121,
1. Propofol

Reduce la intensidad del estrés por via indirecta a través de su efecto

hipnético y sedante, y por la disminucién de la sintesis de ACTH. El propofol
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tiene un efecto inmunomodulador'®: durante la anestesia con propofol se
incrementa la sintesis de IL-1, IL-8, TNFa e Interferon gamma, y retrasa el

incremento de 1L-6'%4122,

2. Opiaceos
Los opiaceos también reducen el grado de estrés por su efecto

analgésico y anestésico. Disminuyen la sintesis de IL-6, IL-1 y TNFa'2124,

3. Gases anestésicos
En el caso de los gases anestésicos hay estudios contradictorios. La

98,104

mayoria establecen una reduccion de la respuesta a estrés , hay

estudios que afirman que producen una reduccién en la liberacion

122123124125y otros autores que durante la

citoquinas proinflamatorias
ventilacion mecanica en animales anestesiados con halogenados se

produce un aumento de la liberacion de dichas citoquinas'?.

4. Relajantes musculares
Los relajantes musculares no parecen influir de forma importante en la

98,104

respuesta a estrés No obstante, hay muy pocos estudios como para

poder realizar afirmaciones seguras.

5. Anestesia regional
La anestesia regional o la anestesia combinada regional y general
producen un descenso en el numero de complicaciones y una menor

respuesta metabdlica’®'?"'?": a pesar de ello no hay estudios definitivos
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qgue demuestren que la anestesia regional produzca una disminucion en los

niveles de citoquinas proinflamatorias'?"'%.
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2.9. ANESTESIA, CIRUGIA Y HSPs

Se conoce muy poco de la relacion entre la agresion quirlrgica, la
anestésica y las HSPs.

En 1991 Udelsman et al'®' demostraron la existencia de HSR en ratas
sometidas a laparotomia bajo anestesia general: objetivaron un incremento
de la concentracion HSPs aunque limitado a glandula suprarrenal, aorta y
cava. Este incremento se produjo a los treinta minutos de haber iniciado el
estimulo quirargico.

Afios mas tarde Pannen et al’®* demostraron que la HSR se produce
durante la cirugia hepatica, y que no es debida exclusivamente al dafio
hepatico por isquemia en cerdos. Tanto Udelsman como Pannen establecen
una correlacion entre la respuesta neuroinmunoendocrina y la respuesta de
estrés celular. Boeri et al'*® demostraron que la isquemia induce la sintesis
de HSPs en tejido hepatico humano, y que ésta se correlaciona con una
mejor recuperacion de la funcién del 6rgano y de los indices de
hepatotoxicidad (transaminasas).

Trabajos posteriores demostraron los efectos cardioprotectores de las
HSPs en la cirugia cardiaca: se producia una importante correlacion
negativa entre el nivel de HSPs en biopsia de tejido auricular humano, el
dafio isquémico postcirugia™* y la aparicién de complicaciones'®. Se ha
objetivado igualmente la capacidad protectora de las HSPs en miocitos'>®"%’
y plasma™® frente al dafio de isquemia-reperfusién tras by-pass

136,137,138

coronario o en la supervivencia de los injertos coronarios'.
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Otros estudios contradicen estos hallazgos''*!

. La explicacién puede
estar en las condiciones de la cirugia, en la utilizacibn de soluciones
cardiopléjicas y la hipotermia. La elevacion de las HSPs en tejido
miocardico durante la cirugia cardiaca permanece sin confirmar y son
necesarios estudios mas amplios que la confirmen.

Se han realizado estudios sobre la implicacion de las HSPs en el
transplante pulmonar'? y de miocitos aislados'* en modelos animales. En
ellos se demuestra que la induccion de la HSR en el injerto protege frente al
dafo por isquemia.

Algunos autores han utilizado las HSPs 70 y 65 para estudiar la
toxicidad del sevoflurano en ratones expuestos a dosis altas y repetidas de
gas anestésico; sin embargo no se pudo demostrar elevacion de HSPs
como repuesta al gas anestésico’*. Los estudios sobre la interaccién de las

HSPs con los farmacos anestésicos son aun escasos, y motivo de

investigaciones ulteriores.
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2.10. HSPs Y CANCER DE PULMON

Hasta la fecha no se ha publicado ningun estudio que evalue la situacion
basal de las HSPs en los pacientes afectados de hernia inguinal, de manera
gue como premisa de partida hemos asumido que éstas deben ser similares
a las que presenten los pacientes sanos.

Por el contrario, los pacientes sometidos a toracotomia presentan todos
ellos una patologia de base grave (cancer de pulmén), que pueden
condicionar la respuesta de estrés celular.

Diversos estudios demuestran un aumento de la sintesis de HSPs70,
HSPs60'*°, HSPs40'*® y anticuerpos antiHSPs 90,70 y 40'*¢'*"; en el caso
de las HSPs de bajo peso molecular (HSP27 y ubiquitina) los estudios son
contradictorios afirmando la existencia tanto de un incremento'® como su
ausencia'®.

Este incremento en la produccién de HSPs puede tener importantes

implicaciones diagndsticas, prondsticas' y terapéuticas’® en oncologia.
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2.11. RESUMEN

Las HSPs son un grupo de proteinas encargadas de asegurar que se
adopten las estructuras secundarias y terciarias adecuadas del resto de
proteinas. En situaciénes de estrés se incrementa su sintesis con efectos
citoprotectores. Son por tanto un grupo de proteinas defensivas frente al
estrés.

Su fisiologia es motivo de estudio activo en este momento, asi como sus
aplicaciones en diagndstico y terapia de enfermedades. Su funcion en el

caso de la agresién quirurgica no esta suficientemente estudiada.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

El objetivo principal es estudiar si la agresion quirurgica y anestésica

provoca tanto una respuesta de estrés celular con incremento de los niveles

de HSPs, como una respuesta autoinmune, asi como conocer su

fisiopatologia empleando los leucocitos PMNs como biosensores. Para ello

establecemos las siguientes hipotesis:

1.

El estrés quirurgico y anestésico inducen respuesta de estrés celular
que se traduce en el incremento en la sintesis de HSPs utilizando
leucocitos polimorfonucleares circulantes como biosensores.

La respuesta de estrés celular es directamente proporcional a la
magnitud del estimulo, y por tanto, al grado de agresion
quirargico/anestésico.

La respuesta de estrés quirurgico/anestésico induce un incremento
del nivel de anticuerpos antiHSPs circulantes, lo que puede
considerarse un marcador de agresion celular.

El tipo de anestesia influye en la respuesta celular a la agresion,
siendo menor en los bloqueos anestésicos que en las anestesias
generales.

La respuesta de estrés celular es protectora: respuestas escasas se
correlacionarian con una mala evolucién en el postoperatorio.

Existe una correlacion entre la respuesta de estrés celular y la

respuesta neuroinmunoendocrina.
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3.2 OBJETIVOS

Los objetivos del presente estudio para responder a las hipotesis

planteadas son los siguientes:

1.

Demostrar la existencia de una HSR asociada al estrés anestésico-
quirurgico.

Establecer la magnitud de dicha respuesta considerando un grupo
de pacientes sometidos a una cirugia menor (herniorrafia) y otro
sometido a una anestesia y cirugia mayores (toracotomia), asi
como un grupo control.

Valorar la presencia de una respuesta autoinmune frente a las
HSPs y su posible modificacion asociada al estrés anestésico y
quirdrgico determinando la presencia de anticuerpos antiHSPs en
los tres grupos mencionados.

Establecer la relacién entre respuesta neuroinmunoendocrina y
HSR en el contexto del estrés anestésico y quirtrgico determinando

en cada uno de los tres grupos los valores de IL-6.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Seleccion de pacientes y obtencion de muestras

Se seleccionaron 27 sujetos clasificados en los siguientes grupos:
e Grupo A (n=11) pacientes sometidos a toracotomia.
e Grupo B (n=10) pacientes intervenidos de herniorrafia.
e Grupo C (n=6) grupo control. Voluntarios sanos.

Los pacientes de los grupos A y B estaban programados para cirugia en
nuestro hospital. A todos se les explicd verbalmente en qué consistia el
estudio y se les solicitd consentimiento informado por escrito. Todos
participaron en el trabajo de forma voluntaria.

A todos ellos se les realizé una anamnesis y exploracion detalladas, asi
como una revision de la historia clinica y del preoperatorio. Inmediatamente
antes de la cirugia se extrajeron 5 ml de sangre no heparinizada para la
obtencion de suero y 20 ml de sangre anticoagulada para aislamiento de
polimorfonucleares. A las 24 horas se obtuvo una segunda muestra de

caracteristicas similares, en los grupos de estudio.

4.2. Aislamiento de leucocitos polimorfonucleares neutréfilos
(PMNs)

Se realizd mediante centrifugacién y separacion por gradiente de
densidad mediante el siguiente procedimiento:
Se preparan tubos de centrifuga estériles (NUNC), en cada uno de ellos se

anade 3,5 ml de Polymophprep (NYCOMED) y 5 ml de sangre heparinizada;
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los tubos se centrifugan a 450-500 g durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras esta centrifugacion los elementos formes de la sangre quedan
separados, los eritrocitos al fondo, por encima de ellos dos bandas mas claras,
de estas la inferior es la que corresponde a los PMNs.

Si esta diferenciacién no es lo suficientemente nitida se aumenta el tiempo y
la intensidad de la centrifugacion.

Se toma la banda de los PMNs y se deposita sobre una solucion tamponada
de fosfatos PBS (17,11 mM NaCl, 0,335 mM KCL, 0,44 mM KH2PO4, 1,016
mM Na2HPO4) y se vuelve a centrifugar a 700 g durante 5 minutos.

Si existiera contaminacién con eritrocitos se someten las células a un
choque osmatico de acuerdo con el siguiente protocolo: se resuspende en 5 ml
de agua fria destilada durante 25 segundos. Transcurrido este tiempo se
anaden otros 5 ml de phosphate-buffered saline (PBS) y se vuelve a centrifugar
a 700 g durante 5 minutos.

El precipitado con los PMNs se resuspende en 100 pul de tampdn de ruptura
radioinmunoprecipitation assay (RIPA) suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas: Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF) 1 mM,
ortovanadato sédico 1 mM, leupeptina 10 ug/ml, aprotinina 10 pg/ml y
pepstatina 10 pg/ml.

La ruptura celular se produce por congelacién mediante inmersion de las
muestras en N3 liquido. Los lisados celulares se homogenizan mediante 40
pases de homogeneizador Kontes y se centrifugan a 12000 g, durante 15
minutos y a 4°C. Finalmente se recoge el sobrenadante y se guarda a -70°C

hasta su posterior utilizacién.
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4.3. Valoracién del contenido en proteinas de los lisados celulares

El contenido en proteinas de la fraccion soluble se valora por el método de

151,152

microensayo de Lowry , utilizando el kit para valoracion de proteinas Bio-

Rad frente a una curva patrén de albumina (0-10 ug/ml) (albumina sérica
bobina (BSA), Bio-Rad). La lectura se realiza en un lector de microplacas

modelo 3550 (Bio-Rad), a una longitud de onda de 655 nm.

4.4, Deteccion de proteinas HSP70c y HSP70i

4.4.1.Electroforesis (principios fisicos)

Es una técnica mediante la cual una mezcla de proteinas migra en un campo eléctrico a
través de los poros de una matriz de poliacrilamida.

Para que todas las proteinas migren en la misma direccién deben tener la misma carga.
Mediante la adicién de sodium dodecyl! sulfate (SDS) 0,1% todas las proteinas de las muestras
tienen carga negativa, por lo que migraran hacia el polo positivo o anodo.

También es importante que todas las proteinas se encuentren desnaturalizadas para
facilitar su paso a través del gel, mediante la adicion de B-mercaptoetanol que rompe los
enlaces disulfuro adoptando las proteinas una estructura lineal.

Las proteinas quedaran separadas en funcion de sus pesos moleculares (pms), de tal
manera que las proteinas de menor peso molecular pasaran con mas facilidad a través de los
poros de la membrana que las de peso molecular mas alto, situandose por tanto méas cerca del

anodo o polo positivo.
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4.4.2. Preparacion del gel de poliacrilamida
El gel de poliacrilamida se prepara en un sistema vertical de 16x14 cms y

un grosor de 0,75 mm, con una concentraciéon de poliacrilamida del 8,5%.

4.4.3. Preparacion de las muestras

Se toma una alicuota idéntica de todas las muestras (50 nug), y se
desnaturalizan las proteinas mediante la adicion de tampén de muestra'>®
(duodecil sulfato sodico (SDS)2%, 10% glicerol, 62,5 mM tris HCI, pH 6,8,
0,01% azul de bromoferol, 5% 2-mercaptoetanol). Posteriormente las muestras

se hierven durante 5 minutos y se centrifugan a 600g antes de aplicarlas al gel.

4.4.4. Electroforesis
Las muestras se sometieron a un campo electroforético de 100 mA, en
tampon de electrodos, hasta llegar a la altura del gel separador (4 cm),
empleando como referencia la migracion del azul de bromofenol.
Seguidamente, se modifico el amperaje hasta los 200mA y continuando la
electroforesis hasta que el frente de migracién marcado por azul de bromofenol
llegd al final del gel (12 cm).
La identificacion de las proteinas en estudio en funcion de sus pesos
moleculares (PMs) se estableci6 tomando como referencia las bandas

coloreadas de los patrones, que se corrieron en paralelo con las muestras.
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4.5. TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A LA MEMBRANA

El sistema de transferencia se desarroll6 empleando el sistema “trans-blot’ de
cubetas: el gel se colocd verticalmente sumergido en el adecuado tampén de
transferencia, entre dos placas de electrodos a las que se aplic6 un campo
eléctrico de 30V, 18 h a temperatura ambiente. De esta forma, al interaccionar
a través de la formacion de dipolos e interacciones hidrofébicas, las proteinas

fueron transferidas a una membrana de poliflururo de vinilideno (PVDF).

4.6. INMUNODETECCION DE LAS HSPs SOBRE LA MEMBRANA DE PVDF -

La identificacion de las distintas HSPs intracelulares, sobre las
membranas de PVDF requiere en primer lugar el bloqueo de las posibles
uniones inespecificas sobre la misma. Posteriormente, las membranas se
incubaran con los anticuerpos monoclonales especificos (mAb) para HSP70c y
HSP 70i.

Por ultimo, se realiza una nueva incubacién con el segundo anticuerpo y
se procede a la amplificacion de la sefal mediante incubacion con HPR.

La deteccidn de los diferentes antigenos se realiza por la incubacion de
éstos con un ligando conjugado a un enzima que origina una reaccion
cromogeénica, lo cual permite que cambie de color y precipite en la proximidad

del ligando conjugado al enzima, produciendo una banda de color detectable.
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4.6.1. Procedimiento

Una vez terminada la transferencia de las proteinas a la membrana se procedio
a su bloqueo empleando una solucion al 3% (P/V) de leche desnatada en polvo
en PBS-Twen 20 (0.05% (V/V)).

La solucién de bloqueo se mantuvo durante 1h a temperatura ambiente y
se lavd la membrana tres veces en PBS-Tween 20 al 0,05%, 15 min,
sustituyéndose la solucion de lavado cada 5 min.

Las membranas, una vez lavadas, fueron introducidas en una bolsa de
plastico e incubadas con los mAb especificos de las distintas HSPs de interés
diluidos en 0.05% PBS-Tween 20 (v/v)-0.5% BSA (p/v): HSP70c (dilucion 1:
500) y HSP70i (dilucion 1: 1,000), 1 h a Rt, con agitacion suave. A
continuacion, el anticuerpo fue recuperado y la membrana lavada tres veces en
PBS-Tween (como se describe en el apartado anterior) y se procedid a su
incubacion, con el anticuerpo secundario unido a biotina (dilucién 1: 250), 1 h a
temperatura ambiente y con agitacién suave.

Las membranas, una vez completado el tiempo de incubacion, fueron
lavadas en PBS-Tween (en las mismas condiciones anteriormente descritas) y
se procedio a la incubacién con HPR, unida a estreptavidina, diluida en PBS-
Tween y BSA, 30 min a una dilucién 1: 500. Posteriormente, las membranas
fueron lavadas durante 10 min, en las mismas condiciones anteriormente
referidas.

El revelado se realizd en oscuridad y con agitacion suave hasta la
aparicion de las bandas proteicas en un sistema compuesto por una solucion
de 4CN (3mg/ml, en metanol) que se afiadié sobre una tampon sustrato (10mM

Tris-HCI, pH 7.5y 5.140mM de NaCl) y sobre 4 pl de H,O; al 30% (p/v).
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4.6.2. Western blot
La transferencia de proteinas o 'blotting' supone la inmovilizacion de las proteinas sobre
membranas sintéticas, seguido de su deteccion empleando sistemas especialmente disefiados
para la tincion de 'blots’. El método mas potente es el denominado 'Western blot' en el que las
proteinas son separadas en primer lugar mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y
posteriormente se transfieren a una membrana mediante la aplicaciéon de un campo eléctrico
perpendicular al gel.
Todo procedimiento de 'blotting’ consta de 5 etapas :
e Inmovilizacién de proteinas sobre la membrana ya sea mediante transferencia
(electroforética, aspiracion, presion, ...) o mediante aplicacion directa.
e Saturacién de todos los lugares de unién de proteinas de la membrana no
ocupados para evitar la unién no especifica de anticuerpos, que son proteinas.
e Incubacion del 'blot' con anticuerpo primarios contra la/s proteina/s de interés.
e Incubacién del 'blot' con anticuerpos secundarios, o reactivos que actuan de
ligando del anticuerpo primario unidos a enzimas u otros marcadores.
e Las bandas de proteinas marcadas con enzimas se hacen visibles por
incubacién con los sustratos apropiados para formar productos coloreados

insolubles en el lugar donde se encuentran las bandas de proteina.

Para la identificacion de las distintas HSPs intracelulares, las membranas
de PVDF se tratan segun el siguiente protocolo: se bloquean las uniones
inespecificas por incubacion con leche en polvo desnatada 3% (p/v), en PBS-
tween 20 (BIO-RAD, 0,05% (v/v). Se lavan 3 veces con detergentes no idnicos
como el PBS- Tween 20 0,05% (v/v) y posteriormente se incuban las
membranas con anticuerpos monoclonales para las diferentes HSPs de la
familia 70 (STRESSGEN USA, SPA 815 —-HSP70C-, SPA 810 —HSP 70I- )

diluidos en 0,05% PBS-tween 20 (v/v).
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Tras lavarlas nuevamente durante 10 minutos, repitiendo 3 veces este
procedimiento se realiza otra incubaciéon con un segundo anticuerpo anti IgG de
raton conjugado con biotina (AMERSHAM Suecia).

La sefial se amplifica mediante incubacién con HPR (horseradish
peroxidase streptavidin)(AMERSHAM Suecia).

La deteccion de los diferentes antigenos se realiza por la incubacion de
éstos con un ligando conjugado a un enzima (4,cloro-1naftol): dicha unién
genera una reaccion cromogeénica, por la cual el sustrato cambia de color y
precipita en la proximidad del ligando conjugado al enzima, produciendo una
banda de color detectable. La identificacion de las proteinas en estudio se
completd por su peso molecular, tomando como referencia las bandas
coloreadas de los patrones (rainbow markers AMERSHAM), que se corren

paralelos a las muestras.

4.6.3. Analisis cuantitativo de bandas inmunoblot.

Las imagenes de las bandas son digitalizadas a 400 DPI con un escaner
SCANJET-ICX (Hewlett-Packard) y procesadas mediante un paquete de
software de procesamiento general de imagenes (Scil-Ilmage). El
procesamiento consiste en la sustraccion del fondo, la deteccién automatica de
bandas y la medida de las areas de las bandas y los volumenes definidos como
el total de los valores de las bandas de grises. El gris total de las muestras

problema se normalizan a la media de los grises de las muestras control.
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4.7. ANTICUERPOS ANTI-HSP70s

Estos anticuerpos son medidos por un ELISA comercial (Stressgen
EKS-750 ® USA) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Basicamente
en placas de 96 pocillos, se encuentra prefijada una cantidad constante de
HSP70i humana recombinante. Se elabora una curva patrén a partir de los
estandares suministrados por el fabricante con los siguientes valores: 1000
ng/ml, 500 ng/ml, 250 ng/ml, 125 ng/ml, 62,5 ng/ml, 31,25 ng/ml. Las muestras
de suero se diluyen 1:1000, y tanto los estandares como las muestras, se
aplican por duplicado (100 ul). Se lee a una longitud de onda de 450 nm
(referencia 540-570 nm). Los resultados de absorbancia se interpolan sobre la

curva patron, con una regresion lineal y se expresan en ng/ml.

4.8. INTERLEUQUINA 6.

Técnica de ELISA comercial (MedSystems Diagnostics GMBH,
BMS213/2MST ®), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
concentracion de IL-6 se obtiene por interpolacion sobre curva patrén, de
regresion lineal y se expresa en pg/ml. Los valores normales se encuentran en
un rango de 0-14.1 pg/ml, con una media de 1.3 pg/ml y una desviacion

estandar de 3.2pg/ml.

4.9. ANALISIS ESTADISTICO
El analisis de los datos se realizé mediante el programa SPSS.
Debido al reducido tamafno de la muestra se realiz6 un analisis de

Kolmogorov-Smirnov en cada una de las variables. Se comprobd que todas
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excepto la IL6 preoperatoria se ajustaban de forma suficiente a la distribucion
normal.

Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante el test t de student
para datos independientes. Para comprobar que los valores obtenidos eran
homogéneos con los controles se realizé un analisis de la varianza (ANOVA),
que se completd con un test a posteriori de Tukey en el caso de encontrar
diferencias significativas.

La valoracion de los cambios entre el pre y el postoperatorio se realizd
mediante el test t de Student para datos apareados. Este test se realizo tanto
en el grupo de toracotomias como en el de herniorrafias. Ademas se
comprobaron las diferencias entre todos los casos de forma global.

En el caso de las interleuquinas, que no se ajustaban a la distribucidn
normal, se emplearon los test de Mann- Whitney para variables independientes
y de Wilcoxon para datos apareados. Para comprobar que los valores
obtenidos eran homogéneos con los controles se empled el test de Kruskal-
Wallis.

Finalmente, para comprobar si existen correlaciones entre las diferentes

variables se empleo el test de Pearson.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracteristicas de la muestra

Se incluyen 27 individuos, varones, divididos en tres grupos. La edad
media de los participantes es de 62+14 afios. Sin que se detecten diferencias
significativas entre los tres grupos (Tabla 6).

Los tres grupos son homogéneos respecto a los valores bioquimicos:
glucemia, urea, creatinina, aspartatoaminotransferasa (AST), lactato
deshidrogenasa (LDH), sodio y potasio y hematolégicos hemoglobina (Hb).
(Tabla1). La glucemia de los pacientes del grupo de toracotomias es
ligeramente mas elevada que en el resto de los grupos aunque sin llegar al
nivel de significacion estadistica (p=0,079).

En las tablas 7 y 8 se reflejan los antecedentes médicos y quirurgicos de
cada uno de los pacientes, asi como la técnica quirirgica a la que fueron
sometidos.

En el caso de los pacientes sometidos a toracotomia se realizé una
analitica de control a las 24 horas. En ella se puede apreciar un descenso
significativo de la hemoglobina(p<0,001), de la urea (p=0,005) y de la creatinina
(p=0,009) postoperatoria asi como un ascenso de la AST (p=0,015). El resto de
los valores analiticos permanecieron estables. (Tabla 9).

El 91% de los pacientes sometidos a toracotomia eran fumadores. En el
grupo de herniorrafias sélo el 30% eran fumadores. La asociacion es
estadisticamente significativa (p<0,05). Sdélo un paciente del grupo de

herniorrafias refirié el alcoholismo entre sus antecedentes.

66



CONTROL | HERNIORRAFIA | TORACOTOMIA | SIGNIFICACION
Edad (afios) 59+12 63+17 63+15 N.S.
Hemoglobina| 14,7£0,8 14,6+1,7 14,3+1,3 N.S.
(gr/dl)
Glucemia 99+10 87+14 124+49 p=0,079
(mg/dl)
Urea (mg/dl) 41+11 42413 42+18 N.S.
Creatinina 1,15+0,34 1,08+0,19 1.02+0,42 N.S.
(mg/dl)
AST (UI/L) 18+6,2 22,646,9 20+11,6 N.S.
LDH (UI/L) 280+84 311136 261+10 N.S.
Sodio 140+2 138+2,4 137+2,5 N.S.
(megqg/L)
Potasio 4,2+40,4 4,2+40,4 4,0+0,2 N.S.
(meq/L)

Tabla 6 Valores analiticos basales expresados como media #+
desviacion estandar. No hay diferencias significativas entre los grupos. N.S.

no significativo.
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Caso | Edad | Antecedentes Antecedentes Tratamiento Diagnostico Evolucion
quirdargicos médicos habitual
HH1 66 Hipertrofia benigna de E.P.O.C. Amlodipino. Hernia inguinal Sin complicaciones.
prostata HTA., Captopril. bilateral.
miocardiopatia Salbutamol.
hipertensiva Fitoterapia.
HH2 49 Pancreatitis cronica. Alcoholismo. Ninguno. Hernia inguinal Sin complicaciones.
Diagnosticado de Tabaquismo. bilateral.
valvulopatia mitral.
HH3 74 Ninguno Ulcera doudenal. Ninguno. Hernia inguinal Sin complicaciones.
Bloqueo cardiaco derecha.
bifascicular.
HH4 Ninguno Ninguno Ninguno. Hernia inguinal Sin complicaciones
izquierda
HH5 73 Hernia inguinal Insuficiencia cardiaca | Atorvastatina Hernia inguinal Sin complicaciones
izquierda diastolica. derecha.
H.D.A.
HH6 54 Quiste hidatidico Asma. Ninguna. Hernia inguinal Sin complicaciones.
pulmonar Neumopatia Beta estimulantes | bilateral.
restrictiva. a demanda
Sindrome vertiginoso.
Hernia discal
HH7 87 Hernia inguinal derecha. | I.LA.M. (colocaciéon de | A.A.S Hernia inguinal Hemorragia
prostatectomia stent). Beta bloqueantes | izquierda. digestiva alta (no
Litiasis renal relacionada)
HH8 70 Prétesis total de cadera | C.l. (precisa stent). AAS. Hernia inguinal Sin complicaciones.
Hipercoleterolemia. Diltiacem derecha
Ulcera duodenal. Omeprazol.
Sindrome prostatico. Finasteride
Polimialgia
reumatica.
HH9 65 Hernia inguinal Tabaquismo. Salbutamol. Hernia inguinal Sin complicaciones
izquierda. E.P.O.C. Budesonida izquierda (recidiva)
R.T.U. de prostata Déficit de factor VIII.
HH10 | 29 Incurvacion de pene Ninguna Ninguno. Hernia inguinal Sin complicaciones

derecha

Tabla 7 Caracteristicas clinicas de los pacientes sometidos a
herniorrafia. Abreviaturas: E.P.O.C. Enfermedad pulmonar obstructiva cronica.
H.T.A. Hipertension arterial. H.D.A. Hemorragia digestiva alta. I.A.M. Infarto
agudo de miocardio. A.A.S. acido acetil salicilico. C.I. Cardiopatia isquémica.
R.T.U. Reseccion transuretral.
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Caso | Edad | Antecedentes | Antecedentes | Tratamiento | Cirugia Diagnéstico | Evolucién
quirdrgicos médicos habitual
HT1 77 Hernia discal. Hernia de hiato Deflazacort Reseccion en Carcinoma Recidiva
Fractura de fémur | H.T.A. Atorvastatina cufia de una epidermoide tumoral.
(enclavado D.M.I.D. AAS. masa en L.S.I. Precisa
gamma) Hipercolesterolemia | Insulina tratamiento
Hiperplasia Cardiopatia Terbutalina quimioterapico.
benigna de isquémica Bromuro de
prostata (R.T.U.) Polimialgia ipatropio
Cataratas reumatica. Pantoprazol
E.P.O.C.
Tabaquismo
HT2 51 Vasculopatia H.T.A. AAS. Reseccion en Adenocarcinoma | Buena
periférica (by- D.M.N.I.D. Atorvastatina cufia de una evolucion
pass femoro- Hipercolesterolemia masa en L.S.D.
femoral) Cardiopatia
isquémica (I.A.M.)
Obesidad
Tabaquismo
HT3 68 Neumotérax Tabaquismo Ninguna Lobectomia Carcinoma Buena
izquierdo superior derecha | epidermoide evolucion
HT4 36 Ginecomastia Ninguna Ninguna Reseccion de Tuberculoma Buena
lesion evolucion
sospechosa
HT5 66 Ninguna Colitis ulcerosa. AAS. Lobectomia Carcinoma Atelectasia
A.C.V.A. Nimodipino inferior izquierda | epidermoide pulmoén
E.P.O.C. Mesalazina izquierdo.
Tabaquismo TEP.
Insuficiencia
respiratoria.
Ventilacion
asistida 3
semanas.
Miocardiopatia
perioperatoria.
Al afio: tumor
en remision.
HT6 43 Mediastinoscopia | Tabaquismo Ninguna Neumonectomia, | Carcinoma Precisa
Uropatia Quimioterapia parietectomia. epidermoide transfusion.
obstructiva preoperatoria Tiempo localmente Buena
quirargico 12 extendido evolucion
horas
HT7 63 Peritonitis Carcinoma Ninguna Lobectomia Carcinoma Buena
basocelular de inferior izquierda | epidermoide evolucion
nariz.
Tabaquismo
HTS8 76 Ninguna DMNID Antidiabéticos lobectomia Carcinoma Buena
Tabaquismo inferior epidermoide evolucion
izquierda.
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HT9 75 | Ninguna H.T.A. Antidiabéticos Reseccién de Hamartoma sindrome febril
D.M.N.I.D. antihipertensivos | tumor pulmonar postoperatorio
E.P.O.C. paravertebral fallece a los 2
A.C.V.A. meses por
tabaquismo hemorragia
intracraneal
HT10 | 58 | Amigdalectomia Cancer de laringe Fluoxetina Lobectomia Carcinoma Atelectasia de
Fractura de extendido; Benzodiacepinas | superior epidermoide pulmén derecho
calcaneo tratamiento con haloperidol derecha (2° primario) Infeccion por
(bilateral). quicio y Aspergillus.
radioterapia. Al afio: remision
tabaquismo completa.
HT11 | 79 | Estenosis adrtica Estenosis Dicumarinicos Lobectomia Carcinoma Atelectasia
(prétesis aodrtica) tricuspidea. superior epidermoide derecha.
Mala funcién derecha Fallo
ventricular multiorganico
E.P.O.C. Fallece a los 3
Tabaquismo meses

izquierdo. T.E.P: Tromboembolismo pulmonar.

Tabla 8 Caracteristicas clinicas de los pacientes sometidos a
toracotomia. Abreviaturas: D.M.I.D. Diabetes mellitus insulin dependiente.
D.M.N.I.D. Diabetes mellitus
cerebro vascular agudo. L.S.D. Lobulo superior derecho. L.S.I. Lébulo superior

no insulin dependiente. A.C.V.A. accidente
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PREOPERATORIO |POSTOPERATORIO
Hemoglobina* | 14,6:0,9 11,5¢1,4
(g/dl)

Glucemia 129+50 122425

(mg/dl)

Urea* (mg/dl) |[42+18 32417

Creatinina* 1.02+0,42 0,93+0,45
(mg/dl)

AST* (Ul/dl)  [20+12 76+58

Sodio (Meg/l) |137+2,5 139+2,1
Potasio 4,0+0,2 3,7+0,7
(Meqg/l)

Tabla 9. Comparacion de los valores analiticos pre y postostoperatorios
en pacientes sometidos a toracotomias. (* diferencia estadisticamente
significativa p<0,05). Los resultados se expresan como media + desviacion
tipica.
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5.2. HSPs

No se aprecian diferencias significativas en los niveles de HSPs70 entre
los dos grupos antes de la cirugia, ni entre los dos grupos de estudio y el grupo
control. (fig 6 y tabla 10). Existe un nivel aparentemente menor de HSPs70c
basal en el grupo de pacientes sometidos a toracotomia, aunque sin llegar al
nivel de significacion estadistica (p=0,116).

En el postoperatorio inmediato, tanto HSP70c como HSP70i presentan
niveles aparentemente inferiores a los del preoperatorio en los pacientes
toracotomizados con respecto a los valores preoperatorios, sin alcanzar
significacion estadistica (fig 7 y tabla 11).

La HSP70 constitutiva experimenta un descenso no significativo en el
postoperatorio en ambos grupos. En el caso de la HSP70 inducible se produce
un ligero ascenso en el grupo de pacientes sometidos a herniorrafia con
respecto a valores previos y un descenso con respeto a los valores
preoperatorios que roza la significacion estadistica en el grupo de pacientes
sometidos a toracotomia (p=0,068). Si analizamos los dos grupos como
conjunto también se produce un descenso que en el caso de las HSP70
constitutivas esta cercano a la significacién estadistica (p=0,091). (figs 8 y 9).

En las figuras 10 a 13  se muestra el andlisis de las HSPs70 caso por
caso. En el 50% de las herniorrafias y en el 55% de las toracotomias se
produce un descenso en las HSPs en el postoperatorio. En los casos HH2,
HT4, HT5, HT6 y HT10 este descenso es muy llamativo. También
destacaremos los casos HH7 en el que se produce un aumento muy marcado
de HSPs70 en el postoperatorio y el caso HH9 que presenta unos niveles de

HSPs70i casi indetectables de forma constitutiva. El paciente HH10 presenta
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un descenso en su niveles de HSPs70 constitutiva e inducible, aunque no tan
marcado como en los casos anteriores. Los enfermos HH3 y HH4 presentan un
descenso ligero exclusivamente en las HSPs70 constitutivas.

Los cinco pacientes en los que se demuestra un descenso en las
HSPs70 en el postoperatorio inmediato, presentan en sus antecedentes
patologias que provocan cuadros inflamatorios crénicos: HH2: pancreatitis
cronica ,HT4: tuberculosis, HT5: colitis ulcerosa, HT6: quimioterapia, HT10:
quimioterapia y radioterapia. En ningun otro caso se presentaron antecedentes
similares.

Los pacientes HH4, HH7, HH9 y HH10 no tienen antecedentes
patoldgicos de interés, que pudieran interferir con la sintesis basal o
postoperatoria de HSPs70.

Los casos HH2, HT5, HT6, y HT10, presentaron los descensos mas
importante de HSPs70 en el postoperatorio y eran fumadores activos. No hay
asociacion entre el antecedente de tabaquismo o alcoholismo y los pacientes
que presentaron descensos en las HSPs. HH2 presentaba alcoholismo y
tabaquismo, HT5, HT6 y HT10 eran fumadores y HT4, HH7 y HH9 no referian
habitos toxicos.

Respecto a la evolucién, los casos HH2, HH7, HH9, HT4 y HT10
tuvieron un postoperatorio sin complicaciones. HT5 presentd una evolucion
térpida con multiples complicaciones y HT6 precisé una transfusion en el
postoperatorio. Los casos HT9 y HT11, ambos fallecidos en el postoperatorio
tardio, debido a una hemorragia intracraneal y a un sindrome de disfuncion
multiorganica respectivamente, no presentaron modificaciones importantes en

las HSPs.
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HSP70 preoperatoria
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0,6 1

0.4
0,2

herniorrafias toracotomias control

E HSPs70 constitutiva BMHSPs70 inducibles

Fig 6 HSPs70 en el preoperatorio. En verde se pueden ver las HSPs70
constitutivas y en azul las inducibles. La diferencia que se aprecia entre el
grupo de herniorrafias y el de toracotomias no es estadisticamente significativa.
Las unidades reflejan la proporciéon entre el valor medido y un patréon de
referencia que consideramos como la unidad por lo que son adimensionales.

HERNIORRAFIA| TORACOTOMIA|CONTROL
HSP70
constitutival - 4.9 31 0,8+0,26 1102011
HSP70
inducible 0,72+0 4 0,740 24 0,95+0,07

Tabla 10. HSPs70 preoperatorias, valores numéricos expresados como
media+ desviacion tipica.
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HSP70 postoperatorio
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0,6 1
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0,2 1

herniorrafias

toracotomias

EHSP70 constitutiva BHSP70 inducible

Fig 7 HSPs70 en el postoperatorio. En verde se pueden ver las HSPs70
constitutivas y en azul las inducibles. La diferencia que se aprecia entre el
grupo de herniorrafias y el de toracotomias no es estadisticamente significativa.

HERNIORRAFIA |[TORACOTOMIA
HSP70 constitutiva 0,88 + 0,26 0,70+ 0,42
HSP70 inducible 0,73+ 0,41 0,57 + 0,39

Tabla 11. HSPs70 postoperatorias, valores numéricos expresados como

media+ desviacion tipica.
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HSP70 constitutiva
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herniorrafias toracotomias

E HSP70cpreoperatoria MBHSP70cpostoperatoria \

Fig 8 HSPs70 constituitiva pre (color verde) y postoperatorias (color
azul).

HERNIORRAFIA |[TORACOTOMIA

HSP70c preoperatoria 1,01+ 0,31 0,8+ 0,26

HSP70c postoperatoria |0,88+ 0,26 0,70+ 0,42

Tabla 12. HSP70 constitutiva pre y postoperatoria, valores numéricos
expresados como media+ desviacion tipica.
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HSP70 inducible

1,2

0,8 -

0,6 -
0.4

0,2 -

herniorrafias toracotomias

EHSP70i preoperatoria BHSP70i postoperatoria ‘

Fig 9 HSPs70 inducible pre (color verde) y postoperatorias (color azul).

HERNIORRAFIA| TORACOTOMIA

HSP70i 0,719+0,4 0,74 £ 0,24
preoperatoria

HSP70i 0,728 £ 0,41 0,572 + 0,39
postoperatoria

Tabla 13. HSP70 inducible pre y postoperatoria, valores numéricos

expresados como media+ desviacion tipica.
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HH1 HH2 HH3 HH4 HH5 HH6 HH7 HH8 HHY9 HHIO0

E HSPs70c pre Bl HSPs70c post

Fig 10 Niveles de HSPs70 constitutiva en el grupo de herniorrafias caso
por caso. En verde se representan los valores preoperatorios y en azul los
postoperatorios.

HH1 HH2 HH3 HH4 HHS5 HH6 HH7 HH8 HH9 HH10

E HSPs70i pre B HSPs70i post

Fig 11 Niveles de HSPs70 inducibles en el grupo de herniorrafias caso por caso. En
verde se representan los valores preoperatorios y en azul los postoperatorios.
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HT1 HT2 HT3 HT4 HTS HT6 HT7 HT8 HT9 HTI0 HTI11

E HSPs70c pre Ml HSPs70c post

Fig 12 Niveles de HSPs70constitutivas pre (color verde) y postoperatorias
(color azul) caso por caso en el grupo de toracotomias.

HT1 HT2 HT3 HT4 HTS HT6 HT7 HT8 HT9 HT10 HTI11

E HSPs70 pre B HSPs70 post

fig 13 Niveles de HSPs70 constitutivas pre (color verde) y postoperatorias (color
azul) caso por caso en el grupo de toracotomias
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5.3. Anticuerpos anti-HSPs70.

Existe un descenso estadisticamente significativo del nivel de
anticuerpos antiHSP70i en el postoperatorio en los pacientes sometidos a
toracotomia (p=0,008). Por el contrario, en los pacientes intervenidos de
herniorrafia, los niveles de anticuerpos se mantienen estables (fig 14 y tabla 7)
después de la intervencion.

Si analizamos los resultados de forma individual (figs 15-16) podemos
destacar que el paciente HH2 que presenta unos niveles de anticuerpos
significativamente mas bajos que el grupo control (p<0,001) en el
preoperatorio, los incrementa de forma significativa en el postoperatorio
(250%). Los casos HH3, HH4, HH7 y HH9, que presentaban niveles reducidos
de HSPs70, no experimentaron variaciones significativas en sus niveles de
anticuerpos.

En los pacientes sometidos a toracotomia Illama la atencion el
comportamiento del paciente HT3 que presenta un descenso muy llamativo en
su nivel de anticuerpos; no presenté ningun cambio importante en sus niveles
de HSPs ni ningun antecedente llamativo. Los pacientes HT4, HT5 y HT6
tienen los niveles mas elevados de antiHSPs en el preoperatorio. En el
postoperatorio experimentan un descenso importante, mas llamativo en el caso
HT6, (el que menores niveles presenta constitutivamente de HSPs70). El
paciente HT10 experimenté también un descenso marcado de antiHSPs70
aunque sus niveles preoperatorios no eran tan elevados.

Por ultimo, mencionar los casos HT9 y HT11 (que fallecieron en el
postoperatorio tardio) que presentan un descenso moderado en sus niveles de

antiHSPs70i.
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Anticuerpos antiHSPs70i

900
800
700 -
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400 -
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200
100 -

herniorrafias toracotomias* control

B Anti HSP preoperatorio @ AntiHSP postoperatorio

Fig 14 anticuerpos antiHSPs representados en ug/ml. En verde se
representan los valores preoperatorios y en naranja los postoperatorios. En el
grupo de toracotomias se aprecia un descenso estadisticamente significativo
p<0,05.

HERNIORRAFIA| TORACOTOMIA|CONTROL
Anti  HSP70 561+ 241 662 + 150 660 + 66
preoperatorio
Anti  HSP70 559 + 161 490 + 159
postoperatorio

Tabla 13. anticuerpos antiHSPs pre y postoperatorios, valores numéricos
expresados como media+ desviacion tipica. Expresada como ug/ml
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1000

HH1 HH2 HH3 HH4 HHS5 HH6 HH7 HHS HH9 HH10

M Preoperatorio [ Postoperatorio

Fig 15 Anticuerpos antiHSPs70i representados en ug/ml en el grupo de
herniorrafias caso por caso. En verde se representan los valores preoperatorios
y en naranja los postoperatorios.

1000
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Fig 16 Anticuerpos antiHSPs70i representados en ug/ml en el grupo de
toracoromias caso por caso. En verde se representan los valores
preoperatorios y en naranja los postoperatorios.
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5.4. Interleuquina 6 (IL-6)

El analisis de interleuquina 6 revela un ascenso significativo de las
mismas en el postoperatorio en ambos grupos. (p=0,012 en el grupo de
pacientes somentidos a herniorrafia y p=0,016 en el grupo de
toracotomizados). No existen diferencias significativas entre los dos grupos. (fig
17 y tabla 14). Dado que la IL-6 no se ajusta a la distribucion normal se empleé
el test de Wilcoxon en vez de la prueba t de student para su analisis
estadistico.

Si analizamos de forma individual (figs 18 y 19) podemos ver que en la
mayoria de los casos la IL6 es indetectable o menor de 1 picogramo/ml en el
preoperatorio. Sin embargo hay 3 casos en los que la IL6 preoperatoria esta
muy elevada HH8, HH10 y HT2. En estos tres casos se produce también un
ascenso marcado en el postoperatorio. HH8 presenta una polimialgia
reumatica, HT2 es un paciente hipertenso y con cardiopatia isquémica por
arterioesclerosis; ambas patologias pueden justificar el ascenso de IL-6. En el
caso de HH8 no se detecté ninguna patologia intercurrente; aunque no se
puede descartar la presencia de alguna enfermedad inflamatoria que cursara
de forma asintomatica o paucisintomatica. Ninguno de los tres presenta un
descenso en sus niveles de HSPs70 6 antiHSPs70. Tampoco existe ningun
antecedente que pueda explicar esta situacion.

Los pacientes HT4, HT5, HT6 y HT8 presentaron un ascenso por debajo
de la media, lo que no ocurrié en HH2, HH3, HH4, HH7 y HT10. Destaca el

paciente HH9, cuya IL6 era indetectable tanto pre como postoperatoria.
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El caso HT2 es el unico que presenta un descenso de IL6 en el
postoperatorio. Su evolucion postoperatoria fue satisfactoria, sin ningun tipo de

complicacién.
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Interleuquina 6

-

herniorrafias* toracotomias* control

B L6 preoperatoria B IL6 postoperatoria \

Fig 17 Niveles de IL6 pre (color rojo) y postoperatorios expresados en
picogramos por mililitro. El ascenso es estadisticamente
significativo en ambos grupos. (los valores marcados con *
presentan un ascenso significativo p<0,001)

HERNIORRAFIA| TORACOTOMIA|CONTROL
IL6 4,99 + 11,2 pg/ml |2,91+ 6,8 pg/ml 2,74 + 5.2
preoperatoria pg/ml
IL6 18,3 + 18,3 pg/ml 20,03 + 16,6 pg/ml
postoperatoria

Tabla 14. |Interleuquina 6 pre y postoperatoria expresados en
picogramos por mililitro, valores numeéricos expresados como media+
desviacion tipica.
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Fig 18 Niveles de IL6 en el grupo de herniorrafias caso por caso expresados en
picogramos por mililitro. En rojo se representan los valores preoperatorios y en
azul los postoperatorios.

60

HT1 HT2 HT3 HT4 HT5 HT6 HT7 HT8 HT9 HT10 HTI11

B IL6 pre B IL6 post

Fig 19 Niveles de IL6 en el grupo de toracotomias caso por caso
expresados en picogramos por mililitro. En rojo se representan los valores
preoperatorios y en azul los postoperatorios.
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5.5. Correlaciones

Se intentaron establecer correlaciones entre los niveles de HSPs70,
antiHSPs70i e IL6. No ha podido demostrarse ninguna correlacion
estadisticamente significativa. Tan sélo merece la pena destacar la relacion
entre el nivel de anticuerpos pre y postoperatorio y la IL6 en el postoperatorio.
Presentan un coeficiente de correlacion de Pearson de -0,419 para los
anticuerpos preoperatorios (p=0,066) y un coeficiente de -0,395 para los
anticuerpos postoperatorios (p=0,085).

También existe fuerte correlacion entre las HSPs70 constitutiva e
inducibles pre y postoperatorias por un lado y una moderada correlaciéon entre

los anticuerpos pre y postoperatorios (tabla 15). No se aprecia correlacion entre

IL6 pre y postoperatoria.

HSPs70cPRE | HSPs70cPRE | HSPs70cPRE | HSPs70iPRE HSPs70iPRE | HSPs70cPOST | ANTIHSPsPRE
HSPs70cPOST | HSPs70iPRE | HSPs70iPOST | HSPs70cPOST | HSPs70iPOST | HSPs70ilPOST | ANTIHSPsPOST
Cocficiente [0,59 0,82 0,58 0,44 0,6 0,86 0,53
e
correlacion
de
PEARSON

Tabla 15 Correlacién entre las HSPs70 y entre los niveles de anticuerpos pre y

postoperatorios. S6lo se representan los valores estadisticamente significativos.
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6. DISCUSION

6.1. Caracteristicas de la muestra

En el estudio se incluyeron 21 pacientes intervenidos en un hospital
terciario de referencia y 6 donantes voluntarios sanos.

Muchos de los pacientes presentan patologia meédica y quirldrgica
asociada (tablas 8 y 9), lo cual es habitual tanto en la muestra estudiada como
en la poblacién general en su mismo rango de edad.

Existe homogeneidad en las caracteristicas antropométricas y en los
valores analiticos preoperatorios, pero existen diferencias significativas entre
los grupos en el consumo de tabaco. En el grupo de pacientes sometidos a
herniorrafia el 30% se confesé fumador durante la entrevista clinica. En los
pacientes toracotomizados el porcentaje fue del 91%. Esta diferencia es
significativa (p<0.01) aunque simplemente refleja un hecho sobradamente
conocido, como es la relacién entre tabaco y cancer de pulmoén'*.

Dado que el tabaco es un agente estresante potencialmente capaz de
inducir respuestas de estrés celular155, esta asociacion podria afectar,
tedricamente, a los resultados del estudio.

En el grupo de pacientes toracotomizados se obtuvo un estudio
bioquimico de control a las 24 horas del inicio de la agresion anestésico
quirurgica. Las diferencias entre el pre y el postoperatorio se deben a la
intensidad de la agresion quirurgica (descenso de la hemoglobina, ascenso de
la AST), y al tratamiento médico postoperatorio, especialmente en el manejo de
liquidos (descenso de urea y creatinina). Estos cambios no deberian influir en

los resultados de los objetivos planteados en este estudio ya que son
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consecuencia de un manejo médico protocolizado y comun a todos los

pacientes intervenidos.

89



6.2. HSPs

Al analizar la expresion de las HSPs70 observamos una tendencia no
significativa al descenso a las 24 horas del inicio de la intervenciéon en ambos
grupos muy proxima al nivel de significacion estadistica. Esta reduccion se
produce tanto en las HSPs70 constitutivas como en las inducibles, y es mas
relevante en los pacientes toracotomizados. Dicha se vio en un estudio
analizando el efecto de la artroplastia de rodilla sobre las HSPs'®® .

Este hallazgo parece contradictorio con la HSR; dado que la agresion
quirurgica es un estrés importante para el organismo, seria razonable esperar
una respuesta de estrés celular con aumento de la expresion de las HSPs. Sin
embargo éste no se produce. Este fendmeno puede justificarse por varias
razones.

En primer lugar puede deberse a que no se produzca incremento de
HSPs70 en ningun momento, lo que sugeriria que la agresion quirurgica y
anestésica no es inductora de HSR. Esta observacion contradice otros trabajos
publicados en los que experimentos con diferentes modelos animales
demuestran una induccién de HSPs70 durante y después de la cirugia™""?, lo
que sugiere que la cirugia y la anestesia serian estimulos capaces de inducir
estrés celular. Por otra parte, tanto en las herniorrafias como en los pacientes
toracotomizados se produce un aumento de la IL-6 a las 24 horas del inicio de
la agresion anestésico quirlrgica, lo cual apunta a que se produce respuesta

neuroinmunoendocrina a nivel sistémico, confirmando que el estimulo

quirurgico y anestésico si supone un estrés importante para el organismo.
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Una segunda explicacion seria la siguiente: las muestras se tomaron a las
24 horas de la cirugia, por lo cual se puede hipotetizar que el estimulo
quirurgico produzca una respuesta de estrés celular severa en las primeras
horas del postoperatorio con agotamiento posterior de la misma, lo que
implicaria una respuesta bifasica, con un ascenso inicial seguido por un
descenso que es el objetivado en este estudio. La secuencia fisiolégica podria
ser la siguiente: la cirugia y la anestesia producirian una situacion de estrés
severo en el organismo, tanto a nivel local como sistémico. Ello originaria una
HSR inmediata de gran intensidad, lo que a su vez produciria una respuesta
del sistema inmune orientada a controlar esta respuesta. Esta respuesta
inmune podria ser humoral (autoanticuerpos) y celular (posiblemente mediada

por linfocitos y/5)™

, cuya funcién seria la de eliminar las células sometidas a
estrés y cuya viabilidad no sea posible. De esta forma los anticuerpos tenderian
a concentrarse en la zona de la agresién quirdrgica de manera que sus niveles
plasmaticos descenderian.

Diversos estudios relacionan las HSPs con la regulacion de la apoptosis
en numeras especies celulares, incluidos los PMNs, sin embargo sus
conclusiones son contradictorias afirmando unos que las HSPs aumentan la

94.9% v otros que la reducen®?’. Esta aparente contradiccion

tasa de apoptosis
podria deberse al hecho de que las células sometidas a un estrés mas intenso
son las que sintetizan mayor cantidad de HSPs. Los PMNs son células que
sufren una agresion intensa, con gran dafio de su maquinaria proteica; son por
tanto células con riesgo de sufrir un dafo irreparable, a pesar de la funcion

protectora del incremento en las HSPs sintetizadas. Si el dafio de las proteinas

celulares supera la capacidad de regeneracion y eliminacion que producen las
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HSPs, la célula seria eliminada tanto mediante apoptosis®®" como por

mecanismos inmunoldgicos de control mediados por anticuerpos antiHSPs y

74767719 De acuerdo con esto las HSPs serian

linfocitos natural killer
protectoras frente a la apoptosis en células con un alto nivel de dafo, y por
tanto con importante predisposicién a ser eliminadas.

El analisis de los dos grupos de estudio demuestra diferencias en el
comportamiento de las HSPs70i. En los pacientes toracotomizados se produce
un descenso importante de las mismas a las 24 horas del postopetratorio,
mientras que en el grupo de pacientes sometidos a herniorrafias este descenso
no se produce. En el caso de las HSPs70c se aprecia un descenso similar en
ambos grupos. Este comportamiento diferencial puede ser debido al diferente
grado de estrés anestésico-quirurgico al que fueron sometidos los enfermos, lo
que confirmaria la segunda hipdtesis.

Cuando se analizan los casos uno a uno se pueden extraer mas
consecuencias. Se ve que existe una gran variabilidad interindividual que
podria ser otra explicacion para los resultados obtenidos™®’. Este fendmeno
puede deberse a polimorfismos genéticos de la region reguladora del gen
hsp70i"®" que condicionarian la capacidad de transcripcion en mRNAs y por
tanto de sintesis de proteinas.

Los casos HH7 y HH9 presentan niveles muy bajos de HSP70i de forma
basal. En el primero de los pacientes se produce un ascenso en el
postoperatorio hasta niveles normales. En el caso HH9 los niveles de HSPs
permanecen bajos tanto antes como después de la intervencion. HH7 tenia
como principal antecedente la cardiopatia isquémica'®®, como consecuencia de

la misma tomaba acido acetil salicilico. Los AINEs en principio aumentan la

92



HSR'°. HH9 era fumador y padecia EPOC. Estos antecedentes no parecen
estar relacionados con el déficit de HSP70i, En estos dos casos la alteracién
puede explicarse por la posible existencia de polimorfismos en los genes
hsp70i.

Los casos HT4, HT5, HT6, HH2 y en menor medida HT10 presentan un
comportamiento muy similar. Un descenso muy marcado de las HSPs en el
postoperatorio, especialmente de la HSP70 inducible, con un descenso
moderado de los niveles de anticuerpos y globalmente, unos niveles de IL6 por
debajo de la media. Estos 5 casos presentan entre sus antecedentes
patologias que pueden provocar una respuesta inflamatoria importante. HH2
presentaba pancreatitis cronica y era adicto a tabaco y alcohol. HT6 y HT10
habian sido tratados previamente con quimioterapia. HTS presentaba una
colitis ulcerosa y HT4 padecia tuberculosis. Se puede establecer la hipotesis de
que la existencia previa de una patologia que produce activacion de la
respuesta inflamatoria modificaria la HSR posterior: un estimulo estresante
previo facilitaria la HSR inicial con un agotamiento posterior y la incapacidad
para responder a un segundo estimulo'®°.

Todos los pacientes del grupo de herniorrafias evolucionaron de forma
satisfactoria en el postoperatorio, a diferencia de los pacientes HT5, HT6, HT9,
HT10 y HT11 que presentaron complicaciones en el postoperatorio. La
asociacion entre las diferencias de expresion de HSPs y complicaciones en el
postoperatorio de este grupo no es estadisticamente significativa (p=0,24), pero
si biolégicamente relevante, lo cual sugiere que descensos marcados en las
HSPs pudieran ser un biomarcador predictivo de complicaciones

postoperatorias. Ademas, si se demuestra que la existencia de determinadas
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patologias capaces de estimular el sistema inmune modifican el grado de
sintesis de HSPs, habria que considerar este tipo de antecedentes como
factores de riesgo afadidos para tener complicaciones en el postoperatorio.

Comprobar esta hipotesis precisara nuevos y mas amplios estudios.
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6.3. Anticuerpos anti HSPs

El organismo presenta anticuerpos antiHSPs70 de forma constitutiva, un
fendmeno similar a la existencia de anticuerpos frente a las proteinas de los
grupos sanguineos ABO. Se han propuesto dos teorias para explicar este
fendmeno. La primera se basa en la homologia entre las HSPs de mamiferos y
las de organismos inferiores, de tal forma que la respuesta inmune frente a las
HSPs de ciertos organismos patdgenos puede originar una respuesta

71,75

autoinmune frente a HSPs propias La segunda teoria defiende la

existencia de un sistema regulador basado en el reconocimiento de HSPs en
las células sometidas a estrés por el sistema inmune’®’""°.

En los pacientes sometidos a cirugia toracica se produce una reduccion
estadisticamente significativa de anticuerpos antiHSPs en el postoperatorio,
Este descenso puede justificarse por la depresion inmunolégica que produce la
agresion quirtrgica severa®™ 1% Este descenso no se observa en el grupo de
enfermos tratados mediante herniorrafia, lo cual podria explicarse por el menor
grado de estrés anestésico y quirurgico en el grupo.

El descenso en los niveles de anticuerpos postoperatorios que se
produce en el grupo de pacientes sometidos a toracotomia (fig 14) es mayor en
los enfermos en los que aparece una mayor caida de los niveles de HSPs70 en
el postoperatorio. Es dificil precisar la causa de este fendmeno, sin embargo,
cabe la posibilidad de que dichos anticuerpos se encuentren "secuestrados" en
la zona de la agresién quirlrgica. Segun la teoria la “sefal de peligro”
elaborada por Matzinger el sistema inmune puede activarse en respuesta a

sustancias enddgenas liberadas a partir de tejidos dafiados o sometidos a
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estrés’®, como las HSPs’’ que son captadas por células presentadoras de
antigenos (antigen-presenting cells APCs) y reconocidas por los linfocitos T'8,
los linfocitos de tipo y8 son especialmente afines por las HSPs’', La
localizacion y eliminacion de células dafiadas constituiria un mecanismo

77,79

regulador importante de la respuesta de estrés celular Este mismo

mecanismo se ha implicado en la respuesta inmunolégica frente a ciertos tipos
de cancer'5"%°,

La respuesta inmune frente a HSPs es importante en el control de la
respuesta frente a la agresion quirurgica y anestésica. Si estudios posteriores
confirmasen que se tratara de un mecanismo de control clave a la hora de

74787119 a0 abriria

evitar o reducir la respuesta inflamatoria a nivel sistémico
nuevas lineas de investigacion dirigidas a disefar nuevos tratamientos
preventivos o curativos para el SIRS ocasionado a causa de la agresion

quirdrgica.
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6.4. Interleucina 6

En nuestro estudio se demuestra un incremento estadisticamente
significativo de IL6 en el postoperatorio inmediato en ambos grupos,
confirmando que la agresion quirdrgica y anestésica produce “per se” una
respuesta inflamatoria severa a nivel sistémico independientemente de la
magnitud de la agresion, lo cual sugiere que a nivel celular el estrés debe ser
igualmente grave.

Un dato llamativo es la correlacion negativa que encontramos entre
anticuerpos antiHSPs e IL6. Esta correlacion esta proxima al nivel de
significacion estadistica (p=0,06) y podria ser clinicamente relevante, puesto
que pondria de manifiesto la relacion que existe entre la HSR y la respuesta
neuroinmunoendocrina. El coeficiente de correlacion apreciada en el estudio
(r= -0,42) hace pensar que la relacion entre las dos variables no es directa.
Podrian tratarse de dos procesos cuyo objetivo es similar: controlar la
respuesta de estrés originada por la agresion quirdrgica y anestésica. La
clarificaciéon de las relaciones fisioldgicas entre la HSR y la respuesta
neuroinmunoendocrina puede ser importante a la hora de establecer nuevas
vias terapéuticas para el control y tratamiento de la respuesta inflamatoria

sistémica.
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6.5. Perspectivas de futuro

El conocimiento preciso de la fisiologia de la HSR es importante puesto
gue su eventual manipulacion podria aportar beneficios terapéuticos.

La modificacién de la respuesta puede ser tanto en el sentido de su
regulacion al alza como su regulacion a la baja. En el momento actual se
desconoce cual de las dos opciones seria mas conveniente en la agresion
quirurgica, aunque se sospecha que su regulacion al alza podria ser positiva al
disminuir la repercusion de la agresion anestésico-quirurgica sobre la fisiologia
celular.

Una de las opciones mas ampliamente empleadas en el momento actual
para incrementar la HSR es la utilizacion del precondicionamiento isquémico.
Es decir provocar la estimulacion de la sintesis de HSPs y otras moléculas
citoprotectoras antes de la agresion anestésica y quirirgica severa para
intentar disminuir las lesiones tisulares.

Se ha demostrado que el precondicionamiento isquémico del intestino
reduce la respuesta inflamatoria sistémica al shock hemorragico en un modelo
experimental con ratas’®. También se ha observado que el incremento de
HSPs en miocardio de conejos es protector frente a la isquemia cadiaca’®. Los
mecanismos de accién implican no sélo a las HSPs sino, probablemente, a
algunas otras proteinas citoprotectoras como la sintetasa de éxido nitrico y las
enzimas antioxidantes'°.

De los resultados de estos trabajos se puede concluir que el incremento
de la sintesis de HSPs y otras enzimas citoprotectoras puede ser util para

reducir la respuesta de estrés frente a la agresién quirdrgica, especialmente si

98



ésta lleva asociada periodos de hipoxia tisular. En la cirugia de aorta puede ser
util de cara a la prevencion de lesiones isquémicas, especialmente en la
medula espinal. En cirugia ortopédica puede permitir aumentar los periodos de
isquemia, lo cual a su vez seria util de cara a la realizacion de cirugias mas
complejas. En cirugia cardiaca permitiria disminuir el riesgo de complicaciones
isquémicas cardiacas o neuroldgicas, especialmente en procedimientos
complejos que precisen parada circulatoria completa o periodos de circulacion
extracorpdrea prolongados 1%,

También se podrian beneficiar de este tratamiento los pacientes
sometidos a procedimientos quirirgicos muy agresivos (cirugia cardiaca,
toracica, abdominal mayor o vascular), con alta probabilidad de presentar
complicaciones o SIRS, a fin de prevenir su apariciéon o reducir su gravedad.

Otra aplicacion potencial es la deteccion de pacientes con mayor riesgo
de desarrollar una respuesta anormal a la agresion quirdrgica. Hemos
observado que los pacientes con disminucion de HSPs en el postoperatorio
tuvieron complicaciones en el postoperatorio, aunque esta asociacién no fue
estadisticamente significativa. Sin embargo, si en estudios mas amplios se
demuestra finalmente la relacién entre la disminucion de la HSR vy las
complicaciones en el postoperatorio, la determinacion de la biologia de las
HSPs podria ser un parametro Util de cara a detectar preventivamente a
pacientes con elevado riesgo anestésico, y considerar las HSPs como
eventuales marcadores prondsticos.

La cuantificacion de las HSPs en el postoperatorio también puede ser un
biomarcador util en el diagndstico de sepsis 0 shock séptico si se demuestra la

relacion entre HSR y SIRS. En este caso, a parte de demostrar que existe
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correlacion entre anormalidad de las HSPs y la existencia de sepsis y/o su
gravedad, también habria que demostrar si la disminucion de HSPs es un
fendmeno lo suficientemente precoz como para ser util en la practica clinica.

Algunos autores han sugerido que la inducciéon de HSPs es protectora en
caso de sepsis y shock séptico'®. En este sentido una elevacion de HSPs en el
postoperatorio puede servir como factor diagndstico y/o prondstico de la
evolucion de la enfermedad; asi mismo, la presencia de niveles bajos de HSPs
puede ser un factor de mal pronéstico. El estudio de la relacion entre el SIRS y
el shock séptico y la HSR puede ser de gran interés.

Uno de los campos en los que la HSR tiene mas aplicaciones potenciales
es la oncologia. Donde los niveles de HSPs y sus anticuerpos pueden tener
valor diagndstico y prondstico'®'. La manipulacién de la HSR mediante vacunas
podria convertirse en un futuro en un arma terapéutica importante frente a
ciertos tumores'®2. Hay poca informacion respecto a su posible utilidad en
cirugia oncoldgica; sin embargo, recientemente se ha introducido la cirugia
citorreductora asociada a quimioterapia intraoperatoria caliente'®*'®* para
tratamiento de la carcinomatosis peritoneal con resultados aceptables. La
induccion de la HSR frente a la agresion quirdrgica y frente a la hipertermia
originada por la quimioterapia puede contribuir a la eficacia de dicha terapia,
aunque esta hipotesis esta aun por confirmar.

En resumen, el estudio de la biologia de las HSPs y su aplicacién al
campo de anestesiologia, la reanimacion y la cirugia es importante por las
multiples aplicaciones potenciales que tiene. La realizacion de estudios para
precisar la fisiopatologia de la HSR en el estrés quirdrgico y anestésico como el

que se presenta debe servir de base para futuros ensayos de terapias basadas
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en la manipulacién de las HSPs que sean capaces de aumentar la tolerancia

del organismo frente a agresiones cada vez mas intensas.

A partir de estas conclusiones se pueden plantear nuevas hipétesis a fin

de conocer mejor la fisiologia de la HSR en el estrés quirdrgico y anestésico,

que abren la puerta abierta a futuros estudios.

1.

El estrés quirdrgico y anestésico produce una HSR importante con
agotamiento posterior de la misma. Este fendmeno seria mas
intenso en los pacientes que han sufrido una patologia previa
capaz de inducir una primera HSR.

Los anticuerpos antiHSPs son importantes a la hora de controlar la
HSR en la zona de la agresion. La magnitud de la agresién
condicionaria un descenso de los mismos en sangre periférica
debido a su secuestro en la zona inflamada.

La respuesta neuroinmunoendocrina y la HSR presentan
interrelaciones cuya naturaleza queda pendiente de aclarar en

estudios futuros.

Por ultimo hay que recordar que los estimulos quirdrgico y anestésicos no

son fisioldgicos. La respuesta de estrés celular es inespecifica y de amplio

espectro, idéntica para un gran numero de agentes estresantes. En el momento

actual se desconoce si la respuesta de estrés celular es positiva para el control

del estrés quirurgico o por el contrario puede ser lesiva para paciente.
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7. CONCLUSIONES

1. La expresion basal de HSPs en PMNs presenta grandes
diferencias interindividuales, que condicionan su posterior
inducibilidad.

2. A las 24 horas del postoperatorio se produce un descenso en la
concentracion intraleucocitaria de HSPs70, en ambos tipos de
estrés, quirdrgico y anestésico, que no alcanza el nivel de
significacion estadistica.

3. A las 24 horas del postoperatorio se produce un descenso
significativo en los niveles de anticuerpos anti-HSPs70, en los dos
tipos de estrés quirurgico y anestésico..

4. En el postoperatorio se produce un ascenso significativo de
interleucinas 6, en los dos grupos estudiados.

5. Existe correlacion negativa significativa entre los niveles de
interleucinas y niveles de anticuerpos anti HSPs.

6. La agresion anestésico quirurgica intensa produce un descenso
aparentemente menor de HSPs70i y anticuerpos anti HSPs70i que

en pacientes sometidos a un estrés de menor intensidad.
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