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INTRODUCCION






1. Introduccidn

1.1. SEPSIS

1.1.1.

La sepsis es una de las principales causas de mortalidad en pacientes criticos en todo el
mundo y conlleva un importante consumo de recursos econémicos. Aunque los avances
en el conocimiento de su fisiopatologia, en el tratamiento antibiético, en las medidas
para modular la respuesta inmunitaria y la intervencién precoz han disminuido su desen-
lace fatal, su incidencia ha ido en aumento en los Ultimos afios (1). La tasa de mortalidad
debida a la sepsis es alta, se estima entre el 25-30% y aumenta al 40-50%, en caso de
shock séptico (2).

La Asamblea Mundial de la Salud (WHA) ha reconocido a la sepsis como una prioridad
de salud global y ha adoptado una resolucién para reducir la carga de sepsis a través de
una mejor prevencioén, diagnoéstico y manejo (3).

La sepsis es un tema importante de salud, no sélo por la mortalidad, sino también por-
que los pacientes que sobreviven a la sepsis con frecuencia sufren problemas fisicos,
psicoloégicos y cognitivos prolongados (4).

Definicion de sepsis

Hipdcratres de Cos (460-377 a.C.) ya conocia las manifestaciones clinicas de la sepsis y
fue quien introdujo el término “herida putrefacta”. Pero no fue hasta mediados del siglo
XVIII, que Louis Pasteur relacioné la putrefaccion con bacterias y microrganismos.

No existe un test diagnostico “gold standard” para la definicién de sepsis. Por lo que,
la definicion de sepsis ha sido propuesta en diferentes conferencias internacionales. En



1992, el American College of Chest (AVVP) y la Society of Critical Care Medicine (SCCM)
convocaron la primera conferencia de consenso, en la que se desarrollaron las defini-
ciones iniciales de sepsis (5), entendida como un sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS) del huésped a la infeccion. La sepsis complicada con disfuncién organi-
ca recibié el nombre de “sepsis grave”, que podria progresar a shock séptico, definido
como “hipotension persistente inducida por la sepsis a pesar de una adecuada resucita-
cion con fluidos”. Desde entonces, se realizaron considerables avances en la patologia,
manejo y epidemiologia de la sepsis, lo que sugeria la necesidad de reevaluacién, por
lo que la definicién de sepsis fue revisada en el ano 2001, en la segunda conferencia de
consenso (6), en la que participaron las siguientes sociedades cientificas: SCCM, Euro-
pean Society of Intensive Care Medicine (ESICM), American College of Chest Physicians
(ACCP), American Thoracic Society (ATS) y Surgical Infection Society (SIS) concluyeron
que los conceptos de sepsis, sepsis grave y shock séptico seguian siendo Utiles aunque
no permitian una estadificacion precisa o el prondstico de la respuesta del huésped a la
infeccién y que una lista ampliada de signos y sintomas de sepsis pueden reflejar mejor
la respuesta clinica a la infeccién (parémetros generales, inflamatorios, hemodinamicos
y de perfusion tisular).

En 2016, el grupo de Trabajo de las Definiciones de Sepsis (Sepsis Definitions Task Force)
publicé el consenso SEPSIS-3 con las definiciones actualizadas de sepsis y shock séptico
(7). Se define sepsis como “una disfuncién orgénica potencialmente mortal causada por
una respuesta anomala del huésped a la infeccién” y shock séptico como “una subcate-
goria de la sepsis en la que las alteraciones circulatorias y del metabolismo celular son
lo suficientemente profundas como para aumentar considerablemente la mortalidad”,
proponiendo que los criterios para definir la ocurrencia del shock séptico: hipotension,
requerimiento sostenido de vasopresores para mantener una presion arterial media
(PAM)=65 mmHg y un nivel de lactato sérico mayor de 2 mmol/L; convirtiendo en super-
fluo el término “sepsis grave”.

Sin embargo, la actual definicion de sepsis es controvertida, aunque es muy sensible, re-
sulta poco especifica e incluye practicamente cualquier infeccién, independientemente
de su gravedad o repercusion sistémica (8-11).

En la Tabla 1 se resumen las diferentes definiciones utilizadas en las tres conferencias
consenso.
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Sepsis

Sepsis grave

Shock séptico

Sindrome de
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multiple
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Definicién

Proceso causado por la invasién por parte de un microorganismo patdégeno o poten-
cialmente patégeno de un tejido, cavidad corporal o fluido habitualmente estéril

Presencia de bacterias viables en sangre

Respuesta inflamatoria sistémica que aparece como consecuencia de diversas agresio-
nes clinicas, y se manifiesta por dos o mas de las siguientes situaciones (en ausencia de
otras causas conocidas para su alteracion):

1) temperatura > 38 o < 36 °C;
2) frecuencia cardiaca > 90 latidos/min;
3) frecuencia respiratoria > 20 rpm o PaCO, < 32 mmHg;

4) leucocitos sanguineos > 12x107 /L, o < 4x107 /L o > 10% de formas inmaduras (ban-
das)

1) Generales: fiebre o hipotermia (temperatura central > 38,3 o < 36°C); frecuencia car-
diaca > 90 latidos/min; taquipnea; alteracion del estado mental; edema significativo o
balance positivo (> 20 mL/kg en 24 h);

2) Parametros inflamatorios: leucocitosis (>12x109/L) o leucopenia (<4x10°/L) 6 > 10%
de formas inmaduras leucocitarias; proteina C reactiva o procalcitonina > 2 DE por
encima del valor normal;

3) Parédmetros hemodindmicos: hipotensién (PAS<90 mmHg, o PAM < 70 mmHg, o
descenso PAS > 40 mmHg o > 2 DE del valor habitual del paciente); SvO, > 70%;
IC > 3,5 L/min/m?.

4) Pardmetros de disfuncién organica: hipoxemia (PaO,/FiO, < 300); oliguria aguda
(débito urinario < 0,5 mL/kg/h) o incremento de creatinina >0,5 mg/dL; alteracién
de la coagulaciéon (INR >1,5, TTPa >60 s); ileo paralitico; trombocitopenia (plaque-
tas < 100x10%/L); hiperbilirrubinemia (bilirrubina total >4 mg/dL);

5) Parametros de perfusién tisular: hiperlactacidemia (>2 mmol/L, 6 18 mg/dL); dismi-
nucion del relleno capilar, y livedo reticularis.

Infeccion con dos o mas signos de SRIS (5) o con algunos signos de inflamacion sisté-
mica en respuesta a la infeccién (6).

Disfuncién orgénica potencialmente mortal causada por una respuesta anémala del
huésped a la infeccion (7).

Sepsis asociada a disfuncién organica, hipoperfusion (acidosis lactica, oliguria o alte-
racién del estado mental) o hipotension.

Sepsis grave con hipotension pese al aporte adecuado de liquidos. También quedan
incluidos los pacientes que no estan hipotensos tras recibir farmacos inotropos o va-
sopresores (5,6).

Subcategoria de la sepsis en la que las alteraciones circulatorias y del metabolismo
celular son lo suficientemente profundas como para aumentar considerablemente la
mortalidad (7).

Presencia de dos o més alteraciones orgénicas en el paciente critico que no permiten
que la homeostasis se mantenga sin intervencion

Definiciones relacionadas con sepsis en adultos. Tomada y modificada de: (5-7).



Este consenso propone para la identificacion de la disfuncién organica, la escala SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment). Una variacién de dos o mas puntos en la escala
SOFA identifica la disfuncion orgénica, considerando una puntuacién basal de 0 a menos
que se conozca que el paciente tuviera una disfuncién organica previamente a la apa-
ricion de la infeccidn. Los pacientes con puntuacion SOFA de 2 o mas tienen un riesgo
de mortalidad de aproximadamente el 10% en una poblacién hospitalaria general con
presunta infeccién (7). Esta puntuacion incluye una serie de criterios clinicos, de labora-
torio y de manejo.

En la Tabla 2 se resumen los criterios utilizados en la escala SOFA.

Criterio (0] 1 2 3 4
Respiracién

PaO,/FIO, (nmHg) o >400 <400 <300 <200* <100*
Sa0,/FIO, 221-301 142-220 67141 <67
Coagulacion

Plaquetas/mm? >150 <150 <100 <50 <20
Higado

Bilirrubina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-59 6,0-11,9 >12,0
Cardiovascular

Tensién arterial (mmHg) PAM =70 PAM <70 DA <50 DBT DﬁlfAS'; 01? o | DA >lg,(1) N/A
Sistema Nervioso Central

Escala de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Renal

Creatinina (mg/dL) o <1,2 1,219 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
Diuresis (mL/dia) <500 <200

*Respiratorio: las puntuaciones 3 y 4 se aplican sdlo si el enfermo recibe soporte ventilatorio.

PaO./FIO, es relacién utilizada preferentemente, pero si no esta disponible usaremos la SaO,/FIO,;

Medicamentos vasoactivos administrados durante al menos 1 hora (dopamina y norepinefrina como ug/kg/
min) para mantener la PAM por encima de 65 mmHg.

Escala SOFA. Tomada y modificada de: (7).

Otro concepto que se introduce en esta Ultima conferencia es la escala qSOFA (quick
SOFA, del acrénimo en inglés), que incluye sélo criterios clinicos facil y rapidamente
medibles a pie de cama, que puede resultar util en la identificacion de pacientes que
pudieran precisar de un nivel de vigilancia mas estrecho y un estudio mas especifico en
la busqueda de disfuncién organica (7). En la Tabla 3 se resumen los criterios utilizados
en la escala gSOFA.
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Frecuencia respiratoria = 22 rpm
Alteracién del nivel de conciencia, definido como una puntuacién en la escala de Glasgow <13

Presion arterial sistélica <100 mmHg

Escala gSOFA. Tomada y modificada de: (7).

1.1.2. Etiopatogenia

1.1.2.1. Epidemiologiq

La sepsis es un problema de salud relevante debido a su elevada frecuencia y gravedad.
El impacto real de la sepsis a nivel mundial se desconoce. En 2016, en una revision sis-
temética en poblacién adulta, entre los afios 1995 y 2015, se reporté que la tasa de in-
cidencia global para la sepsis fue de 437 por 100000 habitantes/afno, en paises de altos
ingresos econdmicos, ya que no refleja las contribuciones de paises de ingresos bajos y
medios (1).

Presenta una elevada tasa de mortalidad, se estima entre el 10-52% (12) y aumenta pro-
gresivamente en funcién de la gravedad (13).

La incidencia es superior en los varones y en no caucésicos. Por edades, es mas frecuen-
te entre los recién nacidos y en adultos mayores de 65 afios. Estos Ultimos representan
casi el 65% de todos los casos de sepsis (14).

La admision en UCI, bacteriemia, edad avanzada (mayor de 65 afios), inmunosupresion,
diabetes, cancer, neumonia adquirida en la comunidad, hospitalizaciones previas y sus-
ceptibilidad genética, se consideran factores de riesgo para el desarrollo de sepsis (15).

Las infecciones pulmonares (64%), seguidas de las abdominales (20%), la bacteriemia
(15%) y las del aparato genitourinario (14%) provocan méas del 80% de los casos de sepsis
(14,15). Las infecciones bacterianas son la causa mas frecuente de sepsis. El porcentaje
de casos de sepsis ocasionado por bacterias Gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella
spp y Pseudomonas aeruginosa) ha ido disminuyendo a lo largo de los afos, mientras
que el porcentaje de casos asociados a bacterias Gram positivas ha aumentado de ma-
nera constante a lo largo de los afios y suponen aproximadamente el 47% de los casos,
entre las que destacan las debidas a Staphylococcus aureus (incluyendo cepas metici-
lin-resistentes), Streptococcus spp y Enterococcus spp. Aproximadamente un 5-10% de
los casos son debidos a infecciones flngicas, virales o por protozoos (14, 15).

1.1.2.2. Fisiopa’tologia

Los eventos fisiopatolégicos que tienen lugar en la sepsis son multiples, complejos y
afectan a varios sistemas.

En condiciones normales, los patégenos al invadir un organismo activan las células del
sistema inmune innato, como las células dendriticas (DC) y monocitos/macréfagos, que
expresan receptores de reconocimiento de patrones (PPRs, del acrénimo en inglés Pa-



ttern Recognition Receptors) que identifican estructuras muy conservadas de los paté-
genos invasores denominadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs, del
acrénimo en inglés Pathogen-Associated Molecular Patterns) (16).

Los PPR también reconocen y se unen a moléculas endégenas denominadas patrones
moleculares asociados a dafio (DAMP, del acréonimo en inglés Danger-associated Mole-
cular Patterns), que se liberan durante el proceso inflamatorio. Las DAMP son estructu-
ras nucleares, citoplasmaticas o mitocondriales que adquieren nuevas funciones cuando
se liberan en el entorno extracelular (16).

Durante la infeccion se pueden liberar otras estructuras celulares que pueden influir en la
respuesta del huésped, como las trampas extracelulares de neutréfilos (NETs, del acréni-
mo en inglés neutrophil extracelular traps). Brinckman et al., en 2004, describieron que la
activacion de los neutréfilos no sélo podia desencadenar la fagocitosis de los patégenos
infectantes sino también la liberacion de NETs, estructuras extracelulares similares a una
red, formadas principalmente por ADN e histonas y que actuarian como una barrera
fisica que evitarfa la diseminacion de los microorganismos y facilitaria la destrucciéon ex-
tracelular de los mismos debido a que estas trampas son capaces de mantener concen-
traciones elevadas de sustancias antimicrobianas, como las proteinas de los granulos de
los neutrdfilos y las histonas (17). In vitro, se observé que los neutréfilos de pacientes que
sobrevivieron a la sepsis producian mas NETs que los de los no supervivientes (18). Este
hallazgo puede ser debido a que las NETs tendrian funcién antimicrobiana en la fase de
infeccién temprana. Sin embargo, cuando la sepsis progresa, las NETs pueden causar
dafio pulmonar y hepético (19, 20). Por lo que las NETs parecen tener un papel dual en la
infeccién temprana y en la patogénesis del dafio orgénico en la sepsis (21).

Dentro de los PPR, se encuentran los receptores tipo Toll (TLR, del acrénimo en inglés
Toll Like Receptors), que al unirse a sus receptivos ligandos activarian vias de sefaliza-
cién que inducen la respuesta inflamatoria. En este proceso se produce la activacion del
factor nuclear kappa B (NF-kB) que induce la transcripcién de los genes que codifican
citoquinas proinflamatorias, como factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), interleuquina
1B (IL-1B), interferén-y (IFN-y), IL-2, IL-6, IL-10, IL-12, quimiocinas, y aminas vasoactivas que
atraen a los polimorfonucleares y activan a los macréfagos. Los leucocitos polimorfonu-
cleares (PMN) se activa y expresan moléculas de adhesién que causan su agregacion al
endotelio vascular, a su vez el endotelio expresa moléculas de adherencia para atraer a
los leucocitos. Los PMN, a través de una serie de pasos migran a la zona dafada. La libe-
raciéon de mediadores por parte los PMN en el sitio de infeccién es responsable de los
signos de inflamacién local: calor y eritema debido a la vasodilatacion local e hiperemia
y edema rico en proteinas debido al aumento de |la permeabilidad microvascular (16).

El balance entre mediadores proinflamatorios, como la IL-6, y antiinflamatorios, como
la IL-10, que inhiben la producciéon de TNFa e IL-1, regulan el proceso inflamatorio que
incluye la adherencia, la quimiotaxis, la fagocitosis y posterior destruccion del patégeno.
Cuyo resultado final es la reparacién y curacién de los tejidos.

La sepsis ocurre cuando la liberacion de componentes proinflamatorios en respuesta
a una infeccion excede la respuesta local, dando lugar a una respuesta generalizada
(Figura 1).

Se desconoce el motivo por el cual se desencadena la activacién excesiva y anémala de
la respuesta inmunitaria, es probable que dependa de los efectos directos de la invasién
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de microorganismos o sus productos téxicos, la liberaciéon excesiva de mediadores pro-
inflamatorios y la activacion del complemento.

Componentes de las paredes bacterianas como las endotoxinas y exotoxinas secretadas
extracelularmente por microrganismos podrian contribuir al desencadenamiento de la
sepsis (16).
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Fisiopatologia de la sepsis. Tomado de: (14).

Asi como la liberacién excesiva de citoquinas proinflamatorias, incluyendo el TNFa y la IL-
1. Ambas citoquinas pueden causar fiebre, hipotension, leucocitosis, la liberacion de otras
citoquinas proinflamatorias, asi como la activacién de la coagulacion y la fibrindlisis. Niveles
circulantes de TNFa estan significativamente elevados en pacientes sépticos y en modelos
de animales (22). El TNFa se ha convertido en la citoquina pro-inflamatoria mas estudia-
da en la sepsis. En un andlisis multiplex en el que se evalud los niveles plasmaticos de 17
citoquinas en pacientes sépticos se observé que la concentracion de IL-1B, IL-6, IL-7, IL-8,
IL-10, IL-13, IFNy, MCP-1 and TNFa eran significativamente mayores en pacientes con shock
séptico en comparacién con pacientes con sepsis grave y que los diferentes perfiles de
citoquinas se asociaron con la severidad de la sepsis, la disfuncion orgénica y la muerte (23).



El sistema del complemento forma parte de la inmunidad innata y la adquirida y es uno
de los sistemas de defensa mas antiguos, cuya principal misién es la eliminacién de pa-
tégenos del organismo y, por otro lado, tiene la capacidad de favorecer la inflamacién,
que promueven la migracién de células del sistema inmune y la secrecién de citoquinas
proinflamatorias. Existen evidencias de que el sistema del complemento tiene un papel
importante en la sepsis, asi su inhibicion disminuye la inflamacién y la mortalidad en
modelos animales (16).

Ademas, ciertos individuos podrian ser genéticamente susceptibles a desarrollar sepsis
(15). Varios polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, del acrénimo en inglés Single
Nucleotide Polymorphism) se han asociado con un aumento en la susceptibilidad a in-
fecciones y peores desenlaces, que incluyen genes que codifican citoquinas, receptores
de superficie celulares, ligandos lipopolisacaridos, entre otros (24).

Esta activacion inmune anémala y excesiva puede inducir un dafo celular generalizado,
que es el precursor de la disfuncién orgéanica. No esta totalmente esclarecido el meca-
nismo de la lesion celular, pero se cree que incluyen la isquemia tisular, la lesién citopa-
tica (secundaria a mediadores proinflamatorios y/o inflamatorios) y una tasa alterada de
apoptosis (15).

En este contexto, diversos estudios sugieren que esta respuesta proinflamatoria genera-
lizada estaria acoplada a una respuesta antiinflamatoria, y en algunos casos se puede lle-
gar a desarrollar una respuesta antiinflamatoria compensatoria, la cual podria provocar
un estado de inmunosupresion, incrementando la susceptibilidad a las infecciones (15).

La lesion celular puede progresar a disfuncion organica. Ningin érgano esté protegido
de las consecuencias de la sepsis, aunque los érganos méas comunmente involucrados
son el sistema circulatorio, el pulmdn, el tracto gastrointestinal, el rifidn y el sistema
nervioso.

A pesar de una clara comprensiéon de los mecanismos inflamatorios y de coagulacién
que se desencadenan durante la etapa temprana de la sepsis, no se conocen los aspec-
tos celulares subyacentes a los mecanismos que finalmente conducen a la disfuncién or-
ganica y la muerte, aunque podria estar relacionado con la disminucién de la utilizacién
de oxigeno asociada a disfuncién mitocondrial que puede ir acompafado ademés de un
suministro insuficiente de oxigeno a los tejidos (12).

1.1.3. Manifestaciones clinicas

Los pacientes con sepsis documentada o sospechada presentan tipicamente hipoten-
sion, taquicardia, fiebre y leucocitosis. A medida que se incrementa la gravedad, se
desarrollan los signos de shock (ej, hipotermia, cianosis) y disfuncién orgénica (oliguria,
dafio renal agudo, disminucién del nivel de conciencia). La presentacion es anodina de
tal manera que muchas otras condiciones, como la pancreatitis o el sindrome de distrés
agudo respiratorio (SDRA), pueden presentarse de manera similar (15).

Aungue los signos y sintomas de sepsis sean inespecificos, se pueden clasificar en los
propios de la infeccion responsable, los del sindrome séptico (incluidos los de hipoper-
fusion tisular) y los del fracaso orgénico (Tabla 1).
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1.1.4. Diqgnés’cico

La limitaciéon de las diferentes definiciones de sepsis es la no identificacion de aquellos
pacientes cuya disfuncién orgénica sea verdaderamente secundaria a la infecciéon sub-
yacente. Por ello, el diagnéstico de sepsis y shock séptico requiere de datos clinicos, de
laboratorio, radiolégicos y microbiolégicos.

Es necesario resaltar la importancia de la obtencion de cultivos de diferentes origenes,
antes de iniciar el tratamiento antibiético para intentar confirmar la infeccién, el agente
patégeno responsable y su sensibilidad antibidtica. Sin embargo, sélo el 12-17% de los
pacientes con sepsis y el 69% de los pacientes con shock séptico tienen hemocultivos
positivos (14).

El diagnéstico diferencial comprende diferentes entidades como la pancreatitis aguda,
shock cardiogénico, tromboembolia pulmonar, vasculitis sistémica, intoxicacion medica-
mentosa, hipotermia inducida, fallo hepatico fulminante, enfermedades vasculares del
coladgeno, etc.

1.1.5. Tratamiento

La guia clinica “Surviving Sepsis Campaign Guidelines for Management of Sepsis and
Septic Shock”, se desarrollé para el manejo de la sepsis grave y el shock séptico. Fue
publicada por primera vez en 2004 (25) y posteriormente revisada cada 4 afios (2008
(26), 2012 (27) y 2016 (28)), seguin la evidencia cientifica disponible hasta el momento.

En esta guia, se hace hincapié en que la sepsis y el shock séptico son emergencias mé-
dicas que requieren iniciar el tratamiento y la reanimacién inmediatamente. La identifica-
cién temprana y la rapidez en el tratamiento inicial de la sepsis y mejora la supervivencia.

En la Ultima revisién de 2016 (28), en relacién a la reanimacion esencial, una vez de-
tectada una probable sepsis, se recomienda que comience de manera inmediata. Se
recomienda, en caso de hipoperfusion, administrar 30 mL/kg de cristaloides dentro de
las primeras 3 horas y mantener una PAM de 65 mmHg si se requiere vasopresores. Se
recomienda reevaluar la situaciéon hemodindmica mediante examen clinico completo y
la evaluacion de variables clinicas disponibles (frecuencia cardiaca, presion arterial, fre-
cuencia respiratoria, saturacién de oxigeno, diuresis) y medidas no invasivas (incluyendo
la ecografia/ecocardiografia). Se sugiere la reanimacioén para conseguir la normalizacion
de los niveles de lactado en caso de hipoperfusion tisular.

También se recomienda disponer de programas hospitalarios de mejora del desempefio
para la sepsis, que incluya su deteccién sistémica en pacientes de riesgo elevado.

En relacién con el diagndstico, se recomienda la obtencién de cultivos microbioldgicos
adecuados, incluyendo hemocultivos, antes de comenzar el tratamiento antibidtico en
pacientes con sospecha de sepsis o shock séptico, si no conlleva retraso sustancial en el
inicio del tratamiento antibiotico, cuyo plazo méaximo es de una hora. Los hemocultivos
apropiados incluyen al menos dos series (aerébica y anaerodbica).

A fin de cubrir todos los patégenos probables, se recomienda un tratamiento empirico
de amplio espectro con uno o mas antibiéticos. También se recomienda atender a las
propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas a la hora de optimizar la dosificacion



de los antibiéticos. En caso de mejoria clinica o identificacion del patégeno responsable,
se recomienda la reduccién gradual del mismo, cuya duracién se sugiere sea en torno a
7-10 dias para la mayoria de los casos.

En relacion al control de la fuente, se recomienda intervenir sobre el mismo, para su con-
trol, tan pronto como clinica y logisticamente sea posible una vez realizado el diagnéstico.

En el apartado de tratamiento con liquidos, se recomienda el uso de cristaloides para la
rehidratacion inicial u posterior reemplazo del volumen intravascular. En cuanto a los me-
dicamentos vasoactivos, se recomienda la norepinefrina como vasopresor de eleccion.

Se recomienda la transfusion de hematies sélo cuando la concentracién de hemoglobina
(Hb) sea inferior a 7 g/dL en adultos.

Se recomienda la administracién de insulina, cuando dos niveles de glucemia en sangre
consecutivos sean superiores a 180 mg/dL.

En 2018, se publicéd un paquete de medidas de tratamiento, basado en la actualizacion
de la guia de 2016 (29), que se centran en la primera hora critica. Se define paquete de
medidas como grupo de intervenciones con los que se consiguen mejores resultados si
se aplican de forma conjunta que si se hacen por separado. Los elementos del paquete
destinados a iniciarse dentro de la primera hora (paquete Hour-1), se centran en cinco
pasos de tratamiento:

1. Se debe medir el nivel de lactato en sangre. Si el valor inicial es elevado (superior
a 2 mmol/L), se debe reevaluar dentro de las 6 primeras horas.

2. Obtener hemocultivos para identificar la causa de la infeccion antes de administrar
la terapia antibidtica.

3. Administrar antibiéticos de amplio espectro.

4. Administrar fluidos intravenosos. Se recomienda la administracion de 30 mL/kg de
cristaloides si hay hipotension o si el nivel de lactato es superior a 4 mmol/L.

5. Administrar vasopresores para elevar la presion arterial para alcanzar una presion
arterial media igual o superior a 65 mmHg.

Se define “tiempo cero” o “tiempo de presentacion” como el momento del triaje en el
servicio de urgencias o, si deriva desde otro lugar de cuidado, del primer registro con-
sistente con sepsis o shock séptico.

Debido a la alta mortalidad y morbilidad asociada a la sepsis, se requieren nuevos trata-
mientos. En las Ultimas décadas, se ha avanzado considerablemente en la fisiopatologia
de la sepsis y, por tanto, en el conocimiento de los mediadores implicados en la misma
que podrian actuar como potenciales dianas terapéuticas. Sin embargo, casi todos los
ensayos clinicos aleatorios realizados no han podido demostrar una mejoria en la super-
vivencia, a pesar de ser haber demostrado su efectividad en estudios pre-clinicos (30).

Dentro de las razones que podrian explicar que los ensayos clinicos no hayan encontra-
do beneficios en relacién con la supervivencia se encuentran en la elecciéon de la inter-
vencioén, de la duracion y la dosificacion, del resultado y de la poblacion utilizados (31).

En conclusién, debido a la complejidad y heterogeneidad de la sepsis, los ensayos clini-
cos requieren de una mejor eleccién de pacientes y variables de valoracién adicionales
para desarrollar nuevas terapias (31).
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1.2. METABOLISMO FOSFOCALCICO

El esqueleto es un 6rgano metabdlicamente activo que sufre remodelacién a lo largo de
la vida. Esta remodelacién es necesaria para mantener su estructura integral, asi como
para servir a las funciones metabdlicas como almacén de fésforo y calcio. La remode-
lacion esquelética puede ser estimulada por cambios en las fuerzas mecénicas o dafio
microscépico, asi como por la respuesta hormonal a los cambios del calcio y el fésforo.
El esqueleto también sirve como segunda defensa frente a la acidosis (32).

La principal funcién del metabolismo mineral o fosfocélcico es la regulacién de los nive-
les plasmaéticos de calcio y fosfato a través de la regulacién de los procesos de absorcion
intestinal, metabolismo dseo y excrecidn renal y del control hormonal, este dltimo ejer-
cido fundamentalmente por la hormona paratiroidea (PTH), la 1,25-dihidroxivitamina D
o calcitriol (1,25(OH), D) y el factor de crecimiento fibrobléstico 23 (FGF23). Participan
ademas otras hormonas como el péptido relacionado con la PTH (PTHrp), calcitonina,
hormonas tiroideas, esteroides sexuales, glucocorticoides, hormona de crecimiento, di-
versos factores de crecimiento y citocinas, aunque su papel fisiolégico no estd comple-
tamente esclarecido (33).

1.2.1. Calcio

1.2.1.1. Distribucidn del calcio

El calcio se localiza mayoritariamente en el hueso (99%), unos 1000 g en un adulto, en
forma de hidroxiapatita (Ca, [PO,],[OH],). Quedando el 1% restante distribuido en los te-
jidos blandos y en el plasma. Ademas de su importancia en la mineralizacién del hueso,
esta pequefia fraccion de calcio tiene una gran importancia fisiolégica, ya que actla en
funciones tan vitales como la coagulacién sanguinea, la secrecién hormonal, la actividad
enzimética, la contraccion muscular o la conduccién nerviosa (34).

Para la normal realizacién de estas importantes funciones se precisan concentraciones
muy estables de calcio que han de permanecer dentro de unos estrechos mérgenes.

La regulacién del calcio estd mediada fundamentalmente por la PTH y la 1,25(CH), D,
hormona que regula la absorcién intestinal del calcio (35-38).

El calcio circula en el torrente sanguineo en diferentes formas. Aproximadamente, el
40% circula unido a la albdmina, un 15% formando complejos con otros iones como el
citrato, el sulfato o el fosfato y el 45% restante circula como calcio i6nico, que es la forma
fisiolbgicamente activa (39).

En general, las modificaciones en la concentracién de calcio total son proporcionales a
la concentracién de calcio iénico, excepto en pacientes con hipoalbuminemia, con tras-
tornos acido-base o con enfermedad renal crénica (CKD, del acrénimo en inglés Chronic
kidney disease) (39).

1.2.1.2. Absorcién intestinal

La absorcién de calcio de la dieta en el intestino tiene lugar mayoritariamente en el duo-



deno y en el yeyuno proximal, a través de un mecanismo activo transcelular mediado
por el canal receptor de catién de potencial transitorio subfamilia V, miembro 6 (TRPV6)
en la membrana apical del duodeno y el yeyuno proximal (33) y a través del transporte
paracelular que se produce a lo largo del intestino (40), fisiolégicamente regulado por
la 1,25(0OH), D.

En condiciones normales se absorbe aproximadamente un 30% del calcio dietético.

1.2.1.3. Calcio éseo

La mayor parte del calcio y del fésforo corporal, existe en el hueso como cristales de
hidroxiapatita. El hueso actuaria, asi como reservorio del calcio, participando en el man-
tenimiento de la homeostasis del calcio. Este proceso depende de la actividad de los
osteoblastos y de los osteoblastos, que estan regulados por varias hormonas y protei-
nas, incluyendo la PTH y la 1,25(0OH), D.

1.2.1.4. Manejo renal del calcio

Sélo el calcio ionizado se filtra por el glomérulo. Aproximadamente el 70% del calcio
ultrafiltrado se reabsorbe pasivamente junto al sodio en el tdbulo proximal (41).

Se estima que el 97-99% del calcio filtrado se reabsorbe en segmentos posteriores de
la nefrona. Aproximadamente, un 20% es reabsorbido en el asa de Henle a través de un
mecanismo pasivo paracelular mediado por la proteina Claudina 16, que actda como un
canal de reabsorcién de cationes divalentes (42). La reabsorcion del 10-15% de calcio
restante ocurre, de forma activa, en el tibulo distal a través de un mecanismo transcelu-
lar (43), gracias al canal receptor de catién de potencial transitorio subfamilia V, miembro
5 (TRPV5) (33, 43-45), siendo el segmento donde se produce la mayor regulacién de la
excrecion de calcio.

1.2.2. Fésforo

1.2.2.1. Distribucién del fésforo

El fésforo en el organismo habitualmente se encuentra en combinacién con el oxigeno,
en forma de fosfato.

En el adulto, el contenido de fésforo es de aproximadamente 700g. Un 85% esta pre-
sente en el esqueleto en forma de hidroxiapatita, formando el componente mineral del
hueso. El resto se localiza en los tejidos blandos y en el liquido extracelular.

En la sangre, se encuentra tanto en forma de fosfato inorganico como organico. El fosfa-
to organico se encuentra principalmente en las células y el plasma contiene fundamen-
talmente fosfato inorgénico. Aproximadamente el 10% de fésforo en plasma se encuen-
tra unido a proteinas. Se mide de manera habitual el fésforo inorganico.

Numerosas funciones dependen del fésforo, como la produccién y almacenamiento de
energia, la secrecion de hidrogeniones, en la formacion de bicarbonato en los tibulos
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renales. También es un componente fundamental de las membranas y acidos nucleicos y
actlia como cofactor en numerosas reacciones enzimaticas. El organismo requiere man-
tener la concentracién de fésforo en niveles adecuados, si bien su regulacién es menos
estricta que para el calcio permitiendo oscilaciones mas permisivas.

1.2.2.2. Absorcidn intestinal

Es similar a la descrita para el calcio. El 60-70% del fosfato de la dieta se absorbe en el
intestino delgado, especialmente en el yeyuno, mediante vias dependientes e indepen-
dientes del sodio, que pueden implicar a la vitamina D (34, 46).

1.2.2.3. Fésforo éseo

El hueso, como en el caso del calcio, es el principal depésito de fosfato del organismo.
El uso de este reservorio para aumentar la concentracién de fosfato plasmatico es similar
a la utilizada para aumentar el calcio plasmatico, aunque otras hormonas como el FGF23
también pueden participar en la movilizacién del fosfato en el hueso.

1.2.2.4. Manejo renal del fésforo

En condiciones normales, aproximadamente un 85% del fosfato ultrafiltrable se reabsor-
be en el tubulo proximal, mientras que el resto se elimina a través de la orina.

La reabsorcion de fosfato en el tibulo proximal estd mediada por tres proteinas de
transporte separadas, cada una de las cuales depende del transporte de sodio concu-
rrente: el cotransportador de fosfato de sodio de tipo Ila (denominado alternativamente
Npt2a, NaPi-lla o SLC34A1), el fosfato de sodio de tipo llc cotransportador (también co-
nocido como Npt2c, NaPi-llc o SLC34A3), y el cotransportador de fosfato de sodio tipo
[l (lamado Pit-2, Ram-1 o SLC20A2 (47, 48).

Aunque la movilizacién ésea y la absorcion intestinal participan en el balance general
de los fosfatos, los niveles plasmaticos estan regulados principalmente por la tasa de
reabsorcion en el tubulo proximal.

La reabsorcion de fosfato depende de la ingesta dietética de fosfato, la concentracion
de fosfato sérico y la actividad de la PTH, la 1,25(0OH)2 D y el FGF23, junto con su cofac-
tor klotho (46). Asi una dieta pobre en fosfato o niveles séricos disminuidos de fosfato
dan lugar a un incremento en la reabsorcién en el tibulo proximal. Por el contrario, la
PTH y el FGF23, ambas hormonas fosfaturicas, provocan un aumento en la excrecién de
fosfato, dando lugar a una disminucién en los niveles séricos de fésforo.

La hipocalcemia, principal responsable de la secrecién de PTH, causa fosfaturia (49).

1.2.3. Control homeostdtico del calcio y fosforo. Regulacién hormonal

Los niveles séricos de calcio y fésforo estan regulados principalmente por la PTH, la vi-
tamina D y el FGF23, mediante mecanismos con efectos inmediatos, a medio y a largo
plazo.



Los inmediatos son mediados exclusivamente por la PTH y sirven para mantener los ni-
veles de calcio dentro de los margenes de normalidad a través de la reabsorcién tubular
renal y la reabsorcién ésea. Ademas, la PTH también estimula la conversion de 25-hi-
droxivitamina D o calcidiol (25(OH) D) en 1,25(OH), D, al activar la enzima 1-a-hidroxilasa
en las células tubulares renales, estimulando asi la absorciéon intestinal de calcio y el
recambio éseo (50).

12.3.1. PTH

La PTH es un polipéptido de 84 aminoacidos sintetizado en la gléndula paratiroides a
partir de la pre-pro-PTH (polipéptido de 115 aminoacidos), que pasa primero a pro-PTH
(90 aminoacidos) y de aqui a la hormona activa que es la PTH 1-84, denominada PTH
intacta. La actividad bioldgica de la PTH intacta se encuentra en el extremo amino ter-
minal de la misma. En este proceso de sintesis, también se forman otros péptidos como
la PTH 7-84 y diversos fragmentos C-terminal, en mucha mayor proporcién que la PTH
intacta. La PTH intacta tiene una vida media de pocos minutos, al contrario que los frag-
mentos C terminal. En el higado la PTH intacta es inactivada dando lugar a fragmentos C
terminal que posteriormente son aclarados en el rinén. La PTH intacta no metabolizada
en el higado, es eliminada también a través del rifién (51).

En condiciones normales, las formas circulantes de la PTH comprenden (52):
® PTH intacta: 5-30%
* Fragmento C-terminal: 70-95%
® Fragmento amino-terminal: <1%

El calcio es el responsable, de forma precisa y rapida, de la regulacién de la sintesis y
secrecion de la PTH, en todas sus formas moleculares (53), a través del receptor sensor
sensible al calcio (CaSR) (54). En condiciones de normocalcemia, la PTH intacta constituye
el 20% de las moléculas de PTH circulantes totales. En la hipocalcemia, esta proporcién
aumenta aproximadamente a un 33% y disminuye a un 4% en la hipercalcemia (53).

La PTH es secretada en respuesta a un descenso a los niveles de calcio iénico mediado
por los CaSR situados en la superficie de las células paratiroideas, en cuestién de se-
gundos (55). La proteina de membrana sensora que media el proceso se conoce como
CaSR (miembro de la superfamilia de receptores unidos a la proteina G), representa el
mecanismo molecular a partir del cual las células paratiroideas detectan cambios en la
concentracién sanguinea de calcio ionizado y modulan la secrecién de PTH para mante-
ner los niveles séricos de calcio dentro de un estrecho rango fisiolégico. La CaSR modula
la supresién de la secrecion de PTH y la reabsorcion renal de calcio en respuesta a un in-
cremento de los niveles circulantes de calcio. Por el contrario, cuando los niveles de calcio
disminuyen, la disminucién de la actividad del CaSR en las gléndulas paratiroideas per-
mite aumentar la secrecion de PTH, que actla en el hueso liberando calcio y fésforo (56).
La CaSR también se expresa en otros tejidos calcitrépicos, como el rifién y el hueso (55).

La hiperfosfatemia estimula la secrecién de PTH y el crecimiento celular en las paratiroi-
des. Este estimulo tiene especial significacién en la insuficiencia renal crénica, la causa
méas comun de hiperfosfatemia, donde el hiperparatiroidismo secundario es la manifes-
tacién de la disregulacién de la homeostasis fosfocalcica (57-59).
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La 1,25(0OH), D ejerce un efecto inhibidor sobre la sintesis de la PTH y sobre la proliferacion
celular paratiroidea.

La FGF23 ejerce acciones directas sobre la gléndula paratiroides inhibiendo la sintesis y
secrecién de PTH (60,61).

La PTH ejerce sus acciones a través de su unién con sus receptores. El receptor clasico
de PTH es el receptor PTHIR, también denominado receptor PTH/PTHrp. Se expresa
mayoritariamente en el hueso y rifién y reconoce tanto la PTH como a la PTHrp (62).

La PTH actla de manera inmediata en el hueso y libera calcio al liquido extracelular, es-
timulando la liberacién de calcio y también de fosfato mediante la activacién de la resor-
cion ésea, ya que se une a los receptores de PTH situados en los osteoblastos y secunda-
riamente, dando lugar a un aumento en el nimero y en la actividad de los osteoclastos,
que contribuyen a la resorciéon ésea (61). Ademas, en el rifion, la PTH favorece la sintesis
de 1,25(CH), D en el rifién al activar la enzima 1-a-hidroxilasa, aumenta la reabsorciéon
del calcio en tdbulo contorneado distal y favorece la fosfaturia por accién directa sobre
el rindn, inhibiendo la reabsorcion en el tibulo proximal a la vez que indirectamente
disminuye su reabsorcién en el tdbulo distal.

Actualmente, la PTH se mide mediante inmunoensayos automatizados tipo sandwich de dife-
rentes generaciones. Estos ensayos utilizan diferentes anticuerpos contra la PTH que no sélo
reconocen la PTH intacta, sino también fragmentos de PTH. Ademas, el proceso de estanda-
rizacion de los ensayos de la PTH frente a un material de referencia estandarizado atin no esta
finalizado. La falta de estandarizacién contribuye a las diferencias en las concentraciones de
PTH entre laboratorios incluso cuando se utiliza la misma generacién de inmunoensayos (63).

1.2.3.2. Vitamina D

La 1,25(CH), D favorece la absorcion intestinal de calcio y fosforo. El principal efecto
de la 1,25(CH), D es favorecer la absorcion intestinal de calcio mediante aumentando
la expresion del receptor TRPV6 en la membrana apical y activando el transporte en la
membrana basolateral.

En el hueso promueve la resorcién ésea, movilizando tanto el calcio como el fésforo de
su principal depésito corporal.

Ademas, participa en la regulacion hormonal de los niveles de calcio, inhibiendo la sinte-
sis de PTH, como se ha comentado anteriormente, actuando en la glandula paratiroides
que dispone de receptores para la 1,25(OH), D, de forma que cuando sus concentracio-
nes son elevadas disminuye la sintesis de PTH e inhibe la enzima 1-a-hidroxilasa en el
rifdn, regulando su propia sintesis.

El metabolismo, el mecanismo de accién y las acciones no clasicas de la vitamina D se
describen en el apartado 1.3.

1.2.3.3. Calcio

El calcio puede regular directamente, ademas de la PTH y la 1,25(0OH), D, sus propios
niveles plasmaticos, a través de los CaSR en todos los segmentos de la nefrona (64, 65).



1.2.3.4. FGF23

El FGF23 es un polipéptido circulante de 227 aminoacidos que desempefia un papel
clave en el control de las concentraciones de fosfato sérico (66-68) y, por lo tanto, en la
regulacién del metabolismo mineral.

En condiciones fisioldgicas, el FGF23 es secretado por los osteocitos y los osteoblastos
6seos (69, 70) en respuesta al 1,25(0H), D, al aumento de la carga de fosfato en la dieta,
la PTH y el calcio (67, 71-75). También se ha observado que la aldosterona, la deficiencia
de hierro y las citoquinas proinflamatorias estimulan directa o indirectamente la secre-
cion de FGF23 por los osteocitos y osteoblastos (70, 76-81). Sin embargo, en condi-
ciones fisiopatoldgicas, otro tipo de células pueden secretar FGF23, como las células
inmunes en procesos inflamatorios sistémicos (82) o los cardiomiocitos en enfermedades
cardiovasculares (83, 84).

En las células tubulares proximales renales, el FGF23 se une al complejo formado por
el receptor FGF (FGFR) y a su co-receptor, klotho, disminuyendo la expresién de los
co-transportadores sodio-fosfato 2a y 2c (85, 86). El FGF23 también inhibe la expresion
de la enzima 1-alfa-hidroxilasa en el tubulo proximal, lo que lleva a una disminucién de la
sintesis de 1,25(OH), D en el riidn (87), aumenta la expresién de la enzima 24-hidroxilasa,
dando lugar a un aumento del catabolismo de la 1,25(OH), D (85) e inhibe la sintesis de
PTH en las glandulas paratiroideas (88). Por lo tanto, el FGF23 aumenta directamente
la excrecién urinaria de fosfato y disminuye indirectamente la absorcién intestinal de
fosfato al disminuir la produccién de 1,25(CH), D. El efecto neto de ambas acciones hor-
monales es disminuir la concentracion de fosfato sérico.

En el tubulo distal, aumenta la reabsorcién de calcio y sodio aumentando la expresion
del canal TRPV5 y del co-transportador sodio-cloro (89, 90). Ademas, el FGF23 dismi-
nuye la expresién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), dando lugar a una
activacion del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) en el rindn.

El FGF23 presenta poca afinidad por la familia de receptores FGFRs. La proteina klotho,
una proteina transmembrana, no se une directamente al FGF23, pero se requiere para
la activacion del receptor de FGF23 (91), aumentando la afinidad de union del FGF23 a
su receptor (86, 92).

El complejo FGFR/klotho se expresa en las glandulas paratiroideas y en el rifién, prin-
cipalmente en el tibulo distal mientras que el sitio principal de accién del FGF23 es el
tubulo proximal (93). Este hecho no esta totalmente esclarecido (94).

Los osteocitos también expresan klotho, que podria desempefiar un papel como poten-
te regulador de la formacién dsea y la masa ésea (91). Ademas, el FGF23 podria regular
de forma paracrina/autocrina la mineralizacién 6sea en los osteocitos sin requerir la pre-
sencia del co-receptor klotho (95).

Se han hallado concentraciones elevadas de FGF23 en diversas enfermedades genéticas
como el raquitismo hipofosfatémico autosémico dominante, la osteomalacia inducida
por tumor o la hipofosfatemia ligada al cromosoma X, que dan lugar a una alteracién en
el metabolismo éseo y mineral.

En pacientes con CKD, los niveles de FGF23 aumentan progresivamente a medida que la
funcién renal empeora, incluso antes de que aumenten los niveles de PTH y fésforo (76,
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96). Los niveles de FGF23 aumentan de 2 a 5 veces por encima del rango normal durante
las etapas iniciales e intermedias de la CKD, pero pueden alcanzar niveles 1000 veces
por encima de lo normal en la insuficiencia renal avanzada (96-98).

Numerosos estudios epidemiolégicos muestran una fuerte asociacién entre los niveles
de FGF23 y la mortalidad en estos pacientes (99-103).

Ademas, los niveles de FGF23 se asocian con un mayor riesgo de enfermedad cardio-
vascular (104, 105) y mortalidad (99, 106) en pacientes con CKD y también en poblacién
general (107).

FGF23 se asocia con la inflamacién y con niveles elevados de citoquinas proinflamatorias
en pacientes con CKD (108), asi como en cultivos animales y estudios in vitro. La CKD se
asocia, a su vez, a una mayor susceptibilidad a infecciones. En un modelo animal, niveles
elevados de FGF23, a través de un mecanismo independiente de klotho, son capaces
de inhibir la activacion de integrinas y de las quimiocinas activadoras de leucocitos en
el endotelio (109). En cultivos de macréfagos peritoneales murinos, FGF23 estimula la
secrecion del TNFa (82). En ratones, ante un estimulo proinflamatorio sistémico, los ma-
crofagos y las células dendriticas son capaces de secretar FGF23 (82).

De manera similar a la CKD, los niveles séricos de FGF23 aumentan rapidamente en pre-
sencia de dano renal aguda tanto en animales como en humanos. En un modelo murino
de dafio renal agudo inducida por acido félico, se observé un aumento significativo de
FGF23 a la hora después de inyectar el acido félico y 2 horas antes del aumento de los
niveles de fosfato (110).

Las acciones renales del FGF23 requieren de la presencia del co-receptor klotho, mien-
tras que las posibles acciones en hueso, cardiomiocitos y sistema inmune no requeririan
de la presencia del co-receptor.

En la Figura 2 se resume el control hormonal ejercido en el metabolismo fosfocélcico.

Parathyroid
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o ;.\
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Resumen del metabolis-
mo fosfocalcico. Tomado de: (63).



En cuanto a la metodologia disponible para la determinacién de FGF23, existen diferen-
tes tipos de inmunoensayos. Unos detectan la FGF23 intacta y otros los fragmentos C
terminales (cFGF23). Recientemente se han desarrollado inmunoensayos automatizados
(111-113).

En la actualidad, no existe una armonizacién entre los diferentes ensayos debido al uso
de diferentes anticuerpos y calibradores y también a la heterogeneidad entre la proteina
intacta y el fragmento C-terminal.

1.2.3.5. Otros

El papel fisiolégico de otras hormonas, como la calcitonina y los estrégenos, no esta
completamente esclarecida (34, 39).

12.4. Magnesio

1.2.4.1. Distribucidon del magnesio

El magnesio, es el cuarto catién mas abundante, detras del sodio, potasio y calcio, y es
fundamentalmente intracelular (114). El magnesio tiene funciones importantes, como la
sefializacion intracelular, actia como cofactor en la sintesis de proteinas y ADN, la fos-
forilacién oxidativa, el tono cardiovascular, la excitabilidad neuromuscular y la formacién
b6sea (34).

En el adulto, el contenido corporal de magnesio es de aproximadamente 22,6 g. En el
tejido 6seo se encuentra aproximadamente un 70% y el resto en tejidos blandos. Sélo el
1% del magnesio corporal total circula en el plasma, del cual un 55% en forma libre, un
30% se asocia a proteinas principalmente la albdmina y un 15% a aniones como el citrato
o el fosfato.

1.2.4.2. Absorcién intestinal

La ingesta diaria de magnesio es de aproximadamente 360 mg. Un tercio se absorbe
principalmente en el intestino delgado a través de un sistema de transporte saturable y
difusion pasiva (115).

1.2.4.3. Magnesio éseo

El hueso es el principal reservorio del magnesio, aunque en menor proporcién que el
calcio y el fosforo. El liquido intersticial del tejido éseo, muy rico en minerales, puede
tener un papel en la reposicién del magnesio, como respuesta rapida frente a la acidosis,
sin precisar mediacién celular (114).

En el adulto sano, no hay ganancia o pérdida neta de magnesio en el hueso, por lo que
el equilibrio se logra mediante la excrecién urinaria del magnesio a través del rifidén.
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1.2.4.4. Manejo renal del magnesio

Aproximadamente el 80% del magnesio se filtra en el glomérulo. Entre un 15-25% del
magnesio ultrafiltrable se reabsorbe pasivamente en el tibulo proximal y del 5 al 10%
en el tdbulo distal. El principal sitio de transporte del magnesio es la zona ascendente
del asa de Henle, donde se reabsorbe entre un 60-70% del magnesio ultrafiltrable de
manera pasiva por difusion paracelular gracias al gradiente eléctrico resultante de la
reabsorcion de cloruro de sodio (115). Dicha reabsorcién podria estar mediada por dos
proteinas, la Claudina-16 y la Claudina-19, ya que mutaciones en dichas proteinas dan
lugar a la pérdida renal de magnesio (34, 116).

La reabsorcién de magnesio en el asa de Henle se ve afectada por la concentracién plas-
matica de magnesio, que es el principal regulador fisiolégico de la excreciéon de magne-
sio en orina. Asi las concentraciones elevadas de magnesio (y calcio) en sangre inhiben
la reabsorcion mientras que concentraciones disminuidas estimulan la reabsorcién renal.
Por otro lado, la hipercalcemia también inhibe la reabsorcién de magnesio (y calcio),
lo que da lugar a hipermagnesuria e hipercalciuria. La alcalosis metabolica estimula la
reabsorcion en el asa de Henle mientras que la acidosis metabdlica, la hipotasemia y la
hipofosfatemia la inhiben.

También existe reabsorcidon de magnesio en el tibulo contorneado distal a través de
transporte transcelular, aunque el mecanismo no estéa totalmente esclarecido (115).

1.2.4.5. Regulacio’n del magnesio

A diferencia de otros iones, el magnesio no estd sometido a control hormonal. El mag-
nesio 6seo es el principal reservorio de magnesio. Debido a que el magnesio éseo no
se intercambia facilmente con el magnesio circulante, la concentracién de magnesio en
plasma disminuye rapidamente con un balance negativo de magnesio. Esto conduce a
una reduccién marcada en la excrecion de magnesio, siempre que no se presente pér-
dida de magnesio en la orina. Por el contrario, no hay proteccién contra la hipermagne-
semia en la insuficiencia renal.



1.5. LA VITAMINA D, PROTEINA TRANSPORTADORA DE VI
TAMINA D Y PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS

1.3.1. Fuentes de vitamina D

La vitamina D es una vitamina liposoluble que puede ser adquirida de manera exégena
a través de los alimentos, de origen vegetal en forma de ergocalciferol (vitamina D2) y
de origen animal como colecalciferol (vitamina D3), y de manera endégena, por sintesis
cutdnea por efecto de los rayos ultravioleta sobre el 7-dehidrocolesterol, siendo esta
ultima la fuente principal. La vitamina D es el término general que abarca tanto a la vita-
mina D2 como a la D3. Las isoformas de la vitamina D sélo difieren en la estructura de
su cadena lateral (Figura 3).

HO™ HO™

Ergocalciferol Cholecalciferol Estructura quimica de la vitamina
(Vitamin D2) (Vitamin D3) D2y D3.

Los mayores contenidos de vitamina D3 se encuentran en los pescados grasos (atdn,
caballa, sardina y salmén) y en los aceites de higado de pescado, mientras que otros ali-
mentos de origen animal, como el higado de buey, el queso y la yema de huevo contie-
nen pequefas cantidades. La vitamina D2 se encuentra presente en cantidades variables
en algunas setas y levaduras.

El estatus de la vitamina D, sin suplementacién dietética, depende estrechamente de la
produccion endégena de vitamina D, la cual estd influenciada por determinantes gené-
ticos, latitud, estacionalidad, pigmentacién de la piel, el uso de protectores solares y la
manera de vestir (117-119).

1.3.2. Metabolismo de la vitamina D

La primera etapa de la sintesis enddégena de la vitamina D se inicia en la dermis cuando
la luz ultravioleta solar (longitud de onda entre 290-315 nm) cataliza la fotoconversion del
7-hidrocolesterol en previtamina D o precalciferol, la cual sufre en una segunda etapa,
una isomerizacién quimica termodependiente, convirtiéndose en vitamina D3.

Este proceso fotoquimico ocurre en la membrana plasmatica de las células de la piel.
La previtamina D3 es termodindmicamente inestable, por lo que sufre en una segunda
etapa, una isomerizacion quimica termodependiente, convirtiéndose lenta y progresiva-
mente en vitamina D3. Aproximadamente el 50% de la previtamina D3 se convierte en
vitamina D3 dentro de las primeras horas (120).
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La exposicién prolongada a la radiacién solar no produce niveles téxicos de vitamina D,
ya que el exceso de luz solar convierte al precalciferol en dos metabolitos inactivos, el

o

NNR_

PIEL

7-Dehidrocolesterol mms=) Previtamina D3 wesssss==) Vitamina D3

7\

Lumisterol Taquisterol Fotobiogénesis de la vitamina D.

lumisterol y el taquisterol (Figura 4).

La sintesis de vitamina D, a igualdad en el tiempo de exposicién a los rayos UVB varia
enormemente de un individuo a otro, de tal manera, que los individuos de piel oscura
necesitan tiempos de exposicion mas largos que los de piel clara, ya que la melanina de
la piel absorbe la radiacion UV, actuando como un protector natural.

El uso de protectores solares con indices de proteccién superiores a 10-15, para evitar el
envejecimiento cutaneo y el riesgo de cancer de piel, inhiben la sintesis de vitamina D.

La manera de vestir, bien por razones culturales o religiosas, también provoca una dismi-
nucion en la sintesis endégena de vitamina D, incluso en paises soleados.

Una vez sintetizada la vitamina D3, se transporta en sangre hasta el higado mayoritaria-
mente unida a la proteina transportadora de vitamina D (VDBP, del acrénimo en inglés
Vitamin D binding protein), por la que posee una alta afinidad, y en menor proporcién
unida a la albdmina (10-15%), para iniciar su transformacion metabdlica. La VDBP consti-
tuye ademas el principal lugar de almacenamiento y de depdsito de la 25(OH) D. Menos
del 1% de la vitamina D circulante se encuentra de forma libre (121, 122).

La vitamina D (tanto en su forma D2 como en la D3) es biolégicamente inactiva. Una
vez absorbida o sintetizada en la piel se transporta al higado, donde sufre una primera
hidroxilacion por la accién de la enzima 25-hidroxilasa, que forma parte de un sistema
enzimatico dependiente del citocromo P450 (CYP27A1), convirtiéndose en la 25(0OH) D,
que es la forma circulante mas abundante de la vitamina D y puede considerarse como
un indice fidedigno del estado de las reservas de vitamina en el organismo (123).

Existen multiples 25-hidroxilasas, pero las mas estudiadas son el CYP27A1 y el CYP2R1.
El primero es de origen mitocondrial y el segundo es de origen microsomal. Se conside-
ra que el CYP2R1 es la 25-hidroxilasa mas importante a la hora de mantener los niveles
séricos de 25(0OH) D (124, 125).

En el rindn, la 25(0H) D sufre una segunda hidroxilacién, transforméndose en el meta-
bolito activo, la 1,25(OH), D, por la accién de la enzima 1-a-hidroxilasa (CYP27B1). El
CYP27B1 es la Unica 1-a-hidroxilasa conocida hasta el momento, se expresa en varios
tejidos, pero principalmente en el rifdn.



Finalmente, tanto el 25(OH) D como la 1,25(CH), D mediante otro proceso de hidroxila-
cion catalizada por la 24-hidroxilasa (CYP24A1) son metabdlicamente inactivadas y se-
cretadas por la bilis, limitando asi su disponibilidad.

El CYP24A1 es la Unica 24-hidroxilasa conocida hasta el momento. Posee también ac-
tividad 23-hidroxilasa, asi el producto de degradacion de la ruta 24-hidroxilasa es el
acido calcitroico y el producto de degradacion de la ruta 23-hidroxilasa es el 1,25(0H),
D-26,23 lactona (125).

Al contrario que el CYPB27B1, la actividad del CYP24A1 es inhibida por la PTH y estimu-
lada por FGF23 en el rifién (125).

La sintesis renal de 1,25(CH), D esta regulada por diversas hormonas. Es estimulada
principalmente por la PTH e inhibida por el FGF23 producido en los osteocitos y por la
propia 1,25(0OH), D (125).

La sintesis extrarrenal de 1,25(OH), D se produce en diversos tejidos, como la glandula
paratiroides, queratinocitos y células inmunes (126,127). Por ejemplo, el CYP27B1 se ex-
presa en las células T, activado por macréfagos y DC (128-130), permitiendo la formacion
de 1,25(0OH), D en las células inmunes.

La regulacion extrarrenal del CYP27B1 estaria bajo el control de estimulos inmunes y no
del circuito de retroalimentacién clasico que implica a la PTH y el FGF23 (131). También
se ha descrito actividad 25-hidroxilasa extrahepatica, por detecciéon del CYP27 RNAm
en el hueso (132) y en leucocitos (133).

En la figura 5 se representa el metabolismo de la vitamina D.
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Metabolismo de la vitamina D. Tomado de: (131).
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1.3.3. Mecanismo de accidén de la vitamina D

Una vez que la 1,25(0H), D llega a la célula diana, se disocia de la VDBP y se transloca al
nucleo, donde se une al receptor de vitamina D (VDR, del acréonimo en inglés Vitamin D
receptor), el cual se ha encontrado en més de 36 tejidos (134, 135) (Tabla 4) y por el que
presenta una alta afinidad y selectividad. El mecanismo de accién puede ser a través de
la via genémica o no gendmica, siendo ejecutada por VDR nucleares (VDRn) o VDR de
membrana (MVDR), respectivamente.

En la via gendmica, la unién del 1,25(OH), D con VDR induce la heterodimerizacién con
el receptor del 4cido retinoico (RXR, del acrénimo en inglés Retinoid X receptor). Este
dimero es reconocido por secuencias especificas en las regiones promotoras, denomi-
nadas VDRE (del acrénimo en inglés, Vitamin D responsive element), de los genes diana
de la vitamina D, siendo el resultado final una disminucién o una activacién de la trans-
cripcion de dichos genes (Figura 6). Existen aproximadamente 1000 genes con regiones
promotoras modulables por la vitamina D, que se corresponde con aproximadamente el
10% de genoma (136, 137).

Aparato digestivo: intestino delgado, intestino grueso, higado, pancreas, estémago

Rifién y vias urinarias: células epiteliales del tibulo proximal y distal, podocitos glomerulares, urotelio
Aparato respiratorio: células alveolares, bronquio

Sistema osteomuscular: osteoblastos, condrocitos, médula ésea

Sistema inmune: Linfocitos B y T, timo, monocitos, macréfagos, células dendriticas, bazo, ganglios linfaticos
Sistema endocrino: Tiroides, paratiroides, glandula pituitaria, glandula adrenal, tejido adiposo

Aparato reproductor: testiculo, préstata, mama, ovario, placenta, Utero

Piel: epidermis, fibroblastos, queratinocitos, melanocitos, foliculos pilosos

Células tumorales

Organos y tejidos que expresan VDR. Adaptado de: (134, 135).

El receptor VDR es de localizacion intracelular y forma parte de la superfamilia de los
receptores nucleares que actla como un factor de transcripcion ligando-dependiente
de numerosos genes relacionados con la sintesis y secrecion de PTH y otras proteinas
relacionadas con el metabolismo mineral, el crecimiento y la diferenciacién celular. El
gen de la VDR se encuentra localizado en el cromosoma 12q13-14 y presenta mdltiples
polimorfismos, que van a influir en las acciones de la vitamina D en las células diana (138).

Mientras que la sefializacion genémica depende de las respuestas al nVDR, la sefaliza-
ciéon no gendmica utiliza diferentes vias de transduccion de sefales y estaria mediada
por mVDR situados en la membrana plasmatica y en la membrana de las vesiculas de las
células diana. Esta via no gendmica podria estar mediada por la activacién de segundos
mensajeros, como la proteina quinasa C, el aumento intracelular de calcio, la modulacién



Estatus nutricional de la vitamina D y metabolismo fosfocdlcico en la sepsis.
Relacién del metabolismo de la vitamina D con la inflamacién en la sepsis

de la fosfolipasa C y la de la adenilato ciclasa. Estas vias de sefalizacion podrian asimis-
mo contribuir a la modulacién génica (139).

Asi, a nivel sistémico, la vitamina D actda como una hormona y sus acciones corren a
cargo de la 1,25(OH), D, con una afinidad para VDR aproximadamente 1000 veces mayor
que la 25(0OH) D. En la regulacién a nivel paracrino y autocrino, intervendrian las enzimas
1-a-hidroxilasa y 24-hidroxilasa, la primera genera el metabolito activo y la segunda lo
inactiva (134).

Hepatocyte

Kidney proximal
tubular cell : mn':’
& 10,25(0H),D,
@ calditroic acid

D oee

2> Megalin/cubilin

Extrarenal
1a-hydroxylating
target cells

Normal
target cells

Figura 6. Mecanismo de accién de la vitamina D. Tomado de: (140).
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1.3.4. Efectos biolégicos de la vitamina D

Dentro de las acciones clasicas de la vitamina D se encuentran la regulacién del meta-
bolismo dseo y mineral. Asi, en el intestino aumenta la absorcién de calcio y fésforo, en
el rifidn regula la reabsorcién de calcio y fésforo, asi como la sintesis de 1,25(OH), D. En
el hueso interviene en la regulacién del recambio éseo y en las glandulas paratiroides
actua inhibiendo la sintesis y secrecion de PTH.

En otros tejidos, las acciones son multiples, destacando sus efectos antiproliferativos,
inductores de la diferenciaciéon e inmunomoduladores.

En la Tabla 5 se resumen las principales acciones de la vitamina D:

Acciones esqueléticas de la vitamina D

Proteccidn esqueleto mineral Activacion osteoclastos Apertura de canales de calcio

Desarrollo y mantenimiento del

esqueleto mineral, mediante la Incrementa sus niveles intracelu-
adecuada formacion osteobléstica Maduracién y activacién de los lares favoreciendo la movilidad y
y resorcion osteoclastica osteoclastos mediada por los cambios conformacionales indis-
Prevencién y tratamiento del osteoblastos pensables para una funcién osteo-
hiperparatiroidismo secundario y blastica adecuada

enfermedad ésea de alto recambio

Acciones esqueléticas de la vitamina D

. . . Control de inflamacidn > .
Proteccidn renal Proteccién cardiovascular PE Regulacién de apoptosis

Modulacién de la expre-
sién genética

Efectos antiproteinuricos Inhibicion SRAA Inhibicion Th1 o
Aumento de calcio intra-
celular
Aumento de expresion de Regulacién ANP Activacién Th2 Apopt05|slde células
nefrina cancerigenas
Inactivacion de NF-xB Inhibicién proliferacion Induccién de
(accién antiinflamatoria) células musculares lisas CD4+CD25+
Disminucion de la ate- s
Inhibicion de TACE rosclerosis y calcificacion Inhibicion del TNFa,

ICAM1 y VCAM1
vascular

Acciones de la vitamina D. Tomado de: (141).
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La proteina transportadora de vitamina D (VDBP) es la responsable del transporte de
todos los metabolitos de la vitamina D, con mayor afinidad por la 25(OH) D que por la
1,25(0OH), D. Por el contrario, el VDR tiene una afinidad mas alta por la 1,25 (OH), D, el
metabolito activo de la vitamina D, que por la 25(OH) D. En la mayoria de las especies, la
afinidad de la VDBP es mayor por la vitamina D3 que por la vitamina D2 (142).

En 1959 fue identificada por primera vez mediante inmunoelectroforesis el polimorfismo
de la alfa-2-globulina humana que se denominé componente especifico de grupo o Ge
(143), pero no es hasta el afio 1975 que se descubre su funciéon como proteina transpor-
tadora de vitamina D (144).

1.3.5.1 Estructura del gen VDBP

(IR THNINTanm
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El gen humano VDBP, que codifica VDBP, esté localizado en el cromosoma 4q11-q13, for-
mando parte de un clister, que incluye a los genes de la albimina y la alfafetoproteina
(AFP). Consta de 13 exones y se expresa en muchos tejidos, principalmente en higado,
rindn, génadas, tejido adiposo y neutrdfilos (Figura 7) (142).
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El andlisis genético muestra que el gen VDBP es el miembro mas antiguo del cluster,
mientras que la albimina y la AFP son miembros més recientes (142). Diferentes publi-
caciones han descrito un cuarto gen de este clister, denominado a-albimina o afamina
(145, 146). Existen evidencias de que la afamina es capaz de unirse y transportar a la
vitamina E (147) y que puede actuar como quimiocina en los osteoblastos cuando es
secretada por los osteoclastos (148).

El gen VDBP presenta un elevado polimorfismo. Dos polimorfismos de un solo nucledti-
do, (rs7041 y rs4588), dan lugar a 3 alelos comunes (GC1F, GC1S y GC2), que presentan
diferencias en la movilidad mediante isoelectroenfoque. La isoforma GC1F avanza mas
rapido que la isoforma GC1S en este tipo de electroforesis. Ademas, se han identificado
mas de 120 variantes raras descritas en todo el mundo. La distribuciéon geogréfica de es-
tas variantes suele corresponderse a migraciones de poblacién, siendo, por tanto, obje-
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to de interés antropoldgico. Estas variantes raras suelen determinarse por secuenciacion
de exones amplificados por PCR (142). Los alelos comunes y su diferente composicién de
aminoacidos se muestran en la Tabla 6.

Codon Alelo SNP
GC1F GC1s GC2
416 Acido aspartico Acido glutdmico Acido aspartico rs7041
420 Treonina Treonina Lisina rs4588

Variacién genética de los diferentes alelos de la VDBP

Estos tres alelos comunes presentan una distribucién geogréfica distinta. La frecuencia
del alelo GC1F es muy elevada en poblacién de ascendencia africana, mientras que la
poblacién de origen caucasico presenta una mayor frecuencia del alelo GC1S y, ademas,
una mayor frecuencia del alelo GC2 con respecto a las demas razas (149).

Estos polimorfismos podrian afectar a las diferentes funciones de la proteina y a su ca-
pacidad de unién a la vitamina D, explicando parcialmente las diferencias raciales y geo-
gréficas que presentan dichos alelos, aunque a dia de hoy no hay estudios concluyentes.

Diferentes estudios han relacionado la presencia de polimorfismos en el gen VDBP en
correlacién con ciertas enfermedades, como cancer, diabetes, enfermedades autoinmu-
nes, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), tuberculosis, entre otras
(150). Por lo que, las variantes genéticas en el gen VDBP podrian ser un factor de riesgo
significativo en dichas enfermedades. En la EPOC, los polimorfismos de la VDBP podrian
afectar a la progresion de la EPOC, alterando los niveles de 25(OH) D y modulando los
efectos directos de la VDBP sobre la inflamacién pulmonar (151). Una reciente revision
sistematica y metaandlisis, concluyé que el alelo GC1F supone un riesgo genético signi-
ficativo de EPOC entre la raza asiatica (152).

El polimorfismo de la VDBP si influye en los niveles séricos de 25(0OH) D, aunque el efecto
es muy pequefio, como méaximo podria explicar el 5% de la variacién total de los niveles
séricos de 25(0OH) D. También podria afectar a la medicién sérica de la propia proteina,
tanto por inmunoensayo como por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tandem (LC-MS/MS) (153).

1.3.5.2 Estructura de la proteina VDBP

La VDBP es una alfa-2-globulina polimérfica formada por una sola cadena polipeptidica
de aproximadamente 58 kDa de tamafo, dependiendo de su estado de glicosilacion.

La VDBP presenta una estructura a-helicoidal formada por tres dominios estructural-
mente similares, de forma similar a la albimina. Se postulé que la VDBP junto con los
demas miembros del clister, evolucionaron a partir de un Unico progenitor que surgié
de la triple repeticién de una secuencia de 192 aminoacidos (154), de tal manera, que
esta estructura de tres dominios se ha conservado en la VDBP.

Los tres dominios de la VDBP adoptan una forma peculiar, tal como se observa en la



Figura 8, que permiten su unién a la vitamina D y a la actina. A través de las hélices 1-6
del dominio | se une a los diferentes metabolitos de la vitamina D (155).

A pesar de la similitud de secuencia, la Unica funcién que la VDBP comparte con el resto
de los miembros del cluster es su capacidad de unién a acidos grasos (156, 157).

El sitio de unién a la vitamina D estd formado mayoritariamente por residuos hidrofo-
bicos, que permiten interaccionar favorablemente con la 25(0OH) D. La formaciéon de
enlaces de hidrégeno permite estabilizar dicha unién. La VDBP presenta una elevada
afinidad por la 25(0OH) D, mientras que la afinidad por la 1,25 (OH), D es de 10 a 100
veces menor. Este modelo permitiria explicar la menor afinidad de la VDBP por la 1,25
(OH), D, ya que al presentar un grupo hidroxilo adicional, provoca un cambio estructural
molecular, que dificulta su unién a la VDBP (142).

La VDBP, al igual que la albimina y otras proteinas, se produce mayoritariamente en el
higado. Asi que enfermedades hepéticas, como la cirrosis o el fallo hepatico agudo, se
asocian a una disminucion de VDBP y de albumina, dando lugar a una disminucién de la
concentracion sérica de vitamina D total. La VDBP se ha encontrado en plasma, liquido
ascitico, liquido cefalorraquideo y en la superficie de muchos tipos de células.

DOMAIN Il COMAIN

Estructura tridimensional
de la VDBP. Tomado de: (155).

La sintesis hepatica de VDBP esta regulada por hormonas sexuales esteroideas, espe-
cialmente estrégenos, que estimulan la sintesis hepéatica de VDBP. Las mujeres postme-
nopausicas, con niveles bajos de estrégenos, presentan las concentraciones mas bajas
de VDBP, mientras que mujeres premenopausicas que toman anticonceptivos orales
presentan niveles altos de VDBP y, por tanto, de vitamina D total. Durante el embarazo,
también se incrementan las concentraciones de VDBP y vitamina D total (158).
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La VDBP es filtrada a través del glomérulo y recaptada por la megalina en el tdbulo
proximal. Enfermedades renales asociadas a dafio tubular, especialmente el sindrome
nefrético, provocan que la vitamina D unida a la VDBP no sea recaptada y sea eliminada
a través de la orina afectando, por tanto, a la concentracion total de vitamina D (122).

Las células epiteliales situadas en el tibulo proximal renal expresan tanto la megalina
como la cubilina, que facilitan la entrada del complejo 25(OH) D-VDBP dentro de la cé-
lula. Una vez internalizado, mediante endocitosis mediada por la megalina, la 25(CH) D
se disocia de la VDBP y puede ser metabolizada en su forma libre biolégicamente activa
(159) (Figura 9). La megalina también se expresa en otras células, como la placenta, las
gléndulas mamarias y paratiroides, las cuales presentan actividad 1-a-hidroxilasa extra-
rrenal. Sin embargo, el significado funcional de estos hallazgos alin no esté totalmente
esclarecido (160).
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1.3.5.3. Funciones de la VDBP

Dentro de las funciones de la VDBP, se encuentran:
a) Transporte de Vitamina D

La VDBP es la principal proteina de transporte de la vitamina D (90%), mientras que la
albimina transporta una pequefa fraccién (5-10%), a pesar de que su concentracion
sérica sea mucho mas elevada que la de la VDBP.

La hipotesis de la hormona libre postula que la fraccién libre de la hormona es la tnica
capaz de ejercer sus efectos fisiologicos en los tejidos diana mientras las hormonas uni-
das a proteinas son biolégicamente inactivas (122).

Esta hipdtesis se puede aplicar a las moléculas lipofilicas, como la 25(OH) D, en aque-
llas células que presentan el sistema de transporte megalina/cubilina. Asi, la unién de
la 25(0OH) D a la VDBP, protege a la 25(CH) D de su biodegradacion, ya que limita su
acceso a las células diana, dificulta la accidn de la 1-a-hidroxilasa y facilita la reabsorcién
renal de la vitamina D (122).

b) Papel de la VDBP en los procesos inflamatorios y en el sistema inmune

La VDBP tiene funcién antiinflamatoria e inmunomoduladora, ya que previene la apari-
cion de eventos tromboembdlicos debido a la liberacion de actina, protege al comple-
mento 5a (C5a) de su degradacion, participa en la estimulacion de la quimiotaxis de los
neutrdfilos y en la activacion y estimulacion de la actividad fagocitica de los macréfagos
(161-163).

La quimiotaxis es la migracién direccional de las células vivas, como los neutrdfilos, los
macréfagos y los linfocitos, en respuesta a una sefal extracelular, generalmente en for-
ma de gradiente de concentracion. In vitro, la quimiotaxis de los neutréfilos estimulada
por el complemento 5a se potencia en presencia de VDBP, aunque se desconoce el
mecanismo de accién (164-168).

c) Depurador de actina

Lesiones celulares graves causadas por trauma, shock, sepsis o necrosis hepatica fulmi-
nante, provocan la liberacién de grandes cantidades de actina a la circulacién sanguinea,
que provocan un aumento de la viscosidad sanguinea (169) asi como la formacion de
coagulos por su capacidad de agregacion plaquetar (170).

La VDBP presenta un sitio de unién a la actina, actuando como depurador o “scavenger”
de la actina liberada por las células necréticas. Desempefiando un papel esencial en el
aclaramiento de los filamentos de actina de la circulaciéon sanguinea, junto con otra pro-
teina, denominada gelsolina, cuya funcién es cortar los filamentos de actina, dando lugar
a la actina monomérica (actina G), la cual se une a la VDBP. Posteriormente, el complejo
VDBP-actina formado es finalmente aclarado a través del rifidn.

La unién de la VDBP-actina no obstaculiza la unién de la VDBP a la vitamina D.
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1.3.5.4 Me’codologia &isponible para la determinacion de VDBP sérica

Con relacién a la metodologia disponible para la cuantificacion de VDBP, existen varios
métodos en el mercado: inmunodifusion radial, nefelometria, ELISA manuales y mas re-
cientemente, espectrometria de masas.

En cuanto a los inmunoensayos ELISA, son de tipo sandwich que tanto usan anticuerpos
monoclonales como policlonales. Los anticuerpos policlonales son capaces de detectar
las diferentes isoformas o epitopos de la VDPB mientras que los monoclonales sélo re-
conocen un solo epitopo.

En 2015, Hoofnagle et al. (171) y Nielson et al. (172) desarrollaron un método basado
en la LC-MS/MS. Las concentraciones obtenidas eran reproducibles con las obtenidas
con los inmunoensayos policlonales (171, 172), aunque la instrumentacion es costosa y
requiere personal especializado.

Nielson et al. obtuvieron los siguientes resultados en la determinaciéon de VDBP usando
4 métodos diferentes: (a) ELISA basado en anticuerpos monoclonales, (b) inmunodifu-
sion radial con anticuerpos policlonales, (c) dos ELISA diferentes basados en anticuerpos
policlonales. La concentracién de VDBP en negros americanos eran un 54% menor usan-
do el ELISA monoclonal comparado con el obtenido en caucasicos, obteniéndose una
vitamina D libre calculada significativamente mas elevada. Mientras que las diferencias
fueron minimas en la concentracién de VDBP usando los tres ensayos policlonales y sig-
nificativamente menores de niveles de vitamina D libre calculada (172).

1.3.6. Estado de la vitamina D

Existe un amplio consenso en que el mejor marcador para evaluar el estado de la vita-
mina D es la medicién sérica de 25(0OH) D (173-175). Este consenso se basa en que (176,
177):

* La 25(0OH) D refleja tanto la sintesis cutanea por exposicion solar como la ingesta
dietética.

* Su sintesis no esta regulada hormonalmente, dependiendo principalmente de la
disponibilidad de vitamina D.

e La 25(0OH) D es un metabolito estable, cuya vida media es de 2-3 semanas, mientras
que la vida media de la 1,25(OH), D es de 4 horas.

* Refleja tanto la funcién endocrina como paracrina, ya que la produccién en los
tejidos extra-renales de la 1,25(CH), D es dependiente de los niveles circulantes de
25(0OH) D.

La 1,25(CH), D, aun siendo la forma biolégicamente activa de la vitamina D, no se consi-
dera un buen marcador del estado de la vitamina D, debido a que su vida media es muy
corta (de 4 a 6 horas), a que su concentracion sérica es mucho menor que la de la 25(OH)
Dy a su naturaleza lipofilica, por lo que su medicion es més dificil. Su concentracion sélo
disminuye cuando la deficiencia de vitamina D es severa y, por ultimo, su concentracién
estd directamente influenciada por el calcio, la PTH, la prolactina, las prostanglandinas,
el estradiol, la testosterona, bifosfonatos, corticosteroides, ketoconazol, heparina y diu-
réticos tiazidicos (176, 177). Sin embargo, su medicién es util en:



* Hipercalcemia de origen desconocido, con sospecha de enfermedad granulomato-
sa como la sarcoidosis o linfoma.

* Sospecha de raquitismo genético.
* Sospecha de osteomalacia inducida por tumor.
* Nefrolitiasis o hipercalciuria.

Aungue la medicion sérica de 25(0OH) D se considera el mejor marcador del estado de
la vitamina D, cuestiones metodolégicas limitan la comparacion entre estudios y el esta-
blecimiento de puntos de corte para definir la hipovitaminosis D, sobre todo de estudios
no recientes (176, 178).

1.3.6.1. Me’codologia disponible

La determinacion de 25(0OH) D no resulta facil debido a sus propiedades hidrofébicas y
a su elevada afinidad a la VDBP, por lo que es susceptible a interferencias por efectos de
matriz, siendo los métodos inmunolégicos mas susceptibles a este tipo de interferencias
que los métodos cromatograficos.

Actualmente los inmunoensayos automatizados constituyen el principal método de me-
dida en la mayoria de los laboratorios, aunque los métodos por LC-MS/MS estan siendo
cada vez més utilizados.

El método por LC-MS/MS es considerado como el de referencia o “gold standard” para
la cuantificacién de 25(OH) D.

La existencia de una gran variabilidad entre ensayos e interlaboratorio ha sido amplia-
mente reconocida, habiendo sido un aspecto fundamental la falta de un estandar de
referencia para 25(0OH) D (179-181). En 2013, el National Institute of Standards and Tecno-
logy (NIST) empezé a comercializar el material de referencia estandar certificado (SRM),
SRM 9723, para 25(0OH) D (182), lo que ha permitido la evolucién hacia la estandarizacion
de estos ensayos y la posibilidad de aplicar un control de calidad externo.

La participacion en un programa de control externo de calidad representa una forma
excelente de evaluar la variabilidad intra e intermétodos, siendo el programa DEQAS
(Vitamin D External Quality Assessment Scheme), el mas utilizado con aproximadamente
1300 participantes en todo el mundo.

La disponibilidad de materiales de referencia, asi como la participacién en programas
de control de calidad constituye un aspecto fundamental para disminuir la variabilidad
metodoldgica e interlaboratorio, proporcionando un aumento de la fiabilidad de los
resultados (176).

1.3.6.2. Valores de referencia y objetivos de salud

Hay que tener en cuenta que la vitamina D presenta una elevada variabilidad intra e
interindividual. La exposicion solar, principal fuente de vitamina D, depende de una se-
rie de factores como la pigmentacion de la piel, la edad, la estacionalidad, la latitud, la
vestimenta, la institucionalizacion, asi como el uso de protectores o pantallas solares,
la concentracion de VDBP y el indice de masa corporal. Existen evidencias de que las
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personas obesas presentan insuficiencia de la vitamina D. la obesidad no afecta a la ca-
pacidad de sintesis de vitamina D por la piel, sino que altera la liberacion de la vitamina
D a la circulacién, ya que la grasa corporal secuestra a la vitamina D, al tratarse de una
vitamina liposoluble.

La variabilidad interindividual puede ser explicada, en parte, debido a la existencia de
polimorfismos de diversos genes implicados en el metabolismo de la vitamina D. Los
polimorfismos en la enzima 7-dehidrocolesterol reductasa de la piel, las 25-hidroxilasas
(CYP27A1 y CYP2R1), el CYP27B1, el CYP24A1, la VDBP y en el VDR estan asociados de
forma significativa con los niveles de 25(0OH) D (177).

Existe controversia sobre el punto de corte para definir el estatus de vitamina D en base
a los valores de 25(0OH) D.

El grupo de la Endocrine Society propone que la deficiencia de vitamina D correspon-
de a concentraciones de 25(0OH) D inferiores a 20 ng/mL (50 nmol/L), la insuficiencia a
concentraciones de 20 a 29.9 ng/mL (52-72 nmol/L) y la suficiencia a concentraciones
superiores a 30 ng/mL (75 nmol/L) (182), y el comité del Institute of Medicine (IOM), con-
sidera un valor inferior a 20 ng/mL (50 nmol/L) como un indicador de insuficiencia de la
vitamina D (183).

Las principales discrepancias entre la IOM y la Endocrine Society se refieren a punto
de corte de salud general. Las recomendaciones de la IOM son para garantizar la salud
esquelética y sugiere que no hay nivel de evidencia suficiente para hacer recomendacio-
nes de los posibles beneficios no esqueléticos (184), mientras que la Endocrine Society
considera que niveles séricos de 25(0OH) D superiores a 30 ng/mL proporcionan mayores
beneficios para la salud en general comparados con los valores de 20 ng/mL.

La Sociedad Espafiola de Investigacién Osea y del Metabolismo Mineral (SEIOMM) con-
sidera que los niveles 6ptimos de vitamina D deben estar entre 30y 75 ng/ml, y que son
claramente patoldgicos niveles inferiores a 20 ng/ml (185).

En la actualidad, muchos grupos usan los siguientes valores para definir el estatus de la
vitamina D en adultos segun las recomendaciones de la Third International Conference
on Controversies in Vitamin D, celebrada en 2019 (186).

* La suficiencia de vitamina D corresponde con concentraciones de 25(OH) D supe-
riores a 20 ng/mL (50 nmol/L).

* La insuficiencia de vitamina D corresponde a concentraciones de 25(OH) D entre
12-20 ng/mL (30-50 nmol/L).

* | a deficiencia de vitamina D corresponde a concentraciones de 25(0OH) D inferiores
a 12 ng/mL (30 nmol/L).

* Por Ultimo, se define toxicidad por vitamina D como aquellos valores de 25(0OH) D
superiores a 100 ng/mL (> 250 nmol/L).

Recientemente, para la European Calcified Tissue Society Working Group, la deficiencia
de vitamina D se define como niveles séricos de 25(0OH) D inferiores a 20 ng/mL y la de-
ficiencia severa con niveles inferiores a 12 ng/mL (187).

La deficiencia severa de vitamina D, definida como valores de 25(OH) D inferiores a 12
ng/mL (25 nmol/L), es muy comun en numerosos paises desarrollados. En Europa, segin



diferentes estudios, se ha reportado prevalencia de deficiencia severa en un rango entre
el 4,6 al 61,4% (187, 188). Mientras, la insuficiencia definida como valores de 25(OH) D,
entre 12-20 ng/mL, afectaria a casi un 25% de la poblacién mundial (189, 190).

En resumen, no existe un punto de corte aceptado por todos los expertos para definir la
deficiencia de vitamina D (177, 191, 192).

1.3.6.3. Vitamina D libre

La mayoria de la vitamina D circula mayoritariamente unida a la VDBP (85%) y en, menor
proporcién y con menor afinidad, unida a la albdmina (10-15%). Menos del 1% de la vitami-
na D circula en su forma libre. En total, méas del 99% de las diferentes formas de vitamina
D se encuentran unidas bien a la VDBP o a la albdmina.

La vitamina D total medida es la suma de estas tres formas: libre, biodisponible y unida a
la VDBP (Figura 10).

25(0H) D total

A

85-90% 10-15%\ }
25(0_H) D ?otal Vitamina D total, libre y
biodisponible biodisponible.

Los niveles de vitamina D libre se mantienen relativamente estables mientras que las
concentraciones de 25(0OH) D y 1,25(OH), D, incluso en individuos sanos, pueden variar
sustancialmente, ya que dependen directamente de los niveles de VDBP, que pueden
fluctuar hasta 10 veces (158).

Los niveles de 25(0OH) D libre pueden medirse directamente utilizando un inmunoensayo
manual tipo ELISA o ser calculada a partir de una férmula sugerida por Bickle et al. en
1986 (193) y que utiliza las concentraciones de 25(OH) D total, VDBP y albimina.

) . . Vitamina D total
Vitamina D libre = - omomo e

1+ (K, x albumina) + (K x VDBP)

VDBP

donde la concentracién para vitamina D libre, la vitamina D total, la aloumina y la VDBP
se miden en mol/L. Para la 25(OH) D, la constante de afinidad entre la vitamina D y la
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albumina, Kalb=6 x 10° My la constante de afinidad entre la vitamina D y la VDBP, K,
op=7 X 108 M.

La vitamina D libre calculada va a depender, por un lado, de la constante de afinidad de
la VDBP, la cual puede variar tanto en condiciones fisiolégicas como patoldgicas (178,
194-196) y, por otro lado, de los ensayos utilizados para la cuantificacién de la VDBP. Los
valores obtenidos de vitamina D libre calculada sobreestiman los obtenidos directamen-
te, especialmente si se utilizan ensayos monoclonales para la determinaciéon de VDBP
(171, 178), particularmente en cohortes multi-étnicas.

La determinacién directa de la vitamina D libre no estad afectada por los factores que
limitan la férmula de la vitamina D calculada. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
el ensayo directo presenta una menor afinidad por la vitamina D2 comparada con la
vitamina D3, que puede dar lugar a una infravaloraciéon de la vitamina D libre (197, 198).

Tsuprykov et al., en una revisién de la 25(OH) D tanto libre como biodisponible, con-
cluyeron que la vitamina D libre correlaciona mejor en determinadas patologias, como
enfermedades hepaticas, de rifdn, cancer, enfermedades alérgicas, asi como en el em-
barazo que la vitamina D total (158).

Bikle et al., en otra revisién, concluye que, en determinadas enfermedades, como la
cirrosis, asi como en ancianos con multiples comorbilidades, en las que la VDBP y la
albumina estan reducidas, asi como en el Ultimo trimestre de embarazo, la medicidn de
vitamina D libre podria ser mejor marcador del estado de la vitamina D (199), aunque
actualmente no existe un posicionamiento al respecto de las diferentes sociedades cien-
tificas ni tampoco existe un consenso en cuanto a valores de referencia.

1.3.7. Po.pel de la vitamina D en el sistema inmune

1.3.7.1. Inmunidad innata

El sistema inmunitario innato actia como primera linea de defensa frente a microorganis-
mos patdgenos. Las células natural killer (NK), las células T natural killer (NKT), las células
linfoides innatas (ILC), los macréfagos, las DC, los eosindfilos, los neutrdfilos y los basdfilos,
asi como citoquinas, quimiocinas y péptidos antimicrobianos (AMPs) que en conjunto gene-
ran respuestas inespecificas constituyendo nuestra inmunidad innata o natural.

En 1986, Rook et al. describieron que la 1,25(OH), D inhibia el crecimiento de Mycobac-
terium tuberculosis en macréfagos humanos in vitro (200). Dos décadas después se ob-
servo que el TLR reconoce al patégeno y activa una cascada intracelular de sefializacion
que lleva a la produccién de citoquinas y AMPs (201). Paralelamente se describié que
la vitamina D inducia la sintesis de determinados AMPs, para disminuir la inflamacion
excesiva e inhibir la sintesis de citoquinas proinflamatorias (202, 203), a través de VDRE
presentes en la regién promotora de genes que codifican los AMPs humanos, la catelici-
dina (hCAP18, también denominada LL-37) y la $-2-defensina (HBD2) (204).

Liu et al. demostraron que cuando el M. tuberculosis era reconocido por los TLRs de la
membrana de los monocitos, se inducia la activacién de los genes de la CYP27B1 y del
VDR, conduciendo a la modulacién directa de la expresiéon génica, favoreciéndose la



produccién de catelicidina y p-2-defensina, y también demostraron que la deficiencia de
vitamina D limitaba la produccion de estos AMPs (57). Otras citoquinas, como el IFN-y y
la IL-4 también pueden influir en la expresion de CYP27B1 (205).

Posteriores estudios han confirmado la capacidad de la 1,25(0OH), D de inducir la ex-
presion de catelicidina no sélo en monocitos/macréfagos, sino también en otras células
que participan como barreras de defensa dentro del sistema inmune innato, como que-
ratinocitos (206), células del epitelio intestinal y bronquial (207, 208), corneales y en los
trofoblastos de la placenta, asi como en células mieloides (209).

La sintesis de catelicidina, estimulada en presencia de 1,25(OH), D (204), es esencial para
las defensas antimicrobianas y la actividad citotéxica de las células NK contra células tu-
morales (210). Ademas, se ha demostrado que participa en la autofagia inducida por la
vitamina D en monocitos y macréfagos (211, 212).

La 1,25(0OH), D también es capaz de estimular la sintesis de -2 y p-4-defensina, tanto
in vitro mediante la estimulacién de monocitos (213, 214) como in vivo en sangre de pa-
cientes pediatricos (215).

La 1,25(CH), D, ademas de sus propiedades antimicrobianas, tiene propiedades antiin-
flamatorias, reprimiendo la expresién de TLRs (203) e inhibiendo la produccién de cito-
quinas proinflamatorias en DC y otras células inmunes innatas (216, 217).

En una reciente revisién sistematica de estudios in vivo, concluyd que existen evidencias
de que la vitamina D influye en la composiciéon de la microbiota intestinal (218). Asi, la
vitamina D y su VDR regularian la integridad de la barrera intestinal y controlarian tanto
la inmunidad innata y adaptativa en el intestino (Figura 11). Ademas, metabolitos de la
flora intestinal podrian a su vez regular la expresion del VDR (219). Se requieren més es-
tudios para esclarecer los mecanismos subyacentes a través de los cuales la vitamina D
es capaz de modular el microbioma (218).
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1.3.7.2. Inmunidad aclapta’civa

La inmunidad adaptativa es la segunda defensa contra la infeccién. Es capaz de reco-
nocer y eliminar de manera selectiva microorganismos y moléculas extrafias especificas.
Los linfocitos T y B, son células especializadas con capacidad de modular su respuesta
y dirigirla frente a un determinante antigénico concreto. Los linfocitos B producen las
inmunoglobulinas o anticuerpos, capaces de interaccionar con el antigeno y son los res-
ponsables de la inmunidad humoral, mientras que la respuesta inmune mediada por los
linfocitos T se conoce como inmunidad celular.

Mientras que los mecanismos de la inmunidad innata son inespecificos pero rapidos
en su actuacion, los de la inmunidad adaptativa son tardios, pero mas especificos. Las
caracteristicas importantes de la inmunidad adaptativa son su diversidad, memoria, es-
pecializacién y tolerancia.

En las células B, la 1,25(OH), D inhibe la diferenciacion, la proliferacion, el inicio de la
apoptosis y disminuye la produccién de inmunoglobulinas, de manera indirecta a través
de la mediacién de las células T-helper (Th) y directamente actuando en la homeostasis
de las células B (220).

Hewison propuso cuatro posibles mecanismos a través de los cuales la vitamina D puede
influir en la funcién de las células T (221) (Figura 12):

i. Efectos endocrinos directos en las células T mediado por 1,25(OH), D via sistémica.
ii. Conversion autocrina de 25(0OH) D en 1,25(CH), D en las células T.

iii. Efectos paracrinos de la 1,25(OH), D en las células T tras la conversion del 25(OH)
D en 1,25(OH), D en monocitos o DC.

iv.Efectos indirectos de la 1,25(OH), D en la presentacién de antigenos a las células
T via APC.

La 1,25(OH), D suprime la proliferacion, la diferenciacién y la produccién de citoquinas
de las células Th (222). In vitro, disminuye la sintesis de citoquinas proinflamatorias pro-
ducidas por las células Th1 (IL-2, IL-6, INFy y TNFa) y promueve las citoquinas antiinfla-
matorias producidas por las células Th2 (IL-3, IL-4, IL-5, IL-10) (223, 224, 225). La vitamina
D también puede inhibir las respuestas de las células T-helper 1 (Th1) mediante la supre-
sién de la produccion de IL-12 por DC (223, 226). El complejo 1,25(0OH), D-VDR impide la
unién de NF-xB a la region promotora de la IL-12, inhibiendo la expresion del RNAm de
la IL-12. Mientras que la sintesis de IL-12 es inhibida, se aumenta la produccién de IL-10
por DC, junto con la induccién de células T reguladoras tipo 1 (Tr1) (226, 227).

También suprime directamente la sintesis de IL-17 por las Th17 a nivel transcripcional
(228). Sin embargo, no estan totalmente esclarecidos los efectos directos de la 1,25(0H),
D en las citoquinas producidas por las células Th2 (229). Otro grupo de células T que
pueden ser activadas por la 1,25(0OH), D son las células T reguladoras (Tregs), las cuales
suprimen las respuestas pro-inflamatorias de otras células T y contribuyen a la homeos-
tasis inmune a través de varios mecanismos, entre los cuales, se encuentran el contacto
célula-célula y la secrecion de factores anti-inflamatorios, como la IL-10 y el TGF B) (230,
231). La 1,25(OH), D inhibe la diferenciacién y maduracion de las DC, transforméndose
en DCs tolerogénicas y también induce la diferenciacion periférica de las células Tregs
(221, 232) (Figura 12).
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Mecanismos de la vita-
mina D en la inmunidad adaptati-
va. Tomado de: (232).

En resumen, existen evidencias del importante papel de la vitamina D como inmunomo-
dulador. Se ha demostrado que la 1,25(OH), D es capaz de estimular al sistema inmune
innato para luchar contra los patégenos. Sin embargo, su modulacién en el sistema
inmune adquirido no esté totalmente esclarecido. No existe consenso sobre cual es el
nivel éptimo de 25(OH) D para conseguir estos efectos inmunomoduladores, por lo que
no existe actualmente un consenso para la suplementacién con vitamina D en pacientes

con infeccién y/o enfermedades autoinmunes (233).

1.3.8. Pép’cidos antimicrobianos vitamina D depend.ien’ces

Los AMPs son unos péptidos catiénicos, de pequefio tamafio, multifuncionales, evolu-
tivamente muy primitivos que forman parte de la respuesta inmune innata con efectos
antimicrobianos potentes, ya que actian sobre numerosas bacterias Gram positivas y
Gram negativas, hongos, y virus (Tabla 7) y son resistentes a la protedlisis, por lo que los
patégenos no desarrollan resistencia frente a ellos (234, 235).



Mycobacterium tuberculosis, leprae, bovis, smegama-
tis

Staphylococcus aureus
Propionibacterium acnes

Micrococcus luteus

Lactobacilus casei

Bacilus anthracis

Acinetobacter baumannii
Aggregatibacter actinomycetumcomitans
Burkholderia pseudomallei, cepacia, thailandensis
Escherichia coli

Fusobacterium nucleatum

Helicobacter pylori

Leptospira interrogans

Pasteurella multocida

Porphyromonas gingivalis, circumdentaria
Prevotella intermedia, loescheii, melanogenica
Stenotrophomonas maltophilia
Treponema pallidum, denticola

Yersinia pestis

Trichophyton rubrum, mentagrophytes
Citomegalovirus

Papilomavirus

Virus vacuna

Virus varicela zoster
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Borrelia spp.

Streptococcus pneumoniae
Nocardia sp.

Listeria monocytogenes
Enterococcus fecalis
Achromobacter xylosoxidans
Capnocytophaga spp.
Brucella suis

Clostridium difficile
Franciscella novicida
Haemophilus influenzae
Klebsiella pneumoniae
Mannheimia haemolytica
Shigella sp.

Salmonella sp.
Pseudomonas aeruginosa
Tannerella forsythia
Malassezia furfur

Candida albicans
Adenovirus

Virus de inmunodeficiencia humana-1
Virus de la influenza

Virus del herpes simple 1

Agentes biolégicos sensibles al efecto del eje vitamina D-antibidticos vitamina D depen-

dientes. Tomado de: (234).

Existen cada vez méas evidencias de que los AMPs también poseen funciones inmuno-
moduladoras, que incluirian la cicatrizacién de heridas, la secrecién de citoquinas, la
quimiotaxis, la apoptosis, la inflamacion, la fagocitosis, entre otros. (236, 237).



1.3.8.1. La catelicidina humana (LL-37)

El Gnico miembro conocido de la familia de las catelicidinas expresado en humanos es
la catelicidina humana o LL-37 (leucina-leucina-37) (238), fue identificada por primera
vez en 1995. Esta molécula catidnica es un péptido de 37 aminoacidos, que se genera
por escision enzimatica a partir de la preprocatelicidina humana (hCAP18). El Gnico gen
que la codifica se localiza en el cromosoma 3 y se expresa en diferentes células, tejidos
y fluidos corporales.

La LL-37 es producida principalmente en las células implicadas en la inmunidad innata
(neutrdfilos, monocitos, células NK, mastocitos y células B) y también en los enterocitos,
células epiteliales y queratinocitos, y es medible en casi todos los liquidos bioldgicos
humanos.

Su expresion parece estar regulada por un mecanismo complejo que ademas difiere
segun el tipo de célula y contexto. Es inducida por la activacion de los receptores TLRs
mediados por la vitamina D en las células de la inmunidad innata, el INFy y la IL-15 (238)
e inhibida por la IL-6, glucocorticoides, determinadas exotoxinas bacterianas y el FGF23
(234, 238).

Las funciones antimicrobianas de la LL-37 se atribuyen a su estructura secundaria. Asi, la
hélice N-terminal se relaciona con la quimiotaxis y la resistencia a la protedlisis y la hélice
C-terminal es responsable de los efectos antimicrobianos. Cuando alcanza la membrana
microbiana, la recubre y la perfora, causando la formacién de poros en la misma y su
posterior destruccion. Su accién antivirica se debe a su capacidad de interaccion con la
envoltura de la membrana y la capside proteica (238).

Actla como mediador en la induccién de autofagia en los monocitos y macréfagos hu-
manos, permitiendo destruir patégenos intracelulares (237).

In vitro, la LL-37 induce la quimiotaxis, ya que se expresa en las células epiteliales infec-
tadas, pudiendo atraer directamente a las células del sistema inmune innato, como los
monocitos, neutrdfilos y las DC. Los neutrdfilos son células fagociticas especializadas y
la mayor fuente de LL-37, que se almacena en los granulos y puede ser liberada rapida-
mente en caso de infeccion. Estimula la migraciéon y proliferacion de células epiteliales
y queratinocitos. Ademas, puede incrementar la reaccion inflamatoria suprimiendo la
apoptosis y prolongando la supervivencia de los neutréfilos (238).

También puede activar la secreciéon tanto de citoquinas pro-inflamatorias, como las IL-
1B, IL-6, IL-18, IL-20 y TNFa en diferentes células y también citoquinas anti-inflamatorias,
induciendo la sintesis de IL-10 e IL-19 en monocitos y macréfagos. En la actualidad no
estan definidas las concentraciones fisioldgicas y patolégicas de la LL-37 (237).

En cuanto a la metodologia disponible para su medicién, las concentraciones en sangre
varian dependiendo del método, tienen una dispersién importante y no se correlacionan
con los niveles simultdneos de 25(0OH) D, exceptuando en aquellos que presentan defi-
ciencia de vitamina D. Para la interpretacion de los resultados debe tenerse en cuenta la
fase evolutiva de la enfermedad y su tratamiento, ya que sus niveles varian seguin evolu-
ciona la enfermedad (234).
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1.3.8.2. La B-2-defensina

Las defensinas son otros agentes antimicrobianos evolutivamente muy primitivos (234,
235).

En el ser humano, dentro de la familia de las defensinas, sélo se conoce que la HBD2,
esté modulada por la vitamina D. Es un péptido catiénico de pequefio tamafio que se
expresa, in vitro, en el pulmdn, el timo, la piel, el intestino, los leucocitos, el higado y la
traquea, y cuya secrecion esta inducida por determinados productos bacterianos y por
citoquinas proinflamatorias, como TNFa (236).

El gen de la HBD2 presenta un VDRE en su regién promotora, pero la induccién por la
vitamina D es mas modesta, comparado con la de la LL-37.

Como la LL-37, tiene funcién antimicrobiana, especialmente contra bacterias Gram nega-
tivas, funcién quimiotactica e induce la secrecién de citoquinas. Las evidencias apuntan
que actlan sinérgicamente junto con la LL-37 (237).

1.4. PAPEL DEL METABOLISMO OSEO EN PACIENTES CRITICOS

Leaf et al., en un estudio de cohortes prospectivo, cuyo objetivo era evaluar la asociacién
entre los metabolitos de la vitamina D y diversos resultados clinicos en pacientes criticos
y no criticos con insuficiencia renal aguda, hallaron que la severidad de la sepsis estaba
negativamente asociada con los niveles de 25(OH) D total y biodisponible y positivamen-
te asociada con los niveles de FGF23 y no hallaron asociacién con PTH, VDBP, 1,25(OH),
D total ni biodisponible. Ademas, los niveles de 25(OH) D biodisponible presentaron la
asociacion mas robusta con respecto a la severidad de la sepsis (r=-0,45, p<0,001). Con
respecto a la mortalidad, la 25(0OH) D biodisponible se asocié inversamente con la mor-
talidad (OR= 0,05, IC 95%: 0,004-0,64). A diferencia de la 25(OH) D total, la 1,25(OH), D
total y biodisponible, la VDBP, la PTH, el calcio, el fésforo, la albimina y la creatinina que
no se asociaron con la mortalidad (239). En un estudio previo con la misma cohorte, ha-
llaron que niveles elevados de FGF23 se asociaban significativamente con la mortalidad
(OR=13,73, IC 95%: 1,75-107,5) (240).

Nair et al., en un estudio de cohortes prospectivo, cuyo objetivo era determinar la preva-
lencia de hipovitaminosis D y caracterizar las alteraciones en el eje PTH-vitamina D-calcio
asi como evaluar las asociaciones entre la vitamina D y resultados clinicos en pacientes
criticos adultos, concluyé que la deficiencia de vitamina D y el hiperparatiroidismo se-
cundario era altamente prevalente en pacientes criticos y que la deficiencia de vitamina
D persiste durante la estancia en UCl y se asocia con la gravedad de la enfermedad (241).

Hu et al., en un estudio prospectivo observacional, cuyo objetivo era determinar la pre-
valencia de deficiencia de vitamina D, caracterizar los cambios en el eje PTH-vitamina
D-calcio y asociarlos con la gravedad de la enfermedad y prondstico en pacientes criti-
cos, observaron que la deficiencia de vitamina D es un factor de riesgo independiente
de mortalidad a 90 dias y que la hipovitaminosis D con niveles elevados de PTH se aso-
ciaba con mayor mortalidad comparado con los pacientes con niveles de PTH normales
(242).



Ardehali et al., en un estudio prospectivo transversal, cuyo objetivo era determinar los ni-
veles de PTH, vitamina D, calcio, fésforo y magnesio el primer dia en UCl y sus asociacio-
nes con resultados clinicos en pacientes criticos neuroquirirgicos, concluyd que la defi-
ciencia de vitamina D se asociaba con una mayor estancia en la UCl y ademés que niveles
elevados de PTH se asociaban con mortalidad. Ademas, pacientes con hiperparatiroidis-
mo secundario presentaron mayores puntuaciones APACHE Il y SOFA, mayor estancia
y mayor mortalidad comparado con aquellos que tenian niveles de PTH normales (243).

1.5. PAPEL DE LA VITAMINA D, LA VDBP Y LOS PEPTIDOS
ANTIMICROBIANOS EN LA SEPSIS

1.5.1. Vitamina D y sepsis

La deteccion de deficiencia de vitamina D o hipovitaminosis D se ha incrementado en
la poblacién general en los Ultimos afios y se ha asociado con diversas enfermedades,
como el infarto de miocardio, diabetes, enfermedades autoinmunes, enfermedad pul-
monar obstructiva crénica, cancer, tuberculosis y con un incremento en la mortalidad en
la poblacién general (123, 244-246).

Diversos estudios, tanto observacionales como retrospectivos, muestran una alta preva-
lencia de deficiencia de vitamina D (247-251) y una asociacién entre la deficiencia pre-in-
greso de vitamina D en pacientes criticos adultos y la mortalidad (252-254), el dafo renal
agudo (255), la incidencia de fallo agudo respiratorio (256) y el desarrollo de sepsis (257).
Estudios retrospectivos sugieren que niveles bajos de vitamina D estarian asociados con
un incremento de mortalidad en pacientes sépticos (258, 259).

Diversos metaanalisis corroboran estos hallazgos, como el de Haan et al., en 2014, que
evalla el riesgo de sepsis, la mortalidad intrahospitalaria y a los 30 dias en pacientes cri-
ticos, sugiriendo que la deficiencia de vitamina D incrementa la susceptibilidad de infec-
ciones severas y mortalidad en pacientes criticos (260); o el realizado por Upala et al., en
2015, que concluyd que la deficiencia de vitamina D estaria asociada con un incremento
de la susceptibilidad de sepsis (261).

Ambos metaanalisis no estan exentos de limitaciones. Una de ellas es que, habiendo
sélo un afio de diferencia entre ambas, se incluyan diferentes estudios en los dos metaa-
nalisis y que la mayoria de los estudios incluidos sean retrospectivos (262, 263).

Por otra parte, existen estudios que contradicen estos hallazgos. Para Aygencel et al.,
estudio prospectivo con 201 pacientes, los niveles de vitamina D no son un factor de
riesgo independiente para la mortalidad (264). En el trabajo de Barnett et al., estudio
de casos-control con 478 pacientes, se demostré que la deficiencia de vitamina D en
pacientes criticos con sepsis no estarfa asociada con la mortalidad (265). Cecchi et al.,
estudio de cohortes con 170 pacientes criticos con sepsis, tampoco hallaron asociacién
con la mortalidad (266). Mas recientemente, Ala-Kokko et al., en un estudio prospectivo
observacional con 610 pacientes con sepsis grave o shock séptico, observaron que la de-
ficiencia de vitamina D al ingreso en UCI no estaria asociada con la mortalidad a 90 dias
(267) y Ratzinger et al., en un estudio de cohortes de 461 pacientes sépticos, tampoco
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encontraron asociacion entra ambas variables (263).

En resumen, el papel de la vitamina D en la sepsis es controvertido y no se ha podido
demostrar la causalidad entre la deficiencia de vitamina D y la mortalidad.

Ademas, las diferencias metodoldgicas hasta la estandarizacién en la medicién de la vi-
tamina D, asi como las definiciones de deficiencia o suficiencia de vitamina D y de sepsis,
que son muy heterogéneas, dificulta la comparacién entre estudios (262).

1.5.2. Pép’cidos antimicrobianos, VDBP y sepsis

El nimero de estudios en los que se hayan cuantificado los niveles de VDBP y AMPs en
pacientes criticos es limitado.

En 2009, Jeng et al., estudio de casos y controles, hallaron niveles mas bajos de catelici-
dina y VDBP en pacientes criticos (n=49) comparado con controles sanos (n=21) y halla-
ron una asociacion positiva entre los niveles de catelicidina y el estatus de la vitamina D.
En este estudio las muestras fueron extraidas durante los dos dias posteriores al ingreso
en UCI (247).

En 2013, Barbeiro et al., no encontraron diferencias significativas en los niveles de cate-
licidina entre pacientes criticos con y sin sepsis al ingreso en UCI (n=130) y no hallaron
asociacion entre los niveles de catelicidina y los niveles de vitamina D (268).

En 2015, Leaf et al., estudio de cohortes prospectivo, evidenciaron que niveles bajos
de 25(0OH) D, al ingreso en UCI estaban asociados con valores bajos de catelicidina, los
cuales estaban asociados a un mayor riesgo de mortalidad a 90 dias. En este ultimo
estudio, también se determinaron los niveles de VDBP, no encontrdndose diferencias
significativas entre supervivientes y no supervivientes (269).

Por otra parte, Greulich et al., estudio de cohortes prospectivo, hallaron niveles eleva-
dos de catelicidina en pacientes criticos con sepsis comparado con pacientes criticos no
sépticos, al ingreso en UCl y con controles sanos y hallaron asociacién negativa entre los
niveles de catelicidina y 25(0OH) D (p=0,27) (251).

El papel de los AMPs en la sepsis no esta totalmente esclarecido, pero seguin Pinheiro
(270) existen evidencias de que las catelicidinas pueden tener un carécter dual, actuando
como proinflamatorias o antiinflamatorias, dependiendo del modelo experimental y del
agente patégeno (Figura 13).
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1.6. PENTRAXINA 3 (PTX3)

Las pentraxinas son una familia de proteinas evolutivamente muy conservadas, carac-
terizadas por la presencia de un dominio conservado en su extremo carboxi terminal
(“pentraxin domain”), que se clasifican segin la longitud del extremo N terminal, en
pentraxinas cortas, como la PCR y el componente amiloide P sérico (SAP), producidas
por los hepatocitos principalmente en respuesta a la IL6 y en pentraxinas largas, como la
pentraxina 3 (PTX3), la pentraxina 1 neuronal (NPTX1), la pentraxina 2 neuronal (NPTX2),
el receptor de la pentraxina neuronal (NPTXR) y la pentraxina 4 (271, 272).

La primera pentraxina larga identificada fue la PTX3 (271). La PTX3 es un receptor solu-
ble de PPR, que ejerce un papel esencial en el sistema inmunitario humoral innato (273).

El gen humano PTX3 se localiza en el cromosoma 3925 y consta de 3 exones. Los dos
primeros codifican el péptido y el dominio N-terminal, mientras que el tercer exon co-
difica el dominio C-terminal (274, 275). Se trata de una glicoproteina multimérica com-
pleja, formada por la unién de dos tetrdmeros que se unen dando lugar a una estructura
octamérica. Esta multimerizacién parece tener un papel relevante en la interaccién de
la PTX3 con diversos ligandos y en el reconocimiento de patégenos (276). La PTX3 esta
altamente conservada entre diferentes especies, el dominio C-terminal presenta un 57%
de homologia con la PCR y el SAP, mientras que el dominio N-terminal no se ha relacio-
nado con ninguna proteina conocida (274).

Es liberada por estimulos pro-inflamatorios (componentes bacterianos, PAMPS, DAMPS,
IL-1 y TNFa) en diferentes células, como las DC, mieloides, leucocitos, macréfagos, mo-
nocitos, fagocitos, células endoteliales vasculares, células del musculo liso, fibroblastos,
adipocitos, células de la glia, células del cumulus oophorus, mesangiales y epiteliales
(273, 277, 278). La PTX3 es almacenada en los granulos secundarios de los neutréfilos,
liberdndose rdpidamente tras su activaciéon y ademas se localiza en las NETs (279).

La principal funcién de la PTX3 es el reconocimiento de ciertos patégenos (bacterias,
virus y hongos) y su posterior eliminacion a través de diferentes mecanismos, como la
opsonizacion, la activacion del complemento y la interaccion con proteinas anti-micro-
bianas (Figura 14). A pesar de que no existe consenso sobre qué secuencias de PAMPs
especificas reconoceria la PTX3, si existe sobre que tiene un papel esencial en la protec-
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cion frente a infecciones bacterianas y fungicas (280).

La PTX3 actuaria como una opsonina via receptor Fc-gamma, ya que es capaz de unirse
a ciertos patdégenos, aumentando de esta manera la capacidad fagocitica de macréfa-
gos y neutrdfilos (281).

Ademas, presenta un papel regulador en la inflamacién a través de diversos componen-
tes del sistema del complemento como el componente C1q de la via clésica del sistema
del complemento, el factor H de la via alternativa del componente, la proteina 5 relacio-
nada con el factor H (CFHRS), la proteina de unién al C4 (C4BP, C4b-binding protein), la
via de las lectinas del complemento y la selectina P (282). También existen evidencias
de que participaria en la regulacion de la matriz extracelular y en la hemostasia (283).

STlMULl Microbial moities: Inflammatory cytokines:
LPS, OmpA, TLR agonists IL-1B, TNF
SOURCES § % .
Mesangial i \\ Smooth Endothelium
Neutrophil Dendritic Cell Macrophage Adipocyte Cell Fibroblast Muscle Cell  Epithelium
(BACTERIAL ELIMINATION REGULATION OF INFLAMMATION
Microbe recognition —% 3 Complement activity modulation
Synergy with ficolins and MBL (Factor H, C4BP)
Increase of phagocytosis TISSUE REMODELING Cell-recruitment inhibition (P-selectin)
Complement cascade activation ||Fibrin/fibrinogen and plasminogen interaction
Potentiation of NET killing activity)|Fibrin-rich inflammatory matrix remodeling
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Pre-clinical studies: Human cohorts:

Aspergillus fumigatus, Pseudomonas aeruginosa, pulmonary aspergillosis (transplantation, COPD),
Shigella flexneri, uropathogenic Escherichia coli, pulmonary tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa
Jnfluenza virus, murine cytomegalovirus (cystic fibrosis), urinary tract infection

Papel de la PTX3 en la inmunidad innata. Tomado de: (303).

La PTX3 es capaz de interactuar con numerosas proteinas antimicrobianas, como la azu-
rocidina y la mieloperoxidasa, que forman parte de las NETs. Ademas, se ha observado
que la PTX3, también se localiza en las NETs junto con la azurocidina y la mieloperoxida-
sa (284, 285), aunque no esté totalmente esclarecido como la PTX3 modularia la activi-
dad bactericida de las mismas (282).

En la sepsis, las NETs previenen la diseminacion de los patégenos para su posterior eli-
minacion (286). Sin embargo, existen evidencias de que también causan dafo tisular,
contribuyendo a la patogénesis de la sepsis (287, 288). En un andlisis proteémico, se han
identificado a las histonas extracelulares, principal componente de las NETs, como ligan-
dos de la PTX3 circulantes (285). De este modo, en la sepsis, la PTX3 podria tener un pa-
pel requlador de las NETs, al atenuar los efectos citotoxicos de las histonas extracelulares.

En humanos, los niveles de PTX3 son inferiores a 2 ng/mL (289) y tienen una vida media
de aproximadamente 2 horas (290). Sin embargo, se elevan rdpidamente en caso de
inflamacién y dafio tisular, incluyendo enfermedades cardiovasculares, cancer y sepsis



(291). Este incremento puede llegar a ser hasta de 1000 veces (292, 293), como resultado
de la degranulacién de los neutréfilos, que actian como almacén de la PTX3. Esta ele-
vacién se mantiene gracias a la produccién de novo por las células endoteliales y mono-
citos, macroéfagos y células dendriticas durante el proceso de inflamacion (274, 275, 294).

1.7. PAPEL DE LA PTX3 EN LA SEPSIS

Diversos estudios muestran una elevacion de los niveles circulantes de PTX3 en sepsis y
shock séptico.

En 2018, Lee et al., en una revisidn sistematica y metaandlisis de 16 estudios, concluye
que los niveles de PTX3 son significativamente mayores en pacientes con sepsis grave,
principalmente con shock séptico, en comparacién con aquellos con enfermedad menos
grave, y en los no supervivientes en comparacién con los supervivientes. Ademas, nive-
les elevados incrementan el riesgo de mortalidad (295). De manera similar, en 2014, una
revision sistematica de 11 estudios, concluyé que la PTX3 presenta un valor pronéstico
en la sepsis y que correlaciona con la disfuncién organica (296).

Mas recientemente, Caironi et al., en 2017, en un ensayo clinico controlado aleatorizado
multicéntrico con 958 pacientes con sepsis o shock séptico, observaron que niveles eleva-
dos de PTX3 en el ingreso en UCI predicen la incidencia de nuevas disfunciones organicas
y que un descenso lento en los dias 1y 2 de los niveles de PTX3 se asocian de manera
independientemente a una alta mortalidad (297). Del mismo modo, Hu et al., en un es-
tudio prospectivo con 141 pacientes con diagndstico de sepsis/shock séptico, sugieren
que la PTX3 podria ser un biomarcador util para predecir la severidad y el desenlace de
los pacientes sépticos y que puede ser utilizada para la estratificacién del riesgo. En este
estudio, el modelo que combina PTX3, procalcitonina y lactato mejora la prediccion de
mortalidad en estos pacientes (298). En 2018, Albert et al., en un estudio de casos y con-
troles con 30 pacientes con shock séptico observaron, en un modelo de tolerancia a endo-
toxinas, que las células mononucleares previamente aisladas de sangre periférica, podrian
ser las responsables de los niveles persistentemente elevados de PTX3 los primeros dias
posteriores al inicio de la sepsis (299).

Por otra parte, y en relacién a los mecanismos fisiopatologicos, Ketter et al., concluye-
ron que elevaciones prolongadas de PTX3 no sélo se correlacionaban con la gravedad
de la enfermedad (280), sino también indicaban aquellos pacientes con riesgo alto de
coagulopatia resultante de la actividad incontrolada de la via extrinseca (292, 300, 301).

Respecto a la estratificacién de pacientes por gravedad destacan dos estudios. Hamed
et al., en 2017, en un estudio prospectivo controlado de 213 pacientes con sepsis y
shock séptico, concluyeron que los niveles de PTX3 presentaron valor diagnéstico para
la sepsis y el shock séptico, durante la primera semana de tratamiento en la UCI, de
acuerdo a las definiciones de Sepsis-3 (302). De manera similar la revisién de Porte et al.,
en 2019, concluyero igualmente que la PTX3, en combinacién con otros biomarcadores
ya establecidos como la PCR, la procalcitonina, la IL-6 o el lactato, podria ser util en la
estratificacion de pacientes con sepsis o shock séptico (303). Asi, los niveles de PTX3
podrian contribuir junto al de otros biomarcadores al diagndstico y monitorizacion de la
sepsis y el shock séptico.
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2. Hipétesis y objetivos

La vitamina D podria desempefiar un papel importante en la regulacién de la respuesta
inmune innata y adaptativa, inhibiendo la produccién de citoquinas proinflamatorias, e
induciendo la sintesis de AMPs, como la catelicidina y la 3-2-defensina. La VDBP, proteina
de regulacion de la biodisponibilidad de la vitamina D, tiene funciones antiinflamatorias
y autoinmunes. El desarrollo de la sepsis tiene una compleja fisiopatologia que da lugar
a una activacion excesiva de la inmunidad innata y adaptativa, por lo que, la vitamina D
podria estar implicada en la evolucién y el prondstico de la sepsis.

2.1. HIPOTESIS

2.2.

Niveles disminuidos de vitamina D, cuantificada como los niveles de 25(OH) D, podrian
estar relacionados con la evolucién y el prondstico de mortalidad en pacientes criticos
con shock séptico.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los niveles de 25(0OH) D total y libre al ingreso en UCI de un grupo de pacientes
criticos con shock séptico y relacionarlos con pardmetros inflamatorios, parametros del
metabolismo fosfocalcico y pardmetros de evaluacién clinica en estos pacientes. Evaluar
si la vitamina D o los parametros relacionados con su metabolismo estan implicados en
la evolucién, prondstico y supervivencia de estos pacientes.



2.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar los niveles de los parédmetros directamente relacionados con el metabo-
lismo de la vitamina D y metabolismo fosfocalcico (25(OH) D total y libre, 1,25(0OH), D,
proteina transportadora de vitamina D (VDBP), calcio, fésforo, magnesio, PTH y FGF23)
asi como de los péptidos antimicrobianos (AMPs) dependientes de la vitamina D (cateli-
cidina, p-2-defensina) en un grupo de pacientes criticos con shock séptico.

e Analizar los niveles séricos de parametros de inflamaciéon (leucocitos, PCR, PCT y
PTX3) en esta poblacion.

e Determinar la prevalencia de deficiencia de vitamina D en estos pacientes en nuestra
area sanitaria al ingreso en UCI.

* Analizar si existen diferencias estacionales en los niveles séricos de los pardmetros a
estudio y su posible implicacién clinica.

e Analizar si existen diferencias en el anélisis del estatus de 25(OH) D y sus correlaciones
en estos pacientes al analizar la forma libre hormonal en lugar de la total.

* Analizar si existen correlaciones entre los niveles séricos de 25(OH) D, pardmetros del
metabolismo fosfocélcico y los péptidos antimicrobianos dependientes de vitamina D y
los pardmetros inflamatorios y de dafio tisular (lactato).

* Analizar si existen diferencias en los parametros clinicos y bioquimicos entre pacientes
con suficiencia o no de vitamina D, segun los distintos criterios de deficiencia de vitamina D.

* Analizar si existen diferencias en los pardmetros clinicos y bioquimicos entre pacientes
que presentaron hiperparatiroidismo secundario a deficiencia de vitamina D y los que no.

* Analizar si existen asociaciones entre la 25(OH) D, pardametros del metabolismo fos-
focélcico y péptidos antimicrobianos dependientes de la vitamina D con los pardametros
clinicos mas habituales en la practica clinica de estos pacientes (estancia hospitalaria y
en UCI, foco primario de infeccién, bacteriemia, tipo de germen, indices de gravedad
(SAPS I, APACHE Il y SOFA), sindrome de distrés respiratorio (SDRA), necesidad de ven-
tilacion mecénica y de hemofiltraciéon veno-venosa continua (HFVVC)).

* Analizar la relacién entre los niveles de 25(0OH) D, pardmetros del metabolismo fos-
focélcico y péptidos antimicrobianos dependientes de la vitamina D con el prondstico/
mortalidad.
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3. Metodologia

3.1. DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo observacional realizado en la UCI de adultos del
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV) en Santander, entre abril de 2015
a abril de 2016.

3.2. APROBACION DEL COMITE DE ETICA Y CONSENTIMIEN-
TO INFORMADO DEL PACIENTE O SU REPRESENTANTE

3.3.

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de Canta-
bria (ref. 2014.159, anexo 1) y se obtuvo por escrito el consentimiento informado para to-
dos los pacientes (anexo 2). En aquellas circunstancias, en las que el paciente fue incapaz
de dar su consentimiento, se obtuvo de su representante legal.

PACIENTES

Se seleccionaron 75 pacientes mayores de 18 afios procedentes del Area de Salud | (San-
tander) del Servicio Céantabro de Salud (drea de referencia del HUMV) que ingresaron
de manera consecutiva con diagnostico de shock séptico, segun criterios de la Second
International Consensus Definitions, en la UCI entre abril de 2015 a abril de 2016.

Posteriormente, se aplicaron las definiciones de Sepsis-3 y todos los pacientes fueron



3.4.

reclasificados segun estas nuevas definiciones.

Se excluyeron aquellos pacientes que no cumplieron los criterios de inclusién o no hu-
bieran dado el consentimiento informado, asi como aquellos pacientes con paro car-
diaco reciente con retirada de soporte vital o aquellos pacientes sin shock séptico en
el momento de ingreso en UCI pero que posteriormente lo desarrollaron durante el
ingreso en la misma.

Los datos demograficos y los datos clinicos relevantes se obtuvieron de la historia clinica
del paciente y se presentan en los resultados. Todos estos datos se registraron en una
base de datos, para su posterior analisis.

Durante todo el estudio, se ha preservado la confidencialidad de la identidad y de los
datos procedentes de los pacientes, de acuerdo con la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de
diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal. Para ello se han identificado
las muestras procedentes de los pacientes con un nimero correlativo segun el orden de
incorporacioén al estudio.

EXTRACCION DE MUESTRAS SANGUINEAS Y ANALISIS

Por protocolo en este hospital al ingreso en UCI, se les realiza a los pacientes una ex-
traccion sanguinea para el estudio del perfil de sepsis, que consiste en las determinacio-
nes de glucosa, urea, creatinina, sodio, potasio, bilirrubina total, lactato, procalcitonina
(PCT), proteina C reactiva (PCR), gasometria y hemograma. El perfil de sepsis fue reali-
zado en el Laboratorio de Urgencias del HUMV.

El suero/plasma obtenido fue alicuotado y conservado a -80 °C hasta su posterior ana-
lisis, para determinacién de 25(OH) D total y libre, 1,25(0OH), D, VDBP, calcio, fésforo,
magnesio, PTH, FGF23, catelicidina, f-2-defensina y PTX3.

3.41. 25(0OH) D

Los niveles de 25(0OH) D séricos se midieron en el analizador automatizado LIAISON
XL (DiaSorin Inc, Stillwater, MN, USA) mediante inmunoensayo por quimioluminiscencia
(CLIA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de suero son sometidas
a una fase de pretratamiento para desnaturalizar la VDBP. Estas muestras tratadas se
neutralizan después con un tampén y se afiade un anticuerpo (Ac) policlonal de oveja
anti-250H vitamina D marcado con un derivado del éster de acridinio. Tras una fase de
incubacion se afiaden particulas magnéticas enlazadas a 25(0OH) D. Después de una nue-
va fase de incubacion las particulas magnéticas se capturan utilizando un iman. Tras una
fase de lavado y la adicion de reactivos desencadenantes, la luz emitida por el acridinio
estd inversamente relacionada con la concentracion de 25(0OH) D de la muestra. La sen-
sibilidad fue de 4 ng/mL. El coeficiente de variacion (CV) intra e interensayo fue inferior
al 5%y al 10%, respectivamente.

La metodologia utilizada se encuentra estandarizada frente al material de referencia
estandar certificado SRM 972a.

El laboratorio de Bioquimica del HUMV dénde se han medido los niveles de 25(OH) D
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participa en el programa de control externo de calidad DEQAS y posee el sello de cali-
dad de dicha entidad.

Para evaluar la prevalencia de deficiencia de vitamina D, se utilizaron criterios de varias
sociedades cientificas:

e Endocrine Society: deficiencia (25(OH) D<20ng/mL), insuficiencia (20-29,9 ng/mL) y
suficiencia (25(OH) D>30 ng/mL).

e |OM: insuficiencia (25(0OH)D<20ng/mL), suficiencia (25(0OH)D>20 ng/mL).

e |nternational Conference on Controversies in Vitamin D: deficiencia (25(0OH) D<12
ng/mL), insuficiencia (12-20 ng/mL) y suficiencia (25(OH) D>20 ng/mlL).

3.4.2.1,25(0OH), D

Los niveles de 1,25(OH), D séricos se midieron en el analizador automatizado LIAISON
XL (DiaSorin Inc, Stillwater, MN, USA) mediante CLIA, siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Durante la primera incubacioén, se utiliza el dominio de unién del ligando (LBD)
del VDR como molécula de captura de la 1,25(OH), D. La unién del LBD con la 1,25(0H),
D genera un cambio conformacional en dicho dominio. Después del lavado para elimi-
nar el dominio de unién al ligando no unido, se afade un segundo Ac anti-LBD marcado
con isoluminol que se une al complejo 1,25(OH), D-LBD. Se elimina el segundo Ac no
unido mediante lavado y se mide la luminiscencia que es proporcional a la cantidad de
1,25(0H), D presente en la muestra. La sensibilidad fue de 1,8 pg/mL. El CV intra e inte-
rensayo fue del 3,5% y del 5,8%, respectivamente.

Los valores de referencia en el laboratorio de nuestro hospital son 25-66 pg/mL.

El laboratorio de Bioquimica del HUMV dénde se han medido los niveles de 1,25(0OH),
D participa en el programa de control externo de calidad DEQAS y posee el sello de
calidad de dicha entidad.

3.4.3. 25(OH) D libre medida y calculada

Los niveles de 25(0OH) D libre en suero se cuantificaron mediante inmunoensayo ELISA tipo
sandwich Free 250H Vitamin ELISA kit (Future Diagnostics BV, Wijchen, The Netherlands).
Durante la primera incubacién, la 25(OH) D libre se une al Ac monoclonal anti-Vitamina D
que recubre la microplaca, alterando lo menos posible el equilibrio entre ambas formas.
Después del lavado, se afiadié una cantidad fija de 25(OH) D biotinilada. La 25(OH) D bio-
tinilada no unida se elimina mediante lavado y se afiade el conjugado de estreptavidina
peroxidasa. En el siguiente paso, se afade el sustrato cromogénico TMB. Finalmente, la
reaccion se detiene mediante la adicion de un reactivo de parada y se mide la absor-
bancia a 450 nm. La concentracion de 25(OH) D libre es inversamente proporcional a la
absorbancia en cada pocillo de muestra. La linealidad del test es 2,4-40,3 pg/mL. El CV
intraensayo oscilé entre 1,9-5,5%, segun concentracién y el interensayo entre el 4-6,3%,
segun concentracion. El fabricante no aporta datos de valores de referencia indicativos.

Los niveles de 25(OH) D libre calculada fueron cuantificados mediante la férmula repor-
tada por Bikle et al. (193).



3.4.4. VDBP

La VDBP en suero se cuantificé mediante inmunoensayo ELISA tipo sandwich Quantikine
Human Vitamin D Binding Protein ELISA kit (R&D Systems Europe, Abingdon, UK). Du-
rante la primera incubacioén, la 25(0OH) D libre se une al Ac monoclonal anti-VDBP que
recubre la microplaca. Después del lavado, se afade un Ac monoclonal especifico an-
ti-VDBP ligado a enzima. El Ac monoclonal unido a enzima no unido se elimina mediante
lavado y se afiade la solucién de substrato. Finalmente, la reaccién se detiene mediante
la adicion de un reactivo de parada y se mide la absorbancia a 450 nm. La concentracién
de VDBP es directamente proporcional a la absorbancia en cada pocillo de muestra.
El test presenta una linealidad entre 15,6-250 ng/mL. La sensibilidad es de 3,74 ng/mL.
EL CV intraensayo oscil6 entre 5,7-6,2%, segun concentraciéon y el CV interensayo entre
5,1 al 7,4%, segun concentracion. El fabricante no aporta datos de valores de referencia
indicativos.

3.45 PTH

La determinacién de PTH mediante CLIA en el analizador automatizado YSIS (IDS, Boldon,
UK), siendo el rango de linealidad de 5-5000 pg/mL y la sensibilidad de 4,5 pg/mL. El
CV intraensayo fue inferior al 6,3% y el intraensayo inferior al 8,2%, segin concentracién.

Los valores de referencia utilizados en nuestro laboratorio de 10-45 pg/mL.

3.4.6. FGF23 intacto

El FGF23 en su forma intacta se determiné en plasma EDTA mediante inmunoensayo
ELISA tipo sandwich Human FGF23 (intact) ELISA kit (Immunotopics Inc, San Clemente,
CA, USA). Durante la primera incubacién, el FGF23 se une al Ac monoclonal anti-FGF23.
El Ac no unido se elimina mediante lavado. Después del lavado, se afiade biotina con-
jugada. La biotina no unida se elimina mediante lavado. En el siguiente paso, se afiade
la solucion de estreptavidina -HRP, se vuelve a lavar y se aflade el sustrato cromogénico
TMB. Finalmente, la reaccién se detiene mediante la adicién de un reactivo de parada 'y
se mide la absorbancia a 450 nm. La concentracion de FGF23 es directamente propor-
cional a la absorbancia en cada pocillo de muestra. EIl CV% intraensayo y el interensayo
es inferior al 10y al 12%, respectivamente. La linealidad es de 0,3-75 pg/mL. El fabrican-
te no aporta datos de valores de referencia indicativos.

3.4.7. Catelicidina

La catelicidina (LL-37) en suero se determiné mediante inmunoensayo ELISA tipo sand-
wich HK321 Human LL-37 ELISA kit (HycultBiotech, Uden, The Netherlands). La catelici-
dina se une al Ac especifico que recubre la microplaca. Después del lavado, se afade el
Ac especifico biotinilado. Después del lavado, se aflade el conjugado de estreptavidina
peroxidasa. Después del lavado, se aflade el sustrato cromogénico TMB. Finalmente, la
reaccion se detiene mediante la adicién de un reactivo de parada y se mide la absorban-
cia a 450 nm. La concentracién de catelicidina puede determinarse a partir de la curva
estandar. La linealidad es de 0,14-100 ng/mL. Tiene una sensibilidad de 0,14 ng/mL. La



3. Metodologia

variabilidad intra e interensayo es inferior al 5,3 y al 6,1%, respectivamente. Segun datos
del fabricante, los niveles séricos de catelicidina oscilan entre 25-250 ng/mL.

3.4.8. p-2-Defensina

La B-2-Defensina en suero se determindé mediante inmunoensayo ELISA tipo sandwich
Human Beta Defensin 2 ELISA kit (Alpha Diagnostic International, San Antonio, TX). La
B-2-Defensina se une al Ac especifico que recubre la microplaca. Después del lavado,
se afade Ac anti-BD-2. Después del lavado se afiade el conjugado de estreptavidina
peroxidasa. Después del lavado, se afiadio el sustrato cromogénico TMB. Finalmente, la
reaccion se detiene mediante la adicion de un reactivo de parada y se mide la absorban-
cia a 450 nm. La linealidad es de 40-400 pg/mL. El fabricante no aporta datos de variabi-
lidad intra e interensayo. Segun datos del fabricante, los niveles séricos de B-2-defensina
oscilan entre 0-700 pg/mL.

3.49.PTX3

La PTX3 en plasma EDTA se determiné mediante inmunoensayo ELISA tipo sandwich
Quantikine ELISA Human Pentraxin 3/TSG-14 Immunoassay kit (R&D Systems Europe,
Abingdon, UK). La PTX3 se une al Ac anti-PTX3 humano biotinilado. Después del lavado
se afade el conjugado de PTX3 humana. Después del lavado, se afade solucion de sus-
trato. Finalmente, la reaccién se detiene mediante la adicion de un reactivo de parada 'y
se mide la absorbancia a 540 nm. La linealidad es de 0,3-20 ng/mL. La concentracién de
PTX3 puede determinarse a partir de la curva estandar. La sensibilidad es de 0,026 ng/
mL. El CV intraensayo oscilé entre 1,2-2,6%, segin concentracién y el interensayo entre
el 4,4-6,9%, segun concentraciéon. Segun datos del fabricante, los niveles plasmaticos en
sujetos sanos presentan una media de 0.66 ng/mL (no detectable-1.36 ng/mL).

3.4.10. Pardmetros generales en sangre

El hemograma en sangre total se analizé en el analizador Unicel DxH 800 Coulter (Bec-
kman Coulter, Miami, FL).

Las determinaciones séricas se realizaron mediante andlisis automatizado en un Dimen-
sion EXL 200 (Siemens Health Care Diagnostics, Gwynedd, UK), usando reactivos y si-
guiendo las instrucciones suministradas por el fabricante. La glucosa se determiné me-
diante el método enzimético de la hexoquinasa, la urea mediante el método enzimatico
de la ureasa/glutamato deshidrogenasa, la creatinina mediante el método enzimatico
acoplado y tamponada con TAPS, la bilirrubina mediante una modificaciéon del método
de Doumas por diazoreaccion, el lactato mediante el método enzimético de la des-
hidrogenasa lactica, los iones (sodio y potasio) mediante potenciometria indirecta, la
determinacion de calcio mediante la modificacion de la reaccion calcio o-cresolftaleina
complexona (OCPC) de Schwartzenbach, la determinacién de fésforo mediante la mo-
dificacion del método clasico de fosfomolibdato de Fiske-Subbarow, la determinacién
de magnesio mediante la modificaciéon del procedimiento complexométrico del azul de
metiltimol, la determinacién de albdmina mediante la adaptacion del método de fijacion
del colorante purpura de bromocresol de Carter y la PCR mediante inmunoensayo tur-



3.5.

3.6.

bidimétrico mejorado de particulas.

Los valores de referencia utilizados en nuestro laboratorio para nuestra poblacién son
los siguientes: Calcio (8,5-10,2 mg/dL), albumina (3,5-5,2 mg/dL), fésforo (3- 5 mg/dL),
magnesio (1,6-2,5 mg/dL) y PCR (<0,5 mg/dL).

La determinacién de procalcitonina se realizé en el analizador automatizado Cobas e411
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) mediante inmunoensayo por electroquimiolu-
miniscencia, siendo el valor de referencia <0,5 ng/mL.

La determinacién de pH y de la saturacion venosa central de oxigeno (SvO,) se reali-
zaron en el analizador ABL825 Flex (Radiometer Medical ApS, Copenhagen, Denmark)
mediante electrodo selectivo.

TOMA DE MUESTRAS MICROBIOLOGICAS Y ANALISIS

La toma de muestras microbiolégicas (hemocultivos, exudados y otras procedencias) y
su posterior andlisis se realizaron siguiendo los protocolos establecidos en el Servicio de
Microbiologia del HUMV.

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables categéricas se expresaron como frecuencia y porcentaje. Para la compa-
racion de variables categodricas fue utilizado el test de Chi cuadrado o el test exacto de
Fisher, segin se cumpla o no la hipétesis sobre frecuencias esperadas.

Se ha utilizado el test de Kolmogorov-Smirnov para la evaluaciéon de la normalidad de
las variables cuantitativas.

Las variables cuantitativas se expresaron como mediana y rango intercuartilico. Para la
comparaciéon de variables cuantitativas se utilizd el test de Mann-Whitney o el test de
Kruskal-Wallis.

Para comprobar la relacién entre variables cuantitativas se utilizaron los coeficientes de
correlacién de Spearman.

Para el estudio del efecto de la estacionalidad en las variables a estudio, los meses se
agruparon de la siguiente manera: invierno (diciembre, enero, febrero), primavera (mar-
zo, abril, mayo), verano (junio, julio, agosto) y otofio (septiembre, octubre, noviembre).

Se utilizé el andlisis de regresion lineal para evaluar la relacion entre la 25(OH) D libre
medida y calculada.

Se usaron las curvas de caracteristica operativa del receptor (Reciever Operating Cha-
racteristic Curves; curvas COR) para determinar y comparar la utilidad predictiva en re-
lacion a la mortalidad hospitalaria de los distintos pardmetros a estudio. La variable de
resultado (outcome) fue la mortalidad hospitalaria.

Se utilizé el indice Youden para determinar el punto de corte éptimo para la mortalidad
hospitalaria de los pardmetros a estudio.
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Las variables cuantitativas (albdmina, fosforo, PTX3, FGF23, VDBP) se dividieron en va-
riables dicotomicas de acuerdo al punto de corte éptimo obtenido a partir del indice
de Youden para la mortalidad hospitalaria. Se construyé un modelo logistico binario
multivariante paso a paso para determinar las variables que ayuden a predecir el exitus.
Las odds ratio y sus intervalos de confianza al 95% (IC 95%) fueron calculadas usando
dicho modelo.

Por ultimo, se realizé un andlisis de supervivencia, considerando como tiempo de segui-
miento el tiempo transcurrido entre la fecha de ingreso y la fecha de exitus, si éste llega
a producirse, o la fecha de alta en otro caso. Se estudiaron las diferencias entre curvas
de supervivencia a través del test log-rank y obteniéndose las curvas Kaplan-Meier. Se
construyeron modelos de regresién de Cox univariantes y multivariantes para estudiar el
riesgo de fallecer en funcién de las variables a estudio. Las hazard ratio (HR) y sus IC 95%
fueron calculadas usando dicho modelo.

Todos los test fueron de dos colas y un valor de p<0,05 fue considerado estadisticamen-
te significativo.

El analisis estadistico fue realizado con el programa Statistical Package for Social Scien-
ces (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA) versién 24.0 para Windows, excepto para el célculo del
indice de Youden y el anélisis de supervivencia, que se efectué mediante el programa R
(R Development Core Team), version 3.6.0, y en concreto las librerias Optimal-Cutpoints,
survival y survminer (304-306).

3.7. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

La blusqueda bibliogréfica se realizé mediante la busqueda de las palabras clave: sepsis,
shock septic, 25(0OH) D, vitamin D deficiency, free vitamin D, VDBP, cathelicidin, p-2-de-
fensin, PTH, FGF23, PTX3, bone, calcium homeostasis, vitamin D metabolism, secondary
hyperparathyroidism, mortality, de manera agrupada o aislada, en las siguientes bases
de datos PubMed, UpToDate, Clinical Key, Scopus, Science Direct y Web of Science.
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4. Resultados

4.]1. POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO

Las caracteristicas demogréficas y clinicas de los pacientes incluidos en este estudio se
presentan en la Tabla 8 y las bioquimicas en la Tabla 9.

En este estudio, se incluyeron un total de 75 pacientes diagnosticados de shock séptico
al ingreso en UCI, de los cuales 53 (70,7%) fueron hombres y 22 (29,3%) mujeres, con una
mediana de edad de 64 (49-74) afios.

Un total de 25 pacientes (33,3%) presentaron inmunosupresion y una mediana del indice
Charlson de 4 (2-6,6). La causa mas frecuente de inmunosupresién fue la enfermedad
hematoldgica (36%) y el uso de corticoides inmunosupresores (36%).

La mayoria de los pacientes procedian del Servicio de Urgencias (48,7%), seguido de
planta médica (15,8%) y quiréfano (14,5%). El resto de procedencias se pueden ver en la
Tabla 8.

La principal causa de infeccién fue de origen pulmonar, con un 41,3% de los casos. 24
pacientes (32%) presentaron infeccién abdominal y 9 (12%), infeccién del tracto urinario.
El 79,5% de las infecciones fueron causadas por bacterias Gram positivas y el 20,5% por
Gram negativas. El 60% de los pacientes presentaban infeccion de origen nosocomial y
el 30,7% bacteriemia (Tabla 8).

La mediana de la puntuacion de la escala SAPS I, APACHE Il y SOFA el dia de ingreso
en la UCl fue de 42, 22 y 10, respectivamente.

Un total de 39 pacientes (52%) necesitaron de ventilacién mecanica. 11 pacientes (14,7%)
presentaron sindrome de distrés respiratorio agudo. Ademas, 11 pacientes (14,7%) ne-
cesitaron de hemofiltracion veno-venosa continua.

53 pacientes (70,7%) presentaron comorbilidades. Dentro de las comorbilidades, el
50,9% de los pacientes presentaron HTA, el 22,6% diabetes, el 22,6% cardiopatia, 17%
EPOC y un 7,5% cirrosis.

La estancia en UCI fue de 4,9 dias y la hospitalaria de 13,9 dias.
La mortalidad en UCI fue del 24% y la mortalidad hospitalaria del 28%.



Parédmetros

Edad (afios)

Masculino
Inmunosupresién

indice Charlson
Comorbilidad
Procedencia

Urgencias

Planta médica

Planta quirtrgica
Quiréfano

ucl

Otros hospitales

Foco primario de infeccién
Pulmon

Abdomen

Tracto urinario

Piel y tejidos blandos
Cateter

Otros

SAPS I

APACHE Il

SOFA

Ne disfunciones orgdnicas
SDRA
Ventilacisnbmecdnica
HFVVC

Estancia en UCI (dias)
Estancia hospitalaria (dias)
Mortalidad en UCI

Mortalidad hospitalaria

Caracteristicas demogréficas y clinicas al ingreso en la UCI. Los datos se expresan como
frecuencia (porcentaje) o como mediana (rango intercuartilico).

Poblacidén total

(h=75)
64 (49-74)
53 (70,7)
25(33,3)
4 (2-6,6)
53 (70,7)

31 (41,3)
24 (32)

42 (32-63)
22 (15-28)
10 (7-13)
3(2-4)

1 (14,7)
39 (52)

1 (14,7)
49 (2,999
13,9 (8,9-20,9)
18 (24)

21 (28)

Supervivientes
(n=54)

63 (47-70)
37 (68,5)
14 (25,9)

3.9 (1,1-6,4)
38(70,3)

30 (55,6)
6 (11,1)
5(9,2)
8 (14,8)

0(0)
5(9,2)

22 (40,7)

15 (27,8)
9(16,7)
5(9.3)
2(3,7)
1(1,9)

36 (29,5-50,2)
19,5 (14-25,2)
9 (7-12)
2(1-3,2)
3(5.6)

19 (35,2)

4 (7,4)

5,9 (2,9-9.9)
15,5 (10,2-23,9)

No supervivientes

(h=21)
71 (59-76)
16 (76,2)
11 (52,4)

5,6 (3,4-7,2)

15 (71,4)

1(4,8)
1(4,8)
1(4,8)

61 (53,5-69)
25 (22-30)
14 (10-17,5)
4 (3-5)
8 (38,1)
20 (95,2)
7(33,3)
49 (1,9-99)
6,9 (2,2-14,7)

0,12
0,58
0,05
0,28
0,23

0,18

0,053

<0,001
0,006
<0,001
<0,001
0,001
<0,001
0,009
0,45

0,005



Parédmetros bioquimicos

Leucocitos (x10*/uL)
Hb (g/dL)
Plaquetas (x10%/pL)
TP (%)

pH

SvO,

Glucosa (mg/dL)
Urea (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Sodio (mmol/L)
Potasio (mmol/L)
Bilirrubina total (mg/dL)
Calcio (mg/dL)
Albumina (mg/dL)
Fésforo (mg/dL)
Magnesio (mg/dL)
Lactato (mg/dL)
PCT (ng/mL)

PCR (mg/dL)
PTX3 (ng/mL)
PTH (pg/mL)
FGF23 (pg/mL)
25(OH) D (ng/mL)

25(OH)D libre medida
(pg/mlL)

25(OH)D libre calculada
(pg/mL)

1,25(0H), D (pg/mL)
VDBP (ng/mL)

Catelicidina (ng/mL)

B-2-defensina (pg/mL)

Poblacién total

(n=75)
11,4 (6,5-18,2)
11,9 (9,5-14,2)
162 (95-232)
64 (50-81)
7,34 (7,25-7,37)
73 (61 -79)
122 (96-157)
75 (49-132)
1,85 (0,94-3,30)
138 (136-141)
4,3 (3,6-5,0)
0,9 (0,6-2,0)
7,8 (7,4-8,2)
2,6 (2,2-3,0)
3,7 (3,0-4,9)
1,84 (1,67-2,26)
2,7 (1,3-4,6)
11,88 (1,55-40,65)
23 (11-25)
63,8 (24,2-187)
69 (39-186)
2,0 (2,0-61)
9,0 (5,0-15,0)
2,03 (0,77-4,67)
5,34 (2,51-9,27)

19 (10-34)

144393
(91397-187991)

1,3(0,8-2,0)
464 (222-1193)

Supervivientes

(n=54)
11,3 (5,2-20,5)
11,9 (9,9-14,3)
169 (119-250)
72 (55-87)
7,34 (7,29-7,38)
73 (62-79)
126 (107-167)
68 (47 -151)
1,99 (0,88-3,44)
138 (135-141)
4,2 (3,6-5,0)
0,8 (0,5-1,1)
7,9 (7,5-8,2)
2,7 (2,2-3,0)
3,5(2,6-4,5)
1,84 (1,66-2,20)
2,1 (1-3,5)
11,39 (1,26-54,75)
23 (11-25)
41,9 (14,3-124,3)
76 (38-190)
2,0 (2,0-55,1)
9,2 (5,0-15,2)
1,82 (0,53-4,45)
4,44 (2,34-7,94)

19,5 (10,7-38,6)

155067
(127411-206900)

1,3 (0,8-2,1)
482 (217-1213)

No supervivientes

(n=21)
11,2 (6,6-16,2)
12,1 (9,7-14,1)
109 (49-191)
47 (35-72)
7,25 (7,21-7,37)
74 (60-78)

97 (76-140)
99 (74-133)
1,60 (0,97-2,82)
139 (136-142)
4,7 (3,7-5,5)
1,70 (0,9-4,5)
7,6 (7,0-8,3)
2,4 (1,9-3,0)
4,5 (3,7-6,0)
1,93 (1,74-2,32)
4,6 (2,7-8,5)
12,98 (3,77-24,75)
21 (8-25)
114,4 (56,1-250)
69 (48-173)
28,5 (2,0-212,4)
8,8 (4,9-15,0)
2,64 (1,11-5,60)
6,29 (3,88-11,22)

19 (7,5-23,5)

85572
(62973-147691)

0,9 (0,4-1,7)
430 (251-1895)

4. Resultados

0,84
0,97
0,016
0,003
0,049
0,92
0,029
0,06
0,78
0,65
0,15
0,001
0,43
0,024
0,004
0,278
<0,001
0,67
0,93
0,009
0,98
0,029

0,61
0,242
0,067

0,49

<0,001

0,074

0,67

Parédmetros bioquimicos generales y especificos al ingreso en UCI, expresados como
mediana (rango intercuartilico).



La mediana de los niveles séricos de calcio al ingreso en UCI fue de 7,8 mg/dL (7,4-8,2),
siendo el valor minimo de 5,5 y el valor maximo de 9,9 mg/dL. 66 pacientes (88%) pre-
sentaron hipocalcemia y ninguno presenté hipercalcemia.

En relacién a las determinaciones séricas de albimina al ingreso en UCI. La mediana fue
de 2,6 g/dL (2,2-3,0), siendo el valor minimo de 0,6 y el valor méximo de 4,2 g/dL. Un
93,3% de los pacientes presentaron niveles disminuidos de albimina, por debajo del
limite inferior de referencia y ninguno presenté niveles aumentados de albdmina.

La mediana de los valores séricos de fésforo al ingreso en UCI fue de 3,7 mg/dL (3,0-
4,9), siendo el valor minimo de 1,1 y el valor mdximo de 11,1 mg/dL. Un 24% de los pa-
cientes presentaron hipofosfatemia y un 22,7% hiperfosfatemia.

Con respecto a la mediana de los niveles séricos de magnesio al ingreso en UCI fue de
1,84 mg/dL (1,67-2,26), siendo el valor minimo de 1,08 y el valor maximo de 3,26 mg/
dL. 11 pacientes (14,7%) presentaron niveles disminuidos de magnesio, por debajo del
limite inferior de referencia y 9 pacientes (12%) presentaron niveles aumentados de
magnesio, por encima del limite superior de referencia.

En relacion a los pardmetros de inflamacién, la mediana de la PCT al ingreso en UCI fue
de 11,88 ng/mL (1,55-40,65), siendo el valor minimo de 0,5 y el maximo de 277 ng/mL.

La mediana de los niveles séricos de PCR al ingreso en UCI fue de 23 mg/dL (11-25),
siendo el valor minimo de 0,9 y el méaximo de 125 mg/dL.

La mediana de los niveles de PTX3 fue de 63,8 ng/mL (24,3-187) al ingreso en UCI, sien-
do el valor minimo de 2,7 y el méximo de 250 ng/mL.

La mediana de los niveles séricos de PTH al ingreso en UCI fue de 69,4 pg/mL (38,7-
185,7), siendo el valor minimo de 5 y el valor maximo de 899,4 pg/mL.

La mediana de los niveles plasmaticos de FGF23 al ingreso en UCI fue de 2 pg/mL (2-
64), siendo el valor minimo de 2 y el valor maximo 2500 pg/mL.

La mediana de los niveles séricos de 25(OH) D libre medida al ingreso en UCI fue de 2,4
pg/mL (2,4-4,67), siendo el valor minimo de 2,4 y el valor méximo de 11,45.

La mediana de los niveles séricos de la 25(OH) D libre calculada al ingreso en UCI fue
de 5,34 pg/mL (2,51-9,27), siendo el valor minimo de 0,62 y el valor maximo de 27,37
pg/mL.

Ademas, los niveles de 25(0OH) D libre medidos fueron significativamente menores que
los niveles de 25(OH) D libre calculados. Mediante regresion lineal, la formula seria
25(0OH) D calculada= 0,246 * 25(CH) D libre + 2,32, p<0,001, r*=0,186).

La mediana de los valores séricos de 1,25 (OH), D al ingreso en UCI fue de 19,9 pg/mL
(10-34), siendo el valor minimo 3 de y el valor maximo de 113 pg/mL. Un total de 44
pacientes (58,6%) presentaron niveles séricos de 1,25 (OH), D inferiores al limite inferior
de referencia y 4 pacientes (5,3%) presentaron niveles superiores al limite superior de
referencia.

Al ingreso en UCI, la mediana de los niveles de VDBP fue de 144393 ng/mL (91397-
187991), siendo el valor minimo de 35454 y el méximo de 345560 ng/mL.

La mediana de los niveles plasmaticos de catelicidina al ingreso en UCI fueron de 1,3
ng/mL (0,7-2,0), siendo el valor minimo de 0,1 y el valor maximo de 4,9 ng/mL.



4. Resultados

La mediana de los niveles séricos de B-2-defensina al ingreso en UCI fue de 464 pg/mL
(222-1193), siendo el valor minimo de 44 y el valor maximo de 4000 pg/mL.

4.2. PREVALENCIA DE DEFICIENCIA DE VITAMINA D EN
PACIENTES CRITICOS CON SHOCK SEPTICO

De los 75 pacientes estudiados, la mediana de los valores séricos de 25(0OH) D al ingreso
en UCI fue de 9,0 ng/mL (5,0-15,0) (Figura 15), siendo el valor minimo de 3,0 y el valor
maximo de 44,3 ng/mL.
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Histograma de los niveles de 25(OH) D al ingreso en UCI.
La insuficiencia/deficiencia de vitamina D tiene diferentes criterios diagndsticos segun
las diferentes sociedades cientificas y hasta hoy no hay un claro consenso. Asi, en nues-
tra poblacién de estudio tenemos diferentes grupos segun el criterio utilizado.
Segun las recomendaciones de la Endocrine Society, de un total de 75 pacientes, 62
pacientes (82,8%) presentaron déficit de vitamina D, 11 (14,6%) niveles insuficientes de
vitamina D y solamente 2 (2,6%) presentaron niveles suficientes de vitamina D (Tabla 10).
Estatus 25(OH) D Endocrine Society (ng/mL) n (%)
Suficiencia (>30) 2(2,6)
Insuficiencia (20-29,9) 11 (14,7)
Deficiencia (<20) 62 (82,7)

Estatus de la vitamina D al ingreso en UCI, segun la Endocrine Society. Los datos se
expresan como frecuencia (porcentaje).



Segun los criterios de la IOM, 62 pacientes (82,7%) presentaron déficit de vitamina D y
13 pacientes (17,3%) presentaron suficiencia de vitamina D (Tabla 11).

Estatus 25(OH) D IOM (ng/mL) n (%)
Suficiencia (>20) 13 (17,3)
Insuficiencia (<20) 62 (82,7)

Estatus de la vitamina D al ingreso en UCI, segin IOM. Los datos se expresan como
frecuencia (porcentaje).

Segun la Third International Conference on Controversies in Vitamin D, 50 pacientes
(66,7%) presentaron deficiencia, 12 (16%) presentaron niveles insuficientes y 13 (17,3%)
presentaron niveles suficientes de vitamina D (Tabla 12). Ninguno de los pacientes pre-
sento niveles téxicos (>100 ng/mL).

Estatus 25(OH) D IOM International Conference (ng/mlL) n (%)
Suficiencia (>20) 13(17,3)
Insuficiencia (12-20) 12 (16,0)
Deficiencia (<12) 50 (66,7)

Estatus de la vitamina D al ingreso en UCI, segtn la International Conference on Con-
troversies in vitamin D. Los datos se expresan como frecuencia (porcentaje).

4.3, INFLUENCIA DE LA ESTACIONALIDAD EN LOS NIVE-
LES SERICOS DE 25(0OH) D, PARAMETROS DEL METABOLIS-
MO FOSFOCALCICO Y PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS DE-
PENDIENTES DE VITAMINA D

La mayoria de los pacientes, 25 (33,3%) ingresaron en invierno, seguido de un 36% de pa-
cientes que ingresaron en primavera. En la Tabla 13 se muestran el nimero de pacientes
criticos ingresados en UCI con diagnéstico de shock séptico segun la estacién del afio.

Segin estacién n (%)
Invierno 25 (33,3)
Primavera 27 (36,0)
Verano 19 (25,3)

Otofio 4(5,4)

Pacientes criticos ingresados en UCI con shock séptico segun la estacionalidad. Los
datos se expresan como frecuencia (porcentaje).

En la Tabla 14 se muestran los valores de la 25(OH) D, 1,25 (OH), D, VDBP, FGF23, PTH,
catelicidina y p-2-defensina, 25(0OH) D libre medida y calculada, calcio, fésforo y magne-
sio, segun la estacion del ano.



Estacién del afio

4. Resultados

Primavera Verano m Invierno

Calcio (mg/dL) 7,79 (7,57-8,23) 7,83 (7,49-8,14) 7,71 (7,41-8,18) 7,98 (7,46-8,33)
Albumina (mg/dL) 2,5(2,1-3) 7 (2,2-3) 2,8(2,3-3,2) 5(2,2-3,1)
Fssforo (mg/dL) 3,67 (3,08-4,96) 3,67 (2,35-4,51) 6,29 (4,26-8,13) 4,04 (2,85-5,25)
Magnesio (mg/dL) 1,77 (1,66-2,01) 1,83 (1,61-2,27) 2,23 (1,75-2,47) 2,04 (1,79-2,35)
PTH (pg/mL) 79 (37,9-210,5) 101,6 (41,1-185,7) 47,7 (23,5-150,9) 64,9 (33,7-122,2)
FGF23 (pg/mL) 2,0 (2,0-47,0) 2,0 (2,0-64,8) 2,0 (82,0-108,0) 2,0 (2,0-112,7)
25(OH) D (ng/mL) 8,3 (5,2-11,6) 17,1 (6,9-25,8) 22,1 (19,2-27,8) 7.9 (4,0-11,0)
25(OH) D libre medida 2,39 (0,3-4,29) 4,22 (1,11-6,39) 7,48 (4,26-9,62) 1,74 (0,3-2,7)

(pg/mL)

25(OH) D libre calculada

4,33 (2,4-7,37)

7,62 (4,89-11,25)

13,53 (10,36-24,53)

3,61 (1,85-6,23)

B-2-defensina (pg/mL)

(pg/mL)

1,25 (OH), D (pg/mL) 23 (15-36) 25 (16-38) 18 (13-38) 16 (11-38)

VDBP (ng/mL) 150779 136300 113164 139576
(104885-201110) (85388-186562) (72495-156132) (120265-184801)

Catelicidina (pg/mL) 1,6 (1,2-2,3) 1,5 (1,0-2,4) 1,4 (0,8-1,6) 0,8 (0,5-1,2)

481 (269-1356) 245 (146-570) 286 (224-1933) 710 (270-2372)

Niveles de 25(0OH) D, parametros del metabolismo fosfocélcico y metabolitos relaciona-
dos, segun la estacionalidad. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartilico).

Se compararon globalmente los niveles de 25(OH) D segun la estacién del afio en la que
ingreso el paciente, durante el tiempo que duré el estudio, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre las distintas estaciones (p=0,001). Igualmente se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para la 25(OH) D libre medida y
calculada (p=0,003 y p=0,001; respectivamente) asi como para los niveles de catelicidina
(p=0,001) segun la estacion del afio.

En las comparaciones trimestre a trimestre, se observa que los niveles séricos de 25(0OH)
D en primavera son significativamente menores que los obtenidos en verano y el otofio
(p=0,014 y p<0,001, respectivamente) y que los niveles en invierno son significativamen-
te menores que los del verano y el otofio (p=0,006 y p=0,004, respectivamente). No
se observan diferencias estadisticamente significativas entre la primavera y el invierno
(p=0,37) y el verano y el otofio (p=0,21) (Figura 16).

Ademas, se observa que la prevalencia de deficiencia de vitamina D es mayor en los
meses de invierno y primavera comparados con los meses de verano y otofio. En otofio,
solo el 25% de los pacientes presentaron niveles deficientes de vitamina D mientras
que este porcentaje aumenta a un 53% en verano, a un 96% en invierno y a un 100% en
primavera.

En las comparaciones trimestre a trimestre, se observa que los niveles séricos de la
25(0CH) D libre medida en primavera son significativamente menores que los obtenidos
en otofo (p=0,005) y que los del invierno son significativamente menores que los ob-
tenidos en verano y en otofio (p=0,016 y p=0,002, respectivamente). No se observan



diferencias estadisticamente significativas entre la primavera y el verano (p=0,067), la
primavera y el invierno (p=0,198) y el verano y el otofio (p=0,081).

En cuanto a las comparaciones trimestre a trimestre, se observa que los niveles séricos
de la 25(OH)D libre calculada en primavera son significativamente menores que los va-
lores obtenidos en verano y en otofo (p=0,023 y p=0,001, respectivamente). Los niveles
obtenidos en invierno son significativamente menores que los obtenidos en verano y en
otofo (p=0,008 y p=0,002, respectivamente). Ademas, se observan niveles significativa-
mente mas altos en otofio que en verano (p=0,044). No se observan diferencias estadis-
ticamente significativas entre la primavera y el invierno (p=0,42) (Figura 16).

En resumen, tanto la 25(OH) D total como libre (medida y calculada) siguen un patrén
estacional similar, siendo los niveles significativamente menores en primavera e invierno
con respecto al verano y al otofio.

En las comparaciones trimestre a trimestre, se observan niveles de catelicidina en pri-
mavera significativamente mayores que los valores obtenidos en invierno (p<0,001). No
se observan diferencias estadisticamente significativas entre la primavera y el verano
(p=0,78), la primavera y el otofio (p=0,36), el verano y el otofio (p=0,69), el verano y el
invierno (p=0,05) y el otofio y el invierno (p=0,11) (Figura 16).

Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas para los nive-
les de 1,25(0OH), D (p=0,556), para los niveles de VDBP (p=0,69), para la PTH (p=0,506),
para el FGF23 (p=0,768), para el calcio (p=0,933), parael fésforo (p=0,152), para el mag-
nesio (p=0,178), la albumina (p=0,936) y, por ultimo, se observé una tendencia para los
niveles de B-2-defensina (p=0,093) segun la estacion del afio.
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Diagrama de caja de los niveles de 25(OH) D total, 25(0OH) D libre medida y calculada,
catelicidina y p-2-defensina segtn la estacionalidad del afio.



4.4. CORRELACION ENTRE LA 25(0OH) D TOTAL Y LIBRE
CON LOS PARAMETROS DEL METABOLISMO FOSFOCAL.-
CICO Y PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS DEPENDIENTES DE
VITAMINA D

En el andlisis de correlacion de Spearman se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 15).

En el primer dia de ingreso en UCI, los niveles séricos de 25(OH) D total muestran una
fuerte correlacion positiva con los niveles de 25(0OH)D libre medida y calculada (r=0,805,
p<0,001; r=0,829, p<0,001, respectivamente) (Figura 17 y 18) y mas moderada con los
niveles de 1,25(0OH), D (r=0,312, p=0,006). Los niveles de 25(OH) D se correlacionan
negativamente con la PTH (r=-0,243, p=0,036), el magnesio (r=-0,258, p=0,026) y la
B-2-defensina (r=-0,297, p=0,01) (Figura 19).

La 25(0OH) libre medida y calculada se correlacionan negativamente con la $-2-defensina
(r=-0,264, p=0,022, r=-0,285, p=0,013) (Figura 20 y 21) pero no muestran asociacion
significativa con la catelicidina (p=0,203 y p=0,219, respectivamente).

La 1,25(OH), D se correlaciona positivamente con la 25(OH) libre medida (r=0,247, p=0,032),
la VDBP (r=0,369, p=0,001), el calcio (r=0,311, p=0,007), la albdmina (r=0,565, p<0,001) y
negativamente con el fésforo (r=-0,250, p=0,04) y el FGF23 (r=-0,305, p=0,008).

La VDBP se correlaciona positivamente con el calcio (r=0,301 p=0,009) y la albimina
(r=0,582, p<0,001) y negativamente con la 25(0OH) D calculada (r=-0,437, p<0,001).

EL FGF23 se asocia positivamente con el fésforo (r=0,374, p=0,003).

La PTH se correlaciona negativamente con el calcio (r=-0,353, p=0,002), la 25(OH) D
libre (r=-0,254, p=0,028) y la 25(0OH) D calculada (r=-0,267, p=0,021).

El fésforo se correlaciona negativamente con la albimina (r=-0,244, p=0,035).

El magnesio se correlaciona negativamente con la 25(OH) D total (r=-0,258, p=0,026) y
libre calculada (r=-0,267, p=0,020).
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Correlaciones entre la 25(0OH) D total y libre con parametros del metabolismo fosfocal-

cico y péptidos antimicrobianos dependientes de vitamina D.
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4.5. CORRELACIONES DEL METABOLISMO FOSFOCALCI;O
Y VITAMINA D CON LOS PARAMETROS DE INFLAMACION
Y DE DANO TISULAR

En el estudio de correlacién de Spearman de los niveles de 25(OH) D y demas pardme-
tros relacionados con la vitamina D con pardametros de inflamacién (leucocitos, PCR, PCT
y PTX3) (Tabla 16), se ha hallado que los niveles de FGF23 y catelicidina, se correlacionan
positivamente con los leucocitos (r=0,454, p<0,001; r=0,250, p=0,034, respectivamente).

La VDBP muestra una asociacion significativa negativa con los niveles de PTX3 (r=-0,311,
p=0,07) y muestra una tendencia negativa con la PCT (r=-0,230, p=0,052).

Los niveles de PTX3 se correlacionan positivamente con los niveles de 25(OH) libre me-
dida (r=0,299, p=0,009) y calculada (r=0,308, p=0,007) y con la PCT (r=0,329, p=0,005)
pero no muestra asociacion significativa con la PCR (p=0,187).

El lactato se correlaciona positivamente con la f-2-defensina (r=0,280, p=0,018) y nega-
tivamente con la VDBP (r=-0,486, p<0,001).
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4.6. ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS EN LOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS Y CLINICOS ENTRE PACIENTES CON SUFI-
CIENCIA O NO DE VITAMINA D, SEGUN LOS DISTINTOS
CRITERIOS DE DEFICIENCIA DE VITAMINA D

Para la comparacién estadistica para analizar las diferencias en los parémetros clinicos y
bioquimicos, se ha categorizado a los pacientes en dos grupos segun el valor de 25(0OH)
D: no deficientes (>20 ng/mL, que incluyen a la categoria de normales e insuficientes)
versus deficientes (25(0OH) D<20 ng/mL), ya que solamente 2 pacientes cumplian crite-
rios de suficiencia segin la Endocrine Society (25(0OH) D>30 ng/ml).

Ademas, teniendo en cuenta los Ultimos criterios para valorar el estatus nutricional de la
vitamina D, se ha categorizado a los pacientes en: deficiencia severa (25(OH) D<12 ng/
mL) versus no deficiencia severa (25(0OH) D>12 ng/mL).

La Tabla 17 muestra las caracteristicas basales clinicas y demograficas de acuerdo con
el estatus de la vitamina D: grupo deficiente/no deficiente y grupo deficiente severo /no
deficiente severo.

No se han hallado diferencias significativas en ninguno de los dos grupos para la edad,
sexo, inmunosupresion, foco primario de infeccién, Apache I, SAPS II, SOFA, nimero
de disfunciones organicas, necesidad de ventilacion mecanica, necesidad de HFVVC,
presencia de SDRA, bacteriemia, mortalidad hospitalaria y en UCI ni con la estancia
hospitalaria ni en UCI.

Se observan valores significativamente mas elevados del indice Charlson en el grupo de
vitamina D no deficientes (25(0OH) D>20 ng/mL) (6,6 (3,9-10,9) vs. 3,9 (1,9-6,2); p=0,037)
pero no se observan diferencias significativas cuando se compararon el grupo de defi-
cientes severos (25(0OH) D<12 ng/mL) versus el grupo de no deficientes severos (p=0,19).

Tampoco se han hallado diferencias significativas para ambos grupos para los siguientes
pardmetros bioquimicos: leucocitos, Hb, TP, pH, SvO2, glucosa, urea, creatinina, filtrado
glomerular (FG), sodio, potasio, bilirrubina, lactato, VDBP, catelicidina, FGF23, calcio,
albumina, fésforo, PCT, PCR y PTX3 (Tabla 18).

Con relacién a las plaquetas, se observé una tendencia de niveles mas altos en el grupo
de deficientes severos de vitamina D en comparacion con el grupo de no deficientes
severos (167,5 (109-264) vs. 140,5 (85,8-188,8); p=0,086). Esta tendencia no se observo al
comparar el grupo de deficientes de vitamina D con el grupo de no deficientes (p=0,65).

La PTH fue significativamente mas elevada en la deficiencia severa de 25(0OH) D con
relacion al grupo de no deficientes severos (104,8 pg/mL (50,6-214,9) vs. (41,9 pg/mL
(24,9-86,6); p=0,003). Esta diferencia significativa no se observé cuando se compararon
el grupo de deficientes y el grupo de no deficientes de vitamina D (p=0,61).

Se hallaron niveles de 25(0OH) D total significativamente mas elevados en el grupo de no
deficientes con respecto al de deficientes (27,6 ng/mL (21,5-29,4) vs. 8,1 ng/mL (4,7-11,4);
p<0,001). Asimismo, se observan niveles mas elevados de 25(0OH) D libre tanto medida
como calculada (7,72 pg/mL (5,2-8,4) vs. 1,5 pg/mL (0,3-2,9); p<0,001; 11,3 pg/mL (9,3-
22,4) vs. 4,2 pg/mL (2,3-6,9); p<0,001, respectivamente).

Ademés, los niveles séricos de 25(0OH) D total también fueron significativamente mas
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elevados en el grupo de no deficientes severos versus al de deficientes severos (19,3
ng/mL (15-27,6) vs. 7,0 ng/mL (4-9,4), p<0,001. Asi como los niveles de 25(0OH) D libre
tanto medida como calculada en suero (5,29 pg/mL (4,02-8,03) vs. 1,11 pg/mL (0,3-2,03);
p<0,001; 9,56 pg/mL (7,51-12,84) vs. 3,32 pg/mL (1,91-6,11); p<0,001; respectivamente).

Los niveles séricos de 1,25(0OH), D fueron significativamente més elevados en el grupo
de no deficientes severos con respecto al grupo de deficientes severos de vitamina D (29
pg/mL (17,5-40,3) vs. 19 pg/mL (12-34); p=0,032) mientras que no se observaron diferen-
cias significativas entre el grupo de no deficiente con respecto al de deficiente (p=0,13).

En relacidn a los niveles de B-2-defensina, se observaron niveles significativamente me-
nores en el grupo de no deficientes con respecto al grupo de deficientes de vitamina D
(226 pg/mL (203-570) vs. 492,5 pg/mL (259-1285,3), p=0,04). Igualmente, se observaron
niveles significativamente mas disminuidos en el grupo de no deficientes severos en
comparacion con el grupo de deficientes severos (243 pg/mL (174,5-556,5) vs. 563 pg/
mL (277-1459), p=0,015).



Vitamina D

Vitamina D

L s | rockimris
Pardmetros cricienies cricientes P severos severos P
(<2(2296/2TL) (>2(()n:?3/;“ L) (<12 ng/mL) (>12 ng/mL)

(n=50) (n=25)
Edad (afios) 63 (48-71) 67 (66-75) 0,40 64 (49-70) 66 (53-75) 0,71
Masculino 43 (69,3) 10 (76,9) 0,74 33 (66) 19 (76) 0,59
Inmunosupresidn 19 (30,6) 6 (46,2) 0,34 15 (30) 10 (40) 0,45
indice Charlson 6,6(39-10,9) 3,9(1,9-6,2) 0,037 5,6 (2,2-7) 3,9 (1,9-6,1) 0,19
Foco primario de infeccién 0,83 0,20
Pulmén 23(37,0) 7 (53,8) 16 (32) 14 (56)
Abdomen 21(33,9) 3(23,1) 18 (36) 6 (24)
Tracto urinario 8(12,9) 1(7.7) 8 (16) 1(4)
Tejidos blandos 3(4,8) 2 (15,4) 24 3(12)
Catéter 2(3,2) 0(0) 2 (4) 0 (0)
Otros 5(8,1) 0(0) 4(8) 0(0)
Infeccién nosocomia 22 (35,5) 7 (53,8) 0,35 15 (30) 14 (56) 0,45
APACHE Il 22 (15-27) 20 (16-33) 0,62 22(15,3-26,8) 19,5(15,3-28,8) 0,87
SAPS I 43 (32-63) 41 (32,5-74) 078  42,5(31,3-63) 43(32,8-64,3) 0,89
SOFA 9 (5-14) 9 (6-14,5) 0,96 9,5 (5-13,8) 9 (6-14,8) 0,95
Ne disfuncién orgdnica 3(2-4) 3 (2-4,5) 0,51 2(1,3-4) 3(2-5) 0,33
SDRA 10 (16,1) 1(7,7) 0,68 6(12) 5 (20) 0,49
Ventilacién mecdnica 31 (50) 8 (61,5) 0,55 24 (48) 15 (60) 0,46
HFVVC 10 (16,1) 1(7,7) 0,68 7 (14) 4 (16) 0,85
Bacteriemia 20 (32,3) 3(23) 0,74 17 (34) 6 (24) 0,43
Estancia UCI (dias) 4,9 (29-99) 59 (2,9-6,9) 0,79 4,9 (29-99) 59 (2,5-7,7) 0,88
Estancia hospitalaria (dias) 13,9 (6,9-189) 189 (10,2-219) 0,77  13,9(6,7-219)  14,4(7,2-21,7) 0,92
Mortalidad UCI 15 (24,2) 3(23) 0,91 13 (26) 5 (20) 0,58
Mortalidad hospitalaria 18 (29) 3(23) 0,75 15 (30) 6 (24) 0,59

Caracteristicas demogréficas y clinicas segun el estatus de deficiencia y deficiencia
severa de 25(0OH)D. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartilico) o frecuencia
(porcentaje).



Parédmetros

Leucocitos (10°/uL)
Hb (g/dL)
Plaquetas (103/pL)

TP (%)
pH

SvO, (%)

Glucosa (mg/dL)
Urea (mg/dL)

Creatinina (mg/dL)

FG (ml/min/1,73 m?)
Sodio (mmol/L)
Potasio (mmol/L)
Bilirrubina (mg/dL)
Calcio (mg/dL)
Albdmina (g/dL)
Fésforo (mg/dL)
Magnesio (mg/dL)
Lactato (mmol/L)
PCT (ng/mL)

PCR (mg/dL)

PTX3 (ng/mL)

PTH (pg/mL)
FGF23 (pg/mL)

25(0OH) D
(ng/mL)

25(OH) Dlibre
medida (pg/mL)

25(OH) D libre
calculada (pg/mL)

1,25(0H), D (pg/mL)

VDBP (ng/mL)

Catelicidina (ng/mL)

B-2-defensina
(pg/mL)

Vitamina D
deficientes
(<20ng/mL)
(n=62)
11,4 (6,6-17,8)
11,9 (9,7-14)

142 (94-223)

62,5 (50,5-83,3)

7,33 (7,25-7,37)

73,1 (60,8-78,9)

120 (96-157)
82 (49-140)

1,81 (0,92-3,07)

44 (19-73)
138(136-141)
4,4 (3,6-5,1)
0,92 (0,5-1,9)
79 (7,5-8,3)

2,6 (21-3)
3,8 (3,0-4,8)
1,9(1,7-2,3)

2,9 (1,3-5)

12,2 (1,6-54,7)
22,4 (10,2-25)

60 (19,3-177,4)

67 (40-203)
2,0(2,0-65,7)

8.1 (4,7-11,4)

1,5 (0,3-2,9)

4,2 (2,3-6,9)

19,5 (12-32,5)

138980
(21390-187990)

1,22 (0,72-1,91)

493 (259-1285)

No vitamina D
deficientes
(>20ng/mL)
(n=13)

11,2 (4,2-23)
14,0 (10,7-15,2)

170 (95-234)

75,0 (47,0-81,0)
7,34 (7,25-7,40)

68,5 (60,5-78,8)

135 (107-165)
82 (67-151)

1,39 (0,91-2,62)

35 (28-61)
137(135-140)
4,1 (3,6-5,0)
1,0(0,7-3,0)
7,6 (7,4-8,0)
2,7 (2,4-3,1)
3,7 (2,4-6,6)
1,7 (1,6-2,2)
2,8(1,3-3,2)

11 (1,1-21)
25 (12,9-25)

151,8 (67,1-250)

82 (38-161)
2,0(2,0-2¢,2)

27,6 (21,5-29,4)
7,72 (5,2-8,4)

11,3 (9,3-22,4)

34,0 (20-44)

157450
(113760-186560)

1,39 (0,56-2,24)

226 (203-570)

0,86
0,18
0,65

0,52

0,24

0,87

0,51
0,32

0,62

0,54
0,47
0,52
0,32
0,73
0,53
0,67
0,1
0,42
0,39
0,31

0,10

0,61
0,29

<0,001

<0,001

<0,001
0,13

0,37

0,51

0,04

Vitamina D
deficientes
severos
(<12ng/mL)
(n=50)

11,3 (6-18,5)
11,7 (9,6-14)
168 (109-264)

62,0
(51,0-84,0)

7,34
(7,27-7,37)

75,2
(64,8-79,8)

122 (96-155)
84 (49-163)

1,85
(0,91-3,08)

36 (18-74)
139 (135-142)
4,4 (3,6-5,3)
0,9 (0,5-1,6)
79 (7,4-8,2)

2,5(21-3)
3,7 (3,0-4,7)
2,0(1,7-2,4)

2,8 (1,3-5)

13 (2-64)
22,7 (11-25)

63,8
(22-171,6)

105 (51-215)
2,0(2,0-54,7)

7,0 (4,0-9,4)

111
(0,30-2,03)

3,32
(1,91-6,11)

19(12-34)
144150

(92230-188470)

1,20 (0,77-1,7)

563
(277-1459)
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Vitamina D
no deficientes
severos
(>12ng/mL)
(n=25)

11,3 (6-16,9)

13,1 (10,4-14,8)

141 (86-189)

73,5
(48,5-81,0)

7,32
(7,24-7,37)

65,8
(59,3-76,6)

120 (93-167)
67(50-100)

1,50
(0,92-2,37)

44 (29-64)
137 (136-139)
4,2 (3,7-4,9)
0,95(0,6-3,2)
7.9 (7,5-8,3)
2,9(2,3-3,2)
3,9 (2,9-5,4)
1,8 (1,6-2,2)
2,6 (1,7-3,4)
7,3 (0,7-23,5)
23,5 (10-25)

87,5
(34,7-250)

42 (25-87)
2,0 (2,0-70,0)

19,3
(15,0-27,6)

5,29
(4,02-8,03)

9,56
(7,51-12,84)

29 (17,5-40,3)
149630

(111770-184910)

1,41
(0,55-2,22)

243 (175-557)

0,95
0,19
0,086

0,69

0,98

0,056

0,84
0,075

0,49

0,38

0,43

0,42

0,32

0,44

0,078
0,86

0,058
0,87
0,056
0,73

0,58

0,003
0,94

<0,001

<0,001

<0,001
0,032

0,48

0,40

0,015

Caracteristicas bioquimicas segin el estatus de deficiencia y deficiencia severa de
25(0OH)D. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartilico).



47. ANALISIS DE LAS DIFERENCIAS EN LOS PARAMETROS
BIOQUIMICOS Y CLINICOS ENTRE PACIENTES CON Y SIN
HIPERPARATIROIDISMO SECUNDARIO A DEFICIT DE VITA-
MINA D

Un total de 47 pacientes (62,6%) tenian niveles de PTH por encima de 55 pg/mL.

El hiperparatiroidismo secundario a déficit de vitamina D se defini6 como valores de
PTH superiores a 55 pg/mL con valores de 25(0OH) D inferiores a 20 ng/mL.

Segun esta definicidn, un total de 38 pacientes (50,7%) de los pacientes presentaron hi-
perparatiroidismo secundario a déficit de vitamina D. Si se hubieran aplicado los criterios
de la Endocrine Society, este porcentaje se elevaria a un 57,3%.

41 pacientes (54,7%) presentaron niveles de PTH superiores a 55 pg/mL y niveles de cal-
cio inferiores a 8,5 mg/dL, de los cuales 35 (85,3%) tenian niveles deficientes de 25(0OH)
D (<20 ng/mL), 5 (12,2%) tenian niveles de 25(0OH) D insuficientes (20-30 ng/mL) y sélo 1
paciente (2,5%) presenté niveles de 25(0OH) D superiores a 30 ng/mL.

Cuando se compardé el grupo de hiperparatiroidismo secundario con respecto al que no
presentd hiperparatiroidismo secundario, se presentaron porcentajes significativamente
menores de SDRA. No hay diferencias significativas entre ambos grupos en relacién al
resto de parametros demograficos y clinicos (Tabla 19).

En relacién a los parametros bioquimicos, se observaron diferencias significativas para la
PTH, entre ambos grupos. El grupo con hiperparatiroidismo secundario presenté nive-
les de PTH significativamente mayores que los que no presentaron hiperparatiroidismo
secundario (132,5 pg/mL (80,1-236,6) vs. 39,2 pg/mL (25,3-57,2); p<0,001) y significati-
vamente menores de 25(0OH) D (8 ng/mL (4,5-10,7) vs. 15,3 ng/mL (6,6-21,8); p<0,001) y
de 25(0OH) D libre medida y calculada (1,28 pg/mL (0,70-2,57) vs. 3,75 pg/mL(1,63-5,62)
y 3,56 pg/mL(1,99-6,17) vs. 7,6 pg/mL (3,57-11,09); p<0,001 y p<0,001; respectivamente)
asi una tendencia de niveles elevados de B-2-defensina (542 (351,5-1104,5) vs. 279,5
(184-1359,5); p=0,065) pero no existen diferencias entre los dos grupos en relacion a
los niveles de calcio sérico (7,98 mg/dL (7,52-8,39) vs. 7,77 mg/dL (7,44-8,17); p=0,14) ni
creatinina (1,5 mg/dL (0,9-2,7) vs. 1,9 mg/dL (1-3,1); p=0,26) ni tampoco con respecto al
resto de pardmetros (Tabla 20).



Caracteristicas

Edad (afios)
Masculino
Inmunosupresién

fndice Charlson

Foco primario de infeccidn

Pulmon

Abdomen

Tracto urinario

Tejidos blandos
Cateter

Otros

Infeccién nosocomia
SAPS I

APACHE Il

SOFA

Ne disfuncién orgdnica
Ventilacién mecdnica
SDRA

HFVVC

Bacteriemia
Mortalidad UCI
Mortalidad hospitalaria

Estancia UCI (dias)

Estancia hospitalaria (dias)

No hiperparatiroidismo secundario

(n=37)
63 (41-72)
22 (59,5)
14 (37,8)
4,3(1-6,7)

19 (51,3)
8 (21,6)
4(10,8)
0(0)
127
4(10,8)
17 (45,9)

41 (34,2-63)

20 (14,8-28)
10 (6-15,2)
3 (2-4)
23 (62,6)
9 (24,3)
8 (21,6)
8 (21,6)
8 (21,6)
6(16,2)

5.9 (3,2-9,9)

12,9 (10,2-21,9)

Hiperparatiroidismo secundario

(n=38)
68 (58-75)
30 (78,9)
11 (28,9)
3,9 (2.9-6,1)

11(28,9)
16 (42,1)
5(13,2)
1(2,6)
1(2,6)
5(13,2)
12 (31,6)

44 (32-64,5)

22 (16,5-26,5)
9 (4,5-13)
2 (2-4)
16 (42,1)
2(5,3)
3(79)

15 (39,5)

10 (26,3)

15 (39,5)
9.9 (2,9-99)
14,4 (5,9-19,9)

4. Resultados

0.1
0,12
0,46
0,64

0,44

0,23
0,93
0,88
0,35
0,32
0,068
0,023
0,1
0,13
0,79
0,43
0,32

0,59

Caracteristicas demogréficas y clinicas seguin el estado de hiperparatiroidismo secun-
dario. Los datos se expresan como mediana (rango intercuartilico) o frecuencia (porcentaje).



Pardmetros

Creatinina (mg/dL)
FG (mL/min/1.73 m2)
Calcio (mg/dL)
Albumina (g/dL)
Fésforo (mg/dL)
Magnesio (mg/dL)
Lactato (mmol/L)
PCT (mg/dL)

PCR (mg/dL)

PTX3 (ng/mL)

PTH (pg/mL)
FGF23 (pg/mL)
25(OH)D (ng/mL)

25(OH) D libre medida
(pg/mL)

25(OH) D libre calculada

(pg/mL)
1,25(0H), D (pg/mL)

VDBP (ng/mL)
Catelicidina (ng/mL)

B-2-defensina (pg/mL)

Caracteristicas bioquimicas segun el estado de hiperparatiroidismo secundario. Los

No hiperparatiroidismo secundario

(n=37)
1,5(0,9-2,7)
46 (27-80)

7,98 (7,52-8,39)
2,71 (2,15-3,15)
4,08 (2,67-4,95)
1,82 (1,65-2,23)
2,7 (1,2-6,5)
9,9 (0,94-34,7)
22,9 (9,1-25)
84,7 (25,9-225,9)
39,2 (25,3-57,2)
2,0 (2,0-57,8)
15,3 (6,6-21,8)

3,75 (1,63-5,62)

7,6 (3,57-11,09)
16 (8,5-39,7)
143630 (85020-178170)
1,35 (0,56-2,18)

279,5 (184-1359,5)

Hiperparatiroidismo secundario

(n=38)
1,9 (1-3,1)

35 (18,5-60)
7,77 (7,44-8,17)
2,51 (2,22-3)
3,73 (3,13-4,81)
1,89 (1,72-2,33)
2,6 (1,3-4,1)
13 (1,9-56)
22,8 (11,9-25)
50,6 (23,1-183,2)
132,5 (80,1-236,6)
2,0 (2,0-63,5)
8 (4,5-10,7)

1,28 (0,70-2,57)

3,56 (1,99-6,17)
19 (11,8-29)
144380 (110130-197560)
1,20 (0,74-2,04)

542 (351,5-1104,5)

datos se expresan como mediana (rango intercuartilico).

p

0,26
0,18
0,14
0,40
0,81
0,28
0,59
0,27
0,64
0,43
<0,001
0,23
<0,001

<0,001

<0,001
0,75
0,28
0,45

0,065



4. Resultados

4.8. ANALISIS DE LOS PARAMETROS DEL METABOLISMO
DE LA VITAMINA DY DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO
ANALIZADOS EN RELACION A PARAMETROS CLINICOS

4.8.1. Estancia hospi’calaria y estancia en UCI

Con respecto a la estancia en UCI, de los pardmetros bioquimicos del metabolismo de
la vitamina D, metabolismo fosfocélcico y de inflamacién, se observa una correlacién
significativa negativa con la albumina (r=-0,281, p=0,015) y una tendencia positiva con el
magnesio (r=0,231, p=0,051) (Tabla 21).

Con respecto a la estancia hospitalaria, de los pardmetros estudiados, sélo se observa
una correlacién significativa positiva con la catelicidina (r=0,271, p=0,020) (Tabla 21).

Parametros bioquimicos

Estancia UCI

Estancia hospitalaria

Calcio (mg/dL) -0,099
Albumina (g/dL) -0,281
Fésforo (mg/dL) 0,098
Magnesio (mg/dL) 0,231

Lactato (mmol/L) 0,115

PCT (mg/dL) -0,185
PCR (mg/dL) -0,003
PTX3 (ng/mL) 0,104

PTH (pg/mL) -0,087
FGF23 (pg/mL) 0,154
25(OH)D (ng/mL) -0,045
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,005
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,040
1,25(0H), D (pg/mL) -0,038
VDBP (ng/mL) -0,098
Catelicidina (ng/mL) 0,074
B-2-defensina (pg/mL) 0,018

0,408
0,015
0,415
0,051
0,336
0,117
0,980
0,382
0,470
0,196
0,707
0,964
0,736
0,750
0,412
0,539
0,879

-0,024
-0,135
-0,075
0,030
-0,072
-0,096
0,031

0,041

0,003
-0,062
-0,027
0,069
0,032
-0,237
-0,001
0,271

-0,054

0,842
0,250
0,526
0,799
0,550
0,421

0,792
0,731

0,981

0,601

0,818
0,559
0,785
0,042
0,991

0,020
0,648

Correlacién de los parédmetros bioquimicos estudiados con respecto a la estancia en

UCl y hospitalaria.



4.8.2. Foco primario de infeccidn

Se compararon globalmente los niveles de los diferentes pardmetros del metabolismo
de la vitamina D, del metabolismo fosfocalcico y de los pardmetros de inflamacién con
respecto al foco primario de infeccion. Hallandose diferencias significativas para los ni-
veles de calcio (p=0,007), albdmina (p=0,004), lactato (p=0,035), PTX3 (p=0,026) y VDBP
(p=0,023), (Tabla 22).

Pardametros bioquimicos Foco primario de infeccién
e
Calcio (mg/dL) 0,007
Albtmina (g/dL) 0,004
Rt (Y 0,134
Magnesio (mg/dL) 0,723
Lactato (mmol/L) 0,035
PCT (mg/dL) 0,192
PCR (mg/dL) 0,088
PTX3 (ng/mL) 0,026
PTH (pg/mL) 0,302
FGF23 (pg/mL) 0,615
25(OH)D (ng/mL) 0,494
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,082
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,538
1,25(0OH), D (pg/mL) 0,068
VDBP (ng/mL) 0,023
Catelicidina (hg/mL) 0,676
B-2-defensina (pg/mL) 0,626

Asociacién de los pardmetros bioquimicos estudiados con el foco primario de infeccién.

Cuando se compararon grupo a grupo, se obtuvieron los siguientes resultados.

La mediana de los niveles séricos de calcio fue significativamente menor en pacien-
tes con infeccién abdominal con respecto a pacientes con infeccién del tracto urinario
(ITU) (7,54 mg/dL (6,93-7,89) vs. 7,99 mg/dL (7,72-8,35); p=0,023) y con respecto a aque-
llos pacientes con infeccion pulmonar (7,54 mg/dL (6,93-7,89) vs 8,02 mg/dL (7,66-8,35);
p=0,002).

La mediana de los niveles séricos de albdmina fue significativamente menor en pacientes
con infeccién abdominal con respecto a pacientes con ITU (2,29 g/dL (1,97-2,66) vs. 2,95
g/dL (2,59-3,02); p=0,001) y con infeccién pulmonar (2,29 g/dL (1,97-2,66) vs 2,92 g/dL
(2,30-3,18); p=0,002).



4. Resultados

La mediana de los niveles séricos de PTX3 fue significativamente mayor en pacientes con
infeccion abdominal con respecto a pacientes con ITU (105,05 ng/mL (35,02-250) vs. 14,3
ng/mL (4,35-29,15); p=0,001); y significativamente mayores en pacientes con infeccién
pulmonar con respecto a aquellos con ITU (74,80 ng/mL (31,07-156,75) vs (14,3 ng/mL
(4,35-29,15); p=0,015).

La mediana de los niveles séricos de lactato fue significativamente mayor en pacientes
con infeccién abdominal con respecto a pacientes con infeccién en piel y/o tejidos blan-
dos (3,1 mmol/L (2-8,9) vs. T mmol/L (0,9-2,1); p=0,006) y con respecto a pacientes con
ITU (3,1 mmol/L (2-8,9) vs. 1,2 mmol/L (0,8-3,4); p=0,031).

La mediana de los niveles séricos de VDBP fue significativamente menor en pacientes
con infeccién abdominal con respecto a pacientes con ITU (114006 ng/mL (82734-135834)
vs.188470 ng/mL (117179-262400); p=0,014) y con respecto a pacientes que presentaron
infeccion pulmonar (114006 ng/mL (82734-135834) vs.166542 ng/mL (134637-192186);
p=0,003).

No se observaron asociaciones significativas entre los demas pardmetros y el foco pri-
mario de infeccion.

4.8.3. Indices de graveclo.cl

El indice de gravedad SOFA, exhibié una correlacién significativamente negativa con la
albimina (r=-0,430, p<0,001), los niveles de VDBP (r=-0,373, p=0,001) y con la catelici-
dina (r=-0,246, p=0,034) y positiva con la PTX3 (r=0,378, p=0,001) y el lactato (r=0,487,
p<0,001), la PTX3 (r=0,378, p=0,001) y el lactato (r=0,487, p<0,001) (Tabla 23).

APACHE Il mostré una asociacion significativa negativa con el calcio (r=-0,300, p=0,009),
la albdmina (r=-0,405, p<0,001), la 1,25(CH), D (r=-0,304, p=0,008), con la VDBP
(r=-0,530, p=0,002) y la catelicidina (r=-0,231, p=0,048), y una asociacién significativa
positiva con el fésforo (r=0,352, p=0,002), con la PCT (r=0,264, p=0,025), con la PTX3
(r=0,402, p<0,001), con el lactato (r=0,351, p=0,003) y con los niveles de FGF23 (r=0,275,
p=0,018) (Tabla 23).

SAPS Il se correlacioné positivamente con el fésforo (r=0,382, p=0,001), la PTX3 (r=0,449,
p<0,001,) el lactato (r=0,420, p<0,001), el FGF23 (r=0,301, p=0,009) y con la 25(OH) li-
bre calculada (r=0,238, p=0,041), y negativamente con los niveles de calcio (r=-0,231,
p=0,048), de albimina (r=-0,400, p<0,001), de 1,25(CH), D (r=-0,315, p=0,006), de VDBP
(r=-0,332, p=0,004) y de catelicidina (r=-0,240, p=0,039) (Tabla 23).



Pardmetros bioquimicos SOFA APACHE II SAPS 1|

Calcio (mg/dL) 0,140 0,235 -0,300 0,009 -0,231 0,048
Albumina (g/dL) -0,430 <0,001 -0,405 <0,001 -0,400 <0,001
Fésforo (mg/dL) 0,190 0,105 0,352 0,002 0,382 0,001
Magnesio (mg/dL) 0,216 0,065 0,009 0,937 0,055 0,641
Lactato (mmol/L) 0,487 <0,001 0,351 0,003 0,420 <0,001
PCT (mg/dL) 0,160 0,179 0,264 0,025 0,158 0,184
PCR (mg/dL) 0,010 0,931 -0,051 0,669 -0,04 0,739
PTX3 (ng/mL) 0,378 0,001 0,402 <0,001 0,449 <0,001
PTH (pg/mL) -0,079 0,501 0,050 0,672 0,012 0918
FGF23 (pg/mL) 0,203 0,083 0,275 0,018 0,301 0,009
25(OH)D (ng/mL) -0,090 0,448 -0,057 0,629 0,007 0,953
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,083 0,484 0,026 0,829 0,069 0,558
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,183 0,118 0,185 014 0,238 0,041
1,25(0OH), D (pg/mL) -0,260 0,025 -0,304 0,008 -0,315 0,006
VDBP (ng/mL) -0,373 0,001 -0,530 0,002 -0,332 0,004
Catelicidina (ng/mL) -0,246 0,034 -0,231 0,048 -0,240 0,039
B-2-defensina (pg/mL) 0,024 0,842 0,110 0,350 0,081 0,495

Correlacién de los parametros bioquimico estudiados con paréametros de gravedad.



4. Resultados

4.8.4. Bacteriemia

No se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes pardmetros
bioquimicos analizados y la presencia o no de bacteriemia (Tabla 24).

Parametros bioquimicos Bacteriemia
T

Calcio (mg/dL) 0,257
Albtamina (g/dL) 0,704
Fésforo (mg/dL) 0,509
Magnesio (mg/dL) 0,288
Lactato (mmol/L) 0,063
PCT (mg/dL) 0,152

PCR (mg/dL) 0,152

PTX3 (ng/mL) 0,646
PTH (pg/mL) -0,096
FGF23 (pg/mL) 0,313
25(OH)D (ng/mL) 0,236
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,302
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,513

1,25(0H), D (pg/mL) 0,547
VDBP (ng/mL) 0,670
Catelicidina (ng/mL) 0,031

B-2-defensina (pg/mL) 0,257

Asociacién de los pardmetros bioquimicos estudiados con la bacteriemia.



4.8.5. Tipo de germen

Con respecto al tipo de germen, entre los pardmetros bioquimicos analizados, solo se
observaron diferencias en los niveles séricos de catelicidina y calcio. Asi, pacientes con
infeccion por germen Gram positivo presentaron niveles significativamente mayores de
catelicidina y calcio que aquellos que tuvieran infeccién por germen Gram negativo (1,35
ng/mL (0,85-2,13) vs. 0,81 ng/mL (0,17-1,27); p=0,03; 7,98 mg/dL (7,51-8,36) vs. 7,60 mg/
dL (6,91-7,96); p=0,043), respectivamente (Tabla 25).

Parametros bioquimicos Tipo de germen
I

Calcio (mg/dL) 0,043
Albimina (g/dL) 0,704
Fésforo (mg/dL) 0,917

Magnesio (mg/dL) 0,202
Lactato (mmol/L) 0,239
PCT (mg/dL) 0,236
PCR (mg/dL) 0,373
PTX3 (ng/mL) 0,646
PTH (pg/mL) -0,379
FGF23 (pg/mL) 0,704
25(OH) D (ng/mL) 0,466
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,481

25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,787

1,25(0H), D (pg/mL) 0,492
VDBP (ng/mL) 0,766
Catelicidina (ng/mL) 0,003
B-2-defensina (pg/mL) 0,506

Asociacién de los parédmetros bioquimicos estudiados con el tipo de germen.
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4.8.6. SDRA

Sélo se hallaron tendencias no significativas con relacién a la presencia de SDRA hacia
niveles aumentados de fésforo (p=0,063) y disminuidos de VDBP (p=0,067) (Tabla 26).

Pardmetros bioquimicos SDRA
IR

Calcio (mg/dL) 0,927
Albtimina (g/dL) 0,162
Fésforo (mg/dL) 0,063
Magnesio (mg/dL) 0,335
Lactato (mmol/L) 0,199
PCT (mg/dL) 0,199
PCR (mg/dL) 0,070
PTX3 (hg/mL) 0,111
PTH (pg/mL) 0,102
FGF23 (pg/mL) 0,78
25(OH) D (ng/mL) 0,632
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,34
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,47
1,25(0H), D (pg/mL) 0,319
VDBP (ng/mL) 0,067
Catelicidina (ng/mL) 0,71
B-2-defensina (pg/mL) 0,732

Asociacién de parémetros bioquimicos estudiados con el SDRA.



4.8.7. Ventilacién mecdnica

Se hallaron diferencias significativas con respecto a la necesidad de ventilaciéon mecani-
ca en los siguientes pardmetros: albumina (p=0,004), lactato (p=0,004), PTX3 (p=0,007),
1,25(0OH), D (p=0,020) y VDBP (p=0,003) (Tabla 27).

Asi, como una tendencia en el fésforo (p=0,055), el FGF23 (p=0,099) y la 25(CH) D libre
calculada (p=0,059).

Pardametros bioquimicos Ventilacién mecdnica
I
el (sl 0,281
Albtmina (g/dL) 0,004
Fésforo (mg/dL) 0,055
Magnesio (mg/dL) 0,458
Lactato (mmol/L) 0,004
PCT (mg/dL) 0,783
PCR (mg/dL) 0,630
PTX3 (ng/mL) 0,007
PTH (pg/mL) 0,052
FGF23 (pg/mL) 0,099
25(OH)D (ng/mL) 0,944
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,361
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,059
1,25(OH),D (pg/mL) 0,020
VDBP (hg/mL) 0,003
Catelicidina (ng/mL) 0,207
BoLd e el 0922

Asociacién de los pardmetros bioquimicos estudiados con la ventilacion mecanica.

Pacientes que requirieron ventilacion mecénica mostraron niveles de albimina signi-
ficativamente menores que aquellos que no la necesitaron (2,38 g/dL (2-2,96) vs. 2,9
g/dL (2,48-3,05); p=0,004), de PTH (57,75 pg/mL (38,5-127,6) vs. 104,9 pg/mL (52,5-
234,8); p=0,032), de 1,25(0H), D (18,5 pg/mL (10,8-32,5) vs. 25 pg/mL (15-42); p=0,020)
y de VDBP (133326 ng/mL (74773-172846) vs. (163158 pg/mL (134472-203420); p= 0,003).

Sin embargo, en los pacientes que necesitaron ventilacién mecénica se hallaron niveles
significativamente mayores de PTX3 comparado con los pacientes que no la necesitaron
(106,7 ng/mL (35,2-250) vs. 38,5 ng/mL (17,6-112,2); p=0,007) y de lactato (3,4 mmol/L
(2-6,6) vs. 2,1 mmol/L (1-3,4); p=0,004).
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4.8.8. Necesidad de HFVVC

Se observaron diferencias significativas en relacién a la necesidad de HFVVC para la al-
bdmina (p=0,001), el fésforo (p=0,03), el lactato (p=0,001), la PTX3 (p=0,018), el FGF23
(p=0,012), la 1,25(CH), D (p=0,038) y la VDBP (p=0,001) (Tabla 28). Ademas, se observo
una tendencia no significativa en los niveles de PTH (p=0,061) y de 25(OH) D libre calcu-
lada (p=0,053).

Parédmetros bioquimicos HFVVC
I

Calcio (mg/dL) 0,744
Albumina (g/dL) 0,001
Fésforo (mg/dL) 0,030
Magnesio (mg/dL) 0,216
Lactato (mmol/L) 0,001
PCT (mg/dL) 0,832
PCR (mg/dL) 0,725
PTX3 (ng/mL) 0,018
PTH (pg/mL) 0,061
FGF23 (pg/mL) 0,012
25(0OH)D (ng/mL) 0,808
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,292
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,053
1,25(OH) D (pg/mL) 0,038
VDBP (ng/mL) 0,001
Catelicidina (ng/mL) 0,849
B-2-defensina (pg/mL) 0,958

Asociacién de los parametros bioquimicos estudiados con la HFVVC.

Pacientes que requirieron HFVVC presentaron niveles de albimina significativamen-
te menores que aquellos que no la necesitaron (2 g/dL (1,9-2,3) vs. 2,7 g/dL (2,3-3),
p=0,001), de 1,25(0OH), D (13,5 pg/mL (7,8-28,8) vs. 22 pg/mL (14,5-38,5), p=0,038) y de
VDBP (81384 ng/mL (59465-136664) vs. 152192 ng/mL (121752-190839, p=0,001).

Sin embargo, aquellos pacientes que necesitaron HFCCV presentaron niveles de FGF23
significativamente mayores que pacientes que no la requirieron (74,3 pg/ml (23,2-253,1)
vs. 2 pg/mL (2-36,7); p=0,012), de fésforo (4,5 mg/dL (3,8-6) vs. 3,7 mg/dL (2,9-4,8); p=
0,03), de PTX3 (194,7 ng/mL (60,77-250,00) vs 57,02 ng/mL (17,6-140,80); p=0,018) y de
lactato (5 mmol/L (3,1-9,3) vs. 2,6 mmol/L (1,2-3,9); p=0,01).



4.9.

ANALISIS DE LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS ANALI-

ZADOS EN RELACION CON LA MORTALIDAD HOSPITALA.-

RIA

En las tablas 8 y 9 se muestran los resultados obtenidos para los parametros demografi-
cos, clinicos y bioquimicos al ingreso en UCI, en relacion con la mortalidad hospitalaria.

Se hallaron diferencias estadisticamente significativas entre supervivientes y no supervi-
vientes para la inmunosupresion (p=0,05), los indices de gravedad SAPS Il (36 (29,5-50,2)
vs. 61 (53,5-69), p<0,001), APACHE Il (19,5 (14-25,2) vs. 25 (22-30), p<0,001) y SOFA (9
(7-12) vs. 14 (10-17,5); p<0,001), el nimero de disfunciones organicas (2 (1-3,2) vs. 4 (3-5);
p<0,001), necesidad de ventilacién mecanica (p<0,001) y de HFVVC (p=0,009) y la estan-
cia hospitalaria (15,5 dias (10,5-22,5) vs. 6,9 dias (2,5-14,5), p=0,05).

No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas para la edad (p=0,12), el
sexo (p=0,58), la procedencia de los pacientes (p=0,13), la infeccién nosocomial (p=0,79),
la bacteriemia (p=0,41), el tipo de germen (p=0,75), la estancia en UCI (p=0,10) y el indi-
ce Charlson (p=0,28), aunque si una tendencia en relacién al foco primario de infeccién
(p=0,053).

Asi, los no supervivientes estaban mas gravemente enfermos, como se refleja en las
puntuaciones de los indices de gravedad significativamente mas elevadas y un mayor
numero de disfunciones organicas que los supervivientes al ingreso en UCI. También
requirieron ventilaciéon mecanica y hemofiltraciéon en un mayor porcentaje de casos en
comparacién con los supervivientes. Los no supervivientes presentaron significativa-
mente mayores casos de inmunosupresion.

Cuando se compararon los niveles séricos 25(OH) D, los pardmetros del metabolismo
fosfocalcico y péptidos antimicrobianos dependientes de vitamina D entre el grupo de
supervivientes y no supervivientes, no se obtuvieron diferencias estadisticamente signi-
ficativas para el calcio (p=0,43), la PTH (p=0,97), la 25(OH) D (p=0,65), la 25(OH) D libre
medida (p=0,24), la 1,25(0H), D (p=0,11) y la B-2-defensina (p=0,67), aunque si una ten-
dencia hacia niveles aumentados de 25(0OH) D libre calculada (p=0,067) y disminuidos
de catelicidina (p=0,086).

Por el contrario, los supervivientes presentaron niveles séricos de albumina (2,7 g/dL
(2,2-3) vs. 2,4 g/dL (1,9-3); p=0,024) y de VDBP significativamente mayores que los no
supervivientes (155067ng/mL (127411-206900) vs. 85572 ng/mL (62973-147691); p<0,001).
Mientras que los supervivientes mostraron niveles significativamente menores de fésfo-
ro (3,5 mg/dL (2,6-4,5) vs. 4,5 mg/dL (3,7-6); p=0,004), PTX3 (41,9 ng/mL (14,3-124,3) vs.
114,4 (56,1-250); p=0,09) y FGF23 (2 pg/mL (2-55,1) vs. 28,5 pg/mL (2-212,4); p=0,029)
(Tabla 9, Figura 22).

Tampoco se han encontrado diferencias significativas entre supervivientes y no supervi-
vientes con respecto al estado nutricional de la vitamina D segun criterios de la Endocrine
Society (p=0,588), ni con los criterios de la IOM (p=0,64) ni con los criterios de la Interna-
tional Conference (p=0,83). Ni con respecto a la deficiencia severa de vitamina D (p=0,59).

Asimismo, tampoco se han encontrado diferencias entre supervivientes y no supervi-
vientes entre los pacientes que presentaron hiperparatiroidismo secundario de los que
no (p=0,61).
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Diagrama de caja de los niveles de albimina, fésforo, PTX3, FGF23 y VDBP en relacién a
la mortalidad hospitalaria.



491. Andlisis de regresién y curvas COR de la 25(OH) D, pardme-
tros del metabolismo fosfocdlcico, pép’cidos antimicrobianos depen-
dientes de la vitamina D y parametros de inflamacién en relacién
con la mortalidad hospi’calaria

A continuacion, se presentan las curvas COR, de los diferentes parametros con potencial
utilidad pronéstica en relacion a la mortalidad hospitalaria (Tabla 29, Figura 23).

Entre los pardmetros de gravedad estudiados, el SAPS Il es el que presenta una mayor
area bajo la curva (AUC=0,81), seguido del SOFA (AUC=0,79) y del APACHE Il (AUC=0,73).

Entre los pardmetros bioquimicos relacionados con la vitamina D, la VDBP logré la mejor
AUC para la prediccion de mortalidad hospitalaria (AUC=0,78). El punto de corte 6ptimo
fue de 114250 ng/mL, con una sensibilidad del 62% y una especificidad del 81,1%.

La segunda mejor AUC es la del fésforo (AUC=0,70), seguida de la albdmina (AUC=0,67),
el FGF23 (AUC=0,65), la 25(0OH) D libre medida (AUC=0,64) y la catelicidina (AUC=0,63).

La curva ROC para la PTX3 obtiene un drea bajo la curva cercano al 0,70, més elevada que el
AUC para la PCT (AUC=0,53) y la PCR (AUC=0,48) pero mas bajo que la del lactato (AUC=0,79).

AUC IC 95% P
APACHE Il 0,73 0,61-0,84 0,003
SAPS I 0,81 0,71-0,92 <0,001
SOFA 0,79 0,67-0,90 0,001
Calcio (mg/dL) 0,58 0,41-0,74 0,32
Albtmina (g/dL) 0,67 0,52-0,81 0,027
Fésforo (mg/dL) 0,70 0,57-0,83 0,007
Magnesio (mg/dL) 0,58 0,44-0,73 0,28
Lactato (mmol/L) 0,79 0,69-0,89 <0,001
PCT (ng/mL) 0,53 0,40-0,67 0,75
PCR (mg/dL) 0,48 0,40-0,62 092
PTX3 (ng/mL) 0,70 0,58-0,82 0,017
PTH (pg/mL) 0,50 0,36-0,64 0,97
FGF23 (pg/mL) 0,65 0,73-0,83 0,051
25(OH) D (ng/mL) 0,53 0,39-0,68 0,62
1,25(0H), D (pg/mL) 0,57 0,43-0,71 0,33
25(OH) D libre medida (pg/mL) 0,63 0,50-0,78 0,25
25(OH) D libre calculada (pg/mL) 0,59 0,44-0,73 0,67
VDBP (ng/mL) 0,78 0,66-0,90 <0,001
Catelicidina (ng/mL) 0,63 0,49-0,78 0,074
B-2-defensina (pg/mL) 0,45 0,31-0,60 0,61

AUC de los parémetros a estudio en relacién a la mortalidad hospitalaria.
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En la tabla 30 se muestran los odds-ratio (OR) y su IC 95% de las variables clinicas y bio-
quimicas significativamente diferentes en relacion a la mortalidad hospitalaria calculadas
mediante un modelo de regresién logistica binaria univariante y multivariante obtenido a
partir de un algoritmo de seleccién paso a paso, considerando todas las variables signifi-
cativas salvo la ventilacién mecanica para evitar un efecto de colinealidad. Dicho modelo
resulta adecuado segun el test de razén de verosimilitud (p<0,001), con una AUC de 0,95
(IC 95%: 0,89-0,99). En el modelo multivariante ya simplificado, las variables significativa-
mente asociadas al exitus, fueron la inmunodepresién, el SDRA, puntuaciones elevadas
de SAPS Il y niveles disminuidos de VDBP.

Univariante Multivariante

EI RN
Inmunodepresién 3,06 1,07-8,77 0,037 33,01 3,98-701,2 0,006
APACHEII 1,09 1,02-1,16 0,012 0,88 0,73-1,02 0,14
SAPS I 1,06 1,03-1,10 <0,001 1,14 1,06-1,28 0,005
SOFA 1,19 1,06-1,33 0,002
Ne disfunciones orgdnicas 2,25 1,46-3,45 <0,001
SDRA Si 41,69 3,1-1382 0,013
Ventilacién mecénica Si 35,78 4,45-288,1 0,001
HFVVC Si 6,13 1,57-23,97 0,009
Estancia hospitalaria (dias) 0,99 0,99-1,0 0,68 0,99 0,971 0,09
Albumina (g/dL) >2,03 0,13 0,03-0,51 0,003
Fésforo (mg/dL) >3,82 3,81 1,27-11,39 0,017 5,32 0,91-43 0,08
Lactato (mmol/L) >2,01 17,59 2,19-141,3 0,007
FGF23 (pg/mL) >27,9 2,79 0,98-7,92 0,054
PTX3 (hg/mL) >55 3,87 1,24-12,1 0,02
VDBP (ng/mL) <114250 6,98 2,29-21,37 0,001 0,05 0,003-0,41 0,016

Regresién logistica univariante y multivariante en relacion a la mortalidad hospitalaria.



4. Resultados

499. Andlisis de supervivencia
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a) Supervivencia global

Se produjeron 21 exitus (28,38%) a los 15 dias la probabilidad de supervivencia es del
75,6% y a los 30 dias de 64,9%.

Se muestra a continuacién la curva Kaplan-Meier para la supervivencia global. El test
log-rank detecté diferencias en las curvas de supervivencia entre el nimero de disfun-
ciones, albdmina, inmunodepresion y VDBP (Figura 24).
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Curvas de Kaplan-Meier para la supervivencia global.

Las variables asociadas a la mortalidad global fueron evaluadas mediante el modelo de
Cox univariante y multivariante y se muestran en la tabla 31. La variable foco de infeccion
no se puedo incluir porque hay 0 exitus con origen ITU.

En el modelo univariante, la inmunodepresién, el SDRA, la ventilacién mecanica, el nu-
mero de disfunciones, el SAPS II, el SOFA, el VDBP y la albumina se asociaron significa-
tivamente a la mortalidad global. En el anélisis multivariante, las variables asociadas a un
mayor riesgo de mortalidad de forma significativafueron lapresencia de inmunodepre-
sién y de necesidad de ventilacién mecénica, asi como puntuaciones elevadas de SAPS
Il'y de SOFA y niveles disminuidos de VDBP.



Univariante Multivariante

de corte

Edad 1,02 0,99-1,05 0,233

Femenino 0,78 0,28-2,16 0,635

Inmunodepresién Si 2,63 1,09-6,36 0,032 4,83 1,48-15,82 1,48-15,82
APACHEII 1,05 1-11 0,052

SAPS 1| 1,03 1,01-1,06 0,001 1,04 1,01-1,07 1,01-1,07
SOFA 112 1,02-1,23 0,016 0,84 0,73-0,97 0,73-0,97
Ne disfunciones orgdnicas >4 2,63 1,07-6,44 0,035

SDRA Si 3,02 1,2-7,58 0,019 2,75 0,75-10,18 0,75-10,18
Ventilacién mecdnica Si 16,8 2,25-126 0,006 12,72 1,24-130,62 1,24-130,62
HFVVC Si 2 0,75-5,27 0,163 0,38 0,1-1,44 0,1-1,44
Albumina (g/dL) >2,03 0,33 0,13-0,83 0,018

Fésforo (mg/dL) >3,82 2,52 0,97-6,6 0,059

FGF23 (pg/mL) >27.9 2,3 0,95-5,57 0,064

PTX3 (ng/mL) >55 2,31 0,84-6,37 0,106

25(0OH) D (ng/mL) <1 1,01 0,96-1,07 0,696

VDBP (ng/mL) >114250 0,28 0,12-0,69 0,005 0,161 0,04-0,66 0,04-0,66

Modelo de Cox univariante y multivariante para mortalidad global.
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4. Resultados

b) Supervivencia a 30 dias

Considerando soélo la supervivencia a 30 dias, se producen 19 exitus de un total de 21
(25,68%).

El test log-rank detecté diferencias en las curvas de supervivencia entre albumina y
VDBP, si bien existe tendencia para el nimero de disfunciones, la inmunodepresién, el
fésforo y el FGF23 (Figura 25).
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Curvas de Kaplan-Meier para supervivencia a 30 dias.

En la tabla 32 se muestra el modelo de Cox univariante para las posibles variables pre-
dictoras de mortalidad a 30 diasy para finalizar de forma multivariante.

En el modelo univariante, la ventilacién mecanica, el APACHE II, SAPS I, el SOFA, el
VDBP y la albimina se asociaron significativamente a la mortalidad a 30 dias. En el ana-
lisis multivariante, las variables asociadas a un mayor riesgo de mortalidad de forma sig-
nificativa fueron la presencia de inmunodepresién, la necesidad de ventilacién mecénica
y niveles disminuidos de VDBP.



Univariante Multivariante

de corte

Edad 1,03 0,99-1,06 0,143 ,04 0,99-1,07 0,055
Femenino 0,81 0,29-2,27 0,694
Inmunodepresién Si 2,36 0,96-5,83 0,062 3,88 1,27-11,88 0,018
APACHE II 1,05 1-11 0,046
SAPS 1| 1,04 1,01-1,06 0,001
SOFA 1M 1,01-1,22 0,027 0,88 0,78-1 0,051
Ne disfunciones orgdnicas >4 2,35 0,92-5,97 0,073
SDRA Si 2,62 0,99-6,9 0,052
Ventilacién mecdnica Si 16 2,13-120 0,007 24,67 1,27-230,61 0,005
HFVVC Si 1,76 0,63-4,93 0,282
Albumina (g/dL) >2,03 0,30 0,12-0,77 0,012
Fésforo (mg/dL) >3,82 2,44 0,93-6,44 0,071
FGF23 (pg/mL) >27.9 2,14 0,87-5,27 0,098
PTX3 (ng/mL) >55 2,19 0,79-6,08 0,134
25(0OH) D (ng/mL) <11 1,02 0,96-1,07 0,58
VDBP (ng/mL) >114250 0,30 0,12-0,75 0,009 0,21 0,06-0,73 0,014

Modelo de Cox univariante y multivariante para mortalidad a 30 dias.



¢) Supervivencia a 90 dias

4. Resultados

Al considerar la supervivencia a 90 dias, se produjeron 20 exitus (27,03%).

El test log-rank detectd diferencias en las curvas de supervivencia entre albimina y
VDBP, asi como en el nimero de disfunciones y la inmunosupresién, si bien existe una
tendencia para el fésforo y el FGF23 (Figura 26).
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En la tabla 33 se muestra el modelo de Cox univariante y multivariante para las posibles
variables predictoras de mortalidad a 90 dias.

En el modelo univariante, la inmunodepresién, el SDRA, la ventilacién mecaénica, el nu-
mero de disfunciones, el SAPS I, el SOFA, el VDBP y la albimina se asociaron significa-
tivamente a la mortalidad global. En el anélisis multivariante, las variables asociadas a un
mayor riesgo de mortalidad de forma significativa fueron la presencia de inmunodepre-
sion y de necesidad de ventilacién mecanica, asi como puntuaciones elevadas de SAPS

Il'y de SOFA y niveles disminuidos de VDBP.



Univariante Multivariante

de corte

Edad 1,02 0,99-1,05 0,233
Femenino 0,78 0,28-2,16 0,635
Inmunodepresién Si 2,63 1,09-6,36 0,032 4,83 1,48-15,82 0,009
APACHEII 1,05 1-11 0,052
SAPS I 1,03 1,01-1,06 0,001 1,04 1,01-1,07 0,034
SOFA 112 1,02-1,23 0,016 0,84 0,73-0,97 0,014
Ne disfunciones orgdnicas >4 2,63 1,07-6,44 0,035
SDRA Si 3,02 1,2-7,58 0,019 2,75 0,75-10,18 0,129
Ventilacién mecdnica Si 16,8 2,25-126 0,006 12,72  1,24-130,62 0,033
HFVVC Si 2 0,75-5,27 0,163 0,38 0,1-1,44 0,152
Albtmina (g/dL) >2,03 0,33 0,13-0,83 0,018
Fésforo (mg/dL) >3,82 2,52 0,97-6,6 0,059
FGF23 (pg/mL) >27,9 2,3 0,95-5,57 0,064
PTX3 (ng/mL) >55 2,31 0,84-6,37 0,106
25(OH) D (ng/mL) <11 1,01 0,96-1,07 0,696
VDBP (hg/mL) >114250 0,28 0,12-0,69 0,005 0,161 0,04-0,66 0,011

Modelo de Cox univariante y multivariante para mortalidad a 90 dias.
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51. HIPOVITAMINOSIS D EN PACIENTES CRITICOS CON
SHOCK SEPTICO

En nuestro estudio prospectivo observacional en pacientes criticos adultos con shock
séptico, hemos observado que la prevalencia de deficiencia de vitamina D es muy eleva-
da. Un 82,7% de los pacientes presentaron niveles séricos de 25(0OH) D <20 ng/mL y un
66,7% presentaron hipovitaminosis severa (<12 ng/mL).

La prevalencia de deficiencia de vitamina D a nivel mundial es alta. Se han encontrado
porcentajes de prevalencia de deficiencia de 25(OH) D, definida como valores inferiores
a 20 ng/mL, del 24% en Estados Unidos y del 40% en Europa (307-310). En relacion a
la prevalencia de deficiencia severa de vitamina D, definida como valores de 25(OH) D
inferiores a 12 ng/mL, los porcentajes varian del 5,9% en Estados Unidos hasta el 13% en
Europa (307), hallandose valores mas bajos en ancianos y en nifios (311, 312). En Espana,
también se reproduce esta situacion de deficiencia de vitamina D. Esta deficiencia pue-
de ser explicada dado que la mayor parte de Espafia (incluida Cantabria) se encuentra
por encima de latitudes de 33°, donde la posibilidad de sintetizar vitamina D es escasa
en invierno y primavera y el escaso aporte dietético no puede compensar la falta de
sintesis cutdnea. En Espafia no hay cultura de suplementar los alimentos con vitamina D
ni existe una ley de suplementacién, como ocurre en los paises del Norte de Europa, y
ademas la mayoria de los espafioles tienen una piel mas oscura que dificulta la sintesis
de vitamina D (313, 314). Ademas, la edad, el uso de protectores solares y el aumento de
la obesidad también se asocian a la deficiencia de vitamina D en la poblacién general.

Nuestros datos son coincidentes con los porcentajes hallados anteriormente en dife-



rentes estudios observacionales tanto en pacientes criticos hospitalizados como en pa-
cientes sépticos, que encontraron una prevalencia de deficiencia de vitamina D en un
rango entre el 38% y el 93% en diferentes poblaciones geograficas (248, 249, 258, 266,
267, 315). En estos pacientes, ademas de los aspectos generales comentados, diversos
factores pueden contribuir a esta elevada prevalencia en pacientes criticos, como la he-
modilucién, la falta de produccién y conversion en el higado, la reduccién de la sintesis
de la VDBP en el mismo, un mayor consumo durante la fase aguda de la enfermedad y
de la inflamacién sistémica, y a un aumento de la demanda tisular.

En dos estudios realizados en Centro Europa (Austria), Amrein et al. (258) hallaron que
el 60,2% de los pacientes criticos quirtrgicos y no quirlrgicos, presentaron niveles defi-
cientes de vitamina D (<20 ng/mL) y, de manera similar, Ratzinger et al. (263), en un es-
tudio de cohortes prospectivo con 461 pacientes con sospecha de sepsis, que cumplian
con dos o mas criterios SIRS, midieron la 25(0OH) D el primer dia después del inicio de
los sintomas SIRS siendo la deficiencia de vitamina D del 73,4% (<20 ng/mL). En paises
del Norte de Europa, Ala-Kokko et al. (267), en un estudio prospectivo observacional en
610 pacientes en el ingreso en la UCI con sepsis grave o shock séptico, observaron que
un 55% de los pacientes tenian niveles deficientes de vitamina D (<20 ng/nL). Parekh et
al. (250), en un estudio observacional de 61 pacientes con sepsis y sepsis grave hallaron
que, de los 41 pacientes con sepsis grave, 36 (87,5 %) presentaban niveles deficientes de
vitamina D (<20 ng/mL) y de los 20 pacientes con sepsis, un 62%. En Brasil, Mata-Grana-
dos et al. (316), en un estudio de casos y controles, con 33 pacientes sépticos, hallaron
que la prevalencia de deficiencia de vitamina D fue mas elevada en los pacientes en la
UCI (96,7%) comparado con el grupo control (62%), siendo el punto de corte de 20 ng/
mL y en poblacién tailandesa, Trongtrakul et al. (317) encontraron una prevalencia de
deficiencia de vitamina D del 75% (<20 ng/mL) y un 38% deficiencia severa (<12 ng/mL)
en 83 pacientes con sepsis grave.

En EEUU, Rech et al. (259), en un estudio de cohortes retrospectivo con 121 pacientes
con sepsis grave o shock séptico, evidenciaron que el 54% de los pacientes presentaron
niveles disminuidos de 25(0OH) D, siendo el punto de corte de 15 ng/mL. Por dltimo, en
un estudio transversal en poblacién irani, Shojaei et al. (318) observaron que el 61,6% de
los 168 pacientes con sepsis que acudieron al servicio de Urgencias, presentaron niveles
de 25(0OH) D inferiores a 20 ng/mL.

En un estudio reciente realizado en nuestro hospital, la prevalencia de hipovitamino-
sis D fue significativamente mayor en 216 pacientes ingresados con COVID-19 (82,2%)
comparado con el grupo control (192 pacientes, 47,2%), siendo la edad y el sexo similar
a nuestra cohorte, pero con distintas comorbilidades. El porcentaje de pacientes que
ingresé en UCI fue bajo, del 27,2%, no hallandose relacién entre los niveles de 25(OH) D
y la admision en UCI (319, 320). La técnica para medir 25(0OH) D fue la misma en ambos
estudios

Estas discrepancias en los datos obtenidos en relacién a la prevalencia de deficiencia de
vitamina D en pacientes criticos, pueden deberse, por un lado, a los distintos puntos de
corte aplicados para definir la deficiencia de vitamina D, a la poblacién seleccionada en
cada estudio, a la latitud, a la estacionalidad y, por otro lado, a las distintas metodologias
usadas para la determinacion de la 25(0OH) D.

Aunque existe un amplio consenso de que la determinacién de 25(OH) D es el mejor
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marcador para evaluar el estado nutricional de la vitamina D, su determinacion sigue
siendo problematica debido a que es una molécula muy lipofilica, y a su elevada afinidad
por la VDBP. Aunque el “gold standard” para la determinacién de 25(0OH) D es la LC-MS/
MS, consideramos que nuestra técnica, inmunoensayo especifico, es muy sensible para
la evaluacion de la suficiencia (321-323) y estd estandarizada frente al material de refe-
rencia SRM 972a, para 25(0OH) D.

5.2. EFECTO DE LA ESTACIONALIDAD EN LA 25(OH) D, EN
LOS PARAMETROS DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO
EN LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS DEPENDIENTES DE
VITAMINA D

Como se esperaba, encontramos niveles significativamente disminuidos de 25(OH) D en
primavera y en invierno en comparaciéon con los obtenidos en verano y en otofio, por
lo que nuestros datos demuestran que no se pierde el patrén estacional de la vitamina
D en este tipo de pacientes. Estos datos son coincidentes con los datos obtenidos por
Amrein et al. (258) y por Ratzinger et al. (263), en pacientes criticos sépticos. Amrein et
al. (258) hallaron que los niveles de 25(0OH) D en agosto eran significativamente mayores
que los obtenidos en los meses de marzo, octubre y noviembre (p<0,001). De manera
similar, Ratzinger et al. (263) encontraron que los niveles en verano también eran signifi-
cativamente mayores que el resto del afo (p<0,001).

Asi, la variacion estacional no sélo afectaria a individuos sanos sino también a pacientes
criticos, en los que cabria pensar que debido a su patologia la produccién endégena de
vitamina D estaria notablemente disminuida, encontrandose que los valores minimos de
vitamina D son en invierno, cuando la irradiacion solar es minima y los maximos son en
otofio, posteriores a que la irradiacion solar es maxima en verano. La prevalencia de pa-
cientes sépticos es mayor en invierno, lo que podria estar relacionado con la estaciona-
lidad de la vitamina D o con la variacién estacional que sufren las infecciones del tracto
respiratorio, cuyo pico de incidencia es maximo en invierno (324).

Ademas, nuestro estudio es el primero en demostrar, en nuestro conocimiento, que tan-
to la 25(0OH) D libre medida como la calculada siguen la misma variacion estacional que
la 25(OH) D total, mientras que la VDBP y la albdmina, principales proteinas transporta-
doras de la 25(0OH) D, y el resto de parametros del metabolismo de la vitamina D (PTH,
FGF23, albumina, calcio, fésforo, magnesio), que podrian verse afectados por los niveles
de 25(0OH) D, son estables a lo largo del afio, en pacientes con shock séptico. Nuestro
hallazgo sobre la VDBP es coincidente con dos estudios previos, uno realizado con 540
controles sanos en Suecia (325) y otro con mujeres embarazadas (326).

En nuestro conocimiento, nuestro estudio también es el primero en evaluar el efecto de
la estacionalidad en los niveles séricos de catelicidina en pacientes sépticos. La catelici-
dina exhibe de manera global una leve variacion estacional, aunque cuando se compara
trimestre a trimestre, sélo es significativa entre la primavera y el invierno, no siguiendo
el patron de estacionalidad de la 25(0OH) D, bien por el pequefio tamafio muestral del
estudio o porque la sintesis de catelicidina es compleja y depende de diversos estimulos
inmunes no totalmente esclarecidos.



5.3. SITUACION DE LOS METABOLITOS DE LA VITAMINA D
Y DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO EN LA SEPSIS

En nuestro anélisis hallamos ademas que el 62,6% presentan niveles elevados de PTH y
el 58,6% de los pacientes con shock séptico presentan valores de 1,25(OH), D por deba-
jo de la normalidad, probablemente de manera secundaria al déficit de 25(OH) D y dafo
funcional renal secundario a la sepsis.

Es de sobra conocido que la vitamina D y la PTH tienen un papel fundamental en el
metabolismo del calcio (117). Diversos estudios sugieren que niveles de 25(OH) en tor-
no a 20-30 ng/mL dan lugar a una supresién maxima de la PTH (327-330). En nuestro
estudio observamos niveles significativamente mas elevados de PTH en el grupo de
pacientes con deficiencia severa de vitamina D, como respuesta fisiolégica a los niveles
disminuidos de 25(OH) D. Nuestros datos son coincidentes con los reportados por Nair
et al. (241), Chen et al. (331) y Trongtrakul et al. (317). Estos dos ultimos estudios fueron
realizados en pacientes con sepsis y con sepsis grave, respectivamente. Ademas, la co-
rrelacidn inversa existente entre los niveles de PTH y los de 25(OH) D, confirmarian la
prevalencia de hipovitaminosis D en nuestros pacientes y la elevacién secundaria de los
niveles de PTH.

En nuestro estudio, el hiperparatiroidismo secundario asociado a deficiencia de vita-
mina D es altamente prevalente (50,7%). Aproximadamente un 49% de pacientes con
deficiencia de vitamina D mostraron una respuesta reducida de la PTH, coincidente con
estudios previos (241, 242). No estén totalmente esclarecidos los mecanismos de esta
desregulacién de la PTH frente a la deficiencia de vitamina D. Se han sugerido anomalias
en el receptor del calcio en el paratiroides, alteracién de la 1a-hidroxilasa renal con la
edad, funcién anormal del receptor de la 1,25(OH), D, anomalias en el eje FGF23-klotho
y otras anomalias genéticas (242, 332). Estudios previos sugieren que la deficiencia de
vitamina D con respuesta reducida de la PTH pareceria estar asociada con un mejor pro-
noéstico en pacientes criticos (241, 242). Nosotros no hemos hallado en nuestro estudio
diferencias entre el subgrupo de pacientes deficientes de vitamina D e hiperparatiroi-
dismo secundario respecto de los insuficientes que no presentaron hiperparatiroidismo
en relacién a pardmetros clinicos. Sin embargo, inesperadamente si hemos encontrado,
siendo el primer estudio en nuestro conocimiento, que el grupo de pacientes con defi-
ciencia de vitamina D que no presentaron hiperparatiroidismo secundario presentaron
porcentajes de SDRA significativamente mas elevados y una tendencia a requerir mas
ventilacion mecanica que el grupo con hiperparatiroidismo secundario a deficiencia de
vitamina D. Un articulo reciente (333) muestra que el SDRA es una complicaciéon muy
rara de la crisis hipercalcémica secundaria a hiperparatiroidismo primario asociada en la
mayoria de los casos con neoplasias, aunque el mecanismo subyacente no estéa esclare-
cido. Estos datos sugieren que niveles elevados de PTH podrian estar relacionados con
el SDRA en presencia de niveles disminuidos de vitamina D. Sin embargo, en nuestro
estudio, porcentajes mas elevados de SDRA se encuentran en los pacientes deficientes
sin hiperparatiroidismo secundario. Se requieren mas estudios para corroborar estos
hallazgos.

Estudios previos en pacientes criticos observaron igualmente niveles de 1,25(0OH), D
significativamente disminuidos en comparacién con los controles (316, 334) y que se co-
rrelacionaban de manera directa con la 25(OH) D. Un menor substrato para hidroxilacion
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a 1,25(0OH), D justificaria en parte estos hallazgos. Ademas, podria existir una desregula-
cion severa de la enzima 1a-hidroxilasa renal durante el shock séptico a la estimulacion
de la PTH o un mayor consumo de vitamina D a nivel periférico. Lee et al. sugieren que
los tejidos requieren mayores cantidades de vitamina D en pacientes criticos, lo que con-
lleva a una mayor conversién de la 25(0OH) D en su forma activa, la 1,25(0OH), D, lo que
también reduciria los niveles séricos de 25(OH) D, ademas de los de 1,25(0OH), D (163).

Ademas de estos cambios en los niveles de vitamina D y PTH, hemos observado niveles
disminuidos de calcio en nuestra cohorte (88%), siendo coincidente la prevalencia de hi-
pocalcemia en estudios previos en pacientes criticos que oscila entre el 50 y el 88% (241,
243). La hipocalcemia es un hallazgo comun en pacientes criticos, generalmente en res-
puesta a la inflamacién (335), que conduce también a un hiperparatiroidismo secundario,
para aumentar la conversién de la 25(OH) D en 1,25(0OH), D, la cual estimula la resorcién
bsea y la absorcién intestinal de calcio, cuyo objetivo es mantener la homeostasis del
calcio. En nuestra cohorte, los niveles de 25(OH) D no correlacionaron con los niveles de
calcio total, lo que indica que la hipocalcemia es debida a multiples causas y no sélo a la
deficiencia de vitamina D. No hemos utilizado la correccién del calcio total por niveles
de albimina, ya que existen evidencias recientes de que sobrestima los niveles del calcio
cuando la albimina es inferior a 3 g/dL (332). Tampoco hemos analizado el calcio iénico,
que es mejor indicador del estado fisiolégico del calcio en estos pacientes con alteracio-
nes importantes del equilibrio hidroelectrolitico que su concentracién total.

La hipomagnesemia es también un hallazgo comun en pacientes criticos, que puede
causar hipocalcemia. En nuestra cohorte, la prevalencia de deficiencia de magnesio fue
del 14,7%, menor que la reportada en un estudio previo en pacientes criticos (18-65%)
(243). Estos datos sugieren que los niveles disminuidos de magnesio no serian funda-
mentales en la hipocalcemia detectada en nuestro estudio.

Cuando se compararon los niveles de 25(0OH) D libre medidos de forma directa (por
inmunoensayo especifico) con los calculados mediante féormula (193), hallamos que la
concentracién medida fue significativamente menor que la calculada, un hallazgo res-
paldado por estudios anteriores en poblacion sana de todas las razas y en pacientes con
enfermedad hepética o fibrosis quistica (172, 195, 198, 337, 338, 339). Aunque existe una
correlacion significativa entre ambas, en nuestro estudio sélo el 18,6% de la variabilidad
de la 25(0OH) D libre calculada es explicada por la 25(OH) D libre medida. Estos datos
podrian ser explicados por la diferente afinidad de 25(OH) D por la VDBP y la albimina
en diversas situaciones clinicas, independientemente del polimorfismo de la VDBP.

En nuestro estudio encontramos una elevada correlacidon entre los niveles de 25(OH) D
libre tanto medida como calculada y los niveles de 25(0OH) D totales. Ademas, la 25(OH)
D libre tanto medida como calculada presentan una correlacién inversa con los niveles
séricos de PTH, similares a los obtenidos con la 25(0OH) D total. Estos hallazgos son
coincidentes con los obtenidos por Oleréd et al. (325) y por Schwartz et al. (195), estu-
dio prospectivo realizado con pacientes sanos, cirréticos y mujeres embarazadas, con
relacion a la 25(0OH) D libre. Cabe resaltar que hemos hallado que los niveles de 25(0OH)
D libre calculada presentan una correlacion con la 25(0OH) D, similar a la obtenida entre
la 25(0OH) D libre medida y la 25(0OH) D, asi como con la PTH. Mientras que en el estudio
de Olerdd et al., la correlacién entre la 25(0OH) D total y la libre calculada es significativa
pero mas débil, lo mismo sucede con la PTH, en el estudio de Schwartz et al., la 25(0OH)



libre calculada no correlaciona ni con la 25(OH) D total ni con la PTH. Estas discrepancias
pueden deberse al uso de distintas metodologias a la hora de medir los distintos ana-
litos y a la poblacién seleccionada en cada estudio. La incorporaciéon de la LC/MS/MS,
técnica “gold standard” para la determinacién de 25(OH) D total, para medir el resto de
los metabolitos de la vitamina D podria reducir la variacion en la medicion de los mismos
entre los diferentes laboratorios (340, 341).

La hipotesis de la hormona libre postula que sélo la fraccion no unida (la fraccién libre)
de las hormonas, puede entrar en las células y ejercer las acciones bioldgicas. En el caso
de la 25(0OH) D, menos del 1% circula de forma libre. Sin embargo, en el rifdn, las glan-
dulas paratiroideas y la placenta, el complejo megalina/cubilina, puede transportar la vi-
tamina D total unida a la VDBP dentro de las células. Esto sugiere que la vitamina D libre
podria ser més importante para las acciones locales (intra/paracrina) que la vitamina D
total. Enfermedades o condiciones clinicas que afecten a la sintesis de la VDBP tendrian
un impacto importante en los niveles circulantes de vitamina D total.

En una reciente revision (199), se muestra que en una serie de situaciones clinicas (en-
fermedad hepatica o renal, embarazo, personas ancianas con multiples comorbilidades
y en menor medida, en personas obesas o con haplotipos VDBP diferentes) medir la
25(0OH) D libre podria proporcionar un mejor indice del estado de la vitamina D que la
total, por lo que cabria presuponer que, en personas con shock séptico, en los que los
niveles de VDBP estan disminuidos, incrementando por tanto la proporcién de 25(0OH) D
biodisponible, la vitamina D libre podria ser mejor marcador del estatus de la vitamina D.

Segun los datos obtenidos en nuestro estudio, no hallamos ventajas en medir 25(OH) D
libre en vez de la 25(0OH) D total a la hora de evaluar el estatus nutricional de la vitamina
D y sus consecuencias en pacientes con shock séptico.

5.4. RELACION ENTRE LA DEFICIENCIA DE VITAMINAD Y
PARAMETROS CLINICOS Y BIOQUIMICOS

Sexo

En nuestro estudio, la deficiencia de vitamina D no se asocia con el sexo. Nuestros re-
sultados son coincidentes con un estudio previo realizado con pacientes sépticos (327)
y con dos estudios realizados en pacientes criticos (264, 342). Sin embargo, en otros es-
tudios realizados en pacientes criticos, el sexo masculino se asocié con un mayor riesgo
de deficiencia (253, 254) e incluso existe un estudio donde se asocia mayor deficiencia al
sexo femenino en pacientes con sepsis grave (317). Estas discrepancias pueden deberse
al tipo de poblacién seleccionado en cada estudio, comorbilidades asociadas y al pe-
quefio tamafio muestral de nuestro estudio.

I,n&ice de comorbilidad de Charlson

Niveles de 25(0OH) D inferiores a 20 ng/mL al ingreso en UCI tienen un mayor nimero de
comorbilidades, segun el indice de comorbilidad de Charlson, el cual relaciona la mor-
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talidad a largo plazo con la comorbilidad del paciente. Nuestros resultados son coinci-
dentes con Gomes et al. (343), aunque ellos hallaron asociacién entre el indice Charlson
con niveles de 25(OH) D <12 ng/mL en pacientes criticos. Estas discrepancias pueden
deberse al tipo de poblacion seleccionada en el estudio, ya que el tamafio muestral es
similary a que en el estudio de Gomes et al. los niveles de 25(0OH) D fueron cuantificados
dentro de las 48 horas de la admision en UCI mientras que en el nuestro fueron cuanti-
ficados al ingreso en UCI.

Estancia hospi’co.lo.rio. y en UCI

La deficiencia de vitamina D no se asocia con la estancia hospitalaria ni con la estancia
en UCI. Nuestros resultados son coincidentes con los hallazgos de estudios previos (249,
253, 258, 264, 317, 342). Mientras que McKinney et al. (315) demostraron que pacientes
criticos con niveles de 25(0OH) D <20 ng/mL presentaban un riesgo casi dos veces mayor
de estancia en UCI (RR 1,81). Igualmente, Mathews et al. (344) hallaron que la deficien-
cia moderada y severa estaba inversamente asociada a la estancia hospitalaria. De otra
parte, Amrein et al. encontraron que la administraciéon de vitamina D3 comparada con
placebo no mejoraba ni la estancia hospitalaria ni en UCI (345).

SDRA y ventilacidn mecdnica

En nuestro estudio, no encontramos asociaciéon entre los niveles de 25(0OH) D y el SDRA.
El SDRA es una afeccién clinica definida como una insuficiencia respiratoria aguda que
ocurre de novo como resultado de lesiones pulmonares y no pulmonares claramente
definidas (346). Se debe a una variedad de mecanismos que incluyen tormenta de ci-
tocinas/quimiocinas, desregulacion del sistema renina-angiotensina, activacion de neu-
tréfilos y aumento de la coagulabilidad y trombosis (347). Seguin diversos estudios pre-
clinicos y estudios observacionales en humanos, el SDRA puede verse agravado por la
deficiencia de 25(0OH) D (348), y disminuido por la activacién del receptor de la vitamina
D (347), pero los mecanismos a través de los cuales contribuye al desarrollo de SDRA no
estan totalmente esclarecidos.

El estudio de Dancer et al. (348) también mostrd una asociacidon entre niveles disminui-
dos de 1,25(0OH), Dy de VDBP con el SDRA. Sin embargo, en nuestro estudio no hemos
observado asociacién entre los niveles de 1,25(OH), D y el SDRA, pero si una tendencia
de niveles disminuidos de VDBP en pacientes con SDRA, que podrian deberse a una
disminucién de su sintesis 0 a un aumento de su aclaramiento renal. Estas discrepancias
entre ambos estudios pueden deberse al diferente tipo de poblacién (pacientes con
SDRA y/o en riesgo vs. pacientes con shock séptico), a la diferente metodologia utilizada
para analizar los distintos pardmetros y a que nuestro tamafio muestral pudiera no haber
permitido hallar esta asociacion.

Niveles 6ptimos de vitamina D parecen ser importantes en la prevencién de la infla-
macién alveolar y en el mantenimiento del epitelio respiratorio y de la integridad de
la mucosa (348). En nuestro estudio, la deficiencia de vitamina D no tiene un impacto
significativo en la necesidad de ventilacién mecanica, coincidente con estudios previos
(253, 317, 349). Nuestros hallazgos no son coincidentes con los resultados obtenidos por
Quraishi et al. (350), en el cual los niveles de 25(0OH) D medidos a la admision en UCI se



asociaron inversamente a la duracion del soporte respiratorio. Ademas, Ardehali et al.
(243), también demostraron que pacientes con deficiencia moderada y severa de 25(0OH)
D presentaron significativamente una mayor necesidad de ventilacién mecanica y mayor
estancia hospitalaria. Estas discrepancias pueden deberse, por un lado, a que en estos
estudios examinaron a pacientes criticos quirdrgicos y neuroquirdrgicos, respectivamen-
te mientras que nosotros, a pacientes con shock séptico. En estos dos Ultimos estudios
observaron ademas que el grupo de deficientes de vitamina D presentaban mayores
puntuaciones de APACHE Il comparado con el grupo de no deficientes.

Si hemos observado que niveles disminuidos de 1,25(OH), D y de VDBP se asocian a
una mayor necesidad de ventilacién mecénica. Existen evidencias de que la vitamina
Dy la VDBP contribuyen a la infeccion pulmonar y a la inflamacién (161). La vitamina D
favorece la funcion respiratoria mediante la promocién de las funciones antimicrobianas
necesarias para la eliminacion eficiente de patégenos y la atenuaciéon de la inflamacion
que potencialmente pueden dafiar la estructura pulmonar y perjudicar el intercambio
gaseoso (351). El papel de la VDBP estd menos esclarecido, pero diversos estudios des-
tacan su capacidad de determinar la biodisponibilidad de la vitamina D y sus efectos
directos en la inmunidad innata, como su contribucién a la activaciéon de los macréfagos
alveolares (352). En nuestro conocimiento, nuestro estudio es el primero en encontrar
una asociacién entre los niveles disminuidos de 1,25(0H), D y de VDBP con la ventilacién
mecanica en pacientes con shock séptico. Se requieren mas estudios para corroborar
nuestros hallazgos y establecer los mecanismos subyacentes a los mismos.

HFVVC

Respecto a la hemodialisis, mientras que Aygencel et al. (264) hallaron que niveles defi-
cientes de 25(0OH) D (<20 ng/mL) presentaban mayor requerimiento de hemodialisis en
pacientes criticos, en nuestro estudio no encontramos asociacidn entre la deficiencia de
vitamina D y la necesidad de hemofiltracién ni con los niveles de 25(0OH) D. Estas discre-
pancias pueden deberse a que, en dicho estudio realizado en pacientes criticos (35,8%
sepsis/shock séptico), se observaron puntuaciones de APACHE II, SOFA, PCT, calcio io-
nizado, albimina y creatinina significativamente diferentes entre el grupo de deficientes
y no deficientes, que pudieran predisponer a un mayor requerimiento de hemodialisis,
mientras que en nuestro estudio no se observaron dichas diferencias. Ademas, la deter-
minacion de 25(0OH) D fue realizada durante las primeras 24 horas del ingreso en UCI,
mientras que en nuestro estudio se realizé en el momento de admisién en UCI. Sin em-
bargo, si hemos observado niveles disminuidos de 1,25(0OH), D y de VDBP y aumentados
de FGF23 asociados a una mayor necesidad de hemofiltracion.

Foco primo.rio de infeccidn. Bacteriemia

Las infecciones pulmonares y abdominales son las que presentan una mayor mortalidad
en pacientes con shock séptico, coincidente con un estudio reciente realizado a nivel
nacional en EEUU (353). En nuestro estudio no hemos encontrado asociacién entre la
25(0OH) D vy los diferentes focos, hecho que contrasta con estudios previos que mos-
traron la asociacion entre la deficiencia de 25(OH) D con la incidencia y la severidad de
infecciones del tracto respiratorio tanto en adultos como en nifios (354, 355). Ademas,
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un reciente metaanalisis mostré que la suplementacion con vitamina D2 o D3 podria
proteger contra el desarrollo de infecciones agudos del tracto respiratorio comparado
con placebo (OR 0,88, IC 95% 0,81-0,96) (356).

Nuestro estudio es el primero, segun nuestro conocimiento, en descubrir una asociacién
significativa entre los niveles de VDBP y el foco primario de infeccién en pacientes sépti-
cos, siendo los niveles de VDBP significativamente menores en infecciones abdominales
comparado con ITU e infeccién pulmonar. Por Ultimo, también hemos encontrado dife-
rencias en los niveles de PTX3 entre los diferentes focos de infeccidn, siendo los niveles
de PTX3 significativamente mayores en infeccién abdominal y pulmonar comparado con
ITU. Sin embargo, Song et al. (357) no hallaron asociacién entre los niveles de PTX3 y el
foco primario de infeccién y Mauri et al. (358) hallaron que los pacientes con ITU tenian
niveles significativamente mayores de PTX3 en pacientes con sepsis y shock séptico,
aunque la mortalidad entre los pacientes con ITU fuese del 0%, este Ultimo dato coinci-
dente con nuestro estudio.

La bacteriemia no esté asociada a los niveles séricos de 25(0OH) D, ni globalmente ni se-
gun el estatus de la vitamina D, coincidente con los resultados obtenidos por Amrein et
al. (258), realizado en un subgrupo de 244 pacientes con sepsis. Esta falta de asociacion
podria ser debida al pequefio tamafio muestral, ya que Braun et al. (252) observaron, en
un estudio con 1160 pacientes criticos, que el riesgo de padecer bacteriemia era 1,6 ve-
ces mayor que en aquellos pacientes con niveles de 25(0OH) D pre-admision deficientes
(<15 ng/mL) (OR 1,64, p=0,03).

fndices de gravedad

Nair et al. (241) hallaron que los niveles de 25(0OH) D al ingreso correlacionaban con los
indices de gravedad SAPS-Il y APACHE-II en pacientes criticos. Aunque SAPS-II'y APA-
CHE-Il se asociaron a un mayor riesgo de mortalidad, no hallaron asociacién entre los ni-
veles de 25(0OH) D y mortalidad. Lee et al., en un estudio retrospectivo con 186 pacientes
criticos quirdrgicos, encontraron una correlaciéon significativa negativa en los niveles de
25(0CH) D y el parametro SOFA (359). En nuestro estudio, no hallamos correlacién entre
los niveles de 25(OH) D ni con SOFA, SAPS-II ni APACHE II, datos coincidentes con estu-
dios previos (360, 361). Por el contrario, si encontramos que niveles disminuidos de VDBP
se correlacionan negativamente con los tres pardmetros, especialmente con APACHE Il
por lo que la VDBP se correlacionaria con la severidad de la sepsis y con la disfuncion
organica. Los niveles de 1,25(OH), D también se correlacionan negativamente con los
tres indices, aunque de manera mas moderada.

Pardmetros bioquimicos

En relacion a biomarcadores séricos, hemos encontrando niveles significativamente mas
elevados de catelicidina en infecciones por bacterias Gram positivas comparado con las
causadas por bacterias Gram negativas. La catelicidina humana, LL-37, funciona como
inmunomodulador y tiene funciones antimicrobianas directas contra bacterias Gram po-
sitivas y Gram negativas (362, 363).

Nuestros datos contrastan con los obtenidos en dos estudios previos, en el que se en-



contraron que la media de los niveles de catelicidina eran mayores en el grupo de Gram
negativos comparado con el de Gram positivos (364, 365). Estas discrepancias pueden
deberse a que en este estudio utilizaron un test de ELISA diferente al utilizado en nues-
tro estudio y al tipo de poblacién seleccionada.

Respecto a la f-2-defensina, hemos encontrado niveles significativamente mayores de
p-2-defensina tanto en el grupo de deficiencia severa (25(OH) D <12 ng/mL) como en el
grupo de deficiencia (25(0OH) D <20 ng/mL) comparado con el grupo de no deficientes
severos y no deficientes, respectivamente. Ademas, la correlacién inversa hallada entre
los niveles de 25(0OH) Dy los niveles de f-2-defensina, que también es significativa entre
los niveles de 25(OH) D libre y la f-2-defensina, apoyarian este hallazgo. A través de su
unién al VDR, la vitamina D modularia su actividad tanto en la inmunidad inmune como
adaptativa (246). Wang et al. (204) demostraron en cultivo celular, que la 1,25(CH), D
provocaba la liberacion de p-2-defensina, aunque en menor proporcién, que la de ca-
telicidina. En un modelo murino, se demostré que la deficiencia de 25(0OH) D limitaba
la produccién de catelicidina y p-2-defensina (205). Estudios in vitro sugieren que los
efectos inmunomoduladores y quimiotacticos de las defensinas constituyen un arma de
doble filo en la patogénesis de la sepsis, que facilita la eliminacién de los patégenos,
asi como la exacerbacion de la inflamacién y la lesiéon de los propios tejidos (363, 366).

El nimero de trabajos en los que se ha analizado los niveles -2-defensina son mas bien
escasos. Se ha observado un incremento significativo en los niveles de a-defensina,
pero no de catelicidina en pacientes sépticos con respecto a controles sanos (367) o
con respecto a pacientes con meningitis bacteriana (368). Ademas, en un estudio en
nifos pretérmino, niveles disminuidos de B-2-defensina podrian estar asociados a un
mayor riesgo de sepsis de aparicion tardia (369). En el estudio prospectivo de Book et
al. (370) mostraron que los niveles de f3-2-defensina en 16 pacientes con sepsis grave
eran significativamente mayores y que la expresiéon de RNAm de la $-2-defensina en cé-
lulas sanguineas periféricas estaria disminuida comparado con los controles y pacientes
criticos no sépticos. Nuestros datos concuerdan con la idea de que la estimulacion de
la B-2-defensina mediada por la vitamina D es significativa pero moderada, que niveles
bajos B-2-defensina podrian predisponer a la infeccion y que en la sepsis existiria una ex-
presion anormal de la $-2-defensina que podria contribuir a la disfuncién inmunolégica
en la sepsis por mecanismos no esclarecidos hasta la fecha. Se requieren estudios con
mayor nimero de pacientes que corroboren estos hallazgos.



5. Discusidn

5.5. UTILIDAD PRONOSTICA DE LA 25(OH) D, PARAMETROS
DEL METABOLISMO FOSFOCALCICO, PEPTIDOS ANTIMI-
CROBIANOS DEPENDIENTES DE VITAMINA D Y PARAME-
TROS INFLAMATORIOS CON RESPECTO A LA MORTALIDAD

En nuestro estudio encontramos niveles bajos de 25(0OH) D en pacientes criticos adultos
con shock séptico, pero no encontramos diferencias entre supervivientes y no supervi-
vientes y por tanto una falta de asociacion con la mortalidad, en contra de lo postulado
en nuestra hipoétesis. Los niveles de 25(0OH) D estan medidos al ingreso en UCl y ajusta-
dos de acuerdo al aporte de fluidos en las primeras 24 horas.

Metaanalisis previos han concluido que la deficiencia de vitamina D se asocia a un incre-
mento en la susceptibilidad a sepsis (260, 261). Estos datos han sido corroborados en un
estudio reciente de cohortes con 711 pacientes sépticos y 992 participantes aleatorios
del estudio REGARDS (Reasons for Geographic and Racial Differences in Stroke), que
mostré, que niveles disminuidos de 25(OH) D medidos en un estado relativo de salud
estaban independientemente asociados con un incremento del riesgo de sepsis (371).
Sin embargo, a pesar de dichos estudios, los resultados no son concluyentes. Diversos
estudios sugieren que niveles bajos de vitamina D estarian asociados con un incremento
de mortalidad en pacientes criticos sépticos (258-261). Asi, Zhang et al. (372), en un me-
taanalisis del aflo 2014, que incluyd 4 estudios prospectivos y 3 retrospectivos y, de Haan
et al. (260), en un metaandlisis del afio 2015, con 9 estudios prospectivos y 5 retrospec-
tivos, concluyeron que la deficiencia de vitamina D estaria asociada a un incremento de
mortalidad en pacientes criticos. Cabe destacar que, sélo habiendo un afio de diferencia
entre ambos metaanalisis, no incluyan los mismos estudios.

Sin embargo, Zhou et al. (373), en un metaandlisis que incluyd 24 estudios, cinco de ellos
prospectivos, encontré que los pacientes sépticos presentaban niveles mas bajos de vita-
mina D que los pacientes no sépticos. Sin embargo, el estatus de la vitamina D no corre-
lacionaba con parametros como la albimina, plaquetas, IL.-6 o PCR, ni con la mortalidad.

Recientemente se ha publicado un metaanélisis (374), que incluye 4 estudios prospecti-
vos, incluyendo un trabajo de nuestro grupo (375) y otros 4 retrospectivos, que concluye
que niveles disminuidos de 25(OH) D al ingreso en UCI estarian independientemente
asociados con un incremento del riesgo de mortalidad en pacientes con sepsis.

Los hallazgos de nuestro estudio sobre la 25(OH) D son coincidentes con estudios pros-
pectivos previos, como el de Barnett et al., estudio de casos-control con 478 pacientes
criticos (265); Aygencel et al., estudio observacional con 201 pacientes criticos (264);
Cecchi et al., estudio de cohortes con 170 pacientes criticos con sepsis (266); Ala-Kokko
et al., estudio observacional con 610 pacientes con sepsis grave o shock séptico (267);
Ratzinger et al., estudio de cohortes con 461 pacientes criticos sépticos (263) y Nguyen et
al. (376), estudio prospectivo observacional con 91 pacientes sépticos, que encontraron
deficiencia de vitamina D, pero no diferencias entre supervivientes y no supervivientes.

El papel de la vitamina D en la sepsis es contradictorio y no se ha podido demostrar la
causalidad entre la deficiencia de la vitamina D y la mortalidad en pacientes sépticos.
Ademas, se ha de tener en cuenta, la heterogeneidad en las definiciones de sepsis, en
las definiciones de suficiencia e insuficiencia de vitamina D y las diferencias metodolégi-
cas, que dificultan la comparacién entre los estudios.



Dado que la vitamina D tiene un papel importante en la respuesta inmune tanto innata
como adaptativa, se ha propuesto que incrementar o normalizar los niveles de vitamina
D podria mejorar las condiciones clinicas del paciente y reducir la mortalidad en los
procesos infecciosos/sépticos. Sin embargo, en relacién a los beneficios de la suplemen-
tacion con vitamina D en pacientes criticos, los resultados tampoco son concluyentes.
Recientes metaanalisis (377-379), evaluaron los beneficios clinicos de la administracién
de dosis de vitamina D (oral, enteral o parenteral) en pacientes criticos, sin encontrarse
beneficios significativos en ninguno de los datos clinicos evaluados. Ademas, Langlois
et al. también remarcaron que los resultados obtenidos pueden deberse por un lado al
numero escaso de ensayos y de pacientes, y a la heterogeneidad de la poblacién inclui-
da en dichos ensayos (377).

En nuestro estudio no encontramos diferencias en los niveles de PTH entre supervivien-
tes y no supervivientes, lo que en principio nos hace pensar que valores elevados de
PTH no se encuentran asociados a un incremento de la mortalidad. Respecto a la PTH
como marcador prondstico de mortalidad, existen resultados contradictorios en la lite-
ratura. Nuestros resultados son coincidentes con los de Nair et al. (241). Sin embargo,
Ardehali et al. (243) hallaron que niveles elevados de PTH se asociaban a un mayor riesgo
de mortalidad. En la misma linea encontramos que el estudio de Hu et al. (242), en el
que los niveles de PTH no se asociaron a mortalidad, pero la deficiencia de vitamina D
con niveles elevados de PTH si se asociaba con una mayor mortalidad en comparacion
con aquellos pacientes que no presentaron hiperparatiroidismo secundario. Estas dis-
crepancias pueden deberse, por un lado, a la poblacién seleccionada en cada estudio,
a la diferente metodologia utilizada para analizar la PTH y a los distintos puntos de corte
utilizados para definir la presencia o no de hiperparatiroidismo secundario (63).

Con respecto a la 25(0OH) D libre, existen muy pocos estudios que valoren sus niveles en
pacientes criticos. No hemos encontrado asociacién entre los niveles de 25(OH) D libre
y la mortalidad hospitalaria. Estos datos son coincidentes con los publicados por Leaf el
al. (269), en los que no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de 25(0OH) D libre calculada al ingreso en UCI con respecto a la mortalidad a 90
dias y por Yoo et al. (380), donde la 25(OH) D libre calculada tampoco se asocié con la
mortalidad a 30 dias.

Aunque el andlisis de los niveles de 25(0OH) D es el método més sensible para detec-
tar insuficiencia, en nuestro estudio analizamos la implicacién de la forma activa de la
vitamina D, que también se ha analizado en relacién a la sepsis sin datos concluyentes
entre los diferentes estudios. Asi, Zitterman et al. (381), en un estudio de cohortes con
510 pacientes con patologia cardiaca, demostré la superioridad de la 1,25(0OH), D para
predecir un mayor riesgo de mortalidad comparado con la 25(0OH) D. De igual manera,
Nguyen et al. (376), en un estudio prospectivo observacional con 91 pacientes sépticos,
encontraron niveles significativamente mayores de 1,25(OH), D, pero de no 25(0OH) D, en
supervivientes que en no supervivientes y que estarian independientemente asociados
a la mortalidad a 90 dias. De igual manera, Quraishi et al. (361), encontraron resultados
similares en pacientes criticos quirlrgicos, tanto de 1,25(CH), D total y biodisponible
como de 25(0OH) D total como biodisponible, siendo los 4 parémetros predictores de
mortalidad a 90 dias. Nosotros no hemos encontrado diferencias entre supervivientes y
no supervivientes en relacién a los niveles de 1,25(0OH), D. Estos datos son coincidentes
con los reportados por Ratzinger et al. (263), en los que ni la 25(OH) D ni la 1,25(0OH), D
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pudieron predecir ni sepsis ni mortalidad. Estas discrepancias pueden deberse a la po-
blacién seleccionada en cada estudio, al tamafio muestral, a la metodologia usada para
determinar la 1,25(CH), D y al tiempo de anélisis de mortalidad utilizado (mortalidad
hospitalaria vs. mortalidad 90 dias/ 1 afio).

Con respecto a la FGF23 si que hemos hallado niveles significativamente mas elevados
en no supervivientes con respecto a supervivientes. Sin embargo, en el andlisis de re-
gresion univariante no obtenemos que sea un marcador independiente de mortalidad
hospitalaria, aunque si hay una clara tendencia hacia un aumento de mortalidad con
niveles elevados de FGF23 (p=0,054). Leaf et al. (240), en dos cohortes con pacientes
criticos, la primera con 817 pacientes con insuficiencia renal aguda y la segunda con 710
pacientes con dafio pulmonar agudo, concluyeron que niveles aumentados de FGF23
estaban independientemente asociados con una mayor mortalidad a 60 dias. Estos da-
tos son coincidentes con estudios previos que han demostrado una asociacién entre ni-
veles altos de FGF23 y resultados clinicos adversos en pacientes con CKD (99, 104, 106) y
en pacientes criticos con insuficiencia renal aguda (382-384). En nuestra serie existe una
clara tendencia, pero probablemente el pequefio tamafo muestral no nos ha permitido
alcanzar significacién estadistica. Ademas, la falta de estandarizacién en los ensayos del
FGF23, limitan la comparacién entre diferentes ensayos y estudios (385).

En relacion a los AMPs dependientes de vitamina D, hay suficientes evidencias que
apuntan a su importante papel en la respuesta inmune. Las evidencias apuntan a que
el papel de la vitamina D a nivel del sistema inmunolégico, implican una activacion de
la expresion de los AMPs a través de la estimulacion directa de las células inmunes y la
coestimulacion del receptor tipo Toll por el ligando derivado del patégeno (205).

Sin embargo, no esta totalmente esclarecido su papel en la sepsis (363). Uno de los pro-
blemas esta en que no se pueden utilizar directamente para el tratamiento de pacientes
sépticos ya que son nefro y neurotodxicos, por lo que se requiere el desarrollo de AMPs
sintéticos para mejorar los resultados clinicos en pacientes sépticos (366, 386). Leaf et al.
realizaron un ensayo clinico aleatorizado con 67 pacientes con sepsis grave o shock sép-
tico cuyo objetivo era investigar si la suplementacion con 1,25(0OH), D podria tener efec-
tos beneficiosos en la inmunidad innata, para lo cual midieron los niveles de catelicidina
a las 24 horas de la suplementacion. Sin embargo, la suplementacion con 1,25(0H), D
no incrementd los niveles plasmaticos de catelicidina en este grupo de pacientes (387).

Con respecto a la catelicidina, Jeng et al. (247), en un estudio de casos-control, halla-
ron niveles disminuidos de catelicidina en pacientes criticos, tanto en sépticos como en
no sépticos comparado con controles sanos y asociacion positiva entre los niveles de
catelicidina y los de 25(0OH) D (84). En la misma linea, Leaf et al. (269), en un estudio de
cohortes prospectivo en 121 pacientes criticos (14% con shock séptico), evidenciaron
que niveles bajos de 25(OH) D al ingreso en UCI estaban asociados a niveles bajos de
catelicidina y que ambos estaban asociados a un mayor riesgo de mortalidad a 90 dias.
Barbeiro et al. (268), estudio de cohortes prospectivo, no hallaron diferencias significa-
tivas entre los niveles de catelicidina entre pacientes criticos con sepsis grave y shock
séptico (n=130) con respecto al grupo control ni tampoco asociacién entre los niveles
de catelicidina y los de 25(0OH) D. Por otro lado, Greulich et al. (251), estudio de cohortes
prospectivo, encontraron niveles elevados de catelicidina, en pacientes criticos sépticos
(n=32) comparado con pacientes criticos no sépticos (n=16) y con controles sanos (n=16),



y que los niveles de catelicidina presentaban una asociacién negativa con los niveles de
25(0OH) D. Por tanto, existen resultados contradictorios respecto a la catelicidina que
probablemente esté relacionado con la variabilidad en la metodologia de ensayo.

En nuestro estudio no hemos encontrado asociacién entre los niveles de catelicidina y
los niveles de 25(0OH) D, coincidentes con los hallados por Barbeiro et al. (268), Unico es-
tudio que incluye pacientes con shock séptico. Estos datos contradictorios parecen su-
gerir que tanto la enfermedad subyacente como su gravedad pueden alterar la relacién
entre los niveles de vitamina D y los de la catelicidina y que la deficiencia de vitamina D
parece no afectar a las concentraciones sistémicas de la catelicidina. Asi, podria ser que
la catelicidina y la 25(OH) D estarian estrechamente correlacionadas en pacientes sanos
(388) y en el primer dia de admisién en pacientes criticos, pero que esta asociacién se
perderia cuando los pacientes desarrollan shock séptico. Tampoco hemos hallado que
los niveles de catelicidina estén asociados a un mayor riesgo de mortalidad, aunque si
existe una tendencia hacia un mayor riesgo de mortalidad en los pacientes con niveles
disminuidos de catelicidina. Se ha de tener en cuenta, por un lado, que la poblacién de
estos estudios previos es diferente a la nuestra (sanos, criticos con y sin sepsis vs. shock
séptico), que nuestro tamafo muestral es relativamente pequefio y que la catelicidina es
un parametro nuevo y que su determinacién es metodolégicamente muy variable y no
estandarizada, por lo que se requieren mas estudios para verificar estos hallazgos.

Aunque hemos hallado niveles significativamente aumentados de f-2-defensina en el
grupo de pacientes con deficiencia y deficiencia severa de vitamina D comparado con el
grupo con no deficiencia y no deficiencia severa respectivamente, no encontramos dife-
rencias entre supervivientes y no supervivientes, por lo que no parece existir asociacion
con la mortalidad. Igual que la catelicidina, se trata de un pardmetro nuevo no estanda-
rizado, por lo que se requieren méas estudios que corroboren estos hallazgos.

Los hallazgos mas originales e interesantes de nuestro estudio los encontramos en la
VDBP. Hemos encontrado diferencias significativas entre supervivientes y no supervi-
vientes para los niveles séricos de VDBP. La VDBP presentaria una relacién inversa con
la mortalidad, por lo que niveles altos de VDBP parecen ser protectores. Pacientes con
niveles disminuidos de VDBP al ingreso en UCI tendrian un riesgo seis veces mayor de
mortalidad. Esta asociacién no esté afectada por los niveles de los demas parametros
del metabolismo de la vitamina D y del metabolismo fosfocalcico y estén ajustados de
acuerdo al aporte de fluidos en las primeras 24 horas. Asi, nuestros datos sugieren que
los niveles de VDBP son un mejor predictor de mortalidad hospitalaria que el resto de
pardmetros analizados.

Sin embargo, tenemos que destacar que en nuestro trabajo previo (375), se demostro el
efecto de la disfuncion hepatica en la asociacién de la VDBP con la mortalidad hospitala-
ria. Aunque la OR ajustada por la disfuncién hepatica (OR 3,45) fue la mas elevada entre
los pardmetros estudiados, la asociacién entre ambas variables dej6 de ser significativa,
probablemente debido al pequefio tamafio muestral.

La VDBP es una proteina abundante y ubicua, que esté presente en diversos fluidos cor-
porales (suero, orina, liquido ascitico y liquido cefalorraquideo) asi como en la superficie
de linfocitos, neutrdfilos y monocitos. Ademas de ser la proteina especifica de transpor-
te de la vitamina D, la VDBP es una proteina multifuncional, ya que tiene funcién antiin-
flamatoria e inmunomoduladora (389, 390). Sdélo el 1-2% de la VDBP circulante se une a
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la vitamina D y nunca sobrepasa el 5% (326), sugiriendo que estas otras funciones serian
también esenciales. Contribuye a la activacion de los macréfagos, especialmente en el
pulmén. La VDBP mejora significativamente la actividad quimiotactica de los quimioa-
trayentes de los neutrdfilos tanto in vivo como in vitro. Estudios in vivo muestran que
la VDBP induce selectivamente el reclutamiento de neutrdfilos y que su funcién como
cofactor no esta solamente restringida al complemento C5a, sino que puede mejorar
la quimiotaxis de otras quimiocinas. La VDBP acttia como un depurador extracelular de
la actina liberada durante el dafio celular, asi la formacién del complejo VDBP-actina es
una respuesta inmediata del huésped frente al dafio tisular. In vitro, existen evidencias
que la VDBP unida a la actina funcionaria como un cofactor indirecto pero esencial para
la migracién de los neutréfilos (391). Ademas, la VDBP influye en las respuestas de las
células Ty del factor de activaciéon de VDBP-macréfagos (DBP-MAF), que participa en el
metabolismo éseo (390).

Nuestros datos son comparables con los obtenidos por Dahl et al. (392) que hallaron
que niveles bajos de VDBP estaban asociados con un mayor riesgo de fallo respiratorio,
desarrollo de sepsis y de disfuncién orgénica en pacientes con trauma severo y con los
de Jeng et al. (247), quienes encontraron niveles mas bajos de VDBP en pacientes criti-
cos sépticos comparado con pacientes criticos no sépticos. En la misma linea, Yoo et al.
(380), en un estudio prospectivo con 98 pacientes sépticos, hallaron que los niveles de
VDBP eran significativamente mayores en supervivientes que en no supervivientes y en
el andlisis de regresion univariante, asociacion de los niveles de VDBP con la mortalidad
a 30 dias (p=0,023), aunque en el andlisis multivariante, sélo se encontré asociacion en-
tre la mortalidad a 30 dias y el fallo renal agudo y la puntuacién APACHE-II, pero no con
la VBDP (p=0,642). Existe también un estudio de Leaf et al., que no encontré asociacién
entre los niveles de VDBP y la mortalidad a 90 dias al ingreso en UCI (269).

A pesar de las discrepancias entre estudios que pueden deberse a la selecciéon de la
poblacién a estudio, definiciones de sepsis utilizadas o al tiempo de anélisis de mor-
talidad (mortalidad hospitalaria vs. mortalidad a 30/90 dias), en este caso predominan
claramente los estudios que encuentran relacién entre los niveles disminuidos de VDBP
y resultados clinicos.

Nuestro estudio es el primero que ha demostrado, seglin nuestro conocimiento, que la
VDBP parece ser un potencial predictor no sélo de mortalidad hospitalaria, sino también
de riesgo de mortalidad global, a 30 y a 90 dias en pacientes con shock séptico. Esta
asociacion es independiente y tampoco esta afectada por el resto de parametros del
metabolismo de la vitamina D y del metabolismo fosfocélcico ni por el volumen de liqui-
dos empleados en la reanimacién.

Asi, nuestros datos sugieren que los niveles de VDBP podrian ser utilizados como bio-
marcador prondstico en pacientes con shock séptico. Asi, la determinacién de sus nive-
les al ingreso en UCI podria contribuir a una correcta estratificacion y reconocimiento
de los pacientes con mayor riesgo de mortalidad, que permitiria una intervencioén tera-
péutica temprana para mejorar el prondstico de dichos pacientes. En esta linea, seria
interesante el desarrollo de estudios que investiguen el potencial efecto terapéutico de
la suplementacién con VDBP recombinante en pacientes sépticos.



5.6. UTILIDAD PRONOSTICA DE LA PTX3 CON RESPECTO A
LA MORTALIDAD

En nuestro estudio, también evaluamos el valor prondéstico de la PTX3 en comparacion
con la PCT y la PCR. Nuestros hallazgos sugieren que la PTX3 plasmatica podria ser un
potencial predictor de mortalidad, teniendo un valor pronoéstico superior a la PCT y |a
PCR, de acuerdo a los resultados obtenidos. Ademés, hemos encontrado que los niveles
elevados de PTX3 muestran una correlacion fuerte con la gravedad de la enfermedad, el
fallo orgénico y otros parametros clinicos comparado con la PCT y la PCR.

Coincidente con un estudio previo, la PCR esta elevada pero no mostré diferencias sig-
nificativas entre supervivientes y no supervivientes (358). Aunque la PTX3 y la PCR son
componentes de la familia de las pentraxinas, la PTX3 difiere de la PCR en términos de
organizacion y localizacién de genes, reconocimiento de ligando, fuente celular y sefal
inductora (271, 393). La PTX3 es una proteina de fase aguda secretada por varias células
en respuesta a sefiales proinflamatorias, al contrario que la PCR, que es producida en
el higado e inducida por la IL-6. En condiciones fisioldgicas, los niveles plasmaticos de
PTX3 son bajos (<2 ng/mL) pero pueden aumentar hasta 1000 veces (280) como resul-
tado de la degranulacién de neutréfilos en la sepsis (279), dependiendo de la gravedad
de la enfermedad (394) con niveles mantenidos a través de la producciéon de novo por
células endoteliales y algunas células monociticas (275, 294), ya que la vida media de la
PTX3 es corta, de aproximadamente 2 horas (395). La PTX3 se incrementa rapidamente,
alcanzando el pico a las 6- 8 h tras el estimulo infeccioso, en comparacién con las 24-30
h de la PCR (303, 393).

El valor predictivo obtenido a través de las AUC es menor que el de los 3 indices de gra-
vedad (SAPS II, SOFA y APACHE Il), pero superior a la PCRy la PCT en predecir el riesgo
de mortalidad en pacientes con shock séptico. La asociacion entre la PTX3 y el riesgo
de mortalidad hospitalaria se mantiene después de ajustar con los principales factores
de confusién (edad, sexo e inmunosupresiéon), corroborando la independencia de dicha
asociacion. Ademas, hemos hallado que niveles elevados tienen mayor riesgo de morta-
lidad. Asi, pacientes con niveles elevados (tercer tertil) tienen aproximadamente 8 veces
mas riesgo de mortalidad comparado con los pacientes con niveles bajos de PTX3 (396).

La sepsis ocurre cuando la liberacién de mediadores proinflamatorios en respuesta a
una infeccion se extiende mas alld de los limites del entorno local, dando lugar a una
respuesta inflamatoria descontrolada y generalizada, que lesiona los propios tejidos y
6rganos, llegando a producir el fracaso de alguno de ellos e incluso la muerte. Esto hace
dificil que una Unica determinacién de un Unico marcador pueda predecir los diferentes
aspectos clinicos de la sepsis.

Las escalas pronosticas utilizadas para predecir la mortalidad en pacientes criticos pre-
sentan ciertas limitaciones, ya que la mortalidad esperada a través de estos sistemas
de prediccién puede ser inexacta en determinadas enfermedades especificas ya que
han sido validados para un gran conjunto de datos de pacientes de la UCI, pudiendo
presentar sesgo de tiempo y requerir de actualizaciones periddicas (397-399). Ademas,
suelen utilizarse més en el campo de investigacién que en la practica clinica diaria. Por
esta razdén, aunque el valor de discriminacion de la PTX3 no fue tan bueno como el de
los indices de gravedad, especialmente el SAPS |l, es un factor a tener en cuenta.
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La PCR es sensible pero no especifica, ya que aumenta en todos los trastornos inflama-
torios, mientras que la PCT diferencia mejor que la PCR entre causas infecciosas y no
infecciosas en pacientes criticos (400). Ademas, proporcionan informacién limitada en
relacion al prondstico en pacientes criticos (401, 402). Un metaanalisis de 21 estudios con
un total de 6007 pacientes concluyé que el nivel inicial de PCT tenia un valor pronéstico
limitado en pacientes con sepsis (403). En otro metaandlisis de 25 estudios con 2353
pacientes, Arora et al. (404) encontraron que, en un subgrupo de pacientes con sepsis
grave y shock séptico, no hubo diferencias en los valores de PCT entre supervivientes
y no supervivientes el dia 1 (p=0,62). También hay que tener en cuenta que se puede
producir un aumento de PCT en otras situaciones como es el caso de la cirugia mayor re-
ciente, pancreatitis, trauma severo, quemaduras graves y shock cardiogénico (405-407).
Nuestros datos mostraron una correlacion significativa entre la PCT y la PTX3 al ingreso
en UCI, pero la PCT no fue un marcador independiente de mortalidad, tampoco la PCR.
Al ingreso en UCI, el AUC de una sola medida de PTX3 al ingreso en UCI fue significati-
vamente mejor que la de la PCRy la PCT en predecir mortalidad hospitalaria.

Nuestro estudio es coincidente con estudios previos que examinaron a la PTX3 como
marcador pronoéstico en sepsis (295, 297, 358, 394, 408, 409, 410, 411). Los niveles de
PTX3 se correlacionaron con la severidad de la enfermedad, la disfuncién orgénica y
marcadores de activacién de la coagulacion y, en comparacién con otros biomarcado-
res (IL-6, TNFo y PCR), mostraron una mayor correlaciéon con parametros clinicos (358).
En una revision sistematica y metaandlisis, la PTX3 fue identificada como un marcador
de severidad de la sepsis y como predictor de mortalidad, pero con una especificidad
limitada (295). En un grupo de 112 pacientes con shock séptico, los niveles basales de
PTX3 fueron un predictor independiente de mortalidad a 28 dias, a diferencia de la PCR
y la PCT (411).

A diferencia de nuestro estudio, Mauri et al. (358) hallaron que, aunque los niveles altos
de PTX3 durante los primeros 5 dias desde el inicio de la sepsis se correlacionaron con
peores resultados, los niveles iniciales de PTX3 al ingreso en UCI no difieren entre los
supervivientes y no supervivientes. Ademas, Caironi et al. (297), en un ensayo controlado
aleatorio multicéntrico, encontraron que las concentraciones plasmaticas de PTX3 eran
mas altas en los no supervivientes en comparacién con los supervivientes en el dia 1y se
correlacionan con la gravedad. Sin embargo, los niveles de PTX3 en el dia 1, después de
ajustar por los factores de confusion, no se asociaron con la mortalidad a 90 dias mien-
tras que si se encontrd asociacion entre los niveles de PTX3 en el dia 7 y la mortalidad a
90 dias en pacientes con sepsis grave o shock séptico. Estos resultados contradictorios
pueden deberse a la heterogeneidad de la poblacién a estudio. Ambos estudios fueron
disefiados con pacientes con sepsis grave y shock séptico segun el primer criterio de
sepsis basado en el concepto de SIRS. Por el contrario, nuestro estudio se realizé en un
grupo homogéneo de pacientes que cumplian con la definiciéon actualizada de shock
séptico. Ademas, el tiempo del anélisis de mortalidad fue diferente (mortalidad a 90 dias
vs. mortalidad hospitalaria).

Cabe destacar que nuestros resultados son también consistentes con recientes estudios
prospectivos, segun las definiciones del consenso Sepsis-3 (298, 357, 412, 413).

Aunque ciertos estudios mostraron una asociacion entre la deficiencia de vitamina D e
inflamacién (414, 415), nosotros no hemos encontrado asociacién entre los niveles de



PCRy los niveles de 25(OH) D, ni tampoco con la PCT al ingreso en UCI. Estas discre-
pancias pueden ser debidas a la heterogeneidad de la poblacién entre los diferentes
estudios y a las diferentes metodologias utilizadas para medir los diferentes analitos,
asi como al tamafio muestral. Sin embargo, si hemos encontrado por primera vez, una
correlaciéon inversa moderada entre la VDBP y la PTX3 (r=-0,311, p=0,007). Este hallazgo
podria atribuirse a que ambos biomarcadores parecen ejercer un papel significativo en
la inmunidad innata durante la inflamacion y la infeccidn. Sin embargo, no hemos hallado
correlacién entre la VDBP y la PCR, que podria ser debida a diferentes mecanismos en la
infeccién o que la PCR es un marcador mas tardio y alcanza su pico méaximo a las 24-30
h de la respuesta a la infeccién. Ademas, la 25(OH) D libre pero no la total también se
correlaciona de forma significativa pero moderada con la PTX3 (r=0,299, p=0,009), pero
esta relacién desaparece en el anélisis de regresion. También hemos encontrado que el
lactato muestra una correlacion significativa negativa con la VDBP (r=-0,486, p<0,001)
y positiva con la p-2-defensina (r=0,28, p=0,018). El lactato es un marcador de hipoxia
tisular que se utiliza como indicador de severidad y prondstico en el contexto de sepsis/
shock séptico (7). Estudios recientes sugieren que la activaciéon de las células inmunes
requeriria del metabolismo de la glucolisis aerébica y el lactato producido en dicha glu-
colisis podria tener un papel inmunosupresor en la sepsis (416). Este papel inmunosupre-
sor del lactato podria explicar su asociaciéon con la VDBP y la f-2-defensina. Se requieren
mas estudios que corroboren estos hallazgos preliminares.
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FORTALEZAS

Dentro de las fortalezas de nuestro estudio se encuentra ser un ensayo sobre una po-
blacion homogénea de pacientes con shock séptico segun las Ultimas definiciones del
consenso Sepsis-3. Por otra parte, y hasta la fecha que nosotros sepamos, es el primero
que explora la asociacién tanto de los niveles de 25(OH) D, como de pardmetros del me-
tabolismo fosfocalcico y péptidos antimicrobianos dependientes de la vitamina D, con la
inflamacién, con la mortalidad hospitalaria y con la supervivencia en pacientes con shock
séptico simultdneamente.

LIMITACIONES

* Nuestro estudio fue realizado en un Unico centro con un nimero pequefio de partici-
pantes, por lo que nuestros resultados no pueden totalmente generalizables.

* No hemos realizado grupo control de pacientes criticos no sépticos para obtener
resultados més concluyentes.

* No conocemos los valores séricos de vitamina D previos al ingreso de los pacientes
en la UCI, por lo que desconocemos si la deficiencia de vitamina D ya estaba presente
antes del ingreso en UCI o si fue debida al desencadenamiento de la sepsis.

* No se realizé seguimiento de los pardmetros analizados a lo largo del proceso, no
conociendo el estado final de la vitamina D en los supervivientes en relacién con los no
supervivientes.

* Los niveles de VDBP fueron determinados por ELISA usando un anticuerpo monoclo-
nal especifico para la VDBP. Estudios recientes han encontrado que este inmunoensayo
presenta problemas a la hora de detectar la variante GC1F, muy comun en poblacién
africana. Sin embargo, en nuestro estudio toda la poblacién era caucasica, en la cual
este fenotipo es raro, por lo que el uso de este inmunoensayo no deberia tener un fuerte
impacto en nuestros resultados.

* No se han evaluado los polimorfismos de la VDBP, que afectan a la funcion de la
proteina y a su capacidad de unién a la vitamina D, lo que podria repercutir en la biodis-
ponibilidad de la vitamina D.






CONCLUSIONES






6. Conclusiones

Las conclusiones de este estudio son las siguientes:

1. La prevalencia de deficiencia de vitamina D en nuestro grupo de estudio de pacientes
criticos adultos con shock séptico es muy elevada (82,7%). Se observa ademas un 58,6%
de descenso en los niveles de 1,25(0OH), D.

.. Los niveles séricos de 25(0H) D total y libre presentan un patrén estacional similar,
siendo los niveles menores en invierno y en primavera. Los niveles de catelicidina también
presentan variacion estacional, siendo en este caso los niveles mayores en primavera.

3. Los niveles de 25(0OH) D en suero correlacionan positiva y significativamente con los
niveles de 25(0OH) D libre medida y libre calculada, pero la utilizacion de la forma libre
en vez de la total no parece ofrecer ventajas a la hora de evaluar el estatus nutricional
de la vitamina D en pacientes con shock séptico ni presenta diferencias en términos de
correlacién con el resto de pardmetros analizados.

4 . Los niveles de 25(OH) D total y libre correlacionan negativamente con los niveles de
B-2-defensina. La fraccion libre correlaciona con la PTX3, aunque esta relacién desapa-
rece en el anélisis de regresion.

5. Los niveles de VDBP correlacionan negativamente con los niveles de lactato y PTX3.

6. Pacientes con niveles de 25(OH) D <20 ng/mL presentan valores significativamente
mas elevados del indice de comorbilidad de Charlson y de p-2-defensina. No se encon-
traron diferencias entre el resto de pardmetros clinicos y bioquimicos entre pacientes
con suficiencia o no de vitamina D.



7. El hiperparatiroidismo secundario asociado a deficiencia de vitamina D es altamente
prevalente en pacientes con shock séptico (50,7%), aunque no se encontraron diferen-
cias en los pardmetros clinicos y bioquimicos entre pacientes que presentaron hiperpa-
ratiroidismo secundario y los que no.

8. Se han encontrado niveles de VDBP significativamente disminuidos en los pacientes
con foco de infecciéon abdominal comparado con infeccién urinaria e infeccion pulmonary
niveles de PTX3 mayores en infeccién abdominal y pulmonar comparado con foco urinario.

9. El descenso en los niveles de 1,25(CH), D y VDBP se asocian a una mayor necesidad
de ventilacién mecénica. Se ha encontrado una tendencia de niveles mas bajos de VDBP
en pacientes con sindrome de distrés respiratorio.

10. Niveles disminuidos de 1,25(0H), D y de VDBP y aumentados de FGF23 se asocian
a una mayor necesidad de hemofiltraciéon veno-venosa continua.

11. Niveles séricos disminuidos de 1,25(CH), D, VDBP y de catelicidina, asi como niveles
aumentados de PTX3 se correlacionan con la severidad de la sepsis y con la disfuncion
organica.

19.. No se encuentra asociacion de los niveles de 25(0OH) D total, 25(OH) D libre, 1,25(0CH),
D, PTH, FGF23, catelicidina y $-2-defensina con mortalidad en pacientes con shock sép-
tico.

13. Se han encontrado diferencias significativas entre supervivientes y no supervivientes
en los niveles de albumina, fésforo, FGF23 y VDBP. Sin embargo, Unicamente los niveles
disminuidos de VDBP han mostrado una asociacién independiente con la mortalidad
hospitalaria, de tal manera que, pacientes con niveles de VDBP inferiores a 114250 ng/
mL presentan un riesgo seis veces mayor de mortalidad. Ademés, sélo la VDBP ha mos-
trado una asociacion independiente con la mortalidad global, a 30 y 90 dias, por lo que
niveles altos de VDBP parecen ser protectores.

14. La PTX3 presenta una potencial utilidad pronéstica como predictor de mortalidad
hospitalaria valorada mediante curvas ROC (AUC=0,70) en pacientes con shock séptico,
siendo mejor en comparacion con la PCT (AUC=0,43) y la PCR (AUC=0,48), pero inferior
a la obtenida por el lactato (AUC=0,79) y la VDBP (AUC=0,78).
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- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones vy
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8.2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACION
EN EL ESTUDIO

“UTILIDAD DE LAS MEDICIONES SERIADAS DE 25(0OH) VITAMINA D, 1,25(0H),
VITAMINA D, CATELICINA Y BETA2-DEFENSINA EN EL PRONOSTICO DE LOS PA-
CIENTES SEPTICOS”

Investigador principal: Borja Suberviola Cafas

Servicio de Medicina Intensiva. Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
Email: bsuberviola@yahoo.es

INFORMACION AL PARTICIPANTE O A SUS REPRESENTANTES
ESTIMADO/A SENOR/A:

Su médico le ha solicitado de palabra participar en este estudio, ahora y en cumpli-
miento de la Ley de Investigacion Biomédica, reiteramos la explicacién por escrito con
objeto de que nos autorice a incluirlo en este estudio. Es importante que usted conozca
la finalidad y los procedimientos llevados a cabo en este estudio, lea atentamente esta
informacién y no dude en comentar con su médico, al investigador o a cualquiera de sus
colaboradores todas aquellas cuestiones que no le queden claras.

El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica correspondien-
te y respeta la normativa vigente.

ANTECEDENTES:

Las infecciones graves son causadas por diferentes microorganismos, generalmente bac-
terias En la susceptibilidad a la infeccion por estos microorganismos intervienen diversos
factores como el estado nutricional, edad, tabaquismo, consumo de alcohol, inmunosu-
presion, diabetes, etc. Ademas, existen diversos factores que hacen que algunos indivi-
duos sean mas susceptibles a la infeccidn, asi como a la evolucién y gravedad de ésta.

La vitamina D participa en la respuesta inmune de nuestro organismo frente a las in-
fecciones y su déficit favorece el desarrollo de las mismas. Hasta la fecha, sin embargo,
existe muy poca informacién sobre como la deficiencia de vitamina D pueda favorecer
el agravamiento de las infecciones o implicar un peor prondstico de los pacientes que
las aquejan. El mayor conocimiento de estos aspectos haria posible detectar a aquellos
pacientes con riesgo de sufrir una evolucién desfavorable y quizas en un futuro abriria
una nueva via de tratamiento para las infecciones.

PARTICIPACION VOLUNTARIA:

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y puede decidir no parti-
cipar. En caso de que decida participar en el estudio puede cambiar su decisién y retirar
su consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacion con su
médico y sin que se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

El objetivo de este estudio es analizar diversos parametros biolégicos relacionados con
la vitamina D que pueden estar relacionados con el desarrollo y la gravedad de las infec-
ciones de origen bacteriano. Con esta finalidad se le pide que otorgue su consentimien-
to para la donacién de una muestra de sangre que sera utilizada para la investigacion
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de los mismos. Asimismo, se le pide que de su consentimiento para la revision de datos
de su historial clinico para este estudio. La participacion en este estudio NO implica
ninguna modificacién en el diagndstico o tratamiento de la patologia que presenta el
participante ni supone la necesidad de llevar a cabo pruebas complementarias anadidas
mas alld de las anteriormente expuestas.

Este es un estudio observacional, es decir, que no se van a modificar en nada las pruebas
que se vayan a hacer para su diagnéstico ni tampoco su tratamiento. Dicho estudio pre-
vé incluir un total de 315 pacientes en un periodo de 28 meses. Se incluirén a los pacien-
tes con un cuadro de sepsis grave o shock séptico. Se excluirdn del estudio los pacientes
con edad menor de 18 afios, aquellos que hayan sufrido una parada cardiaca reciente o
que en su historia clinica figuren érdenes de limitacién del esfuerzo terapéutico, aquellos
en los que no presentando sepsis grave o shock séptico en el momento de su ingreso en
la UCI lo hubieran desarrollado durante su estancia en la misma y aquellos que no den
su consentimiento para participar en el estudio.

RIESGOS POTENCIALES Y BENEFICIOS:

Para este estudio Unicamente se le extraerd una pequefia muestra de sangre en el mo-
mento de ingreso en la UCI, a las 72 horas y a la semana del mismo. La sangre sera
analizada en el Laboratorio y sobre la que se realizaran andlisis bioquimicos. Por lo tanto,
no se prevé que su participacion en el estudio pueda resultar perjudicial para su salud.
Sin embargo, puede tener un enorme valor para todos los pacientes que tienen sepsis
ya que puede contribuir a detectar pacientes de riesgo y, como consecuencia aplicar
acciones de mejora en el tratamiento.

A excepcioén de lo anterior, no variard la asistencia habitual que recibe en la Unidad de
Cuidados Intensivos por el simple hecho de participar en este estudio.

ALTERNATIVAS POSIBLES:

Su participacién en este estudio es voluntaria, de tal forma que usted puede decidir no
participar y también puede retirarse en cualquier momento del desarrollo del estudio,
sin que esa decision afecte en ninguin sentido la atencién que usted recibe de sus mé-
dicos.

CONFIDENCIALIDAD Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS:

Siguiendo la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccién de datos de ca-
racter personal, todos los datos recogidos en el transcurso del estudio serén tratados de
forma estrictamente confidencial, por medio de un sistema de codificaciéon numérica, al
cual sélo tendra acceso el equipo investigador y seran utilizados para la valoracién del
estudio sin desvelar en ningln momento su nombre ni apellidos. Todas las personas que
forman parte del equipo investigador estan obligadas a mantener el secreto profesional.
Las muestras se mantendran congeladas en las mejores condiciones con los correspon-
dientes controles de seguridad técnicos y de digitalizacién de las muestras. Las muestras
solo seran utilizadas para el presente estudio y el remanente de muestra sera destruido.

Si tras leer este texto y/o comentar con su médico el contenido del mismo quiere parti-
cipar en este estudio firme por favor el consentimiento que se le presenta.

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE O SU REPRESENTANTE
TITULO DEL ESTUDIO: “Utilidad de las mediciones seriadas de 25(OH) vitamina D,
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Abstract

Objective

To evaluate the usefulness of a new marker, pentraxin, as a prognostic marker in septic
shock patients.

Materials and methods

Single-centre prospective observational study that included all consecutive patients 18
years or older who were admitted to the intensive care unit (ICU) with septic shock. Serum
levels of procalcitonin (PCT), C-reactive protein (CRP) and pentraxin (PTX3) were mea-
sured on ICU admission.

Results

Seventy-five septic shock patients were included in the study. The best predictors of in-
hospital mortality were the severity scores: SAPS Il (AUC = 0.81), SOFA (AUC =0.79) and
APACHE Il (AUC = 0.73). The ROC curve for PTX3 (ng/mL) yielded an AUC of 0.70, higher
than the AUC for PCT (0.43) and CRP (0.48), but lower than lactate (0.79). Adding PTX3

to the logistic model increased the predictive capacity in relation to SAPS Il, SOFA and
APACHE Il for in-hospital mortality (AUC 0.814, 0.795, and 0.741, respectively). In crude
regression models, significant associations were found between in-hospital mortality and
PTX3. This positive association increased after adjusting for age, sex and immunosuppres-
sion: adjusted OR T3 for PTX3 = 7.83, 95% CI 1.35-45.49, linear P trend = 0.024.

Conclusion

Our results support the prognostic value of a single determination of plasma PTX3 as a
predictor of hospital mortality in septic shock patients.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849 December 10, 2020
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Introduction

In 2017, the World Health Organization established sepsis as a global priority [1]. The Third
International Consensus Definitions for Sepsis and Septic Shock (Sepsis-3) defines sepsis as
life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to infection [2]. It
is a major cause of admission to the intensive care unit (ICU) and a leading cause of mortality
and critical illness worldwide; it is responsible for more than 5 million deaths annually, with
an estimated global mortality of 30% [3].

Sepsis and septic shock are medical emergencies, so prompt identification and appropriate
management in the initial hours after onset improve outcomes [4], especially among high-risk
patients. Thus, biomarkers allowing early stratification and recognition of patients at higher
risk of mortality are needed. The two biomarkers that have been most widely studied and used
in patients with sepsis are the short pentraxin C-reactive protein (CRP), and procalcitonin
(PCT), the prehormone of calcitonin. Nevertheless, even they have limited abilities to distin-
guish sepsis from other inflammatory conditions or to predict outcome [5, 6]. PCT can be also
used to support shortening of the duration of antimicrobial therapy in sepsis patients (weak
recommendation, low quality of evidence), according to the latest Surviving Sepsis Campaign
(SCC) [4].

In recent years, pentraxin 3 (PTX3), an acute phase protein, has emerged as a promising
biomarker of sepsis. It is a prototypical member of the long pentraxin subfamily and a key
component of humoral innate immunity. PTX3 is expressed in a number of tissues, particu-
larly dendritic cells and macrophages, in response proinflammatory stimuli [7, 8]. Addition-
ally, it is stored in neutrophil granules and localises in neutrophil extracellular traps [9]. Once
released, PTX3 acts by recognising microbes, activating complement and facilitating pathogen
recognition by phagocytes, thus promoting pathogen clearance, tuning inflammatory
responses and promoting tissue remodelling [7, 8].

In healthy subjects, plasma PTX3 levels are barely detectable (<2 ng/mL) [10], but can
quickly rise in inflammatory and infectious conditions [8]. Levels are elevated in critically ill
patients, with a gradient from systemic inflammatory response syndrome (SIRS) to sepsis and
septic shock [11]. Thus, it has been proposed as prognostic marker for sepsis [11-17]. In a sys-
tematic review and meta-analysis, PTX3 significantly predicted disease severity and mortality
in sepsis [18].

The aim of this prospective study was to assess the prognostic value of a single determina-
tion of PTX3 in septic shock patients in relation to hospital mortality, comparing it with the
prognostic value of a single determination of the classical biomarkers CRP and PCT, on ICU
admission. We also aimed to evaluate whether its addition to severity scores could improve
their prognostic accuracy.

Materials and methods
Study design and setting

We performed a single-centre prospective observational study of 75 patients admitted to the
medical ICU of Marqués de Valdecilla University Hospital in Spain between April 2015 and
April 2016. All consecutive patients 18 years or older who were admitted to ICU with septic
shock, according to the Sepsis-2 definition, were eligible to participate. The latest Sepsis-3 defi-
nitions were applied and all patients were re-classified according to these new definitions. The
criteria for septic shock included the requirement for a vasopressor to maintain a mean blood
pressure of 65 mmHg and serum lactate level >2 mmol/L. Exclusion criteria included patients
under 18 years of age, as well as individuals with recent cardiac arrest or decision to withdraw
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life-sustaining treatment; patients who did not have septic shock at the time of ICU admission
but who subsequently developed it were also excluded.

Clinical and demographic characteristics were recorded for all patients, and included age,
sex and immunosuppression (AIDS, neutropenia [neutrophil count <1 x 10°/L], glucocorti-
coid exposure [>0.5 mg/kg for >30 d] and/or immunosuppressive or cytotoxic medications,
solid organ transplantation, allogeneic or autologous stem cell transplantation, haematological
malignancy, or solid tumour). Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II (APACHE
II) score at 24 h, Simplified Acute Physiology Score (SAPS II) and Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA) score at admission were also recorded.

The study was approved by the Clinical Research Ethics Committee of Cantabria (CEIC:
2014.159), and written informed consent was obtained from each participating patient or their
legal representatives, according to the Declaration of Helsinki.

Assay methods

An additional blood sample was drawn coinciding with the first extraction for clinical pur-
poses upon admission of the patient to the ICU. Serum and plasma samples were collected as
specified for the different assays, and aliquots for this specific study were stored at —80°C until
analysis.

Plasma PTX3 levels were measured by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using
a commercial kit (Quantikine Human Pentraxin 3/TSG-14; R&D Systems Europe, Abingdon,
UK). The sensitivity of the assay is 0.026 ng/mL. Specificity is <0.5% cross-reactivity observed
with available related molecules; <50% cross-reactivity observed with species tested. Intra-
assay reproducibility of the method is <2.6% and interassay reproducibility is <6.9%.

Serum PCT levels were measured by electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) on
a Cobas e411 autoanalyzer (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany); serum CRP was deter-
mined by immunoturbidimetric assay; and plasma lactate by an enzymatic assay using a
Dimension EXL autoanalyzer (Siemens Health Care Diagnostics, Gwynedd, UK).

Statistical analysis

Categorical and discrete variables were expressed as counts (percentage). Continuous variables
were expressed as median and interquartile ranges (IQR). Statistical differences between
groups were assessed with the Chi-square test using Yates’ correction or Fisher s exact test,
when appropriate, for categorical variables. Continuous variables were compared with the
Mann-Whitney U test. The correlation between continuous variables was calculated using
Spearman s rank correlation coefficient (rho).

To determine and compare the predictive value of the biomarkers and severity scores,
receiver-operating characteristic (ROC) curves were constructed and the area under the curve
(AUC) was calculated. The outcome variable was in-hospital mortality.

To estimate the strength of associations, the biomarkers and severity scores were divided
into dichotomous variables (low versus high values) according to the median and adjusted
odds ratios (OR) with their 95% confidence intervals (CI); 95% Cls for in-hospital mortality
were calculated using unconditional logistic regression. The following potential confounders
were pre-established for inclusion in the models: age (as a continuous variable), sex and immu-
nosuppression status (yes/no).

In addition, exposure-response trends (biological gradient) were estimated, using a logistic
regression model with all potential confounders, categorizing the prognostic factors as ordinal
variables according to tertiles.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849 December 10, 2020 3/12



PLOS ONE

Pentraxin 3 and septic shock

The level of statistical significance was set at 0.05 and all tests were two-tailed. Data were
analysed using SPSS statistical software package 24.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

Results
Study population

Seventy-five septic shock patients were included in the study (53 men and 22 women) with a
median age at admission of 64 years (Table 1). At ICU admission, median APACHE II, SOFA
and SAPS II scores were 22, 10 and 42, respectively. The most common sites of infection were
the lungs (41.3%) and abdomen (32%). The ICU mortality rate was 24% and the in-hospital
mortality rate was 28%. Non-survivors were more severely ill, as reflected by significantly
higher severity scores and higher number of organ dysfunctions on ICU admission;

Table 1. Baseline characteristics of the study population, in relation to in-hospital mortality.

Characteristics Overall population Survivors Non-survivors p value
n=75 n=>54 n=21
Age (years), MD (IQR) 64 (49-74) 63 (47.2-70) 71 (59.5-76.5) 0.08
Male sex, n (%) 53 (70.7) 37 (68.5) 16 (76.2) 0.58
Immunosuppression, n (%) 25 (33.3) 14 (25.9) 11 (52.4) 0.05
Charlson score, MD (IQR) 4(2-6.6) 3.9(1.1-6.4) 5.6 (3.4-7.2) 0.28
Site of infection, n (%): 0.05
Lung 31(41.3) 22 (40.7) 9(42.9)
Abdomen 24 (32) 15 (27.8) 9(42.9)
Urinary tract 9 (12) 9 (16.7) 0(0)
Skin-soft tissues 5(6.7) 5(9.3) 1(4.8)
Catheter 3(4) 2(3.7) 1(4.8)
Others 3(4) 1(1.9) 1(4.8)
Nosocomial infection, n (%) 46 (61.3) 33 (61.1) 12 (57.1) 0,79
APACHE II, MD (IQR) 22 (15-28) 19.5 (14-25.2) 25 (22-30) 0.006
SAPS II, MD (IQR) 42 (32-63) 36 (29.5-50.2) 61 (53.5-69) <0.001
SOFA, MD (IQR) 10 (7-13) 9 (7-12) 14 (10-17.5) <0.001
Organ dysfunction (number), MD (IQR) 3(2-4) 2(1-3.2) 4 (3-5) <0.001
Mechanical ventilation, n (%) 39 (52) 19 (35.2) 20 (95.2) <0.001
ARDS, n (%) 11 (14.7) 3 (5.6) 8(38.1) <0.001
CVVHDF, n (%) 11 (14.7) 4 (7.4) 7(33.3) 0.009
Bacteraemia, n (%) 23 (30.7) 15 (27.8) 8(38.1) 0.41
SvcO2 (%) 72 (61.4-78.6) 72.7 (62.1-78.7) 74.2 (60-78.6) 0.99
Lactate (mmol/L), MD (IQR) 2.7 (1.3-4.6) 2.1 (1-3.5) 4.6 (2.7-8.5) <0.001
PCT (ng/ml), MD (IQR) 11.8 (1.5-40.6) 9.6 (1.3-51.3) 12.9 (3.7-24.7) 0.47
CRP (mg/dl), MD (IQR) 22.8 (11.1-25) 23 (11.1-25) 20.8 (8.4-25) 0.56
Pentraxin-3 (ng/ml), MD (IQR) 63.8 (24.2-187) 41.8 (14.3-124.3) 114.4 (56.1-250) 0.01
ICU mortality, n (%) 18 (24) ——-- - ----
Hospital mortality, n (%) 21 (28) ——-- —--- ----
ICU stay (days), MD (IQR) 4.9 (2.9-9.9) 5.9 (2.9-9.9) 4.9 (1.9-9.9) 0.10

Apache II: Acute Physiology and Chronic Health disease Classification System II; SAPS: Simplified Acute Physiology Score; SOFA: Sequential Organ Failure

Assessment; ARDS: Acute respiratory distress syndrome; CVVHDEF: Continuous venovenous haemodiafiltration; SvcO2: Central venous oxygen saturation; PCT:
Procalcitonin; CRP: C-reactive protein; VDBP: Vitamin D binding protein. MD (IQR); median (interquartile range). P results based on Mann-Whitney U test.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849.t001
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mechanical ventilation and haemodiafiltration were required in a higher percentage of non-
survivors compared to survivors.

PTX3 levels were higher than normal in all patients, with a median PTX3 level of 63.8
(24.2-187) ng/mL. Median PCT and CRP levels were 11.8 ng/mL (1.5-40.6) and 22.8 (11.1-
25) ng/mL, respectively. Plasma PTX3 concentrations were higher in non-survivors compared
to survivors (114.4 vs. 41.8 ng/mL, P = 0.01). However, serum PCT and CRP concentrations
showed no statistically significant differences between these groups.

At ICU admission, plasma PTX3 levels showed a statistically significant positive correlation
with the APACHE II score (rho = 0.402, P<0.001), SOFA score (rho = 0.378, P = 0.001), SAP-
S-1I score (rho = 0.449, P<0.001) and PCT (rho = 0.329, P = 0.005), but not with CRP
(rho = 0.157, P = 0.187), ICU length of stay (rtho = 0.104, P = 0.82) or hospital length of stay
(rho = 0.041, P = 0.73).

Prognostic value of PTX3: ROC and regression analysis

Among the prognostic factors studied, the best rates of prediction of in-hospital mortality
were the severity scores: SAPS I (AUC = 0.81), SOFA (AUC = 0.79) and APACHE I

(AUC =0.73). The ROC curve for PTX3 (ng/mL) yielded an AUC of 0.70, higher than the
AUC for PCT (0.43) and CRP (0.48) but lower than the AUC for lactate (0.79) (Table 2) (S1
Fig). Adding PTX3 to the logistic model slightly increased the predictive capacity in relation to
SAPSII, SOFA and APACHE II for in-hospital mortality (AUC 0.814, 0.795, and 0.741,
respectively) (Table 3).

Tables 4 and 5 show the strength of associations (OR) and exposure-trends (biological gra-
dient) between severity scores and biomarkers, including PTX3, in relation to in-hospital mor-
tality. When categorising the prognostic factors according to the median and tertiles, the
results were consistent with the predictive capacity determined using the AUCs. With respect
to biomarkers, lactate was statistically significantly associated with in-hospital mortality, but
the associations were higher for PTX3 compared to PCT and CRP.

Among the severity scores (SOFA, SAPS II and APACHE II), significant crude positive
associations were obtained for in-hospital mortality, crude OR at the highest tertile (OR T3):
OR T3 for SAPS II = 30.73, 95% CI 3.57-264,49 P trend <0.001; OR T3 for SOFA = 59.80,
95% CI 0.65-19.84, P trend = 0.001; and OR T3 for APACHE II = 5.90, 95% CI 1.37-25.36, P
trend = 0.016). After adjusting for age, sex and immunosuppression, these positive associations
increased for all severity scores.

Regarding biomarkers, non-significant associations with no dose-response P trends were
found for PCT and CRP. In crude regression models, significant associations with significant

Table 2. Area under the curve (AUCs) with 95% confidence intervals (Cls) for severity scores and biomarkers in
relation to in-hospital mortality.

AUC? (95% | CI)
APACHE 11 0.728 0.612 0.843
SAPSII 0.814 0.713 0.915
SOFA 0.785 0.672 0.899
PCT (ng/ml) 0.534 0.398 0.671
CRP (mg/dI) 0.481 0.339 0.623
Lactate (mmol/L) 0.794 0.692 0.895
Pentraxin-3 (ng/ml) 0.698 0.575 0.822

# AUC denotes Area Under the Curve ROC; 95% CI Confidence interval at 95%.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849.t002
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Table 3. Area under the curve (AUCs) with 95% confidence intervals (CIs) estimated through regression models
for different combinations of APACHE II, SAPS II, SOFA and pentraxin-3 in relation to in-hospital mortality.

AUC* (95% | CI)
APACHE II + Pentraxin-3 (ng/ml) 0.741 0.624 0.858
SAPS II + Pentraxin-3 (ng/ml) 0.817 0.719 0.916
SOFA + Pentraxin-3 (ng/ml) 0.795 0.689 0.901

# AUC denotes Area Under the Curve ROC; 95% CI Confidence interval at 95%.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849.t003

dose-response trends were found between in-hospital mortality and PTX3. This positive asso-
ciation increased after adjusting for age, sex and immunosuppression: adjusted OR at the high-
est tertile (ORa T3) for PTX3 = 7.83, 95% CI 1.35-45.49, P trend = 0.024. Lactate was the
biomarker with highest associations: adjusted OR at the highest tertile (ORa T3) for lac-

tate = 36.47, 95% CI 3.85-345.38, P trend <0.001 (Table 5).

Discussion

In our study, we evaluated the prognostic value of PTX3, PCT and CRP in patients with septic
shock defined according to Sepsis-3 criteria. Our findings suggest that plasma PTX3 could be a

Table 4. Associations between severity scores and in-hospital mortality.

Survivors Non-survivors
Severity scores Cut-off points N=114 N=25 OR (95% CI) ORa (95% CI)
APACHE II (Median)
Low (reference) <22 38 6 1.00 -- 1.00 --
High 23+ 16 15 5.94 1.95 18.06 6.59 1.82 23.93
APACHE II (Tertiles)
Low (reference) <17 23 3 1.00 -- 1.00 --
Medium 18-25 18 8 3.41 0.79 14.72 292 0.57 14.94
High 26+ 13 10 5.90 1.37 25.36 6.22 1.18 32.67
p linear trend p=0.016 p=0.029
SAPS II
High (reference) <42 36 2 1 -- 1 --
Low 43+ 18 19 19 3.98 90.69 23.362 3.972 137.411
SAPS II (Tertiles)
High (reference) <35 26 1 1 -- 1 --
Medium 36-56 17 7 10.71 1.21 94.96 11.01 1.13 107.37
Low 57+ 11 13 30.73 3.57 264.49 48.67 4.46 530.95
p linear trend p<0.001 p=0.001
SOFA (Median)
High (reference) <10 36 6 1 -- 1 --
Low 11+ 18 15 5.00 1.66 15.07 13.10 2.58 66.47
SOFA (Tertiles)
High (reference) <8 24 2 1 -- 1 --
Medium 9-12 20 6 3.60 0.65 19.84 2.75 0.41 18.40
Low 13+ 10 13 15.60 2.96 82.17 59.80 5.13 696.73
p linear trend p=0.001 p=0.001

OR,: Odds ratio adjusted for age, sex and immunosuppression.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849.t004
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Table 5. Associations between biomarkers and in-hospital mortality.

Survivors Non-survivors
Biomarkers Cut-off points N=114 N=25 OR (95% CI) ORa (95% CI)
PCT (ng/ml) (Median)
Low (reference) <11.80 30 8 1.00 -- 1.00 --
High 11.81+ 24 13 2.03 0.72 5.7 2.87 0.86 9.58
PCT (ng/ml) (Tertiles)
Low (reference) <4.00 20 5 1.00 -- 1.00 --
Medium 4.01-22.60 15 10 2.67 0.75 9.45 2.31 0.6 8.9
High 22.61+ 19 6 1.26 0.33 4.84 1.73 0.39 7.75
p linear trend p=0.753 p=0.422
CRP (mg/dl) (Median)
Low (reference) <2270 26 12 1.00 -- 1.00 --
High 22.71+ 28 9 0.7 0.25 1.92 0.82 0.27 246
CRP (mg/dl) (Tertiles)
Low (reference) <13.00 17 8 1.00 -- 1.00 --
Medium 13.01-25.00 32 12 0.797 0.273 2.325 | 0.998 0.311 3.202
High 25.01+ 5 1 0.425 0.042 4263 | 0.39 0.033 4.65
p linear trend p =0.466 p=0.615
Lactate (mmol/L) (Median)
Low (reference) <24.00 33 6 1.00 -- 1.00 --
High 24.01+ 21 15 393 1.32 11.73 4.48 1.36 14.75
Lactate (mmol/L) (Tertiles)
Low (reference) <18 26 1 1.00 -- 1.00 --
Medium 18.01-32.00 16 7 11.38 1.28 101.22 9.53 1.00 90.40
High 32.01+ 12 13 28.17 3.29 240.81 36.47 3.85 345.38
p linear trend p<0.001 p<0.001
Pentraxin-3 (ng/ml) (Median)
Low (reference) <63.80 30 8 1.00 -- 1.00 --
High 63.81+ 24 13 2.03 0.72 5.7 2 0.64 6.24
Pentraxin-3 (ng/ml) (Tertiles)
Low (reference) <31.90 23 1.00 -- 1.00 --
Medium 31.91-116.60 16 6.47 1.23 34.01 6.05 1.05 34.93
High 116.61+ 15 10 7.67 1.47 39.99 7.83 1.35 45.49
p linear trend p=0.015 p=0.024

OR,: Odds ratio adjusted for age, sex and immunosuppression.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243849.1005

potential predictor of mortality, having, according to our results, a superior prognostic value
compared to PCT and CRP. Our results also support severity scores—classical markers used to
predict mortality—as predictors of mortality, particularly SAPS II. This reproducible accuracy
of the severity scores supports the validity of our results for PTX3. We also found that PTX3
was elevated and showed a stronger correlation with disease severity, organ dysfunction and
other clinical parameters than CRP or PCT in septic shock.

In accordance with a previous study, CRP remained equally high in both survivors and

non-survivors [12]. Although PTX3 and CRP belong to the same pentraxin family, PTX3 dif-
fers from CRP in terms of gene organization and localisation, ligand recognition, cellular
source and inducing signal [7, 8]. PTX3 is an acute phase protein secreted by various cells in
response to proinflammatory signals, unlike the short pentraxin CRP, which is produced in
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the liver and induced by IL-6. Under normal physiological conditions, plasma PTX3 levels are
low (<2 ng/mL) but increase rapidly in sepsis as a result of neutrophil degranulation—up to
100 ng/mL depending on the severity of disease [19]—with levels maintained through de novo
production by endothelial cells and some monocytic cells [20, 21]. PTX3 increases within 6-8
h of response to infection, compared to 24-30 h for CRP.

The association between PTX3 and the increase in in-hospital mortality remained after
adjusting for the main confounding factors, namely age, sex, and immunosuppression, sup-
porting the independence of this association. Moreover, an exposure-response pattern (a dose-
response trend) was found, where higher levels were associated with a higher risk of mortality.
Patients with high levels (third tertile) had an approximately eight-fold risk of in-hospital mor-
tality compared to patients with lower PTX3 levels. However, the predictive accuracy of a sin-
gle PTX3 determination, in relation to the AUC determined by the ROC curves, was lower
than the severity scores (SAPS II, SOFA, APACHE II), but superior to the classically used bio-
markers (CRP, PCT) in predicting the risk of mortality in septic shock patients. The predictive
accuracy in relation to severity scores was slightly increased by adding PTX3 to the logistic
models. The clinical relevance of this slight increase merits further attention in future studies,
to elucidate whether systemic PTX3 levels would have prognostic value and could help to
determine the prognosis of patients with septic shock, complementing disease severity classifi-
cation systems and other biological markers.

Sepsis occurs when the release of proinflammatory mediators in response to an infection
extends beyond the boundaries of the local environment, leading to a more generalised
response, so it is difficult to describe it with a single measure. The predictive scoring systems
used to predict mortality in ICU patients have major limitations, including poor generalisabil-
ity, deterioration over time and possibly lead-time bias [22-24], and they also tend to be used
more in research than in routine clinical practice. For this reason, although PTX3 did not per-
form as well as severity scores, especially SAPS II, it should not be excluded for use as a predic-
tor of outcome. CRP is sensitive but not very specific, since it is increased in all inflammatory
disorders, while PCT differentiates between infectious and non-infectious causes of critical ill-
ness better than CRP [25]. Nevertheless, they provide limited information in relation to patient
prognosis in critically ill patients [26, 27]. A meta-analysis of 21 studies with a total of 6007
patients concluded that the initial PCT level was of limited prognostic value in patients with
sepsis [28]. In another meta-analysis of 25 studies with 2353 patients, Arora et al. found that,
in a subgroup of patients with severe sepsis and septic shock, there was no difference in PCT
values between survivors and non-survivors on day 1 (P = 0.062) [29]. In addition, serum lev-
els may be altered by clinical and demographical conditions [30-32]. Our data showed a signif-
icant correlation between PCT and PTX3 at ICU admission, but PCT was not an independent
marker for in-hospital mortality, nor was CRP. At ICU admission, the AUC value of a single
PTX3 determination was significantly much better than CRP and PCT in predicting in-hospi-
tal mortality. Moreover, PTX3 levels correlated better with disease severity and organ dysfunc-
tion than PCT or CRP.

Our study findings are consistent with previous studies that examined PTX3 as a prognostic
marker for sepsis [11-17]. Levels of PTX3 have been correlated with disease severity, organ
dysfunction and markers of coagulation activation and, when compared with other biomark-
ers (e.g. IL-6, TNFa and CRP), have shown a stronger correlation with clinical parameters
[33]. In a systematic review and meta-analysis, PTX3 was identified as a marker of sepsis sever-
ity and predictor of mortality, but with limited specificity [18]. In a prospective study with 112
patients with septic shock, baseline PTX3 levels were an independent predictor of 28-day mor-
tality, unlike CRP and PCT [17]. In contrast to our study, Mauri et al. reported that, although
high PTX3 levels over the first 5 days from onset of sepsis were correlated with poorer
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outcomes, the initial PTX3 levels at ICU admission did not differ between survivors and non-
survivors [12]. Additionally, Caironi et al., in a large multicentre randomised controlled trial,
found that plasma PTX3 concentrations were higher in non-survivors compared to survivors
on day 1 and were correlated with severity. While PTX3 levels on day 7 showed a significant
predictive value for 90-day mortality, PTX3 levels on day 1, after adjustment for all confound-
ers, were not associated with 90-day mortality in patients with severe sepsis or septic shock
[15]. These conflicting outcomes may due to the heterogeneity of different study subjects. Both
studies were designed with patients with severe sepsis and septic shock according to the first
criterion of sepsis based on the concept of SIRS. In addition, patients were randomised at
enrolment. In contrast, our clinical study was conducted on a homogeneous group of patients
who met the updated definition of septic shock. Additionally, the timing of mortality analysis
was different (90-day mortality vs. in-hospital mortality), and in both studies, a sandwich
ELISA developed in-house was used to determine PTX3 levels.

It should be pointed out that our results are also consistent with recent prospective studies,
according to the Sepsis-3 definitions [34-37]. In contrast to our study, Hu et al. reported that
PCT is a moderate predictor of 28-day mortality in patients with sepsis and septic shock.

Our results also showed that elevated lactate levels were highly associated with in-hospital
mortality in septic shock, in line with other studies [4, 38-41]. Lactate has been widely used as
a marker of altered tissue perfusion. Adult patients with septic shock can be identified using
the clinical criteria of hypotension requiring the use of vasopressors to maintain mean blood
pressure of 65 mmHg or greater and having a serum lactate level greater than 2 mmol/L per-
sisting after adequate fluid resuscitation [2]. However, an elevated lactate level is a sensitive
marker for cellular dysfunction in sepsis [42, 43], but is non-specific, since it can be elevated
in other types of shock, such as cardiogenic, obstructive or hypovolaemic shock, and can be
affected by several factors, such as liver disease [41, 44].

The present study has several advantages. We performed a prospective study with a very
homogeneous group of patients who met septic shock criteria in accordance with the latest
Sepsis-3 definitions at the time of admission to the ICU. Furthermore, the prognosis was estab-
lished very promptly because it was based on the fact that blood samples were obtained on
ICU admission.

This study also has some limitations, namely that the generalisability of our findings is con-
strained by the fact that this was a single centre observational study with a small sample size.

Conclusions

In summary, our results support the available published studies suggesting the prognostic
value of a single determination of plasma PTX3 as a predictor of hospital mortality in septic
shock patients, defined according to the latest Sepsis-3 criteria.

Further multicentre studies with larger sample size are needed in order to generalise
these results, elucidating the existence of subgroups of patients with specific characteristics in
whom this biomarker could demonstrate higher accuracy in assessing the risk of mortality or
increased severity. This would allow us to better understand the predictive potential of PTX3
in comparison to other existing biomarkers such as lactate, PCT or CRP or severity scores.

Supporting information

S1 Fig. ROC curves for severity scores and biomarkers with respect to ‘in-hospital mortal-
ity’.

(DOC)
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ABSTRACT

Background: The aim of this study was to assess the prognostic value of vitamin D, vitamin D binding
protein (VDBP) and vitamin D-related peptides in septic shock patients in relation to hospital mortality.
Methods: This is a single-center, prospective, observational study that included all consecutive patients
meeting criteria for septic shock who were admitted to the ICU. VDBP, 25-hydroxy vitamin D,
1,25-dihydroxy vitamin D, cathelicidin and beta-defensin levels were determined in blood samples
obtained on admission to the ICU.
Results: Seventy-five patients were studied. The best area under the curve (AUC) for prediction of in-
hospital mortality was for VDBP (0.78), with a negative predictive value of 85.45% for the optimal cut-off
point. VDBP was also the only variable that had a statistically significant association with a higher risk of
in-hospital mortality, regardless of other assessed variables and pre-determined confounders: adjusted
odds ratio of 5.20 (95% confidence interval: 1.21-22.36). When restricted to patients with vitamin D
insufficiency (n=54), the AUC was 0.77, and the adjusted OR 12.22 (95% CI: 1.46-102.14; p=0.021) for
in-hospital mortality.
Conclusions: VDBP levels showed a statistically significant association with in-hospital mortality, sup-
porting the clinical utility of VDBP as a good prognostic marker in septic shock patients. Vitamin D
and vitamin D-related peptides are not associated with in-hospital mortality. These results should be
confirmed in a multicentre study with a larger sample size.

© 2018 Published by Elsevier Espaiia, S.L.U.

La proteina transportadora de vitamina D, pero no la vitamina D ni los péptidos
derivados de ella se asocia con la mortalidad de los pacientes en shock séptico

RESUMEN

Introduccién: El objeto de este estudio fue evaluar el valor prondstico de la vitamina D, la proteina trans-
portadora de la vitamina D (PTVD)y de los péptidos derivados de la vitamina D en relacién a la mortalidad
hospitalaria de los pacientes en shock séptico.

Meétodos: Se trata de un estudio prospectivo unicéntrico observacional que incluyo consecutivamente a
todos los pacientes que ingresan en la UCI en shock séptico. Los valores de la PTVD, 25-hydroxy vitamina
D, 1,25-dihydroxy vitamina D, catelicidina y beta-defensina se cuantificaron en muestras sanguineas
extraidas en el momento del ingreso en la UCL.

Abbreviations: VDBP, vitamin D binding protein; AUC, area under the curve; ICU, intensive care unit; 25(OH)D, 25-hydroxy vitamin D; 1,25(0H2D), 1,25-dihydroxyvitamin
D; ROC, receiver operating characteristic; SOFA, Sequential Organ Failure Assessment; APACHE, acute physiology and chronic health evaluation.
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Resultados: Se incluyeron un total de 75 pacientes. La mejor area bajo la curva (AUC) para la prediccién
de mortalidad hospitalaria fue para la PTVD (0,78), con un valor predictivo negativo del 85,45% para el
punto de corte 6ptimo. La PTVD fue ademas la Gnica variable asociada estadisticamente con un mayor
riesgo de mortalidad hospitalariaindependientemente de las otras variables evaluadas y de los factores de
confusidén prestablecidos: odds ratio ajustada 5,20 (intervalo de confianza [IC] 95%: 1,21-22,36). Cuando
el estudio se focalizé en los pacientes con insuficiencia de vitamina D (N=54), el AUC fue de 0,77 y la odds
ratio ajustada de 12,22 (IC 95%: 1,46-102,14; p=0,021) en relacién a la mortalidad hospitalaria.
Conclusiones: Los valores sanguineos de la PTVD se asociaron de forma estadisticamente significativa
con la mortalidad hospitalaria, apoyando la potencial utilidad clinica de la PTVD como un buen marcador
pronéstico en los pacientes en shock séptico. La vitamina D y los péptidos derivados de ella no relacionaron
con la mortalidad hospitalaria. Estos resultados deben ser confirmados en un estudio multicéntrico con
mayor nimero de pacientes.

© 2018 Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U.

Background

There is increasing evidence regarding the pivotal role played
by vitamin D in health and disease. Although the primary and
most well-known function of vitamin D is to maintain calcium
and phosphorus homeostasis, and promote bone mineralization,
there is a body of literature focusing on the pleiotropic effects of
the vitamin, such as immune modulation, endothelial and mucosal
functions, and glucose metabolism. Thus, vitamin D deficiency has
been associated with myocardial infarction, diabetes, autoimmune
disease, chronic obstructive pulmonary disease, neoplasm, tuber-
culosis, and increased mortality in the general population.!

Recent studies in critically-ill patients have suggested that
vitamin D deficiency may be associated with sepsis develop-
ment and poorer outcomes.?> However, the exact mechanism
explaining this association is still unclear. Vitamin D has
autoimmune activity, but also acts as an intermediary in the gen-
eration of antimicrobial peptides (cathelicidins and defensins) by
monocytes/macrophages.® Moreover, some other components of
the vitamin D axis, such as vitamin D binding protein (VDBP),
have anti-inflammatory and immunomodulatory functions that
may affect these outcomes.’

The aim of this study was to assess the prognostic value of
vitamin D, VDBP and vitamin D-related peptides in septic shock
patients in relation to hospital mortality.

Materials and methods
Study design and setting

We conducted a single-center prospective observational study
in a 30-bed adult intensive care unit (ICU) at Marques de Valdecilla
University Hospital in Spain, between April 2015 and April 2016.
Eligible patients were all consecutive adult patients, aged 18 or
older and admitted to ICU with septic shock according to the Third
International Consensus Definitions.2 We excluded patients under
18 years of age, as well as individuals with recent cardiac arrest
or with withdraw of life sustaining decision and patients without
septic shock at the time of admission to the ICU but who developed
such problem during admission. Clinical and demographic charac-
teristics of all patients, including age, gender, immunosuppression
(AIDS, neutropenia [neutrophil count<1 x 10%/L], exposure to
glucocorticoids [>0.5 mg/kg for >30 d] and/or immunosuppressive
or cytotoxic medications, solid organ transplantation, allogeneic or
autologous stem cell transplantation, hematological malignancy,
or solid tumor), Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
Il score at 24 h and Sequential Organ Failure Assessment score at
admission were recorded (Table 1). The local ethics committee

(CEIC Cantabria 2014.159) approved this study, and informed
consent was obtained for all patients.

Assay methods

A single blood sample was performed coinciding with the first
clinical extraction for clinical purposes at the moment of admit-
tance of the patient in the ICU. Serum and plasma samples were
collected in the appropriate way for the different assays and
aliquots for this specific study were stored at —80 °C until assayed.
25-hydroxy vitamin D (25(OH)D) and 1,25-dihydroxyvitamin D
(1,25(0H2D)) levels were measured by automated competitive
chemiluminiscence assay (Liaison XL, DiaSorin Inc, Stillwater MN
USA). Our laboratory is DEQAS (Vitamin D External Quality Assess-
ment Scheme) certified for both parameters. Vitamin D deficiency
and insufficiency were defined as serum 25(OH)D levels less
than 15 ng/mLand 30 ng/ml respectively. 1,25-dihydroxyvitamin D
(1,25(0H2D)) levels were measured by radioimmunoassay (Dia-
Sorin Inc, Stillwater MN USA). VDBP, Cathelicidin (LL-37) and
[3-defensin-2 levels were measured by ELISA using the following
commercial kits: Quantikine Human Vitamin D Binding Protein
(R&D Systems Europe, Abingdon, UK), HK321 Human LL-37 (Hycult
Biotech, Uden, Netherlands) and human 3-defensin-2 (Alpha Diag-
nostic International, San Antonio, TX, USA), respectively.

Statistical analysis

Categorical and discrete variables were expressed as counts
(percentage); continuous variables such as Vitamin D, VDBP, and
related peptides were expressed as median and interquartile
ranges. Statistical differences between groups were assessed with
the Chi-square test, using Yates’ correction or Fisher’s exact test
as appropriate, for categorical variables. The Mann-Whitney U test
was used for biomarkers, while the Student t-test was used for the
rest of the continuous variables.

To compare the predictive value of Vitamin D, VDBP, and related
peptides, receiver operating characteristic (ROC) curves were con-
structed and the area under the curve (AUC) was determined. To
estimate the strength and independence of associations, Vitamin
D, VDBP, and related peptides were divided into dichotomous vari-
ables according to median, and adjusted odds ratios (OR) with their
95% confidence interval (CI) for ‘in-hospital mortality’ were calcu-
lated using unconditional logistic regression.

The level of statistical significance was set at 0.05, and all tests
were two-tailed. SPSS statistical software package 19.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL) was used for all statistical analyses.
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Table 1

Baseline characteristics of the study population.
Characteristics Overall population Survivors Non-survivors p value

n=75 n=54 n=21

Age (years), MD (IQR) 64 (49-74) 63 (47.2-70) 71 (59.5-76.5) 0.12
Male sex, 11 (%) 53(70.7) 37 (68.5) 16(76.2) 0.58
Immunosuppression, n (%) 25(333) 14 (25.9) 11(52.4) 0.05
Charlson score, MD (IQR) 4(2-6.6) 3.9(1.1-64) 5.6(3.4-7.2) 0.28
Source of infection, n (%)
Lung 31(41.3) 22 (40.7) 9(42.9)
Abdomen 24 (32) 15(27.8) 9(42.9)
Urinary tract 9(12) 9(16.7) 0(0) 0.05
Skin-soft tissues 5(6.7) 5(9.3) 1(4.8)
Catheter 3(4) 2(3.7) 1(4.8)
Others 3(4) 1(1.9) 1(4.8)
Nosocomial infection, n (%) 45 (60) 33(61.1) 12 (57.1) 0.79
APACHE II, MD (IQR) 22(15-28) 195 (14-25.2) 25 (22-30) 0.006
SAPS 11, MD (IQR) 42 (32-63) 36 (29.5-50.2) 61 (53.5-69) <0.001
SOFA, MD (IQR) 10(7-13) 9(7-12) 14 (10-17.5) <0.001
Organ dysfunction (number), MD (IQR) 3(2-4) 2(1-3.2) 4(3-5) <0.001
Mechanical ventilation, n (%) 39 (52) 19(35.2) 20(95.2) <0.001
ARDS, n (%) 1(14.7) 3(5.6) 8(38.1) <0.001
CVVHDF, n (%) 1(14.7) 4(74) 7(33.3) 0.009
Bacteraemia, n (%) 23 (30.7) 15(27.8) 8(38.1) 0.41
Svc02 (%) 73 (61.4-78.6) 72.7 (62.1-78.7) 74.2 (60-78.6) 0.99
Lactate (mmol/L), MD (IQR) 2.7 (1.3-4.6) 2.1(1-3.5) 4.6(2.7-8.5) <0.001
PCT (ng/ml), MD (IQR) 11.8 (1.5-40.6) 9.6 (1.3-51.3) 12.9(3.7-24.7) 0.50
CRP (mg/dl), MD (IQR) 22.8 (11.1-25) 23 (11.1-25) 20.8 (8.4-25) 0.59
25(0OH) vitamin D status: 0.87
Sufficiency (>30ng/ml), n (%) 4(5.3) 3(5.6) 1(4.8)
Insufficiency (30-15 ng/ml), n (%) 17(22.7) 13(24.1) 4(19)
Deficiency (<15ng/ml), n (%) 54 (72) 38(70.4) 16 (76.2)
25(0OH) vitamin D (ng/ml), MD (IQR) 9.8 (5.0-17.1) 10.7 (5.5-17.1) 8.6 (4.4-16.7) 0.65
1,25 (OH) vitamin D (pg/ml), MD (IQR) 19(10-34) 19.5(10.7-38.6) 19(7.5-23.5) 0.49
VDBP (ng/ml), MD (IQR) 144,393 (91397-187991) 155,067 (127411-206900) 85,572 (62973-147691) <0.001
Cathelicidin (pg/ml), MD (IQR) 1.3(0.7-2.0) 1.3(0.8-2.1) 0.94 (0.4-1.7) 0.05
Beta-defensin (pg/ml), MD (IQR) 464 (222-1193) 470 (203-1193) 410 (235.5-1801.5) 0.57
ICU mortality, n (%) 18 (24) - - -
Hospital mortality, n (%) 21(28) - - -
ICU stay (days), MD (IQR) 49(29-9.9) 5.9(2.9-9.9) 49(1.9-9.9) 0.10

Apache II: Acute Physiology and Chronic Health disease Classification System II; SAPS: Simplified Acute Physiology Score; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; ARDS:
acute respiratory distress syndrome; CVVHDF: continuous venovenous hemodiafiltration; Svc02: central venous oxygen saturation; PCT: procalcitonin; CRP: C reactive
protein; VDBP: vitamin D binding protein. MD (IQR); median (interquartile range). p results based on Mann-Whitney U test.

Results
Study population

Seventy-five septic shock patients were included in the study
(53 men and 22 women) with a median age at admission of
64 years (Table 1). At ICU admission, median APACHE II, SOFA
and SAPS I scores were 22, 10 and 42, respectively. Lungs were
the most frequent source of infection. The ICU mortality rate
was 24% and the hospital mortality rate was 28%. Non-survivors
were more severely ill, as reflected by significantly higher severity
scores and higher number of organ dysfunctions on ICU admission;
mechanical ventilation and hemodiafiltration were also required
in a higher percentage of cases compared to survivors. No signif-
icant differences were observed between hospital survivors and
non-survivors with respect to serum 25(0OH)D, 1,25(0H)2D, cathe-
licidin and defensin levels, or with respect to 25(0OH)D sufficiency,
deficiency or insufficiency.

Among the prognostic factors studied, VDBP achieved the best
rate for prediction of in-hospital mortality (AUC=0.78). The opti-
mal cut-off point was set at 92,826 ng/ml. According to this cut-off
point, sensitivity was 60.00% and positive predictive value was
63.16%. Of the other measurements, cathelicidin (pg/mL) and
1,25(0H)2D (pg/mL) had the highest AUC values (0.63 and 0.57,
respectively) (Table 2).

VDBP was the only variable that was statistically significantly
associated with a higher risk of in-hospital mortality. This associa-
tion was independent of the pre-established confounders (adjusted

OR 5.20, 95% CI 1.21-22.36), p=0.027 (Table 3), although, when
liver failure was added, the association decreased slightly (adjusted
ORincluding also hepatic failure 3.86,95% C10.84-17.81), p=0.083.
When restricted to patients with vitamin D insufficiency (n=54),
the predictive ability was rather similar (AUC=0.77), and an
adjusted OR of 12.22 was found (95% CI 1.46-102.14), p=0.021
when adjusting for the pre-established confounders, that yielded
statistical significance even including also hepatic failure as a con-
founding variable: adjusted OR including also hepatic failure. 9.46
(95% CI 1.04-85.47), p=0.046 (data not shown).

Discussion

Our results show that in patients with septic shock, VDBP val-
ues are better predictors of survival than vitamin D, cathelicidin
and defensin. Thus VDBP values seem to have an inverse relation
with respect to mortality, regardless of the vitamin D or vitamin
D-related peptide levels.

In addition to transporting vitamin D3, VDBP has multifunc-
tional properties: as well as macrophage activation, it enhances
the leukocyte chemotactic activity of activated complement
peptides and influences macrophage chemotaxis, and may also
act through excessive globular actin scavenging.”'0 Thus, in
critically-ill trauma patients, Dahl et al. found that low serum
VDBP was associated with a higher risk of respiratory failure and
sepsis development.!! Similarly, Jeng et al. compared a group of
critically-ill subjects admitted to ICU with and without sepsis, and
healthy controls. VDBP levels were significantly lower in subjects
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Table 2
AUC and optimal cut-off points with their corresponding validity indexes and predictive values for VitD and related biomarkers in relation to ‘in hospital mortality’.
AUC? (@ 95%) CUT-OFF Se (%) Sp(%) I LR+ 1/LR— PV+ (%) PV- (%)

25(0H) vitamin D (ng/ml) 053 039 068 <8.96 57.1 593 16.4 140 1.38 353 78.0
1,25 (OH) vitamin D (pg/ml) 0.57 043 0.71 <26.0 81.0 426 2815 141 224 354 85.2
Vitamin D binding protein (ng/ml) 0.78 0.66 0.90 <92,826.0 60.0 87.0 47.0 4.63 2 63.2 855
Cathelicidin (pg/ml) 0.63 0.49 0.78 <1.05 61.9 72.2 341 2.23 1.90 46.4 83.0
Beta-defensin (pg/ml) 0.45 0.31 0.60 <2676.50 90.5 11.1 1.6 1.02 1.17 284 75.0

3 AUC denotes Area Under Curve ROC for VitD and related biomarkers in relation to ‘in hospital mortality’ considering an inverse relation (the lower value of each biomarker,
the higher risk of mortality). Cut-off denotes the optimal cut-off points considering as bad prognostic a value <the optimal value that maximizes the Youden index for a ratio
‘false negatives cost’/false positives’=3 and for the sample prevalence of ‘in-hospital mortality’. Se denotes Sensitivity. Sp denotes Specificity. ] denotes Youden index. LR

denotes Likelihood Ratios. PV denotes Predictive Values for sample prevalence (27.03%).

Table 3

Crude and adjusted odds ratios (OR) for vitamin D, Vitamin D binding protein, and related peptides, in relation to ‘in hospital mortality’ in critically ill patients.

Biomarkers "In-hospital mortality’
Cut-off point NO (n) YES? (n) ORc” (95% (@)] ORa“ (95% (@)] ORa2! (95% CI)

25(0H) vitamin D (ng/ml) (ref)* 9.81+ 28 9 1 - 1 - 1 -

25(0H) vitamin D <9.80 26 12 1.44 0.52 397 136 033 5.63 1.44 0.34 6.00
1,25 (OH) vitamin D (pg/ml) (ref) 19.01+ 27 8 1 - 1 - 1 -

1,25 (OH) vitamin D <19.00 27 13 1.63 0.58 455 122 025 5.97 1.21 0.25 6.00
Vitamin D binding protein (ng/ml) (ref) 144,394.00+ 32 5 1 - 1 - 1 -

Vitamin D binding protein <144,393.00 22 15 436 138 1376 5.20 1.21 22.36 3.86 084 1781
Cathelicidin (pg/ml) (ref) 1.302+ 29 8 1 - 1 - 1 -

Cathelicidin <1.301 25 13 1.89 0.67 528 1.78 0.47 6.74 143 0.35 5.80
Beta-defensin (pg/ml) (ref) 465.00+ 27 10 1 - 1 - 1 -
Beta-defensin <464.00 27 11 1.1 0.4 302 078 0.19 330 0.73 0.17 3.15

2 Number of non-survivals.
b ORc denotes Crude OR. CI denotes confidence interval.

¢ OR refers to OR adjusted for 1,25 (OH) vitamin D, Vitamin D binding protein and Cathelicidin when appropriate (as continuous variables), sex, age, immunosuppression
status, and Charlson index, Apache II score and total volume of fluid resuscitation during first 24 ICU hours as continuous variables.

4 OR refers to OR adjusted also for hepatic failure in addition to the above variables.

¢ VitD, Vitamin D binding protein and related peptides levels divided in two categories according to Median. The reference category included the highest level category.

with sepsis compared to those without sepsis. This effect was
not present for 25(0H)D and cathelicidin.? In addition to these
studies, our present study shows that, in septic shock patients,
VDBP is a potential predictor of hospital mortality. Patients with
low VDBP levels on admission to ICU had a six-fold higher risk of a
poorer outcome. This association was not affected by the levels of
other components of the vitamin D axis, or by the volume of fluid
resuscitation before blood sampling. However, we must empha-
size the effect that liver dysfunction presents on the association
between VDBP and mortality. Although the strength of associa-
tion between VDBP and in-hospital mortality (adjusted OR 3.45)
remained the highest of all the studied factors, even higher than for
the association of hepatic failure itself with mortality (adjusted OR
2.52), the significant association between VDBP and mortality was
lost after adjusting by liver dysfunction, probably as a consequence
of the limited sample size. This fact should be taken into account in
future studies and in particular in clinical trials that about vitamin
D supplementation in patients with sepsis are being carried out.

It has been shown that vitamin D status is associated with dif-
ferential metabolic profiles during critical illness.!> In sepsis, in
particular, it could be intimately associated with prognosis and
vitamin D administration might be associated with a reduction in
mortality.!#"> Braun et al.> observed ICU preadmission 25(0OH)D
deficiency to be strongly associated with the risk of death in crit-
ical illness. They obtained 25(0OH)D samples up to a year prior to
ICU admission, potentially detracting from their predictive power
at the time of critical illness. To resolve this limitation, the same
group performed a follow-up study # that examined 25(0H)D lev-
els around the time of critical care initiation and observed a similar
association. The time span from measurement to ICU admission
was relatively long (14 days). More recently, Parekh observed in
both, clinical and murine experimental models, vitamin D defi-
ciency to be associated with more severe cases of sepsis and higher

mortality risk.!6 In both cases, their analysis did not include infor-
mation about the potential dilutional effect related to vigorous
fluid resuscitation at the time of critical illness. In contrast, in
our study, septic shock patients with decreased vitamin D levels
demonstrated no pre-significant differences in hospital mortality.
In our case, 25(0H)D levels were measured upon admission to the
ICU, and results were adjusted for volume of fluid resuscitation
in the patient. No differences were found for in-hospital mortal-
ity according to the 25(0OH)D values. Evidently, these results may
be affected by the small sample size. However, Barnett et al,, in a
population of 486 critically-ill patients, found no significant dif-
ferences in in-hospital mortality either.!” Similarly, Azim et al.
did not find a causal association between vitamin D deficiency
and mortality.'® Finally, focused exclusively in critically ill patients
with sepsis, both Nguyen et al. and Su et al. found no association
between 25(0H)D serum levels and mortality.'** In our opinion,
this discrepancy in results justifies a study that conclusively eluci-
dates the impact of serum 25(0OH)D at ICU admission on in-hospital
mortality.

With respect to vitamin D related peptides, there is no doubt
about the important role that both play in the immune response
to the infection.?! However, their role in sepsis is still to be clar-
ified. In our study, neither cathelicidin nor beta-defensin-2 levels
predicted mortality, although there was a trend toward increased
mortality with lower cathelicidin. The data in this regard are scarce
but seem to follow the line of the results obtained in our study. Leaf
et al. in 121 critically ill patients (14% with septic shock) observed
low cathelicidin levels to be associated with 4 fold-higher risk of
90 day-mortality.22 Similarly, in the study published by Leow et al.
in patients admitted with severe community acquired pneumonia
lower values of serum cathelicidin showed a nonsignificant trend
to an association with higher 30-day mortality.?® All these results
appear to be consistent with research showing that cathelicidin
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supplementation is protective in murine models of sepsis?* but it
requires more powerful studies to confirm this assumption.

Among the limitations of our study, it must be acknowledged
that the generalizability of our findings is limited by the fact that
this was a single center observational study with a small sample
size. A second limitation is that we did not evaluate VDBP poly-
morphisms. These polymorphisms result in effects on both VDBP
concentrations and functional consequences, including suscepti-
bility to infection.>> Finally, our study lacks a control ICU group
without sepsis to be compared with in order to obtain more con-
clusive results.

Conclusions

In conclusion, based on our results, VDBP could be a marker of
septic shock prognosis, with better accuracy than vitamin D and
vitamin D-related antimicrobial peptides. Vitamin D and peptides
are not associated with septic shock mortality.
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Influence of immunoassay use in the determination of vitamin D

R. Lahoz Alonso, S. Gérriz Pintado, ].P. Sanchez Marin, M.P. Calmarza
Calmarza, S. Izquierdo Alvarez

Bioquimica Clinica, Hospital Universitario Miguel Servet, Zaragoza,
Spain

Background-aim

The main circulating storage form of vitamin D is 25-hydro-
xyvitamin D (25(OH)D). It is present in the blood in very high
concentrations with respect to the active form with a half-life of 2 to
3 weeks, being the analyte chosen for the determination of the status
of vitamin D. But the methods for its measurement present problems
of precision, reproducibility and standardization.

The aim of this study is to compare the values of 25(OH)D
measured by IDS-iSYS 25 VitD (Vitro) and Alinity i 25-OH Vitamin D
(Abbott).

Methods

Transversal descriptive observational study of 25(0H)D concen-
trations measured by both methods, grouping patients according to
vitamin D supplementation. The results were analyzed by Bland-
Altman analysis, Passing-Bablok regression, concordance correlation
coefficient (CCC) and kappa (k). The statistical analysis was
performed with Medcalc version 13.3.3.0.

Results

The serum samples of 184 patients were analyzed (68.5%women,
31.5%men, mean age: 58.5 4 3.1years). 52.7% received vitamin D
supplements, with an average value of 125.9 4+ 21.7 nmol/L (Vitro) and
146.4 4 28.9 nmol/L (Abbott); in the group of patients without supple-
mentation were 68.3 4+ 11.6 and 73.2 £ 17.2 nmol/L, respectively.

The Bland-Altman analysis showed greater bias in the supple-
mented group.

Regarding the Passing-Bablok regression, we found proportional
differences in the group under treatment. In the Cusum Test we obtained
p < .05, rejecting the hypothesis of linearity between the methods.

The CCC in the supplemented group was 0.91 (95%CI 0.88-0.93),
while for the untreated group it was 0.89 (95%CI 0.87-0.921).

Using the value of 50 nmol/L as the cutoff point, considering
values below this pathological, we obtain a k = 0.8 in both groups.

Conclusions

In this study, we obtained lower concentrations of 25(0OH)D in
the Vitro test compared to Abbott. The CCC results of the
supplemented group indicate a moderate agreement between
methods, being in the group without supplement low. In spite of
this, after evaluating the agreement in the evaluation of the vitamin
D status by means of k, we obtain that this is excellent.

In conclusion, the tests present proportional errors, but this has
no clinical relevance since both classify patients in the same way
according to their vitamin D levels.

doi:10.1016/j.cca.2019.03.1316
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Vitamin D status and its association with season and hospital
mortality in septic shock patients

S. PErez San Martin, AR. Guerra-Ruiz, B.A. Lavin GOmez, M. Iturralde
Ros, A. Maiztegi Azpitarte, B. Suberviola CaNas, M.T. Garcla Unzueta
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Spain

Background-aim

Vitamin D has a potential role in the regulation of inflammation
and protection from infection. Recent studies in critically-ill patients
that vitamin D deficiency may be associated with sepsis develop-
ment and poorer outcomes.

The aim of this study was to evaluate the prevalence of vitamin D
deficiency and the correlation between serum 25-hydroxyvitamin D
(25(0OH) D) and hospital mortality and blood culture positivity.

Methods

In a Single-centre prospective observational study that included
all consecutive adult patients meeting criteria for septic shock who
were admitted to the ICU. Serum samples were collected on the day
of ICU admission.

Serum 25(0H)D levels were measured by a automated
competitive chemiluminiscence assay (Liaison System XL,
Diasorin), according to the manufacturer's instructions. Serum
samples were stored at —70 °C and all analyses were performed
at the same time.

Results

Seventy-five septic shock patients were included in the study
(53 men and 22 women) with a median age at admission of
64 years.

A median 25(0H)D level of 9.0ng/mL (5.0-15.0) was found. The
majority of patients were Vitamin D deficient (<20 ng/mL, 82.8%) or
insufficient (¢20 and 6 30, 14.6%), with normal 25(0OH) D level (>30
ng/ml) present in only 2.6%, according to the recommendations of
the Endocrine Society.

25(0H) D levels were significantly lower in winter compared to
summer (p = .006).

There was no significant association between 25(0H) D and blood
culture positivity (p = .24) or nosomial infection (p = .38).

There was no significant association between ICU length of stay
and 25(0H) D level (p = .20) neither vitamin D status (p = .88).

The ICU mortality rate was 24% and the hospitality rate was 28%.
No significant differences of 25(0H) D levels were found between
hospital survivors and non-survivors (p = .61).

Conclusions

In septic shock patients, low vitamin D levels are highly prevalent
and vitamin D status exhibits a strong seasonal variation, but these
low vitamin D levels are not associated with bactereamia, in-hospital
mortality or ICU length of stay.

doi:10.1016/j.cca.2019.03.1317
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