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1. INTRODUCCION



1.1. EL DERRAME PLEURAL

La pleura esta formada por dos membranas constituidas principalmente
por células mesoteliales, separadas por un espacio real de 10-20 pym. Las
células mesoteliales pleurales tienen multiples funciones. Ademas de la
produccion de tejido conectivo submesotelial guardan relacién con la
inflamacion, habiéndose demostrado que tienen actividad fagocitica in vitro y
que son capaces de secretar distintas sustancias inmunomoduladoras y
quimiotacticas (Wang et al 1998).

La pequeia cantidad de liquido que se acumula en condiciones
fisioldgicas en la cavidad pleural permite que los pulmones se hinchen y se
deshinchen con una friccion minima al hacer los movimientos respiratorios. Este
liguido pleural (LP) puede llegar desde el intersticio pulmonar, los capilares
pleurales, los conductos linfaticos intratoracicos, las venas intratoracicas o la
cavidad peritoneal y se reabsorbe fundamentalmente gracias al sistema
linfatico. En condiciones normales hay un estrecho equilibrio entre la formacion
y la absorcion del LP (Akulian et al 2013). El derrame pleural se produce
cuando entra mas liquido en la cavidad pleural de lo que el sistema linfatico es

capaz de reabsorber (Miserocchi et al 2009).

Recientemente se han publicado dos excelentes monografias sobre las
enfermedades pleurales en Disease a month (2013) y Clinics in Chest Medicine

(2013), ambas lideradas por Light y Porcel.

1.1.1. FISIOLOGIA DEL LIQUIDO PLEURAL

1.1.1.1. Mecanismos de entrada de liquido a la cavidad pleural:

Entrada de liquido procedente del espacio intersticial pulmonar: Tanto un

aumento de presidon en los capilares pulmonares como un aumento en la

permeabilidad de los mismos pueden llevar a la acumulacion de liquido en el



espacio pleural. Varios estudios realizados en ovejas han demostrado que ante
una sobrecarga de volumen, se produce un aumento el del contenido en liquido
en el espacio pleural, y que este fendmeno ocurre Unicamente tras la aparicion

de un edema pulmonar (Broaddus et al 1990, Allen et al 1989).

Entrada de liquido procedente de los capilares pleurales: La entrada de

liquido de los capilares pleurales al espacio pleural se produce siguiendo la Ley
de Starling de intercambio transcapilar (Parameswaran et al 1999). Esta ley
aplicada al espacio pleural viene definida por la ecuacidn siguiente: Qf = L, x A
X [(Peap - Ppi) - 04 X(neap-mtp1), donde Qf es el flujo de liquido; L, es el coeficiente
de filtracién/area o la conductividad hidraulica de agua de la membrana; A es el
area de la membrana; P y = son la presion hidrostatica y oncética
respectivamente del espacio intracapilar (cap) y el espacio intrapleural (pl); oqg
es el coeficiente de reflexion para solutos (en este caso, fundamentalmente
para proteinas), que da una medida de la capacidad para que pasen moléculas
grandes a través de la membrana (Lai-Fook et a/ 2004). Existe una gran
variabilidad del factor o4 entre los distintos animales. Por ejemplo en el perro,
este valor excede 0,8 (Lai-Fook et al 2004), indicando una marcada restriccion
de movimiento de moléculas grandes como la albumina. Sin embargo, en el
cerdo, el valor de o4 es de 0,02, lo que implica una escasa restriccidn al paso de
moléculas grandes (Lai-Fook et a/ 2004). Parece que en lo que respecta a la
entrada de liquido en la pleura, el valor de o4 se encuentra mas relacionado con

las caracteristicas del endotelio que con las caracteristicas de la barrera pleural.

Los valores estimados de las presiones que afectan al movimiento de

fluidos a través de los capilares al espacio pleural se muestran en la figura 1.1.



Figura 1.1. Presiones del espacio pleural.
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En condiciones fisioldgicas existe siempre un gradiente a favor de la
formacién de LP a través de la pleura parietal. La presidon hidrostatica en la
pleura parietal es de aproximadamente 30 cm H,O, mientras que la presion
pleural es de aproximadamente -5cm H,0. La presidn hidrostatica neta es, por
lo tanto, de 30 + 5 = 35 cm H,0 lo que favorece el movimiento de fluidos a
través de la pleura parietal al espacio pleural. Opuesto al gradiente de presion
hidrostatica, se encuentra el gradiente de presidon oncotica. La presidén oncética
en el plasma es de aproximadamente 34 cm HO. El liquido pleural fisioldgico
tiene unos niveles bajos de proteinas, siendo su presidon oncotica de 5 cm H,0
(Miserocchi et al 1971), lo que establece un gradiente neto de presion oncética
de 29 cm H,0. Por lo tanto, el gradiente neto de presiones hidrostatica y
oncotica es de 35 — 29= 6 cm H,0, lo que favorece el paso de fluido de liquido

de los capilares al espacio pleural.



Se cree que el flujo de liquido a través de la pleura visceral es proximo a
0, pero esto no se ha demostrado. La presion hidrostatica en los capilares de la
pleura visceral es 6 cm H,O menor que en la pleura parietal porque los
capilares de la pleura visceral drenan a la circulacion pulmonar. Este es el Unico
factor que varia en relacion con la ley de Starling de intercambio transcapilar
por lo que se puede deducir que el gradiente neto de presiones es proximo a 0.
También parece que el L, de la pleura visceral es sustancialmente menor que el
de la pleura parietal porque los capilares en la pleura visceral se encuentran
mas alejados del espacio pleural que los capilares de la pleura parietal
(Albertine et al 1984).

La formacion de LP parece variar a lo largo de la pleura parietal,
produciéndose mas en la pleura parietal que esta en contacto con las costillas,
que en la que ocupa el espacio intercostal y en el area caudal mas que en el

area craneal (Wang et al 1999).

Entrada de liquido procedente de la cavidad peritoneal: Se puede

producir si hay liquido libre en la cavidad peritoneal, y aperturas en el
diafragma. Si se cumplen estos requisitos se producira un paso de liquido de la
cavidad peritoneal a la pleural dado que la presidén en la cavidad pleural es
menor. La formacidon de derrame pleural por alteraciones en la cavidad
peritoneal es el principal mecanismo por el que se produce derrame en

enfermedades como el hidrotdrax, el sindrome de Meigs y la dialisis peritoneal.

Entrada de liquido por rotura del conducto toracico o de grandes vasos:

Si se produce una rotura en el conducto toracico, la linfa se acumula en el
espacio pleural, originando un quilotérax. Lo mismo ocurre en el caso de los
grandes vasos. Si debido a un traumatismo o una enfermedad, se produce la
rotura de uno de los grandes vasos, la sangre se acumula de manera inmediata

en la cavidad pleural.

Se cree que el liquido que se encuentra en condiciones fisioldgicas en el
espacio pleural se produce por la filtracion a través de la pleura parietal (Nahid

et al 2003), a una velocidad aproximada de 0,01-0,02 ml/Kg/hora en modelos



animales. Si se extrapolan estos resultados a un ser humano de 50 Kg la

formacién de liquido seria de aproximadamente 15 ml al dia (Nahid et a/ 2003).

1.1.1.2. Mecanismos de reabsorcion de liquido de la cavidad pleural

Absorcidn linfatica: El espacio pleural se comunica con la red linfatica a

través de estomas en la pleura parietal. Los estomas se encargan del drenaje
de células, proteinas, agua y otros productos (Cooray 1949). A través de
calculos realizados en modelos animales, se estima que la cantidad de fluido
que puede ser absorbido a través del sistema linfatico es aproximadamente
0,22-0,4 ml/Kg/hora, lo que extrapolado a un humano de 60 Kg constituye un
drenaje de 20 ml/hora (500 ml al dia) (Stewart 1963).

Absorcion a través de los capilares de la pleura visceral: Hasta mediados

de los afios 80 se creia que el principal mecanismo de absorcién del LP era la
absorcidn a través de los capilares de ciertas regiones de la pleura visceral. Hoy
en dia se considera que este mecanismo juega un papel poco importante en la
absorcidn del LP y que se ve limitado a la absorcién de agua y moléculas de

pequeno tamano (Pistolesi et a/ 1989).

Otros mecanismos, como la transcitosis (un conjunto de procesos que

permiten el paso de macromoléculas desde un espacio extracelular a otro,
mediante la formacion de vesiculas) (Berk et a/ 2006), podrian jugar un papel

en la absorcidn de ciertos componentes del LP (Agostini et a/ 2002).

En condiciones fisioldgicas, por tanto, la reabsorcién de LP a través de

los linfaticos pleurales excede con mucho la capacidad de formacion de liquido.



1.1.2. ETIOPATOGENIA DEL DERRAME PLEURAL (DP)

La etiopatogenia de los diferentes tipos de DP se presenta en la tabla 1.1.

Tabla 1.1 Causas y mecanismos de produccién de derrame pleural

Aumento de formacion de liquido pleural
Aumento del liquido intersticial pulmonar
Fallo ventricular izquierdo, neumonia, embolia pulmonar
Aumento de presioén intravascular capilar en la pleura
Fallo ventricular, sindrome de vena cava superior
Aumento de la permeabilidad capilar pleural
Inflamacion pleural
Aumento de Vascular endotelial growth factor (VEGF)
Aumento de la concentracion de proteinas en el liquido pleural
Disminucion de la presion pleural
Atelectasias pulmonares
Aumento de liquido en la cavidad peritoneal
Ascitis o dialisis peritoneal
Rotura del conducto toracico
Rotura de los grandes vasos
Disminucion de la absorcion de liquido pleural
Obstruccion del sistema linfatico
Elevacion de las presiones vasculares sistémicas

Sindrome de vena cava superior o fallo ventricular derecho

1.1.2.1. Derrame pleural por aumento de entrada de liquido:

Aumento del liquido intersticial pulmonar: Es la causa mas frecuente de

derrame pleural por aumento de formacion. Cuando la cantidad de edema en el

pulmén excede los 5 g/g g/g de peso seco pulmonar el LP se acumula



independientemente de si el liquido acumulado contiene un numero de
proteinas alto o bajo (Wiener-Kronish et a/ 1993). Este parece el mecanismo
fundamental para la formacién de DP en pacientes con insuficiencia cardiaca
congestiva (ICC), derrames paraneumonicos, sindrome de distress respiratorio,

y en pacientes con derrame relacionado con el trasplante de pulmén.

Aumento del gradiente de presion hidrostatica: Un aumento en el

gradiente de presion hidrostatica, segin la ecuacién de Starling, elevara la
produccidn de LP. El aumento de presidn hidrostatica vascular puede ocurrir en
el fallo ventricular derecho o izquierdo, en los derrames pericardicos, o en el
sindrome de vena cava superior. La causa mas comun de disminucion de
presion hidrostatica intrapleural que puede llevar a la formacién de derrame
pleural es la formacion de una atelectasia en el Iébulo inferior por obstruccion

bronquial, y en el pulmén atrapado (Light et a/ 1980).

Aumento de la permeabilidad capilar: El aumento en los niveles de VEGF

(Vascular Endothelial Growth Factor) que se produce en determinadas
circunstancias como los derrames pleurales paraneumonicos, podria tener
también su papel en la formacion de derrames pleurales mediante su efecto

sobre la permeabilidad capilar (Cheng et al 1999).

Disminucion en el gradiente de presidon oncotica: Este mecanismo se

puede producir en el edema pulmonar, hemotdrax, o por la hipoproteinemia
(Eid et al 1999).

Otros mecanismos: También es posible la formacion de LP a través del

flujo de liquido peritoneal o la rotura del conducto toracico o los grandes vasos.

1.1.2.2. Derrame pleural por disminucion de la reabsorcion de liquido:

Obstruccion del sistema linfatico: Se trata del mecanismo mas comudn de

desarrollo de derrame pleural por disminuciéon en la absorcion. Se produce

tipicamente en los derrames pleurales de etiologia tumoral (Leckie et a/ 1965).



A no ser que la obstruccion linfatica sea muy importante debe haber otro factor

ademas de éste, que favorezca la creacién del derrame pleural.

Elevacion de las presiones venosas sistémicas: Dado que el sistema

linfatico drena en la circulacidn venosa sistémica, un aumento en la presion
venosa central disminuye el flujo linfatico. Este mecanismo puede ser la causa

del derrame pleural en los casos de Sindrome de vena cava superior.

1.1.3. TIPOS DE DERRAME PLEURAL

Los derrames pleurales se clasifican tradicionalmente en trasudado y
exudado (Tabla 1.2). Un trasudado es un LP que se forma cuando se ven
alterados factores sistémicos que influyen en la formacion y absorcion del
liguido pleural, lo que favorece su acumulo en la pleura (Agostini et al 1957).
El ejemplo mas tipico de trasudado es el derrame pleural secundario a
insuficiencia cardiaca congestiva. Un exudado es un LP que se forma debido a
la inflamacién u otro tipo de enfermedad que afecta de forma directa a la
superficie pleural, como es el caso del derrame pleural maligno o del empiema
(Light et al 1972).

La clasificacion de los DP en trasudado o exudado es un paso inicial muy
importante para el diagndstico diferencial y el posterior manejo del derrame, ya
que en funcién de esta clasificacion se deben buscar causas sistémicas (como la
insuficiencia cardiaca) o locales (como el empiema). Clasicamente, un derrame
pleural con una cantidad de proteinas totales de 30 g/l se considera un
exudado, mientras que un derrame pleural con un nimero de proteinas inferior
a 30 g/l es un trasudado. Esta clasificacion deja de ser util si la cantidad de
proteinas en suero no entra dentro del rango normal, o cuando su
concentracion en el liquido es proxima a 30 g/l (cosa que es muy frecuente),
por lo que se recomienda el uso de los criterios de Light de forma rutinaria
(Light et al 1972). Para que un liquido sea considerado un exudado por los

criterios de Light, debe cumplir al menos uno de los siguientes postulados:



- La Ratio proteinas en liquido pleural/proteinas en suero es >0,5

- La Ratio de Lactato Deshidrogenasa (LDH) en liquido pleural/LDH en
suero es >0,6

- La LDH en liquido pleural es >2/3 de lo considerado en el laboratorio
como limite alto de la normalidad.

Se han comparado diferentes férmulas y biomarcadores con los criterios
de Light, pero, con su sensibilidad de 97,9% [95% IC 96,9 a 98,9%]; y
especificidad de 74,3% [95% IC 68,9 a 79,7%] continda siendo un método de

referencia.

Un intervalo de tiempo menor a 28 horas entre la obtencion del LP vy el
suero parece no afectar la utilidad de los criterios de Light, segun el estudio de
Jenkinson et al (2007).

Uno de los problemas de los criterios de Light es que, clasifican como
exudados aproximadamente un 15-20% de derrames de pacientes con
insuficiencia cardiaca o cirrosis. En los derrames pleurales de pacientes que han
sido tratados con diuréticos, se produce un aumento de la concentracion de
proteinas, LDH, y lipidos. En este contexto, los criterios de Light clasifican una
importante cantidad de liquidos de tipo trasudado como exudados. En estos
casos, se debe calcular el gradiente entre proteinas séricas y proteinas
pleurales. Si este gradiente es mayor a 3,1 g/dl el paciente se considera que
tiene un DP tipo trasudado (Romero-Candeira et a/ 2001). El fracciéon N -
terminal del pro Brain Natriuretic Peptide (NT-proBNP) también ha sido utilizado
en este contexto. Otras técnicas, como la ratio de albumina o el gradiente de
albumina también se han utilizado en estos casos, siendo este tipo de pruebas
mucho mas efectivas en los DP de etiologia cardiaca que en los de etiologia
hepatica (Bielsa et al 2012).

Existen otros métodos para tratar de diferenciar entre trasudado y
exudado. Un meta-analisis de siete estudios (1448 pacientes) evalud distintas
pruebas analiticas realizadas en el LP y encontrd que varias pueden identificar
exudados con una exactitud similar a la de los criterios de Light, pero sin

requerir la medicion simultanea en suero de proteinas o LDH (Heffner et a/
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1997). Es el caso de la regla de las 2 pruebas (two test rule), y de la regla de
las 3 pruebas (three test rule), que requieren cumplir un criterio de los

siguientes para definir un exudado:

Regla de las 2 pruebas: los LP que cumplan uno de los 2 criterios
siguientes se consideran exudados, con una sensibilidad de 97,5% [95% IC
96,4 a 98,6%] y una especificidad de 70,9% [95% IC 66,4 a 77,5%]:

- Colesterol en LP 45 mg/dI

- LDH en LP mayor de 0,45 veces el limite superior de la LDH en sangre
del laboratorio

Regla de las 3 pruebas: los LP que cumplan uno de estos 3 criterios
seran considerados exudados; sensibilidad de 98,4% [95% IC 97,5 a 99,3%];
especificidad de 70,4% [95% IC 64,7 a 76,0%]

- Proteinas en LP mayores de 2,9 g/dl
- Colesterol en LP mayor de 45 mg/d|

- LDH en LP mayor de 0,45 veces el limite superior de la LDH en sangre
del laboratorio

También se han propuesto otros marcadores para definir los exudados y
trasudados, como el colesterol o la bilirrubina solos en el LP o el gradiente de
albumina suero-liquido pleural. El cociente de colesterol en liquido pleural /
Suero parece tener una gran utilidad diagnostica por si solo (Wilcox et al 2014).
Todos ellos tienen una alta sensibilidad a expensas de una menor especificidad,
siendo de especial interés el gradiente de albumina. Sin embargo, estas
pruebas no se suelen realizar de forma rutinaria para la diferenciacion entre
trasudado y exudado, ya que se siguen utilizando los criterios de Light en la

practica habitual.

Todas estas pruebas disponibles pueden clasificar mal los tipos de
liguido pleural cuando los valores del parametro medido estan cerca del punto
de corte (Light et al 1972), por lo que en estos casos es especialmente

importante el criterio clinico.
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Tabla 1.2. Tipos de derrame pleural

I. Derrames pleurales tipo trasudado
A. Insuficiencia cardiaca congestiva
B. Cirrosis
C. Sindrome nefrotico
D. Sindrome de vena cava
E. Procedimiento de Fontan
F. Urinotoérax
G. Didlisis peritoneal
H. Glomerulonefritis

[. Mixedema

J. Hipoalbuminemia

K. Sarcoidosis

L. Fuga de liquido cefaloraquideo a pleura

I1.Derrames tipo exudado
A. Malignos
1. Enfermedad metastasica
2. Mesotelioma
3. Linfoma de cavidades
4. Linfoma asociado a piotérax
B. Infecciosos
1. Infeccion Bacteriana
2. Tuberculosis
3. Infeccion Fungica
4. Infeccién por parasitos
5. Infeccion Virica
C. Tromboembolismo pulmonar
D. Enfermedad gastrointestinal
1. Enfermedades pancreaticas
2. Absceso subfrénico
3. Absceso intrahepatico
4. Absceso intraesplénico
5. Perforacion esofagica
6. Cirugia Abdominal
7. Hernia Diafragmatica
8. Esclerosis endoscépica de varices
9. Post-trasplante hepatico
E. Enfermedades del corazén

1. Post-cirugia de by-pass de arterias coronarias

2. Sindrome de Dressler
3. Enfermedad pericardica

4. Estenosis de vena pulmonar tras ablacién de fibrilacién auricular

F. Enfermedades ginecoldgicas y obstétricas

1. Sindrome de hiperestimulacién ovarica

2. Derrame pleural fetal
3. Derrame pleural postparto
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(Tabla 1.2. Tipos de derrame pleural. Continuacion)

4. Sindrome de Meigs

5. Endometriosis

G. Colagenosis y Vasculitis
1. Artritis reumatoide
2. Lupus eritematoso sistémico
3. Lupus inducido por farmacos
4. Linfadenopatia inmunoblastica
5. Sindrome de Sjogren
6. Fiebre mediterranea familiar
7.Sindrome de Churg-Strauss
8. Granulomatosis de Wegener

H. Enfermedad pleural inducida por farmacos
1. Nitrofurantoina
2. Dantroleno
3. Metisergida
4. Drogas ergotaminicas
5. Amiodarona
6. Interleuquina 2
7. Procarbazina
8. Metotrexato
9. Clozapina

[. Miscelanea
1. Exposicion a asbesto
2. Post-trasplante de pulmoén
3. Post-trasplante de médula 6sea
4. Sarcoidosis
5. Uremia
6.Pulmoén atrapado
7. Post-radioterapia
8. Ahogamiento
9. Amiloidosis
10. Quemaduras eléctricas
11. Hemopoyesis extramedular
12. Rotura de quiste mediastinico
13. Sindrome de distress respiratorio agudo
14. Iatrogénico
15. Enfermedad de Whipple

J. Hemotoérax

K. Quilotérax
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1.1.3.1. Derrame pleural tipo trasudado
1.1.3.1.1. Derrame pleural cardiaco (DPC)

Es probablemente la causa mas frecuente de derrame pleural (Marel et
al 1993). Como se ha comentado, las teorias actuales proponen que la mayor
parte del liquido que entra en el espacio pleural en pacientes con insuficiencia
cardiaca congestiva proviene de los capilares alveolares en vez de los capilares
pleurales, y llega al espacio pleural a través de la pleura visceral. En este
contexto, ademas, el sistema linfatico, no es capaz de retirar el liquido pleural
acumulado por el aumento de las presiones venosas sistémicas (Wiener-Kronish
et al 1993). Los pacientes con DPC presentan los sintomas tipicos de la
insuficiencia cardiaca: edema periférico y aumento de la disnea, ortopnea o
disnea paroxistica nocturna. En este tipo de derrames, la radiografia de tdérax
resulta fundamental, visualizandose cardiomegalia y normalmente, derrame
pleural bilateral. Inicialmente se pensaba que los derrames pleurales debidos a
insuficiencia cardiaca eran en alta proporcion derechos, o de una cantidad
mayor en el lado derecho que en el lado izquierdo, sin embargo, en diversos
estudios en los que se incluye 444 pacientes (Porcel et al 2006), se ha
demostrado que hasta el 69% de los DPC son bilaterales, el 21% son
unilaterales en el lado derecho, y 9% son unilaterales en el lado izquierdo. De
los bilaterales, la mayor parte tenian un tamafo similar, pero cualquiera de los

dos lados podia ser estar mas afectado.

Ante un derrame pleural en un paciente sin dolor de caracteristicas
pleuriticas, afebril, con datos de insuficiencia cardiaca y un derrame pleural
bilateral, las guias clinicas recomiendan una actitud conservadora (Marel et a/
1993). Si el DP no desaparece tras iniciar el tratamiento diurético, en estos

casos se recomienda realizar una toracocentesis diagndstica.

El problema de esta forma de tratar los derrames pleurales, es que el
tratamiento diurético puede elevar los niveles de LDH y proteinas, tal y como se
explica en el apartado 1.2.4, lo que puede originar la clasificacién erronea de

estos de derrames como exudado. Por ello, el liquido pleural del 15-20% de los
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pacientes con insuficiencia cardiaca congestiva sera clasificado como exudado
por los criterios de Light (Burgess et al 1995). Si el LP cumple criterios de
exudado, pero el derrame parece ser de origen cardiaco por criterios clinicos, se
debe valorar el gradiente de proteinas. Si este gradiente es mayor de 3,1 g/dl,
el derrame se debe probablemente a insuficiencia cardiaca y no se necesitan
mas estudios (Romero-Candeira et a/ 2001). En pacientes en tratamiento
diurético, el gradiente de proteinas no varia mucho con la diuresis (Romero-
Candeira et al 2001). Si un DP no cumple los criterios de Light, pero tiene un
gradiente de proteinas inferior a 3,1 g/dl, el derrame pleural probablemente se
debe a un exudado, y se requieren mas pruebas diagndsticas. Aunque el
gradiente de albumina se ha utilizado con anterioridad para diferenciar los
exudados de los trasudados, actualmente se considera mas coste-efectivo
utilizar Unicamente el gradiente de proteinas, ya que los valores necesarios
para su calculo se suelen obtener de forma rutinaria para el calculo de los
criterios de Light, y parecen tener una rentabilidad diagnostica similar (Romero-
Candeira et a/ 2001).

La utilidad de otros biomarcadores para diferenciar el derrame pleural de
origen cardiaco del de otros tipos de derrames, como el NT-pro-BNP se

comenta mas adelante.

El manejo de este tipo de derrames consiste en tratar la insuficiencia
cardiaca mediante inotrdpicos, diuréticos y disminuir la poscarga. Si se trata de
forma adecuada, el DP desaparece. En ocasiones, los DP grandes pueden
provocar disnea grave. La evacuaciéon de 500-1000 ml de liquido pleural puede
aliviar rapidamente esta disnea. En los pacientes con insuficiencia cardiaca y
derrames pleurales refractarios al tratamiento, a veces, se consigue un
importante alivio sintomatico mediante la realizacion de una toracocentesis
terapéutica. En estos casos también se deben considerar intervenciones mas
agresivas para controlar el derrame, por ejemplo realizar una pleurodesis con
un agente esclerosante como la doxiciclina (Glazer et a/ 2000). Otra posibilidad
es la colocacion de un catéter pleural subcutaneo o crear un shunt
pleuroperitoneal (Little AG et al 1988).
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1.1.3.1.2. Otros derrames pleurales tipo trasudado

Se incluyen aqui otros derrames tipo trasudado menos frecuentes como
son los de causa hepatica (cirrosis), los secundarios a sindrome nefrético, los
debidos a la didlisis peritoneal, o los secundarios a trombosis venosa

suprahepatica.

1.1.3.2. Derrame pleural tipo exudado
1.1.3.2.1. Derrame pleural paraneumonico

La neumonia sigue siendo hoy una de las enfermedades mas relevantes
en todo el mundo. Su incidencia aproximada en Estados Unidos es de alrededor
de 4 millones de pacientes al afio, de los cuales precisan ser ingresados
aproximadamente el 25% (Halm et al 2002). Dentro de ellos cerca del 40%
presentan un DP (Light et a/ 2000).

Dentro de los DP de etiologia infecciosa el término derrame
paraneumonico se aplica a cualquier derrame que aparezca en el contexto de
una neumonia, de una infeccidon respiratoria en un paciente con

bronquiectasias, o en un paciente con un absceso pulmonar.

Un empiema es un DP formado por pus. Esta definicion puede resultar
problematica, ya que requiere la definicion exacta de cuantas células blancas
debe haber en el espacio pleural para considerar un derrame como un
empiema. En este sentido, autores como Weese et al 1973 definieron empiema
como un LP con una densidad superior a 1018, con méas de 500 células/mm? o

con un nivel de proteinas por encima de 3 g/dI.

Por motivos practicos, algunos autores (Light et a/ 2007), acufiaron el
término derrame pleural paraneumdnico complicado para denominar a los
derrames pleurales que requieren la colocacion de un tubo de térax para su
resolucién, independientemente de que cumplan los criterios para ser

considerados empiema o no.
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La formacidon del derrame pleural paraneumonico, pasa por tres fases
bien definidas. La primera fase, o fase exudativa, consiste en la acumulacion de
liguido estéril en la cavidad pleural. El proceso por el que se produce este tipo
de derrame es poco conocido y probablemente varie en funcidon de la etiologia
que lo produzca. Se han propuesto varios mecanismos, como el paso de liquido
desde el espacio intersticial a la cavidad pleural, 0 un aumento de la
permeabilidad de los capilares pleurales durante la infeccion pulmonar (Wiener-
Kronish et al 1993). Durante esta fase el andlisis del liquido pleural, demostrara
la presencia de niveles normales de glucosa y de LDH y escasa celularidad. En
este periodo, el derrame se puede resolver si se trata al paciente con
antibioterapia sistémica. Si el proceso sigue avanzando se desarrolla la fase
fibropurulenta, en la que pueden pasar bacterias al espacio pleural. Esta fase se
caracteriza por un acumulo de células inflamatorias en el espacio pleural,
apreciandose en el estudio anatomopatoldgico la presencia de numerosos
polimorfonucleares, bacterias, y restos celulares. Comienza el depdsito de
fibrina en la pleura y se forman las membranas de loculaciéon, un mecanismo
fisioldgico que evita la expansion de la infeccidn a otras localizaciones, pero que
dificulta enormemente el drenaje del total del derrame pleural. En esta fase se
produce un consumo de glucosa, aumentan los niveles de LDH en el liquido
pleural, y disminuye significativamente el pH del liquido pleural. La ultima fase,
o fase organizativa, se caracteriza por el crecimiento de fibroblastos en el
exudado, produciéndose una membrana fibrosa que recubre la pleura, lo que
lleva a la formacion de una membrana rigida que impide que el pulmoén se
expanda (pulmoén atrapado). La mecanica ventilatoria de los pacientes con un
pulmdn atrapado se deteriora enormemente, lo que favorece la aparicion de

insuficiencia respiratoria tipo II (Light 1981).

También pueden originarse empiemas no relacionados con neumonias,
como los empiemas postquirdrgicos, los secundarios a toracocentesis, a
colocacion de un tubo de tdérax, o los asociados a perforaciones esofagicas
(Andrews et al 1962).
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El estudio mas amplio y reciente sobre microbiologia en el derrame
pleural fue realizado en el Reino Unido sobre los datos obtenidos en un ensayo
clinico sobre el uso de la estreptoquinasa. Se analizaron los datos de 434
pacientes. La tincion de Gram fue positiva en 250 pacientes (58%). En 151
casos (35%) se produjo el crecimiento de un Unico microorganismo en cultivo
aerobio, en 29 casos (7%) aparecid crecimiento Unico en el cultivo anaerdbico
y en 52 casos (12%) se observd crecimiento polimicrobiano. En 70 de los
cultivos negativos para los estudios con microbiologia convencional se
obtuvieron resultados positivos al ser analizados mediante reaccidon en cadena
de polimerasa. El resultado microbioldgico definitivo se obtuvo finalmente en
320 pacientes. En el caso de pacientes con Neumonia adquirida en la
comunidad los microorganismos mas frecuentes fueron: Streptococcus millieri
en 80 casos, Streptococcus pneumoniae en 71 casos, Staphylococcus aureus en
34 (7 de los cuales eran resistentes a meticilina -SARM- gérmenes
gramnegativos en 29 y anaerobios en 67. En el caso de neumonias
intrahospitalarias, el microorganismo mas frecuente fue el Staphylococcus
aureus (21 casos, de los cuales 15 fueron SARM) (Maskell et a/ 2006).

Las manifestaciones clinicas del derrame paraneumonico, dependen en
gran medida de si éste esta causado por microorganismos aerobios o
anaerobios. Los pacientes con neumonia por aerobios con derrame pleural
presentan una sintomatologia similar a la de los pacientes con neumonia sin
derrame (Light et a/ 1980). Los pacientes presentan de forma aguda fiebre con
dolor toracico, y tos con abundante expectoracion. Cuanto mas tiempo pasa
desde la aparicion de sintomas hasta el inicio de terapia antibidtica, mas
probable es la aparicion de derrame pleural (Taryle et a/ 1980). La presencia de
fiebre tras mas de 48 horas después del inicio de tratamiento antibidtico en
pacientes con neumonia, sugiere la presencia de DP. Se han descrito también
derrames pleurales paraneumodnicos en pacientes paucisintomaticos que
estaban recibiendo corticoides (Finland et a/ 1972). EI DP paraneumonico
complicado se debe sospechar en pacientes ingresados en la unidad de
cuidados intensivos que presenten importantes elevaciones persistentes de la

temperatura (Tu et al 2006). Los pacientes con infecciones bacterianas
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anaerdbicas que afectan el espacio pleural presentan clinica subaguda. En una
serie de 47 pacientes, 70% tenian sintomas desde 7 dias antes del diagnostico
del derrame, con una duracidn mediana de la sintomatologia de 10 dias
(Bartlett et a/ 1974). En la misma serie de pacientes, el 60% presentaron
importante pérdida de peso. Muchos tenian historia de alcoholismo, de
episodios de pérdida de conocimiento o algun otro factor predisponente a la

broncoaspiracion. La mayoria tenian también mala higiene bucal.

En la evaluacién inicial de una neumonia, se debe buscar siempre la
presencia de DP en la radiografia. Para valorar la cantidad de derrame y la
indicacién de una toracocentesis se recomienda la realizacidon de una radiografia
en decubito lateral. En caso de presentar un engrosamiento superior a un cm
se debe realizar una toracocentesis diagnostica. En una toracocentesis
diagndstica, en presencia de un derrame pleural paraneumonico, se debe
valorar siempre su color y turbidez, y solicitar el estudio microbioldgico,
anatomopatoldgico y biogquimico, que incluird proteinas, LDH, glucosa, pH, v,

ADA (Adenosina Deaminasa) si hay sospecha de enfermedad tuberculosa.

Estos estudios son importantes factores prondsticos para los DP, ya que
se utilizan para indicar o no la colocacidon de un tubo de tdrax. Asi los liquidos
que presenten pus, tincion de Gram con resultado positivo, glucosa menor de
40 mg/dl, un cultivo positivo, un pH menor a 7, LDH mayor de tres veces por
encima del nivel basal, o derrame loculado seran considerados complicados y

precisaran la colocacion de tubo de térax (Hooper et al 2010).

El tratamiento de este tipo de derrame es el de la neumonia que lo
produce, valorando en funcidon de la clinica, los parametros bioquimicos y
microbioldgicos, y los parametros radioldgicos, otras medidas mas agresivas
como la toracocentesis terapéutica, la colocacion de tubo de térax o incluso la

decorticacién (Hooper et al 2010).
1.1.3.2.2. Derrame pleural tuberculoso (DPTb)

El derrame pleural tuberculoso debe entrar en el diagndstico diferencial

de cualquier tipo de derrame de tipo exudado. Este puede ser la Unica
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manifestacion de la tuberculosis, y por ese motivo debe tomarse siempre en

consideracion.

Cuando aparece un derrame pleural sin manifestaciones radioldgicas
intraparenquimatosas sugestivas de tuberculosis, éste se puede deber a una
reactivacion de la tuberculosis (mas frecuente en los paises desarrollados) o a
una tuberculosis primaria iniciada 6 a 12 semanas antes (Moudgil et a/ 2004).
La tuberculosis pleural se cree que se produce a través de focos de
caseificacion subpleural, que pasan al espacio pleural (Berger et al 1973).
Parece que la hipersensibilidad tardia (tipo IV) juega un importante papel en la
patogenia del derrame pleural tuberculoso. Este tipo de mecanismo de
hipersensibilidad, se pone en marcha cuando las proteinas del Mycobacterium
tuberculosis pasan al espacio pleural (Allen et a/ 1968). El neutrdfilo también
juega un importante papel en los derrames pleurales de este tipo. En modelos
experimentales realizados en conejos sensibilizados al bacilo de Calmette-
Guérin (BCG), a los que se les inyecta BCG intrapleural se ha objetivado la
aparicion de derrame pleural tipo exudado con predominio de neutrdfilos
durante las primeras 24 horas (Antony et al 1985). Si a estos animales se les
induce neutropenia disminuye la acumulacién de células inflamatorias en la
pleura (especialmente de macrdéfagos). La inyeccion de neutrdfilos al espacio
pleural, hace que la cascada inflamatoria vuelva a aparecer (Antony et al
1985). Los neutrofilos del espacio pleural parecen secretar sustancias que
favorecen la quimiotaxis de monocitos, lo que hace que los monocitos lleguen
al espacio pleural y de esta forma, creen granulomas (Antony et a/ 1985). En
este modelo experimental, los macréfagos predominan en el liquido pleural del
dia 2 al 5 (Antony et a/ 1985). También las células mesoteliales parecen jugar
un importante papel en la pleuritis tuberculosa, ya que cuando estas son
estimuladas con BCG o Interferdn y producen diversas citoquinas estimuladoras
de monocitos y macréfagos (Mohammed et a/ 1998). Pasado el dia 5, los
linfocitos son las células predominantes en el liquido pleural (Widstrom et a/
1982-1). Cuando los linfocitos aparecen inicialmente en el liquido pleural, no
responden a PPD; sin embargo, a partir del dia 5 en adelante, se encuentra

reactividad a PPD en la mayor parte de los casos (Widstrom et a/ 1982-2). La
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reactividad frente a PPD de los linfocitos en la sangre periférica es equiparable
a la de los linfocitos pleurales (Widstrom et al 1982-2). El cultivo de LP para
micobacterias suele ser negativo (Ong et al 2003, Escudero Bueno et al 1990,
Chan et al 1991). En cambio si que se encuentran linfocitos T sensibilizados
para Mycobacterium tuberculosis (Fujiwara et al 1986). Aunque la
hipersensibilidad tardia contra las proteinas de la tuberculosis, es
probablemente la responsable de la mayor parte de las manifestaciones de la
pleuritis tuberculosa, muchos pacientes tienen una intradermorreaccion a PPD
negativa. Esta paradoja puede explicarse al menos por dos razones. Por una
parte en algunos (Ellner et al 1978), pero no en todos (Rossi et al 1987) los
pacientes con pleuritis tuberculosa un clon de monocitos actia en sangre
suprimiendo los linfocitos T sensibilizados frente a tuberculosis de forma
especifica. Por otra parte parece haber un secuestro de linfocitos T
sensibilizados en el espacio pleural en el que intervienen linfocitos T Leu-2 y
Leu-3 positivos (Rossi et al 1987). El mecanismo por el que se produce DP, se
atribuye a que la reaccion de hipersensibilidad que tiene lugar en la pleura,
aumenta la permeabilidad de los capilares pleurales a proteinas, por lo que
aumenta la formacion de LP. La inflamacion pleural, a su vez, parece actuar
disminuyendo la cantidad de liquido que puede ser absorbido por el sistema
linfatico (Leckie et al 1965). Algunos modelos in vitro sugieren que la
produccidon de VEGF por parte de las células mesoteliales también puede tener
un papel importante (Mohammed et a/ 2003).

Aunque la tuberculosis se considera una enfermedad crénica, la pleuritis
tuberculosa se manifiesta como una enfermedad aguda. En una serie de 71
pacientes, 25 (35%) tenian sintomas desde hacia menos de una semana, y 50
(70%) habian tenido sintomas desde hacia menos de un mes (Levine et a/
2003). En otra serie, 31 de 49 pacientes (63%) presentaban manifestaciones
clinicas similares a las de una neumonia bacteriana (Berger et a/ 1973). La
mayoria de los pacientes presentaban tos, normalmente seca (70%) y dolor
toracico de caracteristicas pleuriticas (75%). Si ambos sintomas se encuentran
presentes, el dolor, generalmente precede la tos. La mayor parte de los

pacientes presentaba fiebre, pero la normotermia no descarta el diagndstico. En
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la serie 7 de 49 pacientes (14%) estaban afebriles (Berger et al 1973).
Ocasionalmente la presentacion de la tuberculosis pleural es menos aguda, con
dolor toracico leve, febricula, tos seca, pérdida de peso, y astenia. La edad
media de los pacientes con tuberculosis pleural, en los paises desarrollados es
de alrededor de 50 afios (Baumann et a/ 2007), siendo un poco mas alta en los
pacientes en los que el derrame pleural aparece por recidiva tuberculosa
(Moudgil et al 1994). Los derrames tienden a ser unilaterales y pueden ser de
cualquier tamano, y si hay lesion en el parénquima pulmonar, tienden a

aparecer en el mismo lado (Valdés et al 1998).

El diagndstico de certeza del DPTb depende de la demostracion de
bacilos tuberculosos en el esputo, el liquido pleural, la pleura, o la presencia de
granulomas no caseificantes en una biopsia pleural. El diagndstico también se
puede establecer con alta certeza si se demuestra la presencia de altos niveles
de Adenosina Deaminasa (ADA) o interferon y en el liquido pleural (Light 1998).
El estudio de la sangre periférica no es Util. La mayor parte de los pacientes no
tienen leucocitosis (Berger et al 1973). El TAC toracico muestra afectacion
parenquimatosa Unicamente en menos del 40% de los casos con DPTb (Stead
et al 1955).

El tratamiento, ldgicamente, se centra en los farmacos antituberculosos
(Small et al 2001). El uso de corticoides es controvertido (Galarza et al 1995).
Las técnicas quirdrgicas, como la decorticacién pleural, se deben reservar para
casos que ya han recibido tratamiento con farmacos antituberculosos durante al
menos 6 meses, ya que los engrosamientos pleurales tienden a disminuir de

forma importante tras el inicio de terapia antituberculosa.

Los DP por Mycobacteria atipicas son raros, y la afectacion pleural sin
afectacion parenquimatosa no se ha descrito. Sin embargo, M. intracellulare y
M. kansasii pueden producir afectacién pleural cuando afectan al parénquima

hasta en el 5% de los casos (Christensen et al 1981).
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1.1.3.2.3. Derrame pleural tumoral (DPT)
Tumores primarios no pleurales

La enfermedad pleural maligna es la segunda causa de derrame pleural
de tipo exudado, después del derrame paraneuménico. Sin embargo, debido a
que muchos derrames paraneumaonicos son pequefos y no son subsidiarios de
toracocentesis, los derrames malignos son la primera causa de derrame

exudativo por la que se realiza una toracocentesis (Light et a/ 1973).

Los carcinomas de pulmdn y mama, y el linfoma, representan el 75% de
los DPT. El carcinoma metastatico de ovario es la cuarta causa, mientras que
sarcomas y melanona, constituyen un pequefo porcentaje. Ningun otro tumor
Unico constituye mas de un 1% de los derrames pleurales malignos. En
aproximadamente el 6% de los DPT, no se llega a identificar el tumor primario
(Spriggs et al 1968, Anderson et al 1974).

Cancer de pulmoén: El cancer de pulmén es la causa mas frecuente de

DPT (Johnston et al 1976). Cuando los pacientes con cancer de pulmén son
evaluados por primera vez, aproximadamente el 15% tienen derrame (Naito et
al 1997). A lo largo de la evolucion de la enfermedad, sin embargo, al menos el
50% de los pacientes con cancer de pulmon extendido desarrollan derrame
pleural. El derrame pleural aparece en todos los tipos de carcinoma pulmonar,
pero parece ser mas frecuente en el adenocarcinoma (Johnston et al 1976,
Chernow et al 1977). Los pacientes con carcinoma de células pequefias tienen
una menor incidencia (3%-10%) (Herrstedt et a/ 1992, Chieng et a/ 2001). Los
pacientes con cancer de pulmén y anticuerpos anti-p53 tienen derrame con
mayor frecuencia (Lai et a/ 1998). En algunas series, hasta el 26,8% de los
pacientes muestran afectacién tumoral de la pleura visceral, pero no presentan
derrame (Shimizu et a/l 2004). Esto repercute en la supervivencia a 5 afos de
estos pacientes (Shimizu et al 2004). La presencia de derrame casi siempre
indica que no es curable mediante cirugia, incluso cuando la citologia pleural es

negativa (Sugiura et al 1997). En la clasificacion de la Asociacion Internacional
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para el Estudio del Cancer de Pulmén se considera que si un carcinoma
pulmonar afecta la pleura, se encuentra en un estadio IV (Rami-Porta et a/
2009). Un importante tipo a tener en cuenta son los pacientes con derrame
pleural ipsilateral a un carcinoma pulmonar. En una serie de 21 pacientes con
estas caracteristicas sélo 5 cumplian criterios de resecabilidad antes de la
operacién; sin embargo, al realizarse la toracotomia se objetivd la
irresecabilidad de estos tumores debido a invasion mediastinica (Rodriguez
Panadero 1995). Por ello, ante un DP con citologia negativa en pacientes con
un cancer pulmonar ipsilateral, se recomienda la realizacion de
videotoracoscopia, y si esta es negativa, se recomienda la realizacion de TAC
para la evaluacion de los ganglios linfaticos mediastinicos. En funcion de dichos

resultados, se debe evaluar la posibilidad de realizar una mediastinoscopia.

Cancer de mama: Es la segunda causa de DPT. En el cancer de mama

diseminado, hasta el 48% de los pacientes presentan derrame pleural (Fracchia
et al 1970, Goldsmith et al 1967). En esta ultima serie el derrame era mas
frecuentemente debido a diseminacidn linfatica (63%). Los DP eran del mismo
lado que el tumor primario de mama en el 58% de los pacientes, en el lado
contralateral en el 26%, y en ambos lados en el 16%. En otra serie, el derrame
era ipsilateral en el 70%, contralateral en el 20%, y bilateral en el 10%
(Banerjee et al 1994). Los derrames ipsilaterales eran menos frecuentes si
incluian radioterapia como parte del tratamieto inicial (Apffelstaedt et a/ 1995).
Con el cancer de mama, el intervalo medio entre la aparicion del tumor primario
y la aparicién del derrame pleural es de aproximadamente 2 afios (Apffelstaedt
et al 1995), pero este intervalo puede ser tan largo como 20 ahos (Fentiman et
al 1981). Evidentemente estos datos se estan modificando en los Ultimos afos

como consecuencia de las nuevas terapéuticas en este tipo de cancer.

Linfomas y tumores hematoldgicos: Los linfomas, incluida la enfermedad

de Hodgkin, son la tercera causa de DPT (Das et al 2006). La prevalencia de DP
como forma de presentacion en la enfermedad de Hodgkin, varia entre 7 a
21% (Romano et al 1998, Tateishi et al 2004). A lo largo de la evolucion de

esta enfermedad la incidencia es de aproximadamente un 16% (Vieta et a/
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1941). Los pacientes tienen casi siempre afectacion de los ganglios linfaticos
intratoracicos, muchas veces sin afectacion pleural microscopica (Stolberg et a/
1964). La mayoria de estos pacientes corresponden al subtipo esclerosis
nodular (Berkman et al 1996). Sdlo el 3% de los derrames por enfermedad de
Hodgkin son quilotorax. La prevalencia de derrame como forma de presentacion
en los pacientes con linfoma no Hodgkin varia entre un 6% y un 50% (Romano
et al 1998, Tateishi et al 2004, Xaubet et al 1985). Con esta neoplasia, 20-70%
presentan enfermedad mediastinica y el 90% tienen enfermedad en otra
localizacion. Los linfomas de células grandes, se asocian mas a enfermedad
pleural que los de células pequefias (Berkman et al 1996). La presencia de DP
en el momento de presentacién no afecta a la supervivencia o a las tasas de
remision estos pacientes (Elis A et al 1998). La citologia es positiva en el liquido
pleural en casi todos los casos (Elis et a/ 1998). A lo largo de la evolucion de la
enfermedad, tanto como el 40% de los casos, tendran un DP (Okada et al
2004). Aproximadamente el 20% de los derrames presentes en los linfomas

tipo no-Hodgkin son quilotdrax (Xaubet et a/ 1985).

La prevalencia de DPT en el mieloma multiple es de aproximadamente el
1% (Kamble et al 2005). Los derrames se desarrollan en una media de 12
meses tras el diagndstico del mieloma. La mayoria se asocian a plasmocitomas
pleurales o de la pared toracica o a lesiones en el parénquima pulmonar en el
TAC (Kamble et al 2005). Al igual que en el cancer de mama, estas cifras estan

variando con las nuevas terapias de introduccidn reciente.

Patogenia del DPT: Probablemente en la mayor parte de los casos, el
derrame se produce por un aumento de permeabilidad de la pleura, mediado,
entre otros mecanismos, por un aumento en la producciéon tumoral de VEGF
(Light et al 1997). En algunas series, los niveles de VEGF son mayores en los
DPT que en los DPI (Ishimoto et a/ 2002). La obstruccion del conducto linfatico
también parece intervenir en la formacion del derrame, por afectar a los
estomas en la pleura parietal (Leckie et al/ 1965) o por bloqueo del conducto
toracico, como en el caso de los linfomas, lo que crea un quilotérax. Otro

mecanismo por el que se puede producir el derrame es mediante la formacion
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de una atelectasia en el l6bulo inferior por la oclusién de un bronquio lobar
(Light et al 1980). La afectacién del pericardio, o procesos que pueden
relacionarse con la neoplasia como el Trombo embolismo pulmonar (TEP), la
neumonia, o secundarios al tratamiento, también pueden favorecer la aparicion

de este tipo de derrames.

El sintoma fundamental en este tipo de pacientes es la disnea, que
ocurre en mas del 50% de los pacientes (Chernow et a/ 1977). Tras la
visualizacién de un derrame en un paciente con una neoplasia, se debe realizar
un TAC toracico, para evaluar el derrame pleural y la afectacién de los ganglios
mediastinicos (Rami-Porta et a/ 2009).

El analisis del LP es clave para el diagnostico de estos pacientes. Se trata
casi siempre de un exudado segun la definicion de los criterios de Light (Light
et al 1972, Assi et al 1998). La cantidad de liquido que debe ser enviado para
analizar es motivo de controversia. Clasicamente se ha considerado que a
mayor cantidad de liquido, mayor sensibilidad de las pruebas citoldgicas; sin
embargo, en un estudio (Sallach et al 2002) al comparar la sensibilidad entre
los cuartiles superior e inferior de cantidad de liquido remitido a anatomia
patoldgica, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas. La
presencia de células rojas en cantidad mayor a 100000/mm? es sugestiva de
enfermedad pleural maligna; ademas suelen tener predominio de linfocitos en
un 45% de los casos, otras células mononucleares en el 40%, y de
polimorfonucleares en el 15% (Light et al 1973). El diagndstico definitivo de
este tipo de derrames se produce mediante analisis citoldgico o biopsia pleural.
La utilidad de enviar mas de dos muestras de liquido pleural para analisis

citoldgico es muy baja (Bielsa S et a/ 2008).

El tratamiento de este tipo de derrames es, fundamentalmente, el del
tumor que lo haya causado. En los derrames pleurales recidivantes que
ocasionen un aumento de la disnea, se debe plantear el uso de agentes para
favorecer la pleurodesis o la colocacion de un cateter PleurX, salvo que el

derrame sea causado por una atelectasia; en este caso se debe controlar el
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tumor intraluminal pare evitar la formacion de la atelectasia y el derrame

pleural.
Tumores pleurales primarios

Mesotelioma: Los mesoteliomas malignos se desarrollan a partir de las
células mesoteliales que se encuentran en la cavidad pleural. Estos deben
diferenciarse del tumor fibroso solitario pleural, que tiene un excelente
pronostico. El factor de riesgo mas importante para el desarrollo del
mesotelioma es la exposicion al asbesto (Berman et a/ 2003). La incidencia de
mesotelioma en Estados Unidos ha crecido a lo largo de las ultimas décadas,
llegandose a una incidencia anual de 2300 casos en 2004 (Bang et a/ 2006). Se
trata de un tumor 6 veces mas frecuente en hombres que en mujeres,
probablemente debido al factor de la exposicion (Bang et a/ 2006). En sus
estadios iniciales aparece como granulaciones multiples de color blanco o
grisaceo (Branscheid et al 1991). Mientras progresa la enfermedad, la pleura se
engrosa y pasa a tener un aspecto nodular, posteriormente, el tumor se
extiende a lo largo de toda la pleura. En casos avanzados, este tumor puede
llegar a afectar al diafragma, corazon, pulmon, higado y otras estructuras (Lee
et al 2001). La mayoria de los pacientes con mesotelioma maligno, presentan
dolor toracico insidioso como manifestacion inicial, llegando a pasar meses
hasta que acuden a consulta. A lo largo de la progresion de la enfermedad,
pueden aparecer otros sintomas como pérdida de peso, tos seca, disnea o
febricula (Pisani et a/ 1998). En la radiografia de térax se puede obijetivar la
presencia de derrame pleural en el 75-90% de los casos (Kawashima et al
1990). Para completar el estudio sobre la extension de la enfermedad se debe
realizar un TAC toracico (Kawashima et a/ 1990). El LP en este caso es amarillo
en el 50% de los casos y serosanguinolento en el resto de los casos. Se trata
de un liquido tipo exudado, el nivel de glucosa en un tercio de los casos es
inferior a 50 mg/dl, y su pH también en un tercio de los casos, es inferior a
7,20. Los pacientes que muestran una de estas dos caracteristicas, presentan
peor prondstico. El LP normalmente presenta abundante celularidad, con una

mezcla de células mesoteliales benignas, malignas diferenciadas y pobremente
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diferenciadas, junto con un numero variable de linfocitos y polimorfonucleares
(Gottehrer et al 1991, Klempman 1968). Existen diversos biomarcadores en el
LP y suero que pueden ser de utilidad en su diagndstico (ver mas adelante). El
tratamiento quirdrgico parece ser el Unico curativo (Butchart et a/ 1981).
Algunos pacientes pueden beneficiarse de tratamiento quimioterapico con
cisplatino junto con pemetrexed o raltitrexed (Goeminne et a/ 2006). El
pronostico del mesotelioma no es bueno, con una supervivencia media de 8 a

12 meses después del diagndstico (Van Gelder et al 1999).

Tumor fibroso solitario pleural: Este tipo de tumor recibe numerosos

nombres en la literatura como mesotelioma localizado, mesotelioma benigno
fibroso, fibroma localizado benigno y fibroma submesotelial (Sandvliet et al
2000). Su prondstico es excelente (Sandvliet et a/ 2000). No se relaciona con la
exposicion al asbesto. Se trata de tumores encapsulados amarillentos con un
abundante componente vascular (Hutchinson et al 1963). Dos tercios de estos
tumores provienen de la pleura visceral, mientras que un tercio proviene de la
parietal. A veces, estos tumores invaden el pulmén y la pared toracica. Este
tipo de tumor se asocia a DP en el 10-20% de los casos (Okike et a/ 1978, Rena
et al 2001, Ulrik et al 1998), pero la presencia de derrame no se asocia con
peor prondstico (Antman et a/ 1981). Otros sintomas como tos, dolor toracico y
disnea son frecuentes en estos pacientes (Briselli et al 1981). Otras
manifestaciones, como la osteoartropatia hipertréfica pulmonar (Okike et a/
1978), o el sindrome de Doege-Potter (Briselli et a/ 1981) pueden asociarse a
estos tumores. El diagnodstico se realiza generalmente mediante
Videotoracoscopia (VATS), aunque en algunos casos es hecesaria una biopsia
transtoracica (Weynand et a/ 1997). El tratamiento de eleccién es la reseccion
mediante VATS (Takahama et a/ 2004). Para su tratamiento es especialmente
importante la reseccidon completa con bordes libres, ya que puede presentar

recidivas en un niumero muy alto de los casos.

Otras entidades raras como el linfoma de cavidades (Ibrahimbacha et a/
1999) vy el linfoma asociado a piotérax (Nakatsuka et a/ 2002) también se

consideran tumores pleurales primarios.
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1.1.3.2.4. Otros derrames pleurales tipo exudado

Se incluyen aqui otras causas menos frecuentes de derrame pleural,

entre las que destacamos:

Tromboembolismo Pulmonar (TEP): Es una de las enfermedades

pulmonares mas dificiles de diagnosticar. Tiene una incidencia aproximada de
500000 personas al ano en Estrados Unidos (EEUU) (Fedullo et al 2005). Se
considera que entre un 30 y un 50 de los pacientes con TEP presentan en la
radiografia la presencia de un derrame pleural (Bynum et al 1978, Stein et a/
1972). Sin embargo en la clinica es raro sospechar TEP en un paciente que ha
tenido un DP, lo que hace que muchas veces no se diagnostique el TEP cuya
Unica manifestacion es un derrame pleural. Estos derrames suelen ser
relativamente pequefios, ocupando generalmente alrededor del 15% del
hemitérax (Bynum et a/ 1978). El mecanismo mas importante para la formacion
de este derrame es un aumento en la permeabilidad de los capilares
pulmonares debido a la liberaciébn de distintos mediadores inflamatorios
inducidos por la isquemia en el parénquima pulmonar, como el VEGF (Cheng et
al 1990). La mayor parte de los DP secundarios a TEP suelen ser de tipo

exudado, contrariamente a lo que se pensaba antes (Marel et a/ 1993).

Enfermedades pancreaticas: La pancreatitis aguda puede ocasionar un

derrame pleural de tipo exudado en un porcentaje relativamente bajo de los
casos (3-17%) (Kaye 1968). Es un marcador de gravedad de la pancreatitis
(Heller et al 1998). El derrame en estos casos se forma por paso de liquido
exudativo a través del diafragma (Gumaste et al 1992). Este liquido contiene
una alta concentracion de enzimas pancreaticos, que pueden tener un
importante papel en obstruir el sistema linfatico, que lleva a la acumulacién de
mas liquido (Kaye 1968). Su diagndstico depende de la demostracion de altos
niveles de amilasa en el liquido pleural (Kaye 1968). Los abscesos pancreaticos
(Miller et al 1974) y los pseudoquistes pancreaticos (Rockey et al/ 1990)

también pueden ocasionar derrame.
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Otros trastornos abdominales: El absceso subfrénico, los abscesos

intrahepaticos o intraesplénicos, la perforacion esofagica, o los procesos
quirdrgicos intraabdominales, pueden asociarse a un derrame pleural de tipo

exudado.

Derrame pleural inducido por farmacos: La nitrofurantoina, el dantroleno
y otros medicamentos pueden producir derrame pleural tipo exudado (Sahn et
al 2011)

Otros procesos: El sindrome de Dressler, el sindrome de Meigs, el

sindrome de hiperestimulacién ovarica, las colagenosis, el hemotérax y el

quilotérax, pueden provocar un derrame pleural de tipo exudativo.

1.1.4. BIOMARCADORES PLEURALES

Los NIH (National Institutes of Health de los Estados Unidos) definen
biomarcador o marcador bioldgico como aquella sustancia utilizada como
indicador de un estado bioldgico. Debe ser medida de forma objetiva y ser
evaluada como un indicador de un proceso biolégico normal, de un estado
patoldgico o de respuesta a un tratamiento. En este sentido, se han intentado
medir distintas sustancias bioldgicas en liquido pleural, que se asocien de forma
estrecha con patologias especificas, como son la ADA que se relaciona con la
tuberculosis pleural, la amilasa, que se relaciona con las enfermedades del
pancreas, 0 con roturas de pancreas o esodfago, el péptido natriurético tipo B
(BNP) relacionado con la insuficiencia cardiaca, los triglicéridos con el
quilotérax, o el factor reumatoide con la artritis reumatoide. Algunos
biomarcadores pleurales como el pH o la glucosa sirven para apoyar
determinados tratamientos, como la colocacion de un tubo de tdérax. Otros,
como la LDH vy las proteinas, sirven para distinguir entre los derrames
inflamatorios y los no inflamatorios (Hooper et al 2010). En este sentido, en
1972 se publicaron los criterios de Light, en los que es preciso obtener una
muestra simultanea de suero y de liquido pleural para realizar la clasificacion

entre exudado y trasudado. Los criterios de Light tienen una sensibilidad del
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98% y una especificidad del 83%. Han sido criticados por diversos autores
debido a que requieren la toma simultanea de muestras de sangre y de liquido
pleural, por lo que se han propuesto otros criterios, como ya se ha comentado
(Heffner et al 1997).

pH

La acidificacion del LP (pH <7,30) se encuentra en los derrames
malignos, tuberculosos o infecciosos complicados, en los derrames de las
conectivopatias (en particular en los secundarios a la artritis reumatoide), y en
los derrames por rotura esofagica. Sin embargo, el pH no distingue entre estas
etiologias (Good et al 1980). La acidificacion del liquido pleural se produce por
un aumento del acido lactico y de didxido de carbono, ademas de una
alteracion en el flujo de hidrogeniones a través de las laminas pleurales. Un
aumento en el consumo de glucosa en esta situacion hace que el liquido pleural

con pH bajo suela asociarse a un nivel bajo de glucosa (Potts et al 1978).

Ademas los niveles bajos de pH se asocian en el caso de los derrames
malignos con una menor supervivencia, enfermedad mas extensa, y con un
aumento de la probabilidad de que la pleurodesis resulte fallida (Sahn et a/
1988). En un meta-analisis en el que se incluyeron 417 pacientes con derrames
pleurales malignos, se encontré que un pH menor de 7,28 se asociaba con una
supervivencia media de 2,5 meses y supervivencia a los 3 meses de 38,9%
(intervalo de confianza 95% de 31,1% a 46,8%) comparado con una
supervivencia media de 4,3 meses, y supervivencia a los 3 meses de 61,6%
(intervalo de confianza del 95% de 55,7% a 67,4%) en pacientes con un pH
mayor de 7,28 (Heffner et a/ 2000).

El uso mas habitual del pH del liquido pleural es para tomar la decision
de colocar un tubo de drenaje toracico. Un meta-analisis ha encontrado que un
pH menor a 7,20 es el discriminador mas especifico de derrame pleural

infeccioso complicado (Heffner et a/ 1995).

En los derrames pleurales loculados es importante tener en cuenta que

el pH varia enormemente entre las distintas cavidades del derrame, por lo que
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en un paciente que presente otros datos de derrame pleural complicado este

valor debe ser analizado con precaucidon (Maskell et al 2004).

La técnica utilizada para obtener y analizar el LP tiene importantes
consecuencias en los resultados del pH. Un estudio prospectivo encontré que la
exposicion de la muestra al aire hace que el pH suba 0,05 en el 71% de las
muestras. Ademas, si se afiade 0,2 ml de anestésico local a la muestra, se
produce una reduccion en el pH de 0,15 (intervalo de confianza para el 95% de
0,13 a 0,18) (Rahman et al 2008). Por lo tanto el LP debe obtenerse sin ser
expuesto al aire y sin que haya entrado en contacto con el anestésico local.
Ademas, el pH pleural puede modificarse si el procesamiento de la muestra se
demora durante mas de una hora. Para medirlo de debe utilizar un analizador
de gases sanguineos arteriales (Lesho et al 1997). En la practica puede ser
dificil cumplir todos estos requerimientos. Cuando no se puedan dar todos estos
requisitos las guias de la British Thoracic Society (BTS) recomiendan tomar

decisiones en funcion de la clinica del paciente (Hooper et a/2010).
Glucosa

En la pleura sana, la glucosa difunde libremente a través de la
membrana pleural. En dicha situacién el nivel de glucosa en liquido pleural es el
mismo que el nivel de glucosa en sangre (Sahn et al 2008). Se puede ver una
disminucién en los niveles de glucosa del LP en los derrames pleurales
complicados, empiema, o derrames pleurales asociados con tuberculosis,
cancer, artritis reumatoide y rotura esofagica. Las cifras mas bajas de glucosa
se pueden ver en la artritis reumatoide y en el empiema (Light RW et al 1973).
Aunque la glucosa normalmente esta disminuida en los derrames pleurales
complicados, y se correlaciona con el pH, es un indicador mucho menos fiable
de necesidad de colocacién de un tubo toracico (Heffner et a/ 1995). Cuando
se mide la glucosa, la muestra debe ser enviada al laboratorio en un tubo con

oxalato de fluoruro.
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Lactato Deshidrogenasa (LDH)

La LDH es una enzima que se encuentra en muchos tejidos del cuerpo.
Corresponde a la categoria de las oxidoreductasas, en la que el piruvato es
reducido a lactato gracias a la oxidacion de NADH a NAD+. Existen 5
isoenzimas distintas segun el tipo de célula que las produzca. Los isotipos son:
LDH-1 (en gldbulos rojos y células miocardicas), LDH-2 (en el sistema reticulo-
endotelial y leucocitos), LDH-3 (en los pulmones), LDH-4 (en los rinones,

placenta y pancreas) y LDH-5 (en el higado y el musculo esquelético).

Esta enzima pasa a la sangre ante cualquier tipo de destruccién de
tejidos. Por lo tanto sus niveles son un marcador inespecifico. Puede ser
utilizada como un indice de proliferacion en el seguimiento de una neoplasia y
es relativamente valiosa para el seguimiento y diagndstico del infarto agudo de

miocardio (Nelson et a/ 2000).

Los niveles de LDH en LP sirven para diferenciar exudados de
trasudados. La mayoria de los pacientes que cumplen criterios de Light
Unicamente por los niveles de LDH en pleura, pero no por los niveles de
proteinas en pleura, presentan un derrame paraneumodnico o maligno. Aunque
inicialmente se pensaba que los niveles de LDH se elevaban Unicamente en los
derrames malignos (Wroblewski et al 1959), posteriormente se ha demostrado
que sus niveles se encuentran elevados en la mayoria de los derrames pleurales
de tipo exudado (Light et a/ 1972); por lo tanto, no tiene ninguna utilidad en el
diagndstico diferencial de los derrames pleurales de tipo exudado. Los niveles
de LDH en el liquido pleural, son indicativos del grado de inflamacion que hay
en la pleura, por lo que algunos autores (Light 2007) han propuesto su
medicion de forma rutinaria en los derrames de etiologia desconocida. Si los
niveles de LDH en un seguimiento de un derrame de etiologia desconocida
aumentan progresivamente, se debe tomar una actitud agresiva frente al
derrame; si por el contrario, la LDH baja progresivamente se puede optar por

una actitud expectante.
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Ya que la LDH se trata de una enzima que se encuentra en altas
concentraciones en los glébulos rojos, se debe tener especial consideracion a la
hora de evaluar los niveles de LDH en los derrames pleurales traumaticos o
sanguinolentos. Se supone que los niveles de LDH en derrames pleurales
obtenidos mediante una técnica que ha sido especialmente traumatica, tendra
unos niveles de LDH mas altos que los valores reales de LDH en el liquido
pleural. Sin embargo algunos estudios sugieren que los niveles de LDH no se
ven aumentados de forma dramatica por los gldbulos rojos. En un estudio
realizado por Light et a/ (1973) se obtuvieron 12 liquidos pleurales con mas de
100000 hematies/mm?y se analizaron las isoenzimas de LDH. Sélo en uno de
los 12 casos los niveles de la isoenzima producida por los hematies era mayor

al 5% de los niveles de la isoenzima en suero.

Se ha estudiado la utilidad de diferenciar las distintas isoenzimas de LDH
en el diagndstico etioldgico del derrame pleural tipo exudado en numerosas
ocasiones, y se ha demostrado que su papel es reducido (Light et al 1973,
Raboo et al 1966, Lossos et al 1999). En general, los derrames que tienen
niveles altos de LDH, presentan en su mayoria las isoformas LDH-4 y LDH-5.
Esto puede ser debido a que estas isoenzimas son producidas por las células
blancas presentes en el derrame. Un tercio de los derrames malignos tienen un
patrén de isoenzimas especifico, caracterizado por unos niveles mas altos de
LDH-2 y menos niveles de LDH-4 y LDH-5 (Light et a/ 1973). Este patrén no
guarda relacion alguna con la histologia del tumor que ha producido el
derrame. Por el momento, la Unica situacion en la que puede ser de utilidad el
analisis de las distintas isoformas de LDH es en el derrame con abundantes
células rojas en un paciente en el que se sospecha un derrame de tipo
trasudado. En este caso, si el derrame cumple criterios de Light Gnicamente por
los niveles de LDH y en el analisis de las isoenzimas se demuestra que hay un
predominio de la isforma LDH-1 queda demostrado que el aumento de LDH se

debe a la sangre en el liquido pleural.
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Proteinas totales y proteinograma

Los niveles de proteinas totales en el LP son normalmente mas altos en
los DP de tipo exudado que en los de tipo trasudado. Esta es la base para
diferenciar entre ambos tipos de derrame. Sin embargo los niveles de proteinas
en el LP no permiten establecer diferencias entre las distintas causas que
producen derrames de tipo exudado. En algunos casos, existen derrames tipo
exudado que pueden no tener niveles altos de proteinas; suelen ser debidos a

derrames pleurales paraneumonicos o de etiologia maligna (Light et a/ 1972).

El proteinograma electroforético del LP es muy similar al del suero, salvo
por la albumina, que se encuentra en proporciones mas altas en el LP
(Zinneman et al 1957, Telvi et al 1979). Los niveles de IgG, IgA e IgM en
pleura son siempre inferiores a sus niveles en suero y aparentemente no tienen
ningun valor diagndstico (Telvi et al 1979). La IgE es la Unica que tiene
utildad. El equipo de Yokogawa (Yokogawa et a/ 1976) midio los niveles de IgE
en el derrame pleural de 5 pacientes con paragonomiasis. En los 5 casos, los
niveles de Ig E excedian los niveles en suero, y eran superiores a 4000 UL.
Otros estudios también han relacionado los niveles de IgE en suero con los

derrames pleurales con predominio de eosindfilos (Nash et al 1958).
Proteina C reactiva (PCR)

Los niveles de proteina C reactiva en LP pueden ser de utilidad en los
derrames con predominio de neutrofilos, siendo sus niveles mayores a 45 mg/I
en los de etiologia paraneumonica (Porcel et al 2012). Los mismos autores
propusieron un punto de corte de 100 mg/l para diferenciar los derrames

complicados de los no complicados.
Procalcitonina

Se ha valorado la utilidad de la procalcitonina en el LP para diferenciar
los tipos de derrame pleural, encontrandose una relacién significativa entre los
niveles de procalcitonina y los derrames pleurales paraneumonicos y los

empiemas (Wang et a/ 2009).
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Adenosin Deaminasa (ADA) e Interferon-y

La ADA es una enzima producida por los linfocitos. Sus niveles se
encuentran aumentados en la mayor parte de los DPTb. Un meta-analisis de 63
estudios sobre el uso del ADA para diagndstico en el DP establecid una
sensibilidad del 92%, especificidad del 90% y un valor predictivo positivo y

negativo de 9y 0,1 respectivamente (Liang et a/ 2008).

La ADA también se eleva en los DP por artritis reumatoide, en los
empiemas, y ocasionalmente en los DPT. Niveles extremadamente elevados de
esta enzima en el LP deben hacer sospechar causas no tuberculosas como

linfoma o empiema (Porcel JM et al 2010).

Se ha utilizado la isoenzima ADA-2 o la determinacion de ADA
Unicamente en los DP con predominio de linfocitos para reducir los falsos

positivos (Zemlin et a/ 2009).

La determinacion de la ADA es barata y fiable, y no se alteran sus niveles
si el liguido se mantiene almacenado a -4 °C, hasta 28 dias. (Antonangelo et a/
2006).

Los niveles de interferon-y en el liquido pleural han demostrado una
sensibilidad y especificidad similares a los de la ADA en un meta-analisis (Greco
et al 2003). Sin embargo, esta determinacién resulta mas cara. Se han
estudiado otras pruebas relacionadas con el interferon como los IGRAs
(Interferon Gamma Release Assays), pero no llegan a ser tan utiles como la

ADA (Trajman et al 2007), por lo que no suelen ser utilizados.

Un problema muy importante en los DPTb es detectar la tuberculosis
resistente. La opcién mas rentable es realizar un cultivo de una biopsia pleural
obtenida mediante videotoracoscopia. De todas formas, una revisién de 7549
casos de pleuritis tuberculosa realizado por el CDC (Center for Disease Control)
de Estados Unidos demostrd que los patrones de resistencia a drogas en los
cultivos obtenidos de pleura son similares a los de la tuberculosis pulmonar en

la misma zona (Baumann et a/ 2007). Por lo tanto, el tratamiento deberia ser
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el que se utilice para cubrir a las micobacterias con el espectro de resistencias

tipico de cada area.

Brain Natriuretic Peptide (BNP) o Péptido natriurético tipo B y
Aminoterminal pro BNP (NT-proBNP) o Fraccion aminoterminal del
Propéptido de BNP

El BNP y el NT-proBNP son péptidos sintetizados por los miocitos
ventriculares en respuesta al aumento de la tensidon ventricular. Estas
sustancias se encuentran elevadas en sangre en la insuficiencia cardiaca
crénica (Kolditz et a/ 2006, Porcel et al 2004, Porcel et al 2007, Tomcsanyi et al
2004). Ambas sustancias se pueden medir tanto en suero como en liquido
pleural para confirmar el diagnostico de derrame secundario a insuficiencia
cardiaca (Porcel et a/ 2009). La medicion de de NT-pro-BNP es muy costosa y
dificultosa, por lo que raramente se utiliza en la practica. Sin embargo,
diferentes estudios valoran los niveles de estos dos péptidos, tanto en liquido
pleural como en sangre en el contexto de los DP, ya que podrian servir para
discriminar los DPC. En este sentido, un estudio (Long et a/ 2010) analizo los LP
de 80 pacientes con DP de distinta etiologia, demostrando que el NT-pro-BNP
tiene una fiabilidad mas alta que el BNP para diagnosticar los derrames
pleurales. La utilidad del NT-pro-BNP en LP ha sido evaluada en un meta-
analisis de 10 publicaciones, con un total de 429 liquidos de origen cardiaco y
691 liquidos de otra causa. Esta prueba demostrd en dicho estudio una
sensibilidad y especificidad del 94%, una Odds Ratio diagndstica de 246, y un
area bajo la curva ROC (Receiver operating characteristics curve) de 0,98
(Janda et al 2010).

Colesterol y Triglicéridos

El colesterol y los triglicéridos pueden ser de gran utilidad para el
diagndstico diferencial de los DP de color turbio o blanco. El quilotorax se
produce por una rotura del conducto toracico (generalmente por un
traumatismo o como complicacién después de una cirugia) dentro del térax.

Cuando este fendmeno se produce, la cavidad pleural se ve inundada por la
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linfa, que contiene una gran concentracién de quilomicrones, formados en gran
parte por triglicéridos (Doerr et al 2005). El pseudoquilotorax consiste en la
acumulacién de cristales de colesterol en el espacio pleural. La pleuritis por
artritis reumatoide y la debida a tuberculosis son las dos causas mas frecuentes

de pseudoquilotdrax (Ferguson et al 1966).

Si en el analisis del LP se demuestra la presencia de quilomicrones, es un
quilotérax, mientras que si hay cristales de colesterol, es un pseudoquilotdrax.
Un quilotorax tendra niveles altos de triglicéridos, normalmente >110 mg/dl y
se puede excluir su diagndstico si los niveles de triglicéridos en la pleura son de
<50 mg/dl. En el caso de un pseudoquilotorax, los niveles de colesterol son
>200 mg/dI (Hillerdal et al 1997, Wrightson et a/ 2010, Staats et a/ 1980).

Amilasa

Los niveles de amilasa en LP se consideran elevados si son mayores del
limite alto de la normalidad para suero, o si la ratio liquido pleural/suero es >1
(Sahn 1988). Estos datos sugieren pancreatitis aguda, pseudoquiste
pancreatico, rotura del esdéfago, embarazo ectdpico o infiltracion pleural
maligna (tipicamente la metastasis de adenocarcinoma) (Joseph et a/ 1992,
Sherr et al 1972). El 10% de los DPT aumentan los niveles de amilasa (Kramer
et al 1989), aunque esta determinacion no se utiliza normalmente en este

contexto (Branca et a/ 2001).

El estudio de las isoenzimas de la amilasa puede ser Util, pero no esta
disponible de forma rutinaria en todos los laboratorios. La elevacién de los
niveles de amilasa salivar sugiere rotura esofagica o malignidad (Joseph et a/
1992, Sherr et al 1972). Si se sospecha una rotura esofagica, el estudio debe
ser completado mediante técnicas mas especificas como la radiografia con
contraste baritado o por técnicas endoscdpicas. Los DP asociados a enfermedad
pancreatica generalmente contienen la isoenzima pancreatica (Joseph et al
1992). Mas del 50% de las pancreatitis tienen asociado un derrame pleural.
Los pacientes con pancreatitis aguda y DP tienen una enfermedad mas grave, y

tienden a hacer un pseudoquiste en mayor porcentaje que aquellos que no
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tienen derrame pleural (Lankisch et a/ 1994). La lipasa pancreatica ha sido
estudiada en muy pocas ocasiones en el LP, aunque se han descrito casos de

elevacion de sus niveles, como ocurre con la amilasa (Iglesias et al 1996).
Otros biomarcadores

Hay otros biomarcadores que pueden medirse en el liquido pleural, pero
que se utilizan actualmente de forma minoritaria en la clinica, aunque

posiblemente alguno de ellos tenga mayor interés en el futuro.

Mesotelina: Es una glicoproteina cuyos niveles aumentan en suero y en
liguido pleural en pacientes con un derrame pleural por mesotelioma maligno.
(Sherpereel et al 2006, Creaney et al 2007). La mesotelina en LP ha
demostrado tener una sensibilidad de 48-84% y una especificidad de 70-100%
para el diagnodstico de mesotelioma (Sherpereel et al 2006, Davies et al 2009)
El valor predictivo negativo de esta prueba se ve limitado por los falsos
negativos en el mesotelioma sarcomatoide (Robinson et al 2003). Otros
tumores pueden dar resultados positivos ante esta prueba como son el
adenocarcinoma broncogénico, el carcinoma metastatico pancreatico, el linfoma
y el cancer de ovario (Creaney et al 2007, Cristaudo et al 2007, Hassan et al
2006). Un resultado positivo de mesotelina en LP, por lo tanto, puede indicar la
necesidad de obtener una muestra histoldgica, pero un resultado negativo, no
es significativo. Aunque la mesotelina tiene mayor eficacia diagndstica que
otros marcadores tumorales, su utilidad clinica se suele ver limitada al estudio
de DP sin diagnostico claro inicial, y no se recomienda su uso de forma rutinaria
(Abbas et al 2008). Este marcador podria ser Util también en el seguimiento de

los pacientes con mesotelioma (Hassan et a/ 2006).

Fibulina 3: Se trata de una glicoproteina extracelular que media en las
interacciones intercelulares y que tiene un importante efecto angiogénico. En
un estudio prospectivo se midi®6 esta sustancia en 74 pacientes con
mesotelioma, 39 con derrames benignos y 54 con derrames malignos que no
eran mesoteliomas. Utilizando un valor de corte de 346 ng/ml, la fibulina 3

discrimina los DP por mesotelioma de los derrames de otra causa con una
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sensibilidad del 84%, una especificidad del 92% y un area bajo la curva de
0,93. Si esto se confirma en futuros estudios este biomarcador puede ser de

gran utilidad en el diagndstico del mesotelioma (Pass et al 2012).

Marcadores tumorales “clasicos”: En un meta-analisis de 45

publicaciones, en el que se incluyeron 2834 pacientes con derrame maligno y
3251 pacientes con derrame no maligno se encontré una sensibilidad del 54% y
una especificidad del 94% para el antigeno carcinoembrionario (CEA) (Hsi et a/
2008). En otro meta-analisis del mismo grupo, se valoré la sensibilidad y
especificidad de otros cuatro marcadores pleurales para diferenciar derrames
malignos de benignos; los resultados para estos marcadores fueron: Cancer
antigen 125 (CA-125), 0,51/0,96; CA-15,3 0,51/0,96; CA 19,9 0,25/0,96 y
Cytokeratin fragment 21,1 (CYFRA 21,1) 0,55/0,91 (Liang et al 2008). Estos

marcadores también puede tener valor prondstico (Bielsa et a/ 2009).

Factor C4 del complemento: Puede ser de utilidad para el estudio de DP

debidos a Artritis reumatoide (AR). En un estudio, los pacientes con AR
presentaron en todos los casos niveles de FC4 <0,04 g/l mientras que solo 2 de

118 controles los presentaron (Pettersson et al 1982).

Factor Reumatoide: Presenta habitualmente un titulo de >1:320.142 en

los derrames producidos por AR. De todas formas puede ser estar presente en
derrames pleurales de otra etiologia, y generalmente sus niveles en la pleura
son similares a los del suero, por lo que aporta poco al diagndstico (Pettersson
et al 1982).

Anticuerpos Antinucleares (ANA): Niveles de ANA elevados, y una Ratio

liguido pleural/suero aumentada es sugestivo de pleuritis por lupus eritematoso
sistémico, pero este aumento también puede aparecer en derrames malignos
(Wang et al 2000) En un estudio realizado por Porcel et al (2007) se demostrd
una sensibilidad de 100% (IC 95%: 97% a 100%) y una especificidad de 94%
(IC 95%: 91% a 97%) para este test en el LP. Estos valores son similares a los
que aparecen al medir ANA en suero. Por lo tanto la medicion de ANA en

liguido pleural, aparentemente no aporta nada.
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Pentraxina 3: Se trata de una pentraxina larga que es producida por

leucocitos o células dendriticas. Se ha demostrado que sus niveles estan
elevados en los derrames paraneumodnicos, pero no parecen servir para

diferenciar derrames complicados de no complicados (Ozsu et a/ 2013).

Metaloproteinasas  de Matriz e Inhibidores  Tisulares de

Metaloproteinasas: Las metaloproteinasas (MM) son una serie de enzimas

proteoliticas, cuya estructura molecular contiene Zinc, que se encargan de la
degradacién de materiales que componen la matriz celular. Existen al menos 25
tipos, y el papel de alguno ha sido estudiado con profundidad. La MM-9 parece
aumentar en derrames mas inflamatorios, y el Inhibidor Tisular de MM-1
también parece estar relacionado con los derrames inflamatorios (Robinson et
al 2003).

Citoguinas relacionadas con la angiogénesis: Existen citoquinas

mediadoras e inhibidoras de la angiogénesis cuyo papel en el derrame pleural

ha sido valorado en distintos estudios (Ruiz et a/ 2005).

Endostatina: Es una citoquina inhibidora de la angiogénesis. No se han
encontrado diferencias significativas de endostatina entre los derrames

pleurales de distinta etiologia o segun el grado de inflamacion.

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) o Factor de crecimiento del
endotelio vascular: Aumenta la permeabilidad vascular y estimula la
angiogénesis. Parece tener un importante papel en la formacién del derrame
pleural maligno; incluso se han intentado utilizar anticuerpos antiVEGF para el
control de derrames pleurales malignos. Esta citoquina parece tener utilidad en
la pleurodesis. Sus niveles estdan mas aumentados en los derrames tumorales
que en los derrames tuberculosos, y se correlacionan con los niveles de LDH.
Podria ser un marcador Util para diferenciar entre exudados y trasudados, ya
que sus niveles parecen ser mas del doble de media en los exudados (Fiorelli et

al 2011). Uso investigacional.

Basic Fibroblast Growth Factor (BFGF) o Factor de crecimiento basico de

los fibroblastos: Factor pro-angiogénico producido en su mayor parte por las
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células mesoteliales cuyos niveles se ven especialmente aumentados en el

empiema y los derrames pleurales complicados. Uso investigacional.

Moléculas relacionadas con la inflamacion

Platelet Activating Factor (PAF) o Factor activador de las plaquetas:
(Activa las plaquetas, neutrdfilos, eosinofilos y macrdéfagos, y aumenta la
permeabilidad vascular. Se sintetiza por las células mesoteliales en respuesta a

la trombina. Uso investigacional.

Monocyte Chemotactic Peptide 1 (MCP-1) o Péptido quimiotactico de mos
monocitos tipo 1: Se encuentra aumentado en pacientes con derrame maligno
y tuberculoso en comparacidon con pacientes con derrame paraneumonico no
complicado o cardiaco. Al usar anticuerpos antiMCP-1 se elimina
aproximadamente el 70% de la actividad quimiotactica en el derrame pleural.

Uso investigacional (Antony VB et al 1993).

Tumoral Necrosis Factor (TNF-a, TNF-B) o Factor de necrosis tumoral:
Estimula las células mesoteliales para la produccién de II-8, MCP-1 y VEGF. Esta
citoquina se relaciona con la inflamacidn, y diversos estudios apuntan a que
puede tener relacion con los derrames pleurales loculados y la formacion de la

loculacién. No tiene aplicacidn clinica (Abbas et a/ 2008).

Transforming Growth Factor-B (TGF-B) o Factor de crecimiento
transformante B: Es un potente agente generador de fibrosis, que se ha

utilizado para la realizacién de pleurodesis (Sase et a/ 2003).

Las interleuquinas son un conjunto de citoquinas que son sintetizadas
principalmente por los leucocitos, aunque también pueden intervenir las células
endoteliales o del estroma del timo o de la médula dsea. Su principal funcién es
regular las funciones de estas células del sistema inmunitario, como la
activacion, diferenciacion o proliferacion, la secrecion de anticuerpos, la
quimiotaxis, la regulacidon de otras citoquinas y factores, entre otras (Abbas et
al 2008). Las interleuquinas estudiadas en el liquido pleural son numerosas y

tienen acciones variadas en la pleura. Ninguna de ellas se usa de forma
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rutinaria en la practica clinica, porque, aunque sus niveles varian entre el DP de
un tipo u otro, suele existir bastante solapamiento en los niveles. Entre ellas

destacamos:

Interleuquina 1 (IL-1): Interleuquina proinflamatoria, que juega un
importante papel a nivel sistémico como activadora de los linfocitos T, e induce
la cascada inflamatoria. Su administracion a modelos animales produce una
clinica similar al shock séptico. Existen 2 subtipos distintos, la IL-1a, relacionada
fundamentalmente con los linfocitos T, y la IL-1B, secretada por monocitos y
macréfagos. La IL1-p estimula las células mesoteliales que secretan Inhibidor
de la Activacion del Plasmindgeno (PAI-1) y TGF-B. Es el subtipo que se
encuentra mas elevado en la pleura generalmente. La IL-1 se eleva mas en los
derrames tipo empiema, y sus valores son mayores en el derrame tuberculoso
que en el maligno. En general se puede decir, que los niveles de IL-1 se
encuentran aumentados en los derrames pleurales mas inflamatorios. Sin
embargo, esta relacion no tiene utilidad diagndstico debido al alto grado de
solapamiento de los valores encontrados en estas moléculas. No
sorprendentemente se ha encontrado una correlacion estadisticamente
significativa entre los niveles de IL-1 y TNFo ambos medidos en liquido pleural
(Alexandrakis et a/ 2000).

Interleuquina 2 (IL-2): Induce y mantiene la proliferacion de linfocitos T
y NK. Debido a su efecto estimulador de los linfocitos NK se ha estudiado su
papel antitumoral mediante instilaciones de IL-2 intrapleurales en pacientes con
metastasis pleurales, llegandose a conseguir negativizacion de la citologia
maligna. Al tratarse de una citoquina proinflamatoria, sus niveles aumentan en
los derrames pleurales cuanto mas inflamatorios son. Sus niveles son mayores
en los liquidos pleurales secundarios a tuberculosis que en los derrames
malignos. La II-2 tiene una correlacion estadisticamente significativa con la 1I-4,
II-5, 1I-10 y TNFa (Shimokata et a/ 1991).

Interleuquina 3 (IL-3): Se ha descrito una importante relacién entre esta
interleuquina y la proliferacion de eosindfilos tanto a nivel sistémico como a

nivel pleural (Nakamura et a/ 1993).
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Interleuquina 4 (IL-4): Actia fundamentalmente sobre los linfocitos Th2
responsables de la inmunidad humoral (en contraposicién con la II-12, que
activa los linfocitos Thl encargados de la inmunidad celular). Parece inhibir la

migracion celular hacia el espacio intrapleural (Fine et al 2003).

Interleuquina 5 (IL-5): Es un potente estimulador de los eosindfilos, mas
incluso que la II-3 tanto a nivel sistémico como a nivel pleural (Kalomedinis et a/
2005).

Interleuquina 6 (IL-6): Es proinflamatoria, con un papel similar en la
pleura a la II-1 (Alexandrakis et a/ 1999).

Interleuquina 7 (IL-7): Es proinflamatoria y tiene un importante papel en
la sintesis de los linfocitos T y B. No ha sido medida en la pleura, pero estudios
in vitro demuestran que podria tener actividad antitumoral combinada con la II-
2 (Chen et al 2001).

Interleuquina 8 (IL-8): Relacionada estrechamente con la actividad de
los neutrofilos, se encarga de la inhibicibn de otras interleuquinas
proinflamatorias como la IL-1 y el TNFa. En la pleura se produce por las células
mesoteliales frente a estimulos inflamatorios y estimula la entrada de
neutrofilos en el espacio pleural. Sus cifras son mas altas en el exudado que en
el trasudado y su nivel mas alto se alcanza en los derrames tipo empiema.
Existe una correlacidon entre ella y el numero de neurdfilos en el liquido pleural
(Pace et al 1999).

Interleuquina 10 (IL-10): Tiene un efecto antinflamatorio potente,
encargandose de la inhibicidon de la IL-1, IL-2, el TNFa y el Interferon y. A nivel
pleural inhibe el trafico de células inflamatorias hacia la cavidad. Sus niveles
estan aumentados en los derrames pleurales de etiologia tumoral y tuberculosa
(Fine et al 2003).

Interleuquina 12 (IL-12): Tiene un importante papel en la inmunidad
celular, al estimular los linfocitos Th1. Su déficit se ha asociado con la aparicidn

de tuberculosis intrapleural en diversos estudios con ratones knock-out para IL-
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12. Su medicion intrapleural mediante ELISA podria tener valor diagndstico, ya
que los derrames tuberculosos llegan a estar una media de 10 veces mas

elevados que los derrames malignos (Zhang et al 1994).

Interleuquina 13 (IL-13): Estimula la quimiotaxis de eosindfilos al espacio

pleural regulando la produccién de Eotaxina (Kalomendis et a/ 2005).

Interleuquina 16 (IL-16): Interviene en la quimiotaxis de los linfocitos T,
siendo producida a nivel sistémico por los monocitos. Se encarga de estimular
la sintesis de citoquinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6 y el TNFa. Sus
niveles se encuentran aumentados en los derrames tuberculosos comparados
con los tumorales. Existe una correlacién positiva entre la IL-16 y los niveles de
linfocitos T CD4+ en el liquido pleural (Qin et a/ 2005).
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1.2. LA VITAMINA D Y LAS ENFERMEDADES
PLEUROPULMONARES

1.2.1 ASPECTOS GENERALES DE LA VITAMINA D

El ser humano puede obtener la vitamina D o calciferol de dos fuentes
diferentes, de la dieta (en una proporcion pequena) y de la sintesis enddgena
en la epidermis por el efecto de los rayos ultravioleta (la fuente principal de
vitamina D). En este sentido, como en muchos otros que se iran viendo a lo
largo de esta presentacidn, esta vitamina tiene un comportamiento diferente de
las vitaminas “clasicas”, que, por definicion, son absolutamente dependientes
de la dieta (Henry 2011). La dieta aporta dos moléculas similares con efecto
vitamina D, la vitamina D, o ergocalciferol, derivada del ergosterol, que se
encuentra en los hongos y levaduras y la vitamina D; o colecalciferol que se
encuentra en los alimentos grasos de origen animal, entre los que se
encuentran fundamentalmente el aceite de higado de bacalao y los pescados
azules salvajes (salmdn, caballa, sardina, etc.), mientras que la mantequilla, los
derivados grasos de la leche y la yema de huevo contienen pequenas
cantidades. El resto de los alimentos son fuentes muy pobres de esta vitamina,
salvo si se enriquecen artificialmente. Hay un cierto desacuerdo en la literatura
sobre si el ergocalciferol es bioldgicamente tan activo como el colecalciferol,
pero puesto que en Espafia con mucho la fuente mas importante de esta
vitamina no es la dieta, sino la radiacion solar, se puede identificar la vitamina
D con el colecalciferol. En la piel los rayos ultravioleta B (300-325 nm) producen
la fotolisis de un precursor del colesterol, el 7 dihidrocolesterol, en previtamina
Ds, que, a su vez, sufre una isomerizacion térmica espontanea, convirtiéndose
en vitamina Ds. La vitamina D3 y otros metabolitos inactivos asi formados se
unen a la proteina transportadora de vitamina D (VDBP), que a través de la
sangre distribuye la vitamina a todo el organismo. El efecto de la radiacion solar
depende de multiples factores, tanto ambientales (época del afo, latitud,
altitud, nubosidad, nivel de polucion, etc), como especificos del individuo (edad,

tipo de piel y de vestimenta, nimero de horas de insolacidon, uso y tipo de
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cremas protectoras, etc). En Cantabria la intensidad de la radiacion es
insuficiente para producir vitamina D probablemente durante al menos 6 meses

al ano (de Octubre a Marzo).

La vitamina D es bioldgicamente inactiva, ya que para ejercer sus efectos
fisioldgicos necesita ser hidroxilada dos veces, primero en posicién 25 y luego
en posicién 1o, con lo que se transforma en el 1,25 dihidroxicalciferol o
calcitriol, la molécula activa, que a nivel sistémico (endocrino) se comporta
como una hormona esencial para el metabolismo fosfocalcico y dseo, y a nivel
local (paracrino o intracrino) se comporta como una citoquina reguladora de

multiples funciones celulares (Jones et al 2013).

La vitamina D se hidroxila inicialmente en posicién 25 en el higado a
través del efecto 25 hidroxilasa que comparten diversas enzimas, de las cuales
la mas importante es la CYP2R1 microsomal. Esta enzima esta poco regulada,
de manera que se produce una transformacion masiva y directa del calciferol
que llega al higado hacia 25 hidroxicalciferol (250H vitamina D). La 250H
vitamina D se une a la VDBP y es el principal metabolito circulante, con una
vida media aproximada de 2 semanas, lo que la convierte en el principal

indicador del estado nutricional en esta vitamina.

La segunda hidroxilacién puede ocurrir en el rifidn (via clasica hormonal,
relacionada con el metabolismo fosfocalcico) o en otras células no relacionadas
con este metabolismo (via no clasica, con efectos basicamente locales en
condiciones fisioldgicas). En ambos casos la enzima responsable es la 1o
hidroxilasa (CYP27B1) que genera el metabolito activo 1,25 dihidroxivitamina D
o calcitriol. La actividad de esta enzima, a diferencia de la 25 hidroxilasa, esta
fuertemente regulada, y lo que es mas importante, la regulaciéon a nivel renal y
a nivel de otras células es diferente. La PTH, el calcio, la calcitonina, la
hormona de crecimiento y el factor de crecimiento insulinoide tipo I son
reguladores positivos de esta enzima en las células tubulares proximales
renales, mientras que en estas células el fosfato, el factor de crecimiento
fibroblastico 23 (FGF23), klotho, Memo y el propio calcitriol disminuyen su

actividad. El calcitriol a nivel renal induce la actividad de la enzima 24
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hidroxilasa (CYP24), que inactiva el calcitriol transformandolo en 1,24,25
trihidroxivitamina D, que es bioldgicamente inerte. El objetivo final de este
complejo entramado hormonal es mantener unos niveles adecuados de calcio y
fosfato en sangre, que garanticen un normal metabolismo fosfocalcico y dseo.
La via no clasica de activacién de la CYP27B1 se explicara en detalle mas

adelante, por ser parte fundamental de este trabajo.

La proteina transportadora de la vitamina D (VDBP) fue identificada
originalmente mediante electroforesis del suero humano (Hirschfeld 1959). Es
una a-globulina glucosilada con un tamafo cercano a 58 kDa, constituida por
458 aminoacidos, que se produce fundamentalmente en el higado. Se ha
demostrado su presencia no solo en sangre sino también en liquido ascitico,
pleural, cerebroespinal, asi como adherida a la superficie de numerosas células.
Su gen pertenece a la familia del de la albumina y se localiza el cromosoma
4q12-q13. Pronto se comprobd que era muy polimoérfica y por ello se
denomind Globulina Gc o Componente sérico especifico de grupo. En 1975 se
demostrd su funcion como proteina transportadora de diversos metabolitos de
la vitamina D (Dagier et al 1975), con lo que alarga la vida media circulante de
estos y limita su libre acceso, aunque luego se ha comprobado que, ademas,
tiene muchos otros efectos (captura y secuestra actina muscular, restos de
membranas celulares y acidos grasos circulantes, y hay estudios que le asignan
funciones reguladoras especificas en la microcirculacién, inflamacién, infeccion,
respuesta al cancer y remodelacion ésea). Se ha demostrado que para activar
los macréfagos la VDBP debe convertirse en un péptido desglicosilado
denominado Gc-MAF o VDBP-MAF (Vitamin D binding protein-Macrophage
activating factor), hecho que ocurre mediante la accién enzimatica de los
linfocitos T y B que producen una glucohidrdlisis paso a paso que conlleva una

pérdida progresiva de fracciones de oligosacaridos de la DBP original.

La VDBP esta constituida por dos grandes dominios (I y II) y otro
dominio mas pequeio en la porcién C-terminal (III). Se considera que el
dominio I es la zona de fijacién de la vitamina D mientras que el dominio III es

la zona de fijacidn de la actina. Ambas funciones son independientes entre si. El
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gen de la VDBP, como ya se ha dicho, es altamente polimorfico, presentando
tres variantes comunes (GclF, GclS y Gc2) y mas de 120 variantes
infrecuentes. Los SNPs (Single nucleotide polymorphisms) del exén 11
producen las formas mas comunes, que tienen diferencias en algunos
aminoacidos, que a su vez tienen consecuencias funcionales. Asi el SNP rs7041
(Gcl) es el que mas se relaciona con los niveles de 250H vitamina D en sangre,
y por otro lado la proteina Gc2 tiene menos capacidad de ser convertida en
VDBP-MAF que la variante Gcl (Chishimba et a/ 2010, Wood et a/ 2011). El
papel que puede jugar la VDBP y el VDBP-MAF en la patogenia de algunas
enfermedades pulmonares, especialmente la enfermedad pulmonar obstructiva

crénica, se esta empezando a analizar (Wood et a/ 2011).

La megalina es un receptor basurero que se expresa abundantemente en
el borde en cepillo (luminal) de las células tubulares proximales renales, que
captura y recicla una amplia cantidad de proteinas plasmaticas filtradas, entre
ellas la VDBP, de manera que juega un papel fundamental en el reciclaje de los
metabolitos de la vitamina D, que de otra forma se perderian en la orina. Se
discute si la megalina también juega un papel en la entrada del complejo VDBP-
metabolitos de la vitamina D en otras células (piel, sistema inmunoldgico, etc),
aunque se sabe que existe en las paratiroides, la placenta, las mamas y algunos
tipos de cancer (Chun et al 2013).

La afinidad de la VDBP por los diversos metabolitos de la vitamina D es
muy diferente: la mayor afinidad es por las 250H vitamina D-lactonas, seguida
de la propia 250H vitamina D y sus metabolitos catabdlicos, mientras que la
1,25 dihidroxivitamina D tiene una afinidad 10-100 veces menor por la VDBP.
La vitamina D auténtica tiene una afinidad todavia mucho menor. La albumina
también tiene capacidad de fijar metabolitos de vitamina y aunque su afinidad
es mucho menor que la de la VDBP sus concentraciones en sangre son mucho
mas altas, de manera que debe contribuir a los niveles totales de 250H
vitamina D circulantes, aunque no se sabe en qué medida. Al igual que con
otros esteroides hormonales se postula, en general, que la hormona

bioldgicamente activa es el calcitriol libre, no unido a VDBP ni a la albumina,
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cuya determinacién esta sujeta a numerosas criticas técnicas en los poquisimos
laboratorios que lo han intentado. Alternativamente se han elaborado diversas
férmulas matematicas para calcularla en funcidn de las concentraciones de

VDBP y albumina, pero su significado es incierto (Chun et a/ 2013).

El calcitriol ejerce sus efectos reguladores fundamentalmente (aunque no
de forma exclusiva) a través de la activaciéon de su receptor (mal llamado
receptor de la vitamina D o VDR, porque la vitamina D por si misma no activa el
receptor) (Haussler et a/ 2013). El VDR es un miembro de la superfamilia de los
receptores nucleares y como estos, posee dos porciones especificas, la
aminoterminal que se fija al Acido Desoxirribonucléico (DNA) y la
carboxiterminal que fija el ligando, en este caso el calcitriol. La fijacion del
calcitriol al VDR es de alta afinidad e induce una heterodimerizacion del VDR
con el receptor X del acido retinoico. Una vez formado el heterodimero este se
fija a elementos de secuencia especificos del DNA (VDREs) que contienen
repeticiones directas de motivos PuG(G/T)TCA separados por tres bps (DR3) o
repeticiones evertidas separadas por 6 bps (ER6) en la region promotora de los
genes que responden a la vitamina D. Dependiendo del gen diana esta fijacion
atrae diversas moléculas coactivadoras (ej NCoA62/SKIP) o correpresoras (€j
HDAC3), de manera que se ensambla un complejo que induce o reprime la
transcripcion génica mediada por la RNA polimerasa II, con lo cual se sintetizan
o dejan de sintetizarse numerosas proteinas dependientes de la vitamina D. Sin
embargo, la complejidad de la regulacién génica del VDR es cada vez mayor.
En este sentido, se ha visto que algunas repeticiones evertidas ER8 también
reconocen este receptor activado y regulan la sintesis de interleucina-10 (IL-
10), se ha comprobado que el VDR puede regular genes a distancias tan
grandes como 75 kb y también se ha demostrado que el VDR activado puede
desplazar determinados factores nucleares unidos al DNA, como el NF-AT que
activa los linfocitos T, con lo que reprime la expresidn de los genes que activa
este factor nuclear, en concreto determinadas citoquinas. También se sabe que
existe una proteina nuclear que se fija a determinados VDREs (VDRE-BP) con
alta afinidad, y ha de ser desplazada por el VDR activado para que este pueda

ponerlos en marcha. Finalmente esta demostrado que el calcitriol también tiene
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efectos rapidos mediados por putativos receptores de membrana, en fase de

caracterizacion.

La presencia de efectos no clasicos del calcitriol-VDR se ha ido
fundamentando en los Ultimos afos en base a varios hechos (Christakos et al
2011): 1) la demostracidon de la actividad 1a-hidroxilasa en numerosas células
extrarrenales, regulada por mecanismos no hormonales (Tabla 1.3), 2) la
demostracion de la existencia de VDR en células no relacionadas con el
metabolismo del calcio, de tal manera que se cree que hasta el 3% del genoma
humano esta regulado por el calcitriol (Tablas 1.4. y 1.5.), y 3) la existencia de
efectos especificos, mediados por esta sefializacion, en células no implicadas
en el metabolismo del calcio, entre las que se encuentran células del sistema
inmunoldgico, diferentes epitelios, placenta, etc. (Tabla 1.5.), lo que sugiere la
posible implicacién de esta via en numerosas enfermedades (Christakos et a/
2013). Esta via parece muy primitiva desde el punto de vista evolutivo y la
regulacién del calcitriol intracelular en las células inmunes no esta controlada
por la 24 hidroxilasa, cuya variante es inactiva en dichas células. Los genes
modulados por Calcitriol-VDR en diversos tejidos y tipos celulares se expresan
en las tablas 1.6. y 1.7.

TABLA 1.3. Tejidos con expresion extrarrenal de 1a-hidroxilasa y produccién de calcitriol

TEJIDOS CON EXPRESION EXTRARRENAL de 1x-HIDROXILASA Y PRODUCCION
DE CALCITRIOL

Monocitos/macrofagos Células dendriticas
Células endoteliales Epitelio bronquial
Células mesoteliales de la pleura Cerebro

Mama Islotes pancreaticos
Paratiroides Piel (queratinocitos)
Prostata Colon

Mioblastos, musculo esquelético en regeneracion

Placenta (trofoblastos fetales, células de la decidua maternas)
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TABLA 1.4. Organos y tejidos que se ha sugerido que expresan receptores para calcitriol

ORGANOS Y TEJIDOS QUE SE HA SUGERIDO QUE EXPRESAN RECEPTORES PARA
CALCITRIOL

Sistema osteomuscular: osteoblastos, médula dsea, condrocitos, musculo estriado, musculo liso
Aparato circulatorio: Células mioendocrinas atriales, miocardiocitos, células endoteliales

Aparato digestivo: pardtida, células epiteliales de la boca, estdbmago, enterocitos, colonocitos,
hepatocitos, vesicula biliar

Rifion y vias urinarias: células epiteliales tubulares (proximales y distales), urotelio

Sistema inmunoldgico: linfocitos T y B activados, monocitos, macrdfagos, células dendriticas,
neutrofilos, células del bazo, del timo, de los ganglios linfaticos

Aparato reproductor: Amnios, membrana corioalantoica, células alveolares y ductales de la mama,
ovario, oviducto, Utero, placenta, epididimo, células de Sertoli y de Leydig del testiculo, prdstata,
glandula de la cascara del huevo (gallinas)

Piel: epidermis, fibroblastos, foliculos pilosos, queratinocitos, melanocitos, sebocitos, glandulas
sebaceas

Sistema nervioso: encéfalo (hipocampo, células de Purkinje y granulares del cerebelo, stria terminalis,
nucleo central de la amigdala), ganglios sensoriales, médula espinal, plexos coroideos, glandulas
lagrimales, retina

Sistema endocrino: tejido adiposo, suprarrenal (corteza y médula), células O del pancreas, hipdfisis,
tiroides (células foliculares, células C), paratiroides

Células tumorales: melanoma, leucemia mieloide, linfoma de células B, mama, prdstata, estomago,
colon, carcinoma de células escamosas, carcinoma de endometrio

Aparato respiratorio: pulmon, epitelio del tracto respiratorio
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TABLA 1.5 Tejidos humanos con receptores claramente definidos para Calcitriol.

TEJIDOS HUMANOS CON RECEPTORES CLARAMENTE DEFINIDOS PARA
CALCITRIOL (Wang et al 2012)

Intestino delgado (epitelio) ++++++++++++
Paratiroides (epitelio) ++++++++

Tubulo distal renal (epitelio) +++++++
Osteoblastos ++++++

Intestino grueso (epitelio) ++++++

Timo (epitelio) +++++

Bronquio (epitelio) +++++

Préstata (epitelio) ++++

Mama (epitelio) ++++

Pancreas (células B) +++

Hipofisis (epitelio) +++

Tubulo proximal renal (epitelio) ++

Testiculos (células germinales) ++
Bazo/ganglios linfaticos (monocitos, macréfagos, células T) ++
Glomérulo (podocitos) +

Condrocitos +

Células alveolares pulmonares —

Sistema muscular —

Tiroides —

Suprarrenales —

Higado —
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TABLA 1.6. Genes regulados por Calcitriol-VDR en diversos tejidos y tipos celulares animales.

Aldolasa
nervios)

ASAP2

Fosfatasa alcalina
ATP sintetasa
Calbindina D9 kDa
humana)
Calbindina D28 kDa
Anhidrasa carbonica
humano)

CCR10 (humana)
(humano)

Fibronectina
membrana

c-Fms

c-Fos

hCBS (cistationina-p hidroxilasa) (humana)

Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa

HLA-DRB1 (humana)

HSP70 (Proteina de choque térmico 70)
IGFBP3 (humana)

Integrinas a, B, v

Insig2 (raton)
Involucrina (humana)

Receptor interleucina 3

Subunidades I, II y III de la Citocromo c oxidasa

GENES REGULADOS POSITIVAMENTE POR CALCITRIOL-VDR EN DIVERSOS
TEJIDOS Y TIPOS CELULARES ANIMALES

NGF (Factor de crecimiento de los

Polipéptido activador de los neutrofilos
Osteocalcina o BGP (rata, humana)

Osteopontina o SPP1 (murina)

24 hidroxilasa o CYP24A1 (murina,

CYP3A4 (raton, humana)

Receptor del calcitriol o VDRP (murino,

PCFT  (transportador de folatos)

PLD1 (humana)

Proteinas de la bomba de calcio de la

Prolactina

Proteina-cinasa C

TNF-a (Factor de necrosis tumoral- «)

Catelicidina o LL-37 (solo humana)

B-2 Defensina

Claudinas 2y 12
TRPV6 (humana)

LRP5 (murina)

RANK-L (murina)
FGF23

Klotho
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TABLA 1.7. Genes regulados por calcitriol-VDR en diversos tejidos y tipos celulares

GENES REGULADOS NEGATIVAMENTE POR CALCITRIOL-VDR EN DIVERSOS
TEJIDOS Y TIPOS CELULARES ANIMALES

ATP sintetasa renal Calcitonina

CD23 Colageno tipo 1

Citocromo b GM-CSF

Subunidades I, II y III de la Citocromo c oxidasa renal ICAM-1

Proteina fijadora de lés acidos grasos Ferridoxina

Histona H4 Interferdn y

Interleuquina 2 c-Myb

c-Myc (en algunas células) Subunidad I de la NADH deshidrogenasa
PTH Inhibidor de la proteina-cinasa renal
PTH-RP (rata) SOSTDC1 (humana)

Receptor de la transferrina a-tubulina

Cadherina 17 PHEX

RUNX2 (ratén) OPG (Osteoprotegerina)

1.2.2. PAPEL DE LA VITAMINA D EN EL SISTEMA INMUNOLOGICO

La sefalizaciéon a través del sistema calcitriol-VDR induce potentes
efectos inmunomoduladores, basicamente antiinfecciosos y
antiautoinmunitarios, tanto de la inmunidad innata como de la adaptativa, cuya
enorme complejidad comienza a ser desentranada en la actualidad (Hewison
2012, Adams et al 2012, Prietl 2013).

Desde la antigliedad ya se intuia que el sol podria tener un efecto
beneficioso, como atestiguan los tratamientos de helioterapia para la tisis
indicados por Hipdcrates. La asociacién entre raquitismo por deficiencia de

vitamina D e infecciones ya se sefalaba también en las primeras descripciones
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del siglo XVII. A mitad del siglo XIX, en plena época preantibidtica se empezd a
aconsejar el uso de aceite de higado de bacalao (una fuente excelente de
vitaminas A y D) no soOlo para tratar el raquitismo sino también para la
tuberculosis pulmonar (entonces llamada tisis o consuncién pulmonar) (Williams
1849) y poco después se puso de moda el tratamiento de esta enfermedad
mediante helioterapia en los clasicos sanatorios, soleados, y separados de las
zonas con alta polucidn. En 1903 Niels Finsen recibid el Premio Nobel de
Medicina por demostrar que la luz ultravioleta podia curar la tuberculosis
cutanea (llamada entonces lupus vulgaris). En 1946 Raab propuso la utilizacion

de vitamina D intrapleural para tratar el empiema (Raab et a/l 1946).

A partir de 1980 se produce toda una serie de descubrimientos que
empiezan a identificar las bases moleculares de la relacién entre la vitamina D y

la respuesta inmune:

Se demuestra la existencia de produccion extrarrenal de calcitriol en los
granulomas sarcoidédticos de un paciente anéfrico hipercalcémico (Barbour et a/
1981).

Entre 1981 y 1983 Abe et al comprueban que el calcitriol promueve la
fusion de macrofagos alveolares de raton, a través de un doble mecanismo,
directo e indirecto. Esta es la primera demostracion de un efecto del metabolito
activo de la vitamina D sobre células del sistema inmune (Abe et a/ 1981, Abe
et al 1983). Curiosamente ese mismo afno 1983 Proveddini et al identifican la
presencia de receptores para calcitriol en leucocitos humanos y Bhalla et a/
hacen el mismo hallazgo en monocitos y en linfocitos T activados (Proveddini et
al 1983, Bhalla et al 1983).

En 1986 se evidencia que la vitamina D y el interferdn-y son capaces de
controlar la proliferacion del Mycobacterium tuberculosis en monocitos
humanos (Rook et a/ 1986). Posteriormente se confirman estos datos al
encontrar que el calcitriol inhibe la multiplicacion de bacilos tuberculosos
virulentos en macréfagos humanos en cultivo (Crowle et a/ 1987). Ese mismo

afo se demuestra la existencia de receptores de calcitriol en las células
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dendriticas humanas (Brennan et al 1987). Posteriormente, se demuestra que
el liquido del DP tuberculoso humano contiene algo que potencia la actividad
lo-hidroxilasa de la 250H vitamina D en los macrdfagos de los pacientes con

sarcoidosis activa y sugieren que puede ser el interferédn-y (Adams et a/ 1989).

Para que se empezase a entender el mecanismo molecular de accién del
calcitriol sobre los bacilos tuberculosos tuvieron que transcurrir casi otros 20
afos mas. En 2004 el grupo de White (Wang et al/ 2004) demostré que el
calcitriol tenia la capacidad de inducir la expresion génica de los péptidos
antimicrobianos humanos catelicidina (también denominada LL-37) y B-2-
defensina (HBD2). Finalmente en 2006 un estudio seminal de Liu et al
demostrd que el reconocimiento de antigenos de Mycobacterium tuberculosis
por parte de los Receptores Toll-Like 2/1 (TLR2/1) de los monocitos o de
células relacionadas con la inmunidad innata (piel, epitelio respiratorio,
digestivo, urinario, etc.) inducia la activaciéon de los genes de la 1a-hidroxilasa
y del VDR, lo que llevaba a su vez a la activacion de los genes codificadores de
las moléculas secretorias con efecto antibidtico antes mencionadas (Liu et a/
2006, Campbell et a/ 2012). El promotor del gen de ambas moléculas contiene
al menos un elemento de respuesta al receptor del calcitriol (VDRE), que
curiosamente en el caso de la catelicidina se localiza en una pequeha secuencia
nuclear intercambiable que sélo aparece en el ser humano y los primates
superiores, lo cual sugiere que la regulacion por vitamina D de esta faceta de la
inmunidad innata es un hecho evolutivamente reciente, casi exclusivamente
humano, de manera que los estudios experimentales en animales inferiores no
son extrapolables al ser humano (Gombart et al/ 2009). Liu et a/ demostraron
que para que se produjese una adecuada liberacion de LL-37 y B-2-defensina se
necesitaban unos niveles normales de vitamina D en el medio, de manera que
la hipovitaminosis D limitaba la liberacion de dichas sustancias. Los pasos
intermedios por los cuales la activacion de los TLR 2/1 estimula la sintesis de
calcitriol y su receptor se empiezan a conocer. En el ser humano se ha descrito
la existencia de una cascada enzimatica intracelular, modulada a su vez por
citocinas extracelulares estimuladoras (IL-1, IL-15, interferdn-y) e inhibidoras
(IL-4, IL-10) (Vandamme et a/ 2012).

57



TABLA 1.8. Agentes bioldgicos sensibles al efecto del eje vitamina D-Antibidticos vitamina D

dependientes (Vandamme et a/ 2012, modificado y actualizado a 2014).

AGENTES BIOLOGICOS SENSIBLES AL EFECTO DEL EJE VITAMINA D-
ANTIBIOTICOS VITAMINA D DEPENDIENTES (Efectos antibacterianos claros)

(Vandamme et al 2012, modificado y actualizado a 2014)

Mycobacterium tuberculosis, M. leprae, M. bovis
Staphylococcus aureus

Propionibacterium acnes

Micrococcus luteus

Lactobacilus casei

Bacilus anthracis

Acinetobacter baumannii

Aggregatibacter actinomycetumcomitans
Burkholderia pseudomallei, B. cepacia, B. thailandensis
Escherichia coli

Fusobacterium nucleatum

Helicobacter pilori

Leptospira interrogans

Pasteurella multocida

Porphyromonas gingivalis, P. circumdentaria
Prevotella intermedia, P. loescheii, P. melanogenica
Stenotrophomonas maltophilia

Treponema pallidum, T. denticola

Yersinia pestis

Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes
Citomegalovirus

Virus del Papiloma Humano

Virus vacuna

Virus varicela zoster

Borrelia spp
Streptococcus pneumoniae
Nocardia spp.

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

HIV-1

Virus de la influenza

Virus del herpes simple 1

58




Tabla 1.8. Continuacion

AGENTES BIOLOGICOS INSENSIBLES AL EFECTO DEL EJE VITAMINA D-
ANTIBIOTICOS VITAMINA D DEPENDIENTES (Sin efecto antibacteriano)

(Vandamme et al 2012, modificado y actualizado a 2014)

Entamoeba histolytica (aunque activa la secrecion de catelicidina)

Salmonella typhy y Salmonella typhimurium

AGENTES BIOLOGICOS FAVORECIDOS POR EL EFECTO DEL EJE VITAMINA D-
ANTIBIOTICOS VITAMINA D DEPENDIENTES (con efectos negativos de la
vitamina D)

(Vandamme et al 2012, modificado y actualizado a 2014)

Toxoplasma gondii Leishmania donovani

Evidentemente los efectos inmunoldgicos de los derivados de la vitamina
D no se limitan a la inmunidad innata, sino que también regulan muchos
aspectos de la inmunidad adaptativa, en los que no entraremos por no ser
motivo de este trabajo (Hewison 2012, Prietl 2013, Chun et al 2014).

1.2.3. ANTIBIOTICOS HUMANOS VITAMINA D DEPENDIENTES

La catelicidina y las defensinas forman parte de un grupo de polipéptidos
catidnicos pequefios multifuncionales, evolutivamente muy primitivos, con
efectos antimicrobianos potentes, capaces de destruir bacterias, hongos y virus.
En la tabla 1.8. se indican los microorganismos sensibles al efecto del eje

vitamina D-Antibidticos vitamina D dependientes. Los efectos de estos
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polipéptidos, incluyen ademas muchas otras funciones (actividad quimiotactica,
inhibidora de proteasas, angiogénica, promotora de la sintesis de matriz
extracelular, activadora de la proliferacion o de la autofagia de determinadas
células, etc.) (Tecle et al 2010, Pinheiro da Silva et al 2012). Estas sustancias
se engloban dentro de las “alarminas” (moléculas que median la sefial de
alarma del organismo) (Chan et a/ 2012). Las alarminas son una serie de
moléculas enddgenas multifuncionales, estructural y evolutivamente diferentes
(que incluyen ademas la HMGB1, algunas proteinas S100A y B y algunas
proteinas de choque térmico -HSP60 y 70-), que pueden ser liberadas
pasivamente por células necréticas o ser secretadas rapidamente por leucocitos
o epitelios activados. Una vez liberadas a la sangre, las alarminas producen
activacion de las células del sistema inmune innato, modulan el sistema inmune
adaptativo y finalmente, al superarse el problema desencadenante de la

inflamacidn, ponen en marcha los mecanismos de reparacion tisular.

1.2.3.1. La catelicidina humana o LL-37

En 1991 Larrick et al identificaron, purificaron y clonaron el gen de una
proteina antimicrobiana cationica de 18 kDa, que denominaron CAP-18, en el
conejo, que tenia la propiedad de fijar lipopolisacaridos bacterianos y abrieron
el camino para que en 1995 tres grupos distintos (Larrick et al, Cowland et al,
Agerberth et al) identificaran la Unica catelicidina humana o LL-37, una proteina
antibidtica derivada de wuna molécula precursora mucho mayor, la
procatelicidina (hCAP-18). Ese mismo afio 1995 el grupo de Zanetti acufié por

primera vez el término catelicidina.

La preprocatelicidina se caracteriza, como muchos precursores de
proteinas secretorias, por poseer un péptido sefial aminoterminal, al que sigue
un dominio catelina altamente conservado (de ahi la primera parte del nombre
de la molécula) y un péptido carboxiterminal catidnico estructuralmente muy
variable, con efectos antimicrobianos amplios. La molécula esta codificada en el
ser humano en un Unico gen, localizado en el cromosoma 3p21.3, que, como ya
se ha dicho, esta regulado, entre otros moduladores, por el VDR en el ser

humano. Otros mamiferos como el cerdo o la vaca presentan diversos genes de
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diferentes catelicidinas. La catelicidina humana madura (porcién catelina mas
porcidn carboxiterminal) se llama también LL-37 (péptido de 37 aa de 4,3 kDa,
que inicia con los aminoacidos Leucina-Leucina, de ahi el acrénimo LL, cuya
secuencia es LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPTES). La catelicidina se
produce en numerosos tejidos (Tabla 1.9.), especialmente en las células
inmunes (Lowry et al 2014) y es detectable en sangre, orina y diversos liquidos

bioldgicos.

Tabla 1.9. Células y tejidos que producen catelicidina.

CELULAS Y TEJIDOS QUE PRODUCEN CATELICIDINA
Médula dsea

Granulocitos (depdsito)

Monocitos/macréfagos

Mastocitos

Placenta

Piel (queratinocitos, células de las glandulas sudoriparas)

Células epiteliales: ojos, glandulas lagrimales, nariz, cavidad oral, células gingivales, glandulas
salivares, tracto digestivo, células de Paneth, tracto genitourinario, tracto respiratorio

Glandula mamaria

Células cancerosas (melanoma, leucemia mieloide, linfoma de células B, mama, prdstata, estdmago,
colon, c. de células escamosas, endometrio, ovario, mama, pulmon) (varia segun las lineas celulares)

La catelicidina es medible en casi todos liquidos bioldgicos humanos
estudiados, pero debe tenerse en cuenta que los pocos resultados publicados
son muy distintos segun el liquido estudiado, segin el método utilizado para
medir esta molécula y segun se trate de liquidos fisioldgicos o patoldgicos, lo

que complica la interpretacion de los resultados.

Se supone que los niveles de catelicidina de los liquidos bioldgicos en
una persona sana expresan la secrecidn basal, constitutiva, del péptido en la

médula dsea, los neutrofilos, mastocitos, células NK y otras, mientras que en
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los pacientes con infecciones, traumatismos etc., esta cifra se ve aumentada
por la secrecidon inducida por la activacion del sistema TLR 2/1-VDR en las
células responsables de la inmunidad innata (Lowry et a/ 2014), aunque los
datos que demuestren esto in vivo en humanos son muy escasos. Se supone
también que a igualdad de estimulo antigénico la respuesta de catelicidina es
inferior in vivo en los pacientes con hipovitaminosis D, aunque esto hasta ahora
solo se ha valorado en estudios in vitro, como ya se ha comentado
previamente. Sin embargo todo lo dicho no deja de ser una simplificacién, ya
que la expresion de catelicidina in vitro e in vivo esta influida por numerosos
factores, tanto positivos como negativos (Campbell et a/ 2012). Son factores
positivos los agonistas de los receptores TLR (bacterias, virus, butirato sodico),
los agonistas del receptor de la vitamina D (calcitriol y otros derivados activos,
por €j el paricalcitol, e incluso quizas la propia 25 OH vitamina D), el IFN-y, los
agentes que producen estrés del sistema reticulo-endoplasmico, algunos
componentes de la dieta (la curcumina, el resveratrol etc), el leucotrieno B4, el
ligando de CDA40, el TNFa, la IL-17 A y el dano tisular. Son factores negativos
determinadas endotoxinas bacterianas, la Shigella, el estrés psicoldgico
(probablemente a través de los glucocorticoides), la nicotina, la senescencia (en
algunos modelos) y la IL-6, entre otros. A todo ello debe sumarse el hecho de
que la respuesta es variable de unos tejidos a otros. La respuesta in vivo
depende de la influencia combinada de todos estos factores y por ello el
resultado secretorio final en el liquido bioldgico a considerar es mucho mas
impredecible en el humano enfermo que en cualquier modelo experimental,

donde se pueden controlar estos factores.

En un trabajo recientemente publicado (Tiosano et a/ 2012) los autores
utilizaron muy elegantemente el modelo de los pacientes con raquitismo
vitamina D resistente por mutacion del VDR para demostrar que estos
monocitos en los que no se produce sefalizacion a través del receptor clasico
de la vitamina D expresan basalmente menos niveles de catelicidina y que su
capacidad de respuesta tras estimulacién con 250H vitamina D es mucho
menor que la de los monocitos de sujetos sanos. Este dato resalta el papel del

VDR, pero también indica que otros factores independientes de la vitamina D
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pueden liberar catelicidina de forma eficiente, ya que en ausencia de
sefalizacion a través del VDR las células son capaces de producirla tanto
basalmente como tras estimulos variados, lo que indica que el calcitriol es un

modulador positivo de secrecion de catelicidina, pero no el Unico.

Las concentraciones de LL-37 han sido medidas en diversos liquidos
bioldgicos en el ser humano, aunque la sangre ha sido la mas extensamente

estudiada.

En 1997 Sorensen et al publicaron el primer trabajo en el que se
presentaban resultados de LL-37 en plasma medidos mediante un ELISA propio.
Las cifras eran de 1180+200 ng/ml en controles sanos. No encontraron
diferencias entre plasma y suero, ni entre hombres y mujeres, ni con la edad
(Sorensen et al 1997).

En 2005 Xiao et al utilizando asimismo un ELISA propio encontraron
niveles de 966+980 ng/ml en pacientes con fibrosis quistica estable, de
11374685 ng/ml en pacientes con fibrosis quistica asociada a infeccion
bronquial y de 1012+648 ng/ml en sujetos control (no diferentes entre si) (Xiao
et al 2005).

En 2009 Adams et a/ con otro ELISA propio situaron los niveles
normales entre 220 y 1210 ng/ml, segun se ve en la figura publicada, ya que
no daban nimeros en su articulo (Adams et al 2009). En 2009 Jeng et a/
utilizando el kit de ELISA de Hycult encontraron cifras de 13,7+2,1 y 10,6+1,4
ng/ml en pacientes en cuidados intensivos con y sin sepsis (no diferencias
significativas), mientras que en sujetos normales fue de 27,2+4,9 ng/ml
(elevadas respecto a ambos). En este trabajo se detectdé una correlacion
positiva significativa entre los niveles de 25 OH vitamina D y LL37 en los
pacientes con sepsis (Jeng et al 2009). Sin embargo en 2010 Berkestedt et a/
no demostraron diferencias en la concentracion de catelicidina entre pacientes

con sepsis y controles (Berkestedt et a/ 2010).

En 2010 Yamshchikov et al utilizando el kit de ELISA de Hycult

encontraron unos niveles de 49.5+23.8 ng/ml, con un rango 8.2-111.2 ng/ml
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en 95 pacientes con tuberculosis, aunque ellos mismos sehalaron que se
trataba de un freeze research con muestras congeladas de estudios previos,
cuyas cifras deberian ser valoradas con precaucion (Yamshchikov et a/ 2010).
También en 2010, Jiang et al utilizando el kit de ELISA de Hycult publicaron los
siguientes resultados: sanos no fumadores 0,47 +/- 0,18 ng/ml, sanos
fumadores 0,51 +/- 0,16, EPOC grados Iy II 0,46 +/-0,14 ng/ml, EPOC grados
IIT y IV 0,49 +/- 0,14 ng/ml (Jiang et a/ 2010). Ese mismo ano Matzner et al
utilizando un ELISA propio encontraron en enfermos leprosos tratados una
mediana de 98, con un rango 36 a 167 ng/ml, en aquellos con lepra no tratada
una mediana de 48, con un rango de 21 a 266 ng/ml y en controles sanos una
mediana de 160, con un rango de 65 a 249 ng/ml (estadisticamente niveles
bajos en pacientes con lepra, siendo los niveles mas bajos en los pacientes con
enfermedad de desarrollo muy reciente) (Matzner et a/ 2010). Por su parte
Kanda et al mediante el kit de ELISA de Peninsula Labs encontraron cifras de
970+1411 ng/ml en psoriasicos y de 741+1321 ng/ml en normales, siendo las
cifras estadisticamente mayores en los psoridsicos, aunque con una enorme
dispersion en ambos grupos. Los niveles en suero no bajaban en los pacientes
tratados con ciclosporina (Kanda et a/ 2010). Havelka et a/ no encontraron
correlacién entre los niveles de catelicidina y 25 OH vitamina D en mujeres
antes del parto ni en sus hijos, aunque existia una potente correlaciéon entre los
niveles de catelicidina en sangre materna y en la del cordon umbilical, pese a la

gran dispersion de los resultados (kit de Hycult) (Havelka et a/ 2010)

En 2011 Bhan et a/ utilizando un ELISA propio establecieron como
niveles normales una mediana de 698 ng/ml con un rango intercuantilico entre
594 y 903 en un grupo de 60 sujetos sanos. Tras la administracién de vitamina
D a un subgrupo de 25 sujetos observaron que los que pertenecian al tercil con
mayor elevacién de los niveles de 250H vitamina D tenian una mayor elevacion
en las cifras de catelicidina que los que pertenecian al tercil con menor
respuesta, pero ninguno de ellos se diferenciaba de los del tercil intermedio.
Leow et al reportaron cifras de 69 (13-263) ng/ml (mediana y rango), utilizando
el kit de Hycult, en sujetos con neumonia adquirida en la comunidad (Bhan et
al 2011).
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En 2012 un estudio de Dixon et a/ comprobd en un pequefio niUmero de
adultos sanos que existia una correlacion positiva entre los niveles de 250H
vitamina D y catelicidina en los sujetos con niveles bajos del marcador
nutricional de la vitamina D, que sin embargo no se apreciaba en los sujetos
con niveles normales (Dixon et al 2012). Este trabajo no especifica
numéricamente las cifras de LL-37, pero no parece haber diferencia entre los
sujetos con 250H vitamina D por encima o debajo de 32 ng/ml (que es el
curioso punto de corte que utilizan para separar a los sujetos estudiados). Los
autores indican que en dos trabajos previos de ellos mismos no encontraron
correlacién entre los niveles del marcador nutricional de vitamina D y la
catelicidina en pacientes en didlisis (Gombart et a/ 2009) ni en pacientes que
acudian a una clinica especializada en enfermedades metabdlicas dseas (Adams
et al 2009). Estos autores midieron la catelicidina mediante un ELISA propio en
todos los estudios. También en 2012 el grupo de Santander (Alvarez-Rodriguez
et al 2012) comprobd que en ancianos sanos aquellos con mayores cifras de
250H vitamina D tenian niveles mas altos de catelicidina (kit de Hycult). En ese
mismo afio el estudio de Lehouck et al no evidencid correlacion significativa
entre el estado nutricional en vitamina D y los niveles de catelicidina medida
por el ELISA de Hycult ni antes ni después de una suplementacion con altas
dosis de vitamina D en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crdnica.
Otros estudios posteriores no han encontrado relacidn entre la catelicidina
sérica y la edad (Castaneda-Delgado et a/ 2013) o el estado nutricional en

vitamina D (Das M et al 2014) en sujetos sanos.

En 2013 He et al encontraron niveles mas altos de catelicidina en atletas
sanos en el tercil mas alto de concentracion de 250H vitamina D que en el tercil
mas bajo, aunque no eran diferentes de los del tercil medio. Ademas se aprecio
una correlacién positiva significativa (p=0,036) entre los niveles plasmaticos de
250H vitamina D y catelicidina, aunque la r fue baja (0,234) (He et al 2013).
Este mismo ano Barbeiro et al encontraron que los niveles de catelicidina
estaban bajos en el shock séptico y no se relacionaban con los niveles del

marcador de vitamina D (Barbeiro et a/ 2013).
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En resumen las concentraciones de catelicidina medidas en sangre varian
dependiendo del método, tienen una dispersion importante no relacionada con
el sexo o con el hecho de hacer la determinacion en suero o plasma, y su
correlacion con los niveles simultaneos de 250H vitamina D o no existe o es
pequena en sujetos sanos, excepto en aquellos que tienen hipovitaminosis D, y
no existe en las diversas patologias estudiadas. La informacién de que se
dispone en la actualidad respecto a los niveles de catelicidina en sangre y las
infecciones agudas, las exacerbaciones infecciosas de procesos crénicos como

el EPOC o la sepsis es fragmentaria y contradictoria.

El liquido bioldgico que presenta niveles mas elevados de LL-37 es el
semen (aproximadamente 70 veces mayor que en sangre) (Sorensen
2000).También se ha demostrado la presencia de LL-37 en el liquido vaginal,
en el sudor, en la saliva, en el liquido crevicular, en las lagrimas, en el moco

nasal, en el esputo, inducido o no, en la leche, y en la orina, entre otros.

La mayoria de los efectos antimicrobianos directos de la LL-37 se
atribuyen a su estructura a-helicoidal y a sus propiedades cationicas e
hidrofébicas (Burton et a/ 2009). La hélice N-terminal se relaciona con la
quimiotaxis, con la propiedad de oligomerizacién del péptido, con la resistencia
a la protedlisis y con su actividad hemolitica, mientras que la hélice C-terminal
es responsable de los efectos antimicrobianos, anticancerosos y antivirales. La
LL-37 alcanza la membrana microbiana y recubre su superficie como una
alfombra, que causa la formacion de pequefos poros en la membrana y
subsiguiente destruccion de la bacteria. La LL-37 se fija basicamente a las
membranas celulares que contienen lipopolisacaridos (Gram -) o acido teicoico
(Gram +) con carga negativa, diferentes de las membranas zwiteridnicas de los
eucariotas, con una Unica excepcion, la membrana de los eritrocitos, que
contiene acido sidlico, por lo que en concentraciones muy altas produce
hemolisis in vitro. Los efectos anti Pseudomonas aeruginosa de la LL-37 se
deben a que previene e incluso destruye el biofilm caracteristico de esta
bacteria, lo que impide su desarrollo. La accidn antifungica de la LL-37 también

se caracteriza por la formacidén de poros en la membrana. La accidn antivirica
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se debe asimismo a interaccion con la envoltura de la membrana y la capside
proteica. También se ha demostrado que es capaz de fijar a la transcriptasa

inversa de HIV-1 y bloquear su accion.

Otro aspecto muy interesante del mecanismo antibacteriano de la
catelicidina explica la capacidad que tiene este péptido de destruir patdgenos
intracelulares, ya que induce autofagia en los monocitos/macréfagos humanos
a través de la activacion de la transcripcidn de los genes Beclin-1'y Atg5. Se ha
comprobado que en la sepsis grave el LL-37 de los neutréfilos migra al nucleo.
El significado de este fendmeno se esta investigando, ya que parece modular
mas aspectos de la transcripcion génica (Pinheiro da Silva et al 2013). La
catelicidina ademas induce la colocalizacion de los autofagosomas con
fagosomas bacterianos estables (por ej de Mycobacterium tuberculosis),
liberando las enzimas lisosdmicas con lo que destruye los gérmenes
intracelulares, que de otra manera podrian mantenerse vivos indefinidamente
en el interior de estas células (Yuk et al 2009, Shin et al 2010).

Como ya se ha dicho, la catelicidina humana tiene muchos otros efectos,
aparte de los descritos, que ademas pueden variar de acuerdo con la dosis que
se alcanza a nivel local (Bucki et a/ 2010, Duplantier et a/ 2013). Se ha
comprobado in vitro que a dosis inferiores a 1 umol induce la quimiotaxis y
supervivencia de los neutrdfilos (inhibe su apoptosis), estimula la angiogénesis
y la migracién y proliferacion de los fibroblastos (efectos beneficiosos para la
curacion de las heridas), mientras que a concentraciones muy altas, en general
mas alld de las que se alcanzan en la respuesta fisioldgica, tiene efectos
citotdxicos (aumenta la apoptosis de determinadas células) y proinflamatorios,
probablemente poco beneficiosos, aunque esto solo se ha demostrado en
situaciones experimentales y en el shock séptico (Barbeiro et a/ 2013). La LL-37
actua activando el receptor FPRL-1 (formylated proteins receptor-like type 1),
un receptor de la superficie células acoplado a las proteinas G, que produce
quimiotaxis de los neutrdfilos, monocitos y linfocitos T, en los que ademas se
restringe la apoptosis. La LL-37 interactia también directamente con el

lipopolisacarido de las bacterias Gram — reduciendo su enlace a la LBP, MD2 y
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otros componentes del complejo del receptor de TLR4, limitando la activacion
de esta via. Asi se sabe que inhibe la translocacién de diversas subunidades del
sistema NF-kB y modula selectivamente la transcripcién génica de ciertos genes
proinflamatorios (Duplantier et al 2013). Por tanto sus efectos moduladores en
la respuesta antimicrobiana son extremadamente complejos, directos e
indirectos, diferentes segun la dosis y el tipo celular estudiado, y posiblemente
varian segun la evolucion del proceso. Finalmente el LL-37 también juega un
importante papel en la fase de cicatrizacion de las heridas, ya que estimula la
fase reparativa activando el receptor del EGF (epidermal growth factor) y del

IGF-1 (insulin-like growth factor type 1), entre otros (Duplantier et a/ 2013).

1.2.3.2. Las defensinas: La B-2-defensina o HBD-2

Las defensinas son un grupo de agentes antimicrobianos evolutivamente
muy primitivos que aparecen no sdlo en los animales sino también en las
plantas e incluso en los hongos. Se han identificado al menos 300 distintas
(Cederlund et al 2011, Jarczak et al 2013). El término “defensinas” fue acufiado
por el grupo de Lehrer (Ganz et al 1985). Todas ellas contienen seis residuos
cisteina que forman tipicos enlaces disulfuro (-S-S-). Variando la alineacion de
los puentes disulfuro y las estructuras moleculares se obtienen las distintas
familias de defensinas (a, P y 0). Las ultimas no estan presentes en nuestra

especie.

El ser humano tiene seis a-defensinas codificadas todas ellas a partir de
un locus en el cromosoma 8p23.1. Las a-defensinas se llaman también HNPs
(human neutrophil peptides) 1-6, de las cuales la 1 a 4 se encuentran en altas
concentraciones en los granulos primarios azurdfilos de los neutrdfilos, de
donde se liberan cuando hay un proceso inflamatorio, mientras que las 5y 6 se
localizan en las células de Paneth en las criptas del intestino delgado. Las B-
defensinas o HBDs (human p-defensins) contienen tres enlaces bisulfuro que se
sitlan en las posiciones 1-5, 2-4 y 3-6. Se conocen al menos 4 diferentes en el
ser humano, de las cuales soélo la HBD-2 esta modulada por el VDR. Las HBDs
se expresan en diversas células inmunoldgicas (monocitos, macréfagos, células

dendriticas) y epiteliales, la HBD1 de forma constitutiva, mientras que la
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secrecién de las HBD2 y 3 esta estimulada por determinados productos
bacterianos (lipopolisacaridos, acido lipoteicoico) y por las citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-l1a). La secuencia de Ila HBD2 es
DPVTCLKSGAICHPVFCPRRRYQKIGTCGLPGTKCCKKP. Se han utilizado otras
denominaciones alternativas para esta defensina que pueden ser confusas
(DEFB4 o DEFB2 segun la numeracién OMIM 602215). Se trata de un péptido
catidnico pequefio (38 aa., de 4.1 kDa), cuyo gen, denominado DEFB4A (segun
la denominacion del HGNC) fue localizado por Harder et al en el cromosoma
8p23.1-p22, en el cluster de las defensinas en 1997 y la proteina fue
caracterizada por Bals et al en 1998, precisamente en el pulmén humano (Bals
et al 1998). Estos autores también identificaron un péptido precursor del
anterior, de 41 aa (secuencia GIG previa). El péptido se expresaba de mayor a
menor cantidad en el pulmoén, timo, piel, rindn, estdmago, intestino delgado,
leucocitos, higado y traquea. Ese mismo afio (1998) Singh et a/ demostraron
que la HBD1 se producia de forma constitutiva en el epitelio sano de las vias
aéreas humanas, mientras que la HBD2 se producia fundamentalmente en

respuesta a la inflamacién (Singh et a/ 1999).

Wang et al demostraron que el calcitriol provocaba la liberacién de
HBD2, de modo similar, aunque en menor proporcion, que la de catelicidina
(Wang et al 2004). La induccién plena del gen de la HBD-2 exige la
convergencia de las vias de la IL-1B y del calcitriol (Liu et a/ 2009). Por otra
parte se ha demostrado que la activacion del receptor intracelular NOD2
(nucleotide-binding oligomerization domain protein 2) por su ligando MDP
(muramyl dipeptide), un producto derivado del catabolismo lisosomico de los
peptidoglicanos de bacterias tanto Gram + como -, induce la expresion del gen
de HBD2 (Voss et al 2006). Mas recientemente se ha comprobado que el
calcitriol induce de forma robusta la expresion del receptor NOD2 en células
monociticas y epiteliales humanas, de manera que potencia la expresion de la
HBD2 (Wang et a/ 2010). Se conocen otros mecanismos de activacion de HBD2
como el butirato, el sulforafano de las cruciferas o una hierba medicinal
tradicional japonesa llamada hochuekkito, mientras que el acido retinoico inhibe

su expresion en queratinocitos normales, el humo de tabaco bloquea su
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produccidn en el epitelio respiratorio y el resveratrol disminuye su sintesis en
células epiteliales pulmonares infectadas in vitro con Pseudomonas aeruginosa
(Campbell et al 2012).

Todas ellas tienen actividad antimicrobiana de amplio espectro y al igual
que la catelicidina también regulan la inflamacién y la reparacion tisular. En
muchos aspectos pueden ser redundantes, pero tienen efectos potenciadores

entre si y con otros mediadores de la inmunidad innata y adaptativa.

Existen pocos trabajos en los que se hayan medido los niveles de B-2-

defensina en sangre.

Yamaguchi et al no encontraron diferencias entre los niveles de esta
sustancia en sangre comparando sujetos normales con pacientes con
enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa, incluso haciendo diversos subgrupos
dentro de los enfermos. Los autores miden la defensina por un RIA propio y no
dan cifras, pero segln se aprecia en la figura la mediana se sitla en torno a
200 pg/ml, oscilando el rango ampliamente, entre 0 y 2000 (Yamaguchi et a/
2009).

Leow et al publicaron sus datos de una cohorte de 112 pacientes con
neumonia adquirida en la comunidad. La HBD2 se midid en plasma mediante el
ELISA de Prepro Tech (mediana 216 pg/ml con un rango entre 14y 1734) y la
conclusién fue que los niveles de esta proteina no se correlacionaban con los de
250H vitamina D ni con el riesgo de mortalidad a los 30 dias (Leow et a/ 2011).
Lippross et al midieron la evolucidon de los niveles de HBD2 en suero en un
grupo de pacientes politraumatizados y los compararon con otros marcadores
de inflamacion o de inmunidad innata. Los niveles de HBD2 al ingreso eran 7
veces superiores a los normales y bajaron progresivamente, normalizandose a
los 8 dias, mientras que los de catelicidina eran 15 veces superiores basalmente
y se mantuvieron elevados los 14 dias de seguimiento. Estos datos demuestran
que en caso de dafio tisular la respuesta de catelicidina es mas precoz y

potente que la de B-2-defensina (Lippross et al 2011).
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Hay muy poca informacién sobre la presencia de p-defensinas en liquido
pleural, no hay datos especificamente sobre HBD-2 y no se ha valorado en
pacientes con hipovitaminosis D comparado con pacientes con una dotacion

adecuada de vitamina D.

1.2.4 DEFICIENCIA DE VITAMINA D y ENFERMEDADES PULMONARES

La prevalencia de hipovitaminosis D es alta en todo el mundo, incluso en
areas geograficas muy soleadas como el sur de Europa o los estados surefios
de EE UU como Florida. Las causas son muchas y no entraremos a analizarlas,
pero lo cierto es que la deficiencia de vitamina D empieza a ser un problema de
salud publica global. La importancia de la hipovitaminosis D en las
enfermedades dseas se conoce desde hace muchos afios, pero el papel que
puede jugar en el desarrollo de otras enfermedades, como las infecciosas,
cardiacas o tumorales, solo se ha reconocido en las Ultimas décadas (Bouillon et
al 2013, Gunville et al 2013).

Normalmente se considera que el marcador fundamental del estado
nutricional en vitamina D es la concentracion de 250H vitamina D en sangre, al
ser un metabolito estable y funcion directa de la entrada de vitamina D al
organismo, mientras que los niveles de calcitriol en sangre estan regulados por
mecanismos hormonales complejos. La gquia del Institute of Medicine USA
(IOM) publicada en 2011, después de una revision exhaustiva de la literatura,
establecid que la cifra normal minima de 250H vitamina D en sangre para
alcanzar un funcionamiento adecuado de la fisiologia del hueso es 20 ng/ml
(equivalente a 50 nmol/I si lo expresamos en unidades SI), de manera que se
habla de déficit o hipovitaminosis D cuando los niveles séricos son inferiores a
esta cifra, y se habla de déficit o hipovitaminosis D grave cuando los niveles son
inferiores a 10 ng/ml. Sin embargo existe un importante desacuerdo en la
comunidad cientifica, ya que otro grupo de expertos considerd que esta cifra de
estado nutricional adecuado en vitamina D deberia ser mucho mayor, del orden
de 35 ng/ml, especialmente en determinados contextos clinicos o de riesgo

(Holick et al 2011). Como muy bien sugiere una revision exhaustiva mas
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reciente se necesitan muchos mas ensayos clinicos aletorizados para resolver
este problema (Bouillon et a/ 2013), pero la cifra adecuada de 250H vitamina D
sérica para un normal metabolismo dseo se sitla en torno a 20 ng/ml. Por otro
lado todos los expertos coinciden en que no hay evidencia cientifica suficiente
para establecer los niveles adecuados para un normal funcionamiento de los

efectos “no clasicos” de la vitamina D (Rosen et a/ 2013).

La relacion entre la hipovitaminosis D y multiples enfermedades
pulmonares se ha ido establecido en base a estudios epidemioldgicos de
asociacion, algunos ensayos clinicos, ciertos modelos experimentales, vy
estimulados por el descubrimiento del papel inmunomodulador y regulador del
crecimiento celular de la vitamina D (Finklea et a/ 2011). Entre estas
enfermedades se encuentran las infecciones de vias aéreas superiores o
inferiores (Ginde et al 2009, Bergman et al 2012, Jolliffe et a/ 2012, Murdoch et
al 2012, Bergman et al 2013, He et al 2013, Gunville et al 2013, Rees et al
2013), la gripe (Sundaram et al 2012), la tuberculosis pulmonar (Martineau
2012, Ralph et al 2013), diversos tipos de neumonias (Remelts et a/ 2013), el
asma bronquial (Wu et al 2012), diversos aspectos de la EPOC (Shaheen et a/
2011, Sundar et al 2011, Wood et al 2011, Lehouck et al 2012, Afzal et al 2013,
Puhan et al 2013), las bronquiectasias (Chalmers et al 2013), el cancer de
pulmén (Afzal, Bojesen et al 2013, Cheng 2013), las complicaciones
broncopulmonares de la fibrosis quistica (Finklea et a/ 2011), los trasplantados
pulmonares con bronquiolitis obliterante (Anderon et a/ 2008), el aumento de
rechazo y de infecciones en trasplantados pulmonares (Lowery et al 2012), la
hipertensién pulmonar (Demir et al/ 2013) y la fibrosis pulmonar idiopatica
(Finklea et a/ 2011). Sin embargo, la mayoria de los estudios son de
asociacion, todavia hay pocos ensayos clinicos que apoyen la posible utilidad
del tratamiento con vitamina D en estas enfermedades, especialmente si no se
asocian a hipovitaminosis, la posible dosis Util no estd definida y ademas no
todos los estudios encuentran resultados positivos. El tema esta siendo
estudiado extensamente en los Ultimos afios y las citas que se presentan son
solo las mas recientes o representativas. La hipovitaminosis D en los enfermos

pulmonares podria ser no el factor iniciador o potenciador de la enfermedad
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sino simplemente un mero biomarcador del estado general del enfermo (por
ejemplo los niveles de 250H vitamina D expresan el grado de exposicion solar
al que esta sometido el paciente, que légicamente sale menos de casa cuanto
peor esté fisicamente y por tanto cuanto menos se mueva de casa mas grave
sera la enfermedad). Por otro lado, la hipovitaminosis D también puede ser una
consecuencia de hiperconsumo de esta vitamina inducido por la enfermedad de
base (por ejemplo en la sepsis grave) o por los farmacos utilizados en el
tratamiento (anticonvulsivantes, rifampicina). Se ha sugerido que la inflamacion
es el nexo comun del descenso de la 250H vitamina D en las enfermedades

agudas y cronicas (Foong et al 2013, Autier et al 2014).
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2. HIPOTESIS
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La hipovitaminosis D se ha relacionado con numerosas enfermedades
infecciosas pulmonares y en otras localizaciones, aunque no ha sido estudiada

en los derrames pleurales.

Teniendo en cuenta que uno de los principales nexos de unién entre la
vitamina D y la inmunidad son los péptidos antimicrobianos LL-37 y B-2-
defensina y que se ha descrito la produccién de estos péptidos en células
similares a las células mesoteliales pleurales podemos establecer la siguiente

hipdtesis:

Los péptidos antimicrobianos LL-37 y B-2-defensina intervienen en la
inmunidad pleural, al sintetizarse frente a procesos infecciosos intrapleurales,
y esta sintesis estda modulada por los niveles de 25 OH vitamina D, el
metabolito que indica el estado nutricional de esta vitamina. La respuesta,
tanto a nivel pleural como sistémico, podria ser diferente segun la causa del
derrame pleural y la presencia o ausencia de hipovitaminosis D, postulandose
que estarian mas elevadas en los derrames infecciosos que en los de otra

etiologia.

Estos datos podrian ser de utilidad clinica (diagnostico diferencial,

prondstico, e incluso en manejo terapéutico potencial).
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3. OBJETIVOS
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3.1. Objetivo General:

Estudiar el posible papel de la vitamina D y de los péptidos antibioticos
vitamina D dependientes en la patogenia, fisiopatologia y diagndstico de las

enfermedades pleurales mas frecuentes.

3.2. Objetivos especificos:

1.-Determinar la prevalencia de hipovitaminosis D en estos pacientes,

valorando los niveles de 25 hidroxivitamina D en sangre.

2.-Determinar si existen diferencias en la prevalencia de hipovitaminosis D
entre los derrames pleurales de etiologia mas frecuente (infeccioso, cardiaco y
tumoral), en los trasudados y exudados, y dentro de los infecciosos entre los

complicados y los no complicados.

3.-Comprobar si son medibles los niveles de los metabolitos relacionados con
la vitamina D (250H vitamina D, 1,25(0OH), vitamina D y VDBP) y de los
antibioticos vitamina D dependientes (LL-37 y hBD-2) en liquido pleural.

4.-Analizar si existen diferencias en los niveles de los metabolitos de vitamina
D en sangre, liquido pleural y en el cociente liquido pleural/sangre en los
derrames pleurales de distinta etiologia, en los trasudados y exudados, y

dentro de los infecciosos entre los complicados y los no complicados.
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5.-Analizar si existen diferencias en los niveles de los péptidos antibidticos
vitamina D dependientes en sangre, liquido pleural y en el cociente liquido
pleural/sangre en los derrames pleurales de distinta etiologia, en los
trasudados y exudados, y dentro de los infecciosos entre los complicados y los

no complicados.
6.-Analizar si existen correlaciones entre los niveles de 250H Vitamina D,
1,25(0OH), vitamina D, VDPB y los de LL-37 y hBD-2, tanto en sangre como

en liquido pleural.

7.- Valorar la utilidad diagnostica de los metabolitos relacionados con la

vitamina D y de los antibidticos vitamina D dependientes.
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4. MATERIAL Y METODOS
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Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion

Clinica de Cantabria (anexo 1).

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio prospectivo con respecto a las variables
principales (250H vitamina D, 1,25(0OH)2 vitamina D, VDBP, LL-37 y hB2 en
sangre y liquido pleural y los cocientes de las distintas molécula en Liqudo
Pleural/Suero -LP/S-), con recogida retrospectiva de las variables secundarias
(glucosa, pH, proteinas totales, LDH, amilasa, triglicéridos y colesterol en
liguido pleural y hemograma, LDH, proteinas totales, calcio total, albumina y

PCR en sangre).

4.2. PACIENTES

4.2.1. Ambito del estudio.
Todos los pacientes procedian de zonas urbanas y rurales del area
sanitaria de Santander-Laredo (area de referencia del HUMV) y todos eran

CauCasicos.

4.2.2. Criterios de inclusion y exclusion.

Se incluyeron las muestras de liquido pleural que llegaban al laboratorio
de Bioquimica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (HUMV), de las
que en un intervalo maximo de 48 horas deberia existir volumen suficiente de
suero de los mismos pacientes en el laboratorio; si no existia se desechaba el
caso. Se excluyeron también aquellos pacientes que recibian farmacos
(glucocorticoides, inmunosupresores, quimioterpia antineoplasica, suplementos
de vitamina D, etc) o padecian enfermedades (sarcoidosis, trasplantados,
enfermedades inmunoldgicas, malnutricién grave, etc.) que pudiesen alterar los

resultados.
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4.2.3. Pacientes y muestras

En el estudio final se analizaron los datos de los liquidos pleurales y sus
muestras correspondientes de sangre de 163 pacientes ingresados, aunque en
algunos casos no se dispuso de muestra suficiente para hacer todas las
determinaciones. Inicialmente se habian obtenido muestras de 204 pacientes,
que se recogieron entre Septiembre de 2010 y Agosto de 2012, de las que se
descartaron las que no cumplian criterios de inclusion, por tratarse de liquidos
pleurales repetidos del mismo paciente recogidos por error (n=16), liquidos
bioldgicos no pleurales (n=6), muestras mal identificadas (n=4) o pacientes en
tratamiento con farmacos modificadores del metabolismo fosfocalcico,
inmunosupresores, o0 patologia modificadora de los niveles de vitamina D
(n=15) . Las muestras de suero y liquido pleural sobrante tras la realizacion de
las determinaciones rutinarias, fueron congeladas a -80° hasta la realizacion de
las determinaciones especificas del estudio. Todas las muestras se habian
obtenido exclusivamente con fines diagndsticos o terapéuticos, segun el criterio
de los médicos asistenciales. No se ha obtenido ninguna muestra con fines
exclusivamente investigacionales. Todos los pacientes habian dado su
consentimiento informado para obtener las muestras de sangre y de liquido
pleural. Durante el estudio, se han mantenido todos los criterios de
confidencialidad en el manejo de las muestras y de los datos clinicos de las
historias. Los datos demograficos, el diagndstico etioldgico final y los datos
clinicos relevantes se obtuvieron de la historia clinica del paciente y se
presentan en los resultados. Esta coleccién de muestras ha sido inscrita en el
Registro Nacional de Biobancos, seccidén colecciones del Instituto Carlos III
(anexo 2).

Por protocolo en este hospital en todos los liquidos pleurales se estudia
la presencia, identificacion y el recuento de las células, la existencia de células
malignas, la existencia de cultivo positivo y los niveles de glucosa, triglicéridos,
colesterol, proteinas, LDH, amilasa, y ADA. De las muestras de suero se

recogieron los datos obtenidos por peticiones rutinarias (Hemograma completo
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con férmula leucocitaria, proteinas totales, VSG, PCR, LDH, Calcio total y

albumina).

4.2.4. Clasificacién de los liquidos pleurales

Los liquidos pleurales se clasificaron de la siguiente forma:

1) Infeccioso (n=51): cuando los pacientes presentaron una
condensaciéon acompafando el derrame, cuando presentaron un cultivo positivo
en esputo o liquido pleural para algun microorganismo, o cuando la anatomia
patoldgica fue sugestiva de infeccidén. En este grupo se incluyeron también los
derrames de etiologia tuberculosa que cumplian criterios clinicos y radioldgicos
compatibles con tuberculosis asociados a ADA alto, y Mantoux positivo. Los
derrames de tipo infeccioso fueron clasificados en: A) Complicado: cuando,
para su resolucion fue necesaria la colocacion de un tubo de térax (n=17) y B)
No complicado: cuando no fue necesaria la colocacion de un tubo de tdérax para
su resoluciéon (n=37) (Bhatnagar et a/ 2013, Sahn 2007).

2) Maligno (n=38): cuando el derrame presentd citologia o biopsia

positiva para células malignas.

3) Cardiaco (n=44): cuando el derrame se tratd de un trasudado segun
los criterios de Light (Light et a/ 1972) y el paciente presentd datos clinicos de
insuficiencia cardia. Se incluyeron aqui los casos de insuficiencia cardiaca franca
y también aquellos en los que el liquido pleural cumplia criterios de exudado, en

pacientes cardidpatas que habian recibido diuréticos previamente.

4) Miscelanea (n=30): Se incluyen aqui los DP debidos a TEP (cuando
habia criterios radiolédgicos de TEP en un Angio-TAC), los postquirdrgicos
(cuando el derrame aparecia tras la realizacion de una intervencion quirurgica,
sin que hubiese otra causa aparente) y todas las causas poco frecuentes, no

englobables en los tres grupos anteriores (pancreatitis, perforacion esofagica,
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de causa no filiada, etc). Este grupo no ha sido analizado en el estudio
etioldgico de forma individual, debido a su heterogeneidad y al pequeno

numero presente de cada causa.

A efectos practicos, se consideraron exudado los DP de los grupos
infeccioso, maligno, postoperatorios, los asociados a pancreatitis o TEP y un
caso por perforacion esofagica (n=107), y trasudado los derrames de etiologia
cardiaca o asociados a glomerulonefritis (n=45). Los 11 LP restantes son

liguidos no pertenecientes a los grupos previamente citados.

La informacion relevante de estos pacientes asi como los resultados del

estudio se registraron en un cuaderno de recogida de datos (CRD) (anexo 3).

4.2.5. Procedimiento de confidencialidad

Con el objetivo de garantizar la confidencialidad de la identidad e
informacion procedente de los pacientes incluidos en el estudio, de acuerdo con
el Real Decreto 1720/2007 de 21 de diciembre por el que se aprueba el
desarrollo de la Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre de Proteccion de
datos de caracter personal, se utilizd un sistema de codificacion. Cada muestra
fue identificada en el CRD mediante un ndmero segun el orden de

incorporacién al estudio.

4.3. DETERMINACIONES ANALITICAS EN SUERO Y
LIQUIDO PLEURAL

Para minimizar las variaciones interensayo las muestras de sangre y
liguido pleural de cada paciente se realizaron siempre en el mismo lote y la
distribucion de pacientes se hizo por orden de aparicidon, para acortar los

tiempos de congelacion.
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4.3.1. 250H VITAMINA D o CALCIFEDIOL

Los niveles de 250H vitamina D en suero se midieron mediante el
ensayo competitivo IDS-ISYS de Immunodiagnostic Systems Ltd, Boldon, Tyne
& Wear, Gran Bretana, utilizando su Analizador de quimioluminiscencia
automatizado, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de suero
son sometidas a una fase de pretratamiento para desnaturalizar la DBP. Estas
muestras tratadas se neutralizan después con un tampdn y se afiade un
anticuerpo policlonal de oveja anti-250H Vitamina D marcado con un derivado
del éster de acridinio. Tras una fase de incubacion se afaden particulas
magnéticas enlazadas a 25 OH Vitamina D. Después de una nueva fase de
incubacion las particulas magnéticas se capturan utilizando un iman. Tras una
fase de lavado y la adicidon de reactivos desencadenantes la luz emitida por el
acridinio esta inversamente relacionada con la concentracion de 25 OH
Vitamina D de la muestra original. Se utilizan dos calibradores de 25 OH
Vitamina D, especificos para cada ensayo, para realizar el ajuste de la curva
maestra. La concentracion de 25 OH Vitamina D se calcula automaticamente
utilizando un ajuste de curva logistico de 4 parametros. El rango medible es 5-
140 ng/ml. Segun el fabricante el intervalo de referencia del 95% para adultos
normales, obtenido a partir de 272 adultos aparentemente sanos calculado
mediante la directriz C28-A2 del NCCLS fue 5,9-64,9 ng/ml. El CV (coeficiente
de variacion) del ensayo en el rango medio (25 ng/ml) fue del 5,5%
(intraensayo) y del 10,4% (interensayo). Comparado con un método de ID-LC-
MS/MS (cromatografia liquida con dilucién de isétopo, en tandem con
espectrometria de masas) el coeficiente de correlacion (r) entre ambos fue de
0,97. La reactividad cruzada del ensayo fue del 100% para la 250HD2, 250HD3
y 24,25(0H)2D, mientras que es inferior al 3% para la D2 o la D3 a
concentraciones superiores a las habituales. No se detectaron sustancias que
interfirieran en la determinacién. El laboratorio de Endocrinologia de Servicio de
Bioquimica Clinica del HUMV que realiza la determinacion participa en el Control
de Calidad externo DEQAS y posee el sello de calidad de dicha entidad
(comparativa de 1300 participantes de 52 paises y 20 metodos diferentes en
2013).
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4.3.2. 1,25(0H)2 VITAMINA D o CALCITRIOL

Los niveles de 1,25(0OH)2 vitamina D en suero se midieron mediante el
radioinmunoensayo de DiaSorin Inc, Stillwater MN USA, utilizando el
procedimiento recomendado por el fabricante. El ensayo tiene dos pasos.
Incluye una extraccién preliminar y la subsiguiente purificacion de los
metabolitos de la vitamina D del suero mediante cartuchos C180H. Tras la
extraccion la muestra se somete a un ensayo competitivo tipo RIA. El RIA se
basa en un anticuerpo policlonal de conejo especifico tanto para 1,25(0H)2 D2
como 1,25(0H)2 D3 y como trazador se usa 1,25(0OH)2 D3 marcado con 1125.
La muestra, el anticuerpo y el trazador se incuban durante 2 hs a temperatura
ambiente y la separacion final se realiza mediante un segundo complejo de
precipitacion de anticuerpos (anticuerpos de cabra antianticuerpos de conejo).
Tras la centrifugacién y decantacion, la parte unida remanente en el tubo de
ensayo se cuenta en un contador gamma. Los valores se calculan de forma
directa a partir de una curva de calibracion (%B/Bo frente a un método de
concentracion logaritmica basado en un programa de ajuste de linea estriada
alisada). Segun el fabricante el intervalo de referencia del 95% estimado con
un método no paramétrico siguiendo la directriz C28-A2 fue de 25,1-66,1 pg/ml
en 123 donantes sanos de ambos sexos y de edades entre 21 y 68 anos. La
recuperacion del analito tras la extraccidon fue del 99%. El CV del ensayo en el
rango medio (41,3 pg/ml) fue de 7,7% (intraensayo) y 11,1% (interensayo). La
sensibilidad del ensayo fue 2 pg/ml. La reactividad cruzada con 24,25(0OH)2 D3,
25,26(0OH)2 D3 y 250H D3 para cifras muy superiores a las normales de estos
analitos fue en todos los casos inferior al 0,5%. No se detectaron sustancias

que interfirieran en la determinacion.
4.3.3. VDBP

La cuantificacion de VDBP se realizO mediante ELISA con el kit

Quantikine Human Vitamin D Binding Protein (R&D Systems Europe, Abingdon,
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UK). El inmunoensayo emplea la técnica tipo sandwich. Se utiliza una
microplaca recubierta con un Anticuerpo (Ac) monoclonal anti-VDBP. Tanto los
estandares como las muestras son pipeteados en la microplaca y la VDBP
presente en las muestras se liga al Ac y es inmovilizada. Después de los lavados
para eliminar las sustancias no ligadas, un Ac monoclonal especifico anti-VDBP
ligado a enzima es anadido a todos los pocillos de la microplaca. A continuacion
y tras un segundo lavado que elimina el Ac ligado a enzima que no se ha unido
a VDBP o en exceso, se afiade una solucion substrato que reacciona con el
enzima desarrollando color proporcionalmente a la cantidad de VDPB ligado en
el paso inicial. Una solucion de parada frena el proceso de desarrollo de color
de igual manera en todos los pocillos y la intensidad de color es analizada
mediante espectrofotometria (450 nm). Los valores se calculan de forma
directa a partir de una curva de calibracion de 4-PL (logistica de 4 parametros).
La sensibilidad del ensayo es de 0,65 ng/ml y la variabilidad intra e interensayo
de <5% y <10% respectivamente. No existe reaccion cruzada en el ensayo con
otras proteinas como alfa-feto-proteina o albimina, o con los metabolitos de la
vitamina D. La VDBP en condiciones normales esta en exceso en el organismo.
Los valores de normalidad en suero son 55-473 pg/ml (equivalentes a mg/l).
Rango de medida de 0 a 1000 ng/ml (las muestras son diluidas previamente
1/2000).

4.3.4. CATELICIDINA o LL-37

Se determind mediante el HK321 Human LL-37 ELISA Kit de Hycult
Biotech® (Uden, The Netherlands). Se trata de un ELISA tipo sandwich. Una
vez realizado el inmunoensayo con las sucesivas incubaciones con los
anticuerpos especificos y tras reaccion del sustrato con el enzima conjugado, se
lee la densidad Optica de cada pocillo en un espectrofotdmetro a 450 nm. El
calculo de resultados se realiza de manera adecuada en una curva AutoSpline.
El rango de medida esta entre 0,1-100 ng/ml. Tiene una sensibilidad de 0,14

ng/ml y una variabilidad inter e intraensayo < 10 y < 15% respectivamente.
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4.3.5. -2-DEFENSINA

Este péptido se cuantificd mediante el ELISA Kit Human Beta Defensin 2
de Alpha Diagnostic International® (San Antonio, TX). Se basa en la union de
la B-2-defensina con dos anticuerpos en un enzimoinmunoensayo especifico
tipo sandwich, uno de ellos inmovilizado en la placa y otro conjugado a biotina
que posteriormente se une a un conjugado-HRP (estreptavidina). El desarrollo
de color en el inmunoensayo al ahadir el sustrato (TMB) es directamente
proporcional a la cantidad de p-2-defensina presente en la muestra. Los
valores se calculan de forma directa (densidad dptica de los estandares frente a
concentracion) a partir de una curva point-to-point. No existen muchos estudios
acerca de valores de referencia y la informacion técnica del ensayo dice que los
valores séricos podrian ir de 0-770 pg/ml. Se ha evaluado especificidad frente a
Human BD-1, hBD3 o hNP-1 sin existir reactividad cruzada significativa.
Sensibilidad 5 pg/ml. Variabilidad inter e intraensayo es <10 y <15%

respectivamente. El rango de medida de B-2-defensina oscila de 12,5-200

pg/ml.

4.4. PRUEBAS ANALITICAS GENERALES EN SANGRE Y
LIQUIDO PLEURAL

El hemograma en sangre se valor6 mediante un analizador Coulter S+
Counter (Coulter, Hialeah, FL USA). Las determinaciones rutinarias se realizaron
mediante anadlisis automatizado en un ADVIA 2400 Chemistry System
(Siemens®) usando reactivos suministrados por Siemens® y segin las
reacciones enzimaticas especificas (Glucosa: método glucosa oxidasa, Calcio
Total: método del Arsenazo III, Fosforo: método del complejo del molibdato
amonico, Albumina: método del verde de Bromocresol, Colesterol: reacciones
de la esterasa y oxidasa de colesterol, Triglicéridos: método de Fossati,
Fosfatasa Alcalina Total: valoracién de la actividad de la enzima sobre el
sustrato 4-nitrofenil-fosfato 4NPP, LDH: conversidon de L-lactato a piruvato en
presencia de NAD o nicotinamida adenin-dinucleétido). Los niveles de calcio

total fueron corregidos por la albumina. La ADA se midid mediante
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espectrofotometria automatizada en el ADVIA 1200 de Siemens (reaccion
acoplada de la glutamato deshidrogenasa a partir de la velocidad de
desaparicion del NADH medido a 340 nm), utilizando reactivos de BioSystems
(Biosystems SA, Barcelona, Espana).

La Proteina C reactiva se determind mediante Inmunoturbidimetria
potenciada con Latex en un Advia 2400 de Siemens; valores normales <0,5
mg/dl.

La determinacion del pH en LP se realizé6 tomando la muestra con jeringa
heparinizada, que se tapon6 inmediatamente hasta su determinacion. El pH se
se midié con un Analizador de gases mediante electrodo selectivo ABL800 Flex

de Radiometer (Radiometer Ibérica, Madrid, Espafa).

4.5. ANALISIS CITOLOGICO Y MICROBIOLOGICO DEL
LIQUIDO PLEURAL

Segun los métodos rutinarios utilizados por los Servicios de Anatomia

Patoldgica y Microbiologia.
4.6. RASTREO BIBLIOGRAFICO

Se realizd mediante la busqueda informatica de las palabras clave pleural
effusion, pleura, lung, LL-37, Cathelicidin, Defensin, p-2-defensin, Vitamin D,
calcifediol, calcitriol y Vitamin D Binding Protein, aisladas o agrupadas, en las
bases de datos PubMed, Scopus, ScienceDirect, Springer, Ovid, Highwire Press,

Web of Science y Google academic.

4.7. PROCESAMIENTO DE DATOS Y ANALISIS
ESTADISTICO

Se ha generado una base de datos empleando el paquete estadistico
SPSS version 15.0.

38



El calculo del tamafio muestra se realiz6 a través de la aproximacion de
ARCOSENO, teniendo en cuenta la prevalencia de hipovitaminosis D en la
poblacion general y en el grupo de pacientes con derrame pleural, y la
diferencia de sus niveles en los distintos grupos etioldgicos. El nimero de
pacientes empleado es similar al utilizado en otros estudios relevantes sobre la
materia. En las variables cuantitativas se ha comprobado el ajuste de los datos
a la distribucion normal por medio del test de Kolmogorov-Smirnov y en las
tablas se presenta, segun la distribucion de las variables, la media aritmetica y
la desviacion estandar (DE) la mediana y el rango. Para comparacion global de
multiples grupos se emple6 el ANOVA o el test Kruskal-Wallis, segun estuviese
indicado. Para comprobar las diferencias entre datos no emparejados se
emplearon los tests de Student o de Mann-Whitney y para datos emparejados
los de Student paired o Wilcoxon, seguin estuviese indicado. Para comprobar la
relacion entre variables numericas se utilizaron los coeficientes de correlacion
de Pearson o de Spearman segun dichas variables se ajustasen o no a la
distribucion normal. En la evaluacion de la concordancia entre test diagnosticos
empleamos el indice Kappa, calculando ademas el area bajo la curva (AUC) de
la caracteristicas operativas del receptor (ROC), tomando como test de
referencia los resultados del diagnostico por componentes moleculares, y
considerando positivos los resultados > 0,35 KU/L. En la comparacion del AUC
de dos curvas ROC empleamos el procedimiento de DelLong (DeLong et a/
1988) y para la estimacion y representacion grafica de las curvas ROC se
empleo el software MEDCALC version 11.6.1.0 (MedCalc Software, Mariakerke,

Belgium). El resto del analisis estadistico se realizo con el programa SPSS v.15.
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5. RESULTADOS

90



5.1 POBLACION INCLUIDA EN EL ESTUDIO

En el estudio final se analizaron los datos de los liquidos pleurales y sus
muestras correspondientes de sangre de 163 pacientes ingresados, aunque en
algunos casos no se dispuso de muestra suficiente para hacer todas las
determinaciones. Inicialmente se habian obtenido muestras de 204 pacientes,
que se recogieron entre Septiembre de 2010 y Agosto de 2012, de las que se
descartaron las que no cumplian criterios de inclusidn, por tratarse de liquidos
pleurales repetidos del mismo paciente recogidos por error (n=16), liquidos
bioldgicos no pleurales (n=6), muestras mal identificadas (n=4) o pacientes en
tratamiento con farmacos modificadores del metabolismo fosfocalcico,
inmunosupresores, o0 patologia modificadora de los niveles de vitamina D
(n=15) . De los 163 liquidos pleurales, 30 pertenecian al grupo de miscelanea
(causas de derrame pleural raras tal y como se explica en el apartado 4.2.4 de
material y métodos). 44 eran de etiologia cardiaca, 38 malignos y 51
infecciosos (17 complicados y 34 no complicados). De los 163, atendiendo a
criterios etioldgicos se catalogaron 45 como trasudados y 107 como exudados.
La distribucion de los liquidos pleurales se explica en el diagrama de la Figura
5.1.

91



Figura 5.1. Distribucion de los liquidos pleurales
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5.2 ESTADO NUTRICIONAL EN VITAMINA D EN LOS
PACIENTES CON DERRAME PLEURAL

5.2.1 PREVALENCIA DE HIPOVITAMINOSIS D EN PACIENTES CON
DERRAME PLEURAL

Se midieron los niveles séricos de 250H vitamina D en un total de 163
pacientes con derrame pleural (65 mujeres y 98 varones con una edad media
de 69+17,2 anos). Las cifras obtenidas fueron 15,3+9,7 ng/mi
(mediaxdesviacién estandar). De los 163 pacientes estudiados 113 (69,3%)
presentaban déficit de vitamina D (niveles de 250H vitamina D <20 ng/ml) y

de ellos 41 (28,1%) presentaban déficit severo (niveles <10 ng/ml).
En resumen:

La prevalencia de hipovitaminosis D en estos pacientes es muy alta

5.2.2 PREVALENCIA DE HIPOVITAMINOSIS D EN PACIENTES CON
DERRAME PLEURAL COMPARADOS CON LA DE SUJETOS SANOS
EMPAREJADOS POR EDAD, ZONA GEOGRAFICA Y EPOCA DEL ANO

Se compararon 37 pacientes con derrame pleural (21 infecciosos, 7
malignos y 9 cardiacos) con una edad de 55,7+16 afos, con un ndmero igual
de sujetos sanos emparejados por edad (55+16 afios) y época del afio, para
evitar efectos estacionales. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de 250H Vitamina D, que eran claramente inferiores
en el grupo con derrame pleural comparado con el grupo control (13,2 ng/ml
(min-max 5,7-34) vs 25,8 ng/ml (min-max 11-63) (test U de Mann-Whitney
p<0,001). Sin embargo los niveles séricos de VDBP no eran diferentes (280,8
mg/l (min-max 27,7-494,8) vs 218,9 mg/l (min-max 53,5-415,2) (test U de
Mann-Whitney, p=0,34).
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En resumen:

El grado de hipovitaminosis D en estos pacientes es muy superior al de

los sujetos sanos, sin que se detecten diferencias en la VDBP.

Figura 5.2. Niveles de 250H vitamina D en suero en pacientes con derrame

pleural y en controles sanos emparejados por edad y época del ano.
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5.2.3 HIPOVITAMINOSIS D SEGUN LA CAUSA DEL DERRAME
PLEURAL:

Los datos de los pacientes de los tres subgrupos etioldgicos de derrame

pleural estudiados, se muestran en las tablas siguientes (5.1 a 5.4):
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Tabla 5.1. Hipovitaminosis D en los DP. Diferencias entre los tres grupos
etioldgicos (los porcentajes de la primera linea de la tabla hacen referencia al
total de liquidos pleurales incluidos inicialmente, 163, de los que se excluyeron

30 debidos a otras causas).

CARDIACO TUMORAL INFECCIOSO p
Numero de Pacientes n(%) 44(26,9%) 38(23,3%) 51(31,3%)
Edad (media+/-desviacion
estandar) (anos) 75+ /-14 71+/-13 61+/-20,67 |p=0,002
Varones n(%) 18(40,9%) 22(57,9%) 32(62,7%) p=0,88
250H vitamina D (ng/ml) 15,71+ /-
(media+/-desviacion estandar) 12,8+/-7,4 18,9+/-8,11 13,06 p=0,001
Déficit n(%) 34(77,2%) 20(52%) 33(64,7%) |p=0,019
Déficit severo n(%) 18(40,9%) 3(7,9%) 15(29,4%) |p=0,002

En el estudio comparativo global (test de Kruskal-Wallis) se observa que

existen diferencias en la edad, en los niveles de 250H vitamina D y en el grado

de hipovitaminosis entre ellos. Con el fin de identificar los grupos distintos se

hizo una comparacidon grupo a grupo mediante el test U de Mann-Whitney. Los

resultados se presentan en las tablas siguientes (5.2 a 5.4).

Tabla 5.2. Diferencias entre DP cardiacos y tumorales.

CARDIACO | TUMORAL ]
Numero de Pacientes n(%) 44(26,9%) 38(23,3%)
Edad (media+/-desviacion
estandar) (anos) 75+/-14 71+/-13 p=0,08
Varones n(%) 18(40,9%) 22(57,9%) p=0,913
250H vitamina D (ng/ml)
(media+/-desviacion estandar) 12,8+/-7,4 | 18,9+/-8,11 | p=0,000
Déficit n(%) 34(77,2%) 20(52%) p=0,019
Déficit severo n(%) 18(40,9%) 3(7,9%) p=0,002
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Los pacientes con derrame de causa cardiaca no se diferencian de los
tumorales en la edad ni el sexo, pero presentan niveles mas bajos de 250H
vitamina D (test U de Mann-Whitney) y tienen una proporcién mucho mas alta
de hipovitaminosis D, especialmente de la mas grave (test Chi-cuadrado de

Pearson).

Tabla 5.3. Diferencias entre DP cardiacos e infecciosos.

CARDIACO | INFECCIOSO p
Numero de Pacientes n(%) 44(26,9%) 51(31,3%)
Edad (media+/-desviacion
estandar) (afos) 75+/-14 61+/-20,67 p=0,001
Varones n(%) 18(40,9%) 32(62,7%) p=0,88
250H vitamina D (ng/ml)
(media+/-desviacion estandar) 12,8+/-7,4 15,714/-13,06 | p=0,294
Déficit n(%) 34(77,2%) 33(64,7%) p=0,222
Déficit severo n(%) 18(40,9%) 15(29,4%) p=0,299

Al comparar los derrames cardiacos con los infecciosos se evidencia una
menor edad en los infecciosos (test t de Student), pero no hay diferencias en el

sexo ni en los niveles de 250H vitamina D ni en el grado de hipovitaminosis D.
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Tabla 5.4. Diferencias entre DP tumorales e infecciosos.

TUMORAL INFECCIOSO p
Numero de Pacientes n(%) 38(23,3%) 51(31,3%)
Edad (media+/-desviacion
estandar) (afos) 71+/-13 61+/-20,67 p=0,030
Varones n(%) 22(57,9%) 32(62,7%) p=0,643
250H vitamina D (ng/ml)
(media+/-desviacion estandar) 18,9+/-8,11 | 15,71+/-13,06 | p=0,010
Déficit n(%) 20(52%) 33(64,7%) p=0,090
Déficit severo n(%) 3(7,9%) 15(29,4%) p=0,007

Al comparar los derrames tumorales con los infecciosos se evidencia una
menor edad, unos niveles mas bajos de 250H vitamina D y una mayor
proporcion de hipovitaminosis grave en los infecciosos, pero no hay diferencias

en el sexo (test de Chi-cuadrado).

En resumen:

La hipovitaminosis es mas frecuente y grave en los DPC (Derrames
pleurales de origen cardiaco) y menos frecuente en los DPT (Derrames
los DPI (Derrames pleurales

pleurales tumorales),

quedando

infecciosos) en un nivel intermedio.

Los pacientes con DPC tienen mas edad que los de los grupos DPI o

DPT.

5.2.4 INFLUENCIA DE LA EDAD SOBRE LOS NIVELES DE 250H
VITAMINA D EN LOS DERRAMES PLEURALES

Tal y como se ha evidenciado en el capitulo anterior existen diferencias
en la edad entre los distintos tipos etiologicos de derrame pleural,

especialmente si comparamos los cardiacos con los infecciosos. Para analizar la

posible influencia de la edad en los hallazgos se hizo un estudio de correlacion
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entre los niveles de 25 OH vitamina D y la edad en todo el grupo,
encontrandose una muy débil correlacibn negativa, no significativa
estadisticamente (Rho de Spearman rs=-0,159 y p= 0,088) (Figura 5.3).
Incluso si se elimina el valor extremo, claro outlier de la muestra, la correlacion
sigue siendo muy débil, sin alcanzar significacién estadistica por muy poco
(rs=-0,181 y p= 0,053) (figura 5.4).

Figura 5.3. Correlacion entre los niveles de 250H Vitamina D en suero y la
edad.
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Figura 5.4. Correlacion entre los niveles de 250H Vitamina D en suero y la edad
tras eliminar el valor extremo.
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Al dividir los distintos grupos etioldgicos en terciles por edad (<63, 63-
79, >79 afios), no se objetivan diferencias estadisticamente significativas entre
los 3 grupos de edad para 250H vitamina D en ninguno de los grupos
etioldgicos (Infeccioso Kruskal-Wallis p=0,279, Tumoral Kruskal-Wallis p=0,764
y Cardiaco Kruskal-Wallis p=0,637), aunque al hacer esta comparacién la n se
queda pequefia en algin subgrupo. Otras técnicas estadisticas confirmaron este

hecho.

Tabla 5.5 Niveles de 250H Vitamina D en suero en los tres terciles de edad de
cada grupo etioldgico. Los resultados se expresan en mediana (minimo,
maximo) ng/ml.

Grupo n <63 aios n 63-79 n > 79 afos p
etiologico afos

Infeccioso 25 12,7(6,30) 8  125(9,34) 9 86(584) 0,279
Tumoral 7  14,9(9,35) 18 184(9,41) 9 21,6(7,30) 0,764

Cardiaco 7 10,4(7,19,6) 12 10(59,39) 20 11,5(3,30) 0,637

Al analizar las diferencias en los niveles de 250H vitamina D entre los
diferentes grupos etioldgicos no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas para el grupo de edad de menos de 63 afos (Kruskal-Wallis, p=
0,365) (figura 5.5), aunque si se encontraron diferencias significativas en el
grupo 63-79 afos (Kruskal-Wallis, p= 0,01) (Figura 5.6) y en el de >79 afos
(Kruskal-Wallis, p= 0,049) (figura 5.6). En el grupo de pacientes de 63 a 79
afos se objetivaron niveles mas altos de 250H D en los derrames tumorales
que en los cardiacos (U de Mann-Whitney, p= 0,003) (figura 5.6). En pacientes
mayores de 79 afios se objetivaron niveles mas altos en los derrames tumorales

que en los infecciosos (U de Mann-Whitney, p= 0,024) (figura 5.7).
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Figura 5.5. Niveles de 250H Vitamina D en suero en los tres grupos etioldgicos
para edad menor de 63 afios.
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Figura 5.6. Niveles de 250H Vitamina D en suero en los tres grupos etioldgicos
para una edad entre 63 y 79 afios.
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Figura 5.7. Niveles de 250H Vitamina D en suero en los tres grupos etioldgicos
para una edad mayor de 79 afnos.
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En resumen:

La edad no parece jugar un papel relevante en los niveles séricos de
250H vitamina D en estos pacientes. Por grupos de edad se confirman los
datos del total de la muestra, especialmente en los grupos de edad mas

avanzada

5.2.5 INFLUENCIA DE LA ESTACIONALIDAD SOBRE LOS NIVELES DE
25 OH VITAMINA D EN LOS DERRAMES PLEURALES

Las muestras se obtuvieron de forma consecutiva a lo largo de dos afios,
de manera que los niveles de 250H vitamina D en sangre podrian verse
influenciados por la irradiacion solar a la que habian estado expuestos los
pacientes durante las semanas anteriores, especialmente si comparamos el

primer trimestre del afio (Enero-Marzo, minima irradiaciéon) con el tercero
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(Julio- Septiembre, maxima irradiacion). Para analizar estas posibles diferencias
primero se hizo la prueba de Kruskal-Wallis, comparando globalmente los 4
trimestres en el grupo total de derrames. Esta prueba demostrd diferencias
entre ellos (p=0,028). En las comparaciones trimestre a trimestre
comprobamos que se observan niveles mas bajos en el primer trimestre 12 (5,
84) ng/ml (n= 45) comparados con los del tercer trimestre 20,3 (6, 41) ng/ml
(n= 43) con una p de 0,016. Sin embargo ni el invierno ni el verano se
diferencian de la primavera o el otofio. Este mismo patron también se observa
en los exudados 12,1 (5, 84) ng/ml (n= 30) y 22,8 (15, 41) ng/ml (p= 0,01).
Por otra parte, si se analiza por subgrupos etiolégicos o en el subgrupo de los
trasudados no hay diferencias significativas, probablemente debido a una

insuficiente n de cada subgrupo por trimestre.

La influencia de la estacionalidad probablemente tiene poco peso en
nuestros resultados, ya que, al analizar por trimestres mediante el chi-cuadrado
para variables cualitativas, no se encuentran diferencias estadisticamente
significativa en la distribucién de pacientes por trimestres, ni por grupos
etioldgicos (p=0,102), ni en la division en complicados y no complicados
(p=0,237), ni en la division en trasudados y exudados (p=0,107). Es decir,
ninguno de los grupos se acumula de forma estadisticamente significativa en

ninguno de los trimestres del ano.

5.2.6 HIPOVITAMINOSIS D SEGUN EL DERRAME SEA EXUDADO O
TRASUDADO

Las caracteristicas de los exudados y trasudados de pacientes con derrame
pleural, y el estudio de las diferencias entre los grupos, se muestran en la tabla
5.6.

Se observan diferencias significativas en la edad (son mas jovenes los
que tienen exudado), en los niveles de 250H vitamina D (son mas bajos en los
trasudados) y en el porcentaje de pacientes con hipovitaminosis severa (tienen

mas hipovitaminosis severa los trasudados).
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Tabla 5.6. Diferencias entre trasudados y exudados (los porcentajes de la
primera linea de la tabla, hacen referencia al total de liquidos pleurales

incluidos inicialmente).

TRASUDADO| EXUDADO P

Numero de Pacientes n(%) 45(27,3%) 107(65,5%)

Edad (media+/-desviacion

estandar) (anos) 74+ /-15 67+/-17 p=0,01
Varones n(%) 17(46%) 71(61%) P=0,40
250H vitamina D (ng/ml)

(media+/-desviacion estandar) |12,75+/-7,57 (16,09+/-10,26| P=0,019
Déficit n(%) 35(77%) 75(65%) P=0,08
Déficit severo n(%) 18(40%) 24(24%) P=0,01

En resumen:

Los pacientes con DP tipo trasudado tienen niveles mds bajos de 250H
vitamina D en sangre y mayor prevalencia de hipovitaminosis grave que los
DP tipo exudado.

5.3 METABOLITOS DE LA VITAMINA D y VDBP EN SUERO Y
LIQUIDO PLEURAL EN LOS PACIENTES CON DERRAMES
PLEURALES

5.3.1 SEGUN LA CAUSA DEL DERRAME PLEURAL
La Tabla 5.7 presenta los niveles de 250H vitamina D, 1,25(0OH)2 vitamina

D y VDBP en suero y liquido pleural y el cociente de sus niveles en liquido
pleural/suero (LP/S) en los tres grupos de derrames pleurales estudiados. Tras
una comparacion global (test de Kruskal-Wallis) (Tabla 5.7), en los casos en los
que se detectaron diferencias se hizo una comparaciéon grupo a grupo mediante
el test U de Mann-Whitney cuyos resultados se presentan en las tablas 5.8, 5.9
y 5.10. Asimismo se presentan en forma grafica las diferencias estadisticamente

significativas en las figuras 5.8 a 5.18.
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Tabla 5.7. Diferencias en las moléculas relacionadas con la vitamina D entre los

tres tipos etioldgicos de derrame pleural
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Tabla 5.8. Diferencias en las moléculas relacionadas con la vitamina D entre los
derrames pleurales cardiacos y tumorales.

CARDIACO TUMORAL

n mediana (minimo, maximo) n mediana (minimo, maximo) p
250H Vitamina D suero
ng/ml 39 10,4 (3-39,6) 34 18,4 (6,9-41) p=0,000
250H Vitamina D liquido
pleural ng/ml 35 12,2 (1-30,5) 35 17 (5,5-47) p=0,003
Cociente de 250H Vitamina D
LP/S 34 1,16 (0,39-1,78) 33 1,16 (0,39-1,78) p=1,00
1, 25(0OH)2 vitamina D suero
pg/ml 26 22,5 (5-116) 21 46 (9-140) p=0,041
1,25(0OH)2 Vitamina D
liquido pleural pg/ml 25 12 (2-52) 20 31,5 (6-89) p=0,000
Cociente de 1,25(0OH)2 Vitamina
D LP/S 25 0,58 (0,04-1,18) 20 0,69 (0,4-1,28) p=0,058
VDBP suero mg/| 38 | 197,35 (27,69-1122,07) |32 | 275,10 (13,13-730,36) | p=0,588
VDBP liquido pleural mg/I| 34| 95,43 (10-446,04) |31| 191,07 (5,56-464,32) |p=0,019
Cociente de VDBP LP/S 34 0,42 (0,06-1,43) 31 0,68 (0,37-2,05) p=0,000

Figura 5.8. Niveles de 250H Vitamina D en suero en los derrames tumorales y
cardiacos.
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Figura 5.9. Niveles de 250H Vitamina D en liquido pleural de los derrames
tumorales y cardiacos.
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Figura 5.10. Niveles de 1,25(0OH)2 Vitamina D en suero en derrames tumorales
y cardiacos.
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Figura 5.11. Niveles de 1,25(0OH)2 Vitamina D en liquido pleural en derrames
tumorales y cardiacos.
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Figura 5.12. Niveles de VDBP en liquido pleural en derrames tumorales y
cardiacos.
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Figura 5.13. Cocientes de VDBP en LP/S en derrames tumorales y cardiacos.
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Tabla 5.9. Diferencias en las moléculas relacionadas con la vitamina D entre los
derrames cardiacos e infecciosos.

CARDIACO INFECCIOSO

n mediana (minimo, maximo) n mediana (minimo, maximo) P
250H Vitamina D suero ng/ml 39 10,4 (3-39,6) 43 12 (5-84) p=0,294
250H Vitamina D liquido pleural
ng/ml 35 12,2 (1-30,5) 43 16 (1-63) p=0,091
Cociente de 250H Vitamina D
LP/S 34 1,16 (0,39-1,78) 37 1,33 (0,16-3,36) p=0,149
1, 25(0OH)2 vitamina D suero
pg/mi 26 22,5 (5-116) 26 25,65 (7-113) p=0,840
1,25(0OH)2 Vitamina D
liquido pleural pg/ml 25 12 (2-52) 25 22 (4-132) p=0,033
Cociente de 1,25(0H)2
Vitamina D LP/S 25 0,58 (0,04-1,18) 25 0,78 (0,17-2,82) p=0,010
VDBP suero mg/| 38 | 197,35 (27,659-1122,07) | 42 203,19 (29,82-494,7) p=0,58
VDBP liquido pleural mg/| 34 95,43 (10-446,04) 39 134,05 (4,24-834,29) p=0,873
Cociente de VDBP LP/S 34 0,42 (0,06-1,43) 39 0,66 (0,03-5,52) p=0,007
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Figura 5.14. N7veles de 1,25(0H)2 Vitamina D en liquido pleural en derrames
infecciosos y cardiacos.
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Figura 5.15. Cociente de los niveles de 1,25(0OH)2 Vitamina D en LP/S en
derrames infecciosos y cardiacos.
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Figura 5.16. Cociente de los niveles de VDBP en LP/S en derrames infecciosos
y cardiacos.
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Tabla 5.10. Diferencias entre los Derrames Tumorales e Infecciosos.

TUMORAL INFECCIOSO
n mediana (minimo, maximo) n mediana (minimo, maximo) p
250H Vitamina D suero
Ing/ml 34 18,4 (6,9-41) 43 12 (5-84) p=0,01
250H Vitamina D liquido pleural
ng/ml 35 17 (5,5-47) 43 16 (1-63) p=0,289
Cociente de 250H Vitamina D
LP/S 33 1,16 (0,39-1,78) 37 1,33 (0,16-3,36) p=0,131
1, 25(0OH)2 vitamina D suero
|pg/ml 21 46 (9-140) 26 25,65 (7-113) p=0,019
1,25(0OH)2 Vitamina D liquido
pleural pg/ml 20 31,5 (6-89) 25 22 (4-132) p=0,062
Cociente de 1,25(0H)2
Vitamina D LP/S 20 0,69 (0,4-1,28) 25 0,78 (0,17-2,82) p=0,337
VDBP suero mg/| 32| 275,10(13,13-730,36) | 42| 203,19 (29,82-494,7) p=0,057
VDBP liquido pleural mg/I| 31 191,07 (5,56-464,32) 39 134,05 (4,24-834,29) p=0,063
Cociente de VDBP LP/S 31 0,68 (0,37-2,05) 39 0,66 (0,03-5,52) p=0,736
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Figura 5.17. Niveles de 250H vitamina D en suero en derrames tumorales e
infecciosos.
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Figura 5.18. Niveles de 1,25(0H)2 vitamina D en suero en derrames tumorales
e infecciosos
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En resumen

Los niveles séricos de 1,25(0OH)2 vitamina D son mas elevados en los
DPT que en los DPC o DPL.

No hay diferencias en los niveles séricos de VDBP entre los tres
grupos.

Los niveles intrapleurales de 25 OH vitamina D y 1,25 (OH)2 de
vitamina D son mds elevados en los DPT y en los DPI que en los DPC.,
No hay diferencias entre los DPT y DPI.

Los niveles intrapleurales de VDBP son mas elevados en los DPT que
en los DPC.

El cociente de los niveles de 250H vitamina D en liquido pleural
dividido entre sus niveles en sangre no es diferente entre los tres
grupos.

El cociente de los niveles de 1,25(0H)2 vitamina D en liguido pleural
dividido entre sus niveles en sangre es mayor en los DPI que en los
DPC.

El cociente de los niveles de VDBP en liquido pleural dividido entre los
niveles en sangre es mayor en los DPT que en los DPC.

5.3.2 SEGUN EL DPI SEA COMPLICADO O NO COMPLICADO

Se estudiaron en total 51 pacientes, 32 hombres y 19 mujeres, con una
edad de 61+20 afios, que presentaban neumonia asociada a derrame pleural.
Los derrames fueron clasificados como complicados utilizando el criterio clinico
de la necesidad de colocacién de tubo de térax para la resolucion del proceso.
La decisidn de tomar esta medida invasiva fue establecida libremente por el
medico responsable del enfermo, basandose en criterios clinicos,
probablemente matizados por las caracteristicas analiticas del liquido. Para la
clasificacion no se utilizé la ecografia o la TAC toracica, ya que pocos enfermos
tenian estas exploraciones. Finalmente se obtuvieron 37 derrames no

complicados y 17 complicados, cuyos detalles bioquimicos rutinarios se
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muestran en la tabla 5.11. Se observan unos niveles mas bajos de pH de forma
estadisticamente significativos en el grupo de pacientes con derrame pleural
complicado y unos niveles mas altos de LDH estadisticamente significativos en
el grupo de los complicados, datos congruentes con los criterios de Light y del
American College of Chest Physicians para la clasificacion en derrames
complicados y no complicados. Hubo 10 pacientes (71%) con niveles de 250H
vitamina D por debajo de 20 ng/ml en el grupo de los derrames pleurales
complicados y 23 (62%) en el grupo de los derrames no complicados, no
encontrandose diferencias significativas entre los grupos mencionados. Los
resultados en los niveles de 250H Vitamina D, 1,25(0OH)2 vitamina D, y VDBP
en derrames complicados y no complicados, y las diferencias entre los dos

grupos se muestran en la tabla 5.12.

Tabla 5.11. Parametros bioquimicos basicos de los pacientes con derrame
pleural infeccioso (DPI).

Parametro DPI no complicado = DPI complicado p
Leucocitos/ul ~ Suero 10609+5396 10969+4457 0,834

Pleura 550 (160, 960) 560 (160, 800) 0,761
Neutroéfilos Suero 74 (65, 81) 71,5 (68, 80) 0,718
(%)

Pleura 40+29 58+24 0,111
pH Pleura 7,30+0,29 7,03+0,32 0,028
Glucosamg/dl  Pleura 107,68+47,61 78,00+58 0,080
LDH U/1 Pleura 243 (121, 414) 682 (164,1771) 0,035
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Tabla 5.12. Diferencias en las moléculas relacionadas
derrames complicados y no complicados.

con la Vitamina D en los

NO COMPLICADOS COMPLICADOS

n mediana (minimo, maximo) n |mediana (minimo, maximo) p
250H Vitamina D suero ng/ml 30 11,85 (5,7-84), 13 13,5 (5-34,3) p=0,731
250H Vitamina D liquido pleural
ng/ml 29 16 (6-63), 14 15 (1-51) p=0,551
Cociente de 250H Vitamina D
LP/S 24 1,33 (0,51-3,36) 13 1,34 (0,16-2,83) p=0,626
1, 25(0OH)2 vitamina D suero
pg/mi 17 22 (7-113) 9 32 (7-65) p=0,751
1,25(0H)2 Vitamina D liquido
pleural pg/ml 17 22 (5-132) 8 21,5 (4-49) p=0,627
Cociente de 1,25(0H)2
Vitamina D LP/S 17 0,78 (0,2-2,82) 8 0,81 (0,17-2,25) p=0,71
VDBP suero mg/| 30 228,08 (38,09-458,22) 12 | 179,59 (29,82-494,7) |p=0,710
VDBP liquido pleural mg/| 29 107,32 (10-834,29) 10 | 229,66 (4,24-327,99) |p=0,112
Cociente de VDBP LP/S 29 0,66 (0,14-1,89) 10 0,69 (0,03-5,52) p=0,987

En resumen

No hay diferencias en los niveles séricos o en liquido pleural de 250H
vitamina D, 1,25 (OH)Z2 vitamina D o VDBP al comparar los DPI
complicados con los no complicados

Tampoco se encontraron diferencias en los cocientes LP/Suero de
estas moléculas entre estos grupos.

5.3.3. SEGUN EL DERRAME SEA EXUDADO O TRASUDADO

Estos datos se muestran en la Tabla 5.13. Los diagramas de cajas de los

resultados estadisticamente significativos, se muestran en las figuras 5.19-5.22.
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Tabla 5.13. Diferencias en

trasudados y exudados.

las moléculas relacionadas con la vitamina D en

TRASUDADOS EXUDADOS
n |mediana (minimo, maximo) n |mediana (minimo, maximo) p

250H Vitamina D suero
Ing/ml 34 10,6 (3-39,6) 101 12,8 (5-84) p=0,019
250H Vitamina D liquido

pleural ng/ml 31 12 (1-25) 101 15 (1-63) p=0,048
Cociente de 250H Vitamina D

LP/S 30 1,12 (0,12-1,79) 93 1,14 (0,16-3,63) p=0,755
1, 25(0H)2 vitamina D suero

pg/ml 23 22 (8-66) 66 25,65 (5-140) p=0,708
1,25(0OH)2 Vitamina D

liquido pleural pg/ml 22 12 (2-50) 63 18 (4-132) p=0,030
Cociente de 1,25(0H)2

Vitamina D LP/S 22 0,55 (0,04-1,18) 63 0,68 (0,17-2,82) p=0,046
VDBP suero mg/| 33 1190,93 (27,69-1122,07)] 89 [236,17 (13,13-730,36) | p=0,307
VDBP liquido pleural mg/I 29 95,19 (10-446,05) 87 | 155,46 (4,24-834,29) | p=0,48
Cociente de VDBP LP/S 29 0,44 (0,06-1,43) 93 0,65 (0,03-5,52) p=0,003

Figura 5.19. Niveles de 250H vitamina D en suero de exudados y trasudados.
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Figura 5.20. Niveles de 250H vitamina D en liquido pleural de exudados y
trasudados.
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Figura 5.21. Niveles de 1,25(0H)2 vitamina D en liquido pleural de exudados y
trasudados.
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Figura 5.22. Cocientes de los niveles de 1,25(0OH)2 vitamina D en LP/S de
exudados y trasudados.
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En resumen:

Los pacientes con trasudado tienen menores niveles de 250H vitamina D

y de 1,25(0H)2 vitamina en LP, pero la ultima no es diferente en sangre.

La 250H vitamina D parece pasar libremente la membrana pleural, tanto
en los trasudados como en los exudados, mientras que los exudados tienen un
cociente LP/S mas alto de 1,25(0H)2 vitamina D

No hay diferencias en los niveles de VDBP en suero o LP, pero hay un

menor paso de esta molécula hacia la pleura en los trasudados.
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5.4 PEPTIDOS A!‘lTIBI()TICOS VITAMINA D DEPENDIENTES
EN SANGRE Y LIQUIDO PLEURAL EN LOS PACIENTES CON
DERRAME PLEURAL

5.4.1. COMPARACION DE CATELICIDINA EN SUERO EN PACIENTES
CON DERRAME PLEURAL CON LA DE SUJETOS SANOS EMPAREJADOS
POR EDAD, ZONA GEOGRAFICA Y EPOCA DEL ANO

Utilizando los mismos grupos previamente descritos en el apartado 5.1.2.
se estudiaron los niveles de catelicidina en suero en pacientes con derrame
pleural y sujetos sanos. Los niveles de catelicidina en sujetos sanos expresados
en mediana (minimo, maximo) fueron de 0,62 (0,01, 12,62). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de catelicidina en suero
de los pacientes con derrame pleural y sujetos sanos (p=0,344), ni tampoco en

la comparacion con los distintos subgrupos etiolégicos (p=0,502).

5.4.2 SEGUN LA CAUSA DEL DERRAME PLEURAL

Los niveles de Catelicidina y p-2-defensina en liquido pleural y suero, el
cociente de sus niveles en liquido pleural y suero, y el grado de significacién de
las diferencias entre los distintos grupos etioldgicos, se muestran en las tablas
5.14-5.17. Los diagramas de cajas de los resultados estadisticamente

significativos, se muestran en las figuras: 5.23-5.27.
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Tabla 5.14. Diferencias en los niveles de Catelicidina y p-2-Defensina en suero,

liquido pleural y sus cocientes en los distintos tipos etioldgicos de DP.
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Tabla 5.15. Diferencias en los niveles de Catelicidina y p-2-Defensina en suero y
liguido pleural y sus cocientes en los DP cardiacos y tumorales.

n [mediana (minimo, maximo) | n |mediana (minimo, maximo) p

Catelicidina suero ng/ml 44 0,25 (0,01-10,34) 38 0,47 (0,01-12,62) p=0,180
Catelicidina liquido pleural

ng/ml 44 0,3 (0,01-3,3) 38 0,52 (0,01-13,51) p=0,208
Cociente de Catelicidina LP/S 44 0,91 (0,11-8,15) 38 0,93 (0,21-12) p=0,922
B-2-Defensina suero pg/ml 34 284,05 (9,3-1834,5) 33 224,6 (10,2-3000) p=0,763
B-2-Defensina liquido pleural

pg/ml 35 241,8 (5,8-2206) 33 276,6 (25,8-3000) p=0,380
Cociente de B-2-Defensina LP/S | 34 0,79 (0,02-197,64) 33 0,91 (0,38-8,43) p=0,286

Tabla 5.16. Diferencias en los niveles de Catelicidina y p-2-Defensina en suero y
liguido pleural y sus cocientes en los DP cardiacos e infecciosos.

CARDIACO INFECCIOSO
n | mediana (minimo, maximo)] n |mediana (minimo, maximo) p

Catelicidina suero ng/ml 44 0,25 (0,01-10,34) 47 0,84 (0,01-153) p=0,005
Catelicidina liquido pleural

ing/ml 44 0,3 (0,01-3,3) 49 1,42 (0,05-153) p=0,000
Cociente de Catelicidina

LP/S 44 0,91 (0,11-8,15) 46 1,42 (0,24-72,83) p=0,002
B-2-Defensina suero pg/ml 34 284,05 (9,3-1834,5) 38 232,25 (14,57-2100) p=0,906
B-2-Defensina liquido pleural

pg/ml 35 241,8 (5,8-2206) 39 265,2 (6-1293,4) p=0,725
Cociente de B-2-Defensina LP/S | 34 0,79 (0,02-197,64) 37 0,69 (0,05-26,9) p=0,704
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Figura 5.23. Niveles de Catelicidina en suero de derrames infecciosos vy
cardiacos.
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Figura 5.24. Niveles de Catelicidina en liquido pleural de derrames infecciosos y
cardiacos.
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Figura 5.25. Cociente de Catelicidina en LP/S de derrames infecciosos vy
cardiacos.
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Tabla 5.17. Diferencias en los niveles de Catelicidina y p-2-Defensina en suero y
liguido pleural y sus cocientes en los derrames tumorales e infecciosos.

TUMORAL INFECCIOSO
n | mediana (minimo, maximo) | n |mediana (minimo, maximo) p

Catelicidina suero ng/ml 38 0,47 (0,01-12,62) 47 0,84 (0,01-153) p=0,017
Catelicidina liquido pleural

[Ing/ml 38 0,52 (0,01-13,51) 49 1,42 (0,05-153) p=0,000
Cociente de Catelicidina

LP/S 38 0,93 (0,21-12) 46 1,42 (0,24-72,83) p=0,001
B-2-Defensina suero pg/ml 33 224,6 (10,2-3000) 38 232,25 (14,57-2100) p=0,940
B-2-Defensina liquido pleural

pg/mi 33 276,6 (25,8-3000) 39 265,2 (6-1293,4) p=0,672
Cociente de B-2-Defensina LP/S | 33 0,91 (0,38-8,43) 37 0,69 (0,05-26,9) p=0,137
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Figura 5.26. Niveles de Catelicidina en suero de derrames infecciosos vy
tumorales.
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Figura 5.27. Niveles de Catelicidina en liquido pleural de derrames infecciosos y
tumorales.
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Figura 5.28. Cociente de Catelicidina en LP/S de derrames infecciosos vy
tumorales.
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En resumen

La catelicidina en suero o liquido pleural y el cociente de catelicidina de
LP/S en sangre estdan aumentados en los DPI comparados con los DPC o
DPT, que no son diferentes entre s,

Por el contrario, no hay diferencias entre los niveles de p-2-defensina en
suero, liquido pleural o cociente de LP/S entre los tres grupos
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5.4.3 SEGUN SEA EL DPI COMPLICADO O NO COMPLICADO

Los niveles de Catelicidina y p-2-defensina en liquido pleural, suero y los

cocientes de sus niveles en liquido pleural y suero, el grado de significacion de

las diferencias entre los derrames complicados y no complicados, se muestran

la Tabla 5.18. Los diagramas de cajas de los resultados estadisticamente

significativos, se muestran las figuras 5.29-5.31.

Tabla 5.18. Diferencias en Catelicidina y p-2-Defensina en suero y en liquido
pleural y sus cocientes en los derrames infecciosos complicados y no

complicados.

NO COMPLICADOS

COMPLICADOS

mediana (minimo, maximo)

mediana (minimo, maximo)

Catelicidina suero ng/ml 34 0,51 (0,01-153) 13 1,43 (0,06-4,61) p=0,029
Catelicidina liquido pleural

Ing/ml 36 1,05 (0,053-153) 13 3,11 (0,92-19,4) p=0,014
Cociente de Catelicidina LP/S 33 1,29 (0,24-17,14) 13 1,43 (0,89-72,83) p=0,192
B-2-Defensina suero pg/ml | 26 431,9 (17,4-2100) 12 | 112,11 (14,57-1459,6) | p=0,023
B-2-Defensina liquido pleural

pg/ml 27 383,2 (18,6-1293,4) 12 152,85 (6-1122,5) p=0,091
Cociente de B-2-Defensina LP/S | 25 0,68 (0,22-26,9) 12 0,79 (0,05-4,78). p=0,936
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Figura 5.29. Niveles de Catelicidina en suero de derrames infecciosos
complicados y no complicados.
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Figura 5.30. Niveles de Catelicidina en liquido pleural de derrames infecciosos
complicados y no complicados.
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Figura 5.31. Niveles de p-2-Defensina en suero de derrames infecciosos
complicados y no complicados.
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En resumen

La catelicidina en suero y liquido pleural es mayor en los derrames
pleurales complicados que en los no complicados

Los niveles de p-2-defensina en suero son menores en los derrames
pleurales complicados que en los no complicados.

5.4.4 SEGUN EL DERRAME SEA EXUDADO O TRASUDADO

Los niveles de Catelicidina y p-2-defensina en liquido pleural, suero y el
cociente de sus niveles en liquido pleural y suero, y el grado de significacién de
las diferencias entre los trasudados y exudados, se muestran la Tabla 5.19. Los
diagramas de cajas de los resultados estadisticamente significativos, se

muestran las figuras 5.31-5.33.
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Tabla 5.19. Niveles de Catelicidina y p-2-Defensina en suero y en liquido pleural

y sus cocientes en los exudados y trasudados.

TRASUDADOS EXUDADOS
n | mediana (minimo, méximo)| n [mediana (minimo, maximo) p

Catelicidina suero ng/ml 45 0,24 (0,01-10,3) 103 0,67 (0,01-153) p=017
Catelicidina liquido pleural

[ng/ml 45 0,30 (0,01-3,3) 105 0,91 (0,01-153) p=0,000
Cociente de Catelicidina

LP/S 45 0,90 (0,11-8,15) 102 1,06 (0,21-72,83) p=0,001
B-2-Defensina suero pg/ml 30 258,9 (9,5-1834,5) 94 213,5 (9,3-3000) p=0,651
B-2-Defensina liquido pleural

pg/ml 30 214,45 (5,8-2206) 95 240,5 (6-3000) p=0,484
Cociente de B-2-Defensina LP/S | 30 0,82 (0,02-197,64) 92 0,84 (0,05-77,13). p=0,995

Figura 5.32. Niveles de Catelicidina en suero de exudados y trasudados.
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Figura 5.33. Niveles de Catelicidina en liquido pleural de exudados y
trasudados.
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Figura 5.34. Cocientes de Catelicidina en LP/S en exudados y trasudados.

4,00

o p=0,001

3,007

2,004

Cociente de Catelicidina LP/S

1,004

.00

T T
Exudado Trasudado

Clasificacion

129



En resumen:

La catelicidina en suero y liquido pleural, y el paso a través de la pleura
es mayor en los exudados que en los trasudados.

Por el contrario no existen diferencias en la p-2-defensina en ninguno de
estos parametros.

5.5 CORRELACIONES ENTRE LOS DISTINTOS PARAMETROS

5.5.1 EN EL GRUPO TOTAL DE DERRAMES PLEURALES

En el grupo total los niveles de 250H vitamina D en suero correlacionan
con sus niveles en liquido pleural (r=0,60, p<0,001), con los de 1,25(0OH)2
vitamina D en suero (r=0,52, p<0,001) y con los de 1,25(0H)2 vitamina D en
liguido pleural (r=0,54, p<0,001). No se observa correlacion con los niveles de
VDBP, calcio o albimina en suero. Los diagramas de estas correlaciones se

muestran en las figuras 5.35-5.37.

Figura 5.35. Correlacién entre los niveles de 250H vitamina D en suero y liquido
pleural.
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Figura 5.36. Correlacion positiva entre los niveles de 250H vitamina D en suero
y 1,25(0OH)2 vitamina D en suero.
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Los niveles de 1,25(0OH)2 vitamina D en liquido pleural correlacionan con
los de VDBP en liquido pleural (r=0,25, p=0,017).

Los niveles de VDBP en suero correlacionan con sus niveles en liquido
pleural (r=0,82, p<0,001), con los niveles de calcio en suero (r=0,30, p=0,01),

y con los niveles de albumina en suero (r=0,31, p=0,021).

Los niveles de VDBP en liquido pleural también correlacionan con los
niveles de calcio (r=0,30, p=0,013) y albumina (r=0,26, p=0,006) en suero.

Los niveles de catelicidina en suero correlacionan solamente con sus
niveles en liquido pleural (r=0,78, p<0,001). No se observa correlacién con los
niveles de 250H vitamina D, 1,25(0H)2 vitamina D o B-2-defensina.
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Los niveles de B-2-defensina en suero correlacionan solamente con sus

niveles en liquido pleural (r=0,65, p<0,001).

Figura 5.37. Correlacidn positiva entre los niveles de 25 OH vitamina D en suero
y 1,25 (OH)2 vitamina D en liquido pleural.
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5.5.2 En los derrames pleurales infecciosos

Los niveles séricos de 250H vitamina D correlacionan de forma
significativa con los niveles de 250H vitamina D en pleura (rs=0,596, p<0,001)
y con los niveles séricos o pleurales de 1,25(0H)2 vitamina D (rs=0,415,

p=0,04 y rs=0,409, p=0,048, respectivamente).
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Los niveles séricos de 1,25(0H)2 vitamina D correlacionan con los niveles
pleurales de 1,25(0OH)2 vitamina D (rs=0,515, p=0,008) y con los niveles
séricos de catelicidina (rs=0,388, p=0,05), pero no con los niveles séricos de B-

2-defensina.

Los niveles séricos de VDBP, catelicidina y B-2-defensina correlacionan
significativamente con sus niveles en liquido pleural (rs=0,870, p<0,001,
rs=0,707, p<0,001 y rs=0,870, p<0,001, respectivamente).

No se observa correlacion entre los niveles de ninguna de las moléculas
relacionadas con la vitamina D con la glucosa, pH o LDH, ni en suero ni en el

liguido pleural.

5.6. CURVAS DE CARACTERISTICA OPERATIVA DEL
RECEPTOR (Reciever Operating Characteristic Curves;
Curvas COR) de los distintos parametros relacionados con la

vitamina D

Se usaron las curvas COR para determinar la utilidad diagndstica de los
distintos parametros relacionadas con la vitamina D que presentaban niveles
estadisticamente distintos en alguno de los subgrupos anteriormente
comentados. En estas curvas se refleja el espectro completo de los pares
sensibilidad/especificidad para todos los valores y se determina el punto 6ptimo
de equilibrio entre los dos parametros. La determinacion del area bajo la curva
(AUC) nos ayuda a valorar la precision diagndstica es decir, la probabilidad de

clasificar correctamente a los individuos.

5.6.1 UTILIDAD PARA DIFERENCIAR LOS DISTINTOS GRUPOS
ETIOLOGICOS

En el caso de los grupos etioldgicos, se valoraron las areas bajo la curva

de todos los parametros que presentaron diferencias estadisticamente
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significativas en sus niveles al ser comparados con otros grupos etioldgicos. A
continuacidon se presentan las curvas COR de los parametros con potencial
utilidad diagndstica (Figuras 5.38-5.39).

Figura 5.38. Curva COR para Catelicidina en liquido pleural como diagndstico de

derrames pleurales de etiologia infecciosa.
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Figura 5.39. Curva COR para 1,25 (OH)2 Vitamina D en liquido pleural como

diagndstico de derrames pleurales de etiologia tumoral.
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5.6.2 Utilidad para diferenciar exudados y trasudados (Figuras 5.40-

5.44)

Figura 5.40. Curva COR para catelicidina en liquido pleural y clasificacién en

exudados.
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Figura 5.41. Curva COR para catelicidina en suero y clasificacién en exudados.
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Figura 5.42. Curva COR para catelicidina en liquido pleural / suero y
clasificacion en exudados.
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Figura 5.43. Curva COR para cociente de 1,25 (OH)2 vitamina D en liquido

pleural / Suero y clasificacion en exudados.
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Figura 5.44. Curva COR para cociente de VDBP en liquido pleural / Suero y
clasificacion en exudados.
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5.6.3 UTILIDAD PARA DIFERENCIAR DERRAMES COMPLICADOS Y NO

COMPLICADOS

Para valorar la utilidad de los parametros para diferenciar entre un derrame

pleural infeccioso complicado y no complicado, utilizamos las mismas técnicas

estadisticas.

Figura 5.45. Curva COR para catelicidina en suero y clasificacién en derrames
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Figura 5.46. Curva COR para catelicidina en liquido pleural y clasificacién en

derrames complica

dos.
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Figura 5.47. Curva COR para B-2-defensina en suero y clasificacién en derrames

complicados.
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6. DISCUSION
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Hipovitaminosis D en los derrames pleurales

Thomas et al (1998) comprobaron que la prevalencia de hipovitaminosis
D era muy alta en una poblacidon no seleccionada de pacientes ingresados en el
area médica del Massachusetts General Hospital de Boston. De un total de 290
pacientes estudiados los niveles de 250H vitamina D eran de 15+9 ng/ml; de
ellos 164 (57%) tenian hipovitaminosis D, definida entonces como niveles de
250H vitamina D <15 ng/ml, y 65 presentaban hipovitaminosis severa (definida
como niveles <8 ng/ml), (22% del total). Un estudio multivariante comprobd
numerosos factores que parecian asociarse a la hipovitaminosis D en este tipo
de pacientes: la edad avanzada, la ingesta insuficiente de vitamina D y/o calcio,
la insuficiente irradiacion solar, determinadas enfermedades crénicas (sindrome
nefrdtico, malabsorcidn, cirrosis hepatica, obesidad morbida, etc) y el uso de
farmacos que alteraban la 25 hidroxilacién de la vitamina D o que aumentaban
su catabolismo (difenilhidantoina, carbamacepina, rifampicina, corticoides),
aunque un significativo numero de casos no se explicaba por estos
mecanismos. Desde entonces se ha detectado la presencia de hipovitaminosis D
en numerosos tipos de pacientes, hospitalizados o no, del area médica,
quirdrgica o de cuidados intensivos y con multiples enfermedades, sin que en

muchos casos se expliquen los factores implicados.

Bouillon et a/ en una revisibn muy reciente recuerdan que la
determinacion de los niveles séricos de 250H vitamina D sigue siendo
problematica, ya que muchos métodos automatizados pueden diferir en un
20% por arriba o por abajo de los valores obtenidos con el método patrdn
(Bouillon et al 2013). Por esta razén todos los ensayos deberian calibrarse
frente a estandares internacionales como el “Vitamin D External Quality
Assessment Scheme” o DEQAS (www://http.deqas.org) (Hollis 2010). Nuestro
laboratorio esta acreditado por dicha asociacién (Certificate of Proficiency

DEQAS), que compara anualmente el valor real de las determinaciones en
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funcion de los resultados obtenidos en 5 muestras cuatrimestrales distintas de
suero humano no procesado comparando los resultados de 1200 laboratorios
distribuidos por 56 paises contrastandolos con el valor de referencia del NIST
(National Institute of Standards and Technology) obtenido mediante
cromatografia liquida de dilucion isotdpica combinada en tandem con
espectrometria de masas. Por todo ello consideramos que nuestras

determinaciones de 250H vitamina D son muy fiables.

En nuestra serie completa la prevalencia de hipovitaminosis D es muy
alta (casi un 70% de los pacientes tienen cifras de 250H vitamina D <20
ng/ml) y el 28% tienen hipovitaminosis severa (<10 ng/ml). No existen datos
en la literatura para comparar con otras series de enfermos con derrame
pleural, ya que no hemos encontrado ningun estudio similar en este tipo de
pacientes. Sin embargo nuestros pacientes tenian una edad algo superior a los
pacientes ingresados en planta de medicina interna del estudio de Thomas et
al, y coincidian con ellos en tener una ingesta pobre de vitamina D y/o calcio,
insuficiente radiacion solar y enfermedades agudas o cronicas graves, aunque
el uso de farmacos que pudieran modificar potencialmente los niveles de 250H
vitamina D era muy bajo (Thomas et a/ 1998). En nuestro mismo Hospital un
estudio en 45 pacientes ingresados en el Servicio de Medicina Interna mostrd
una prevalencia de hipovitaminosis D algo mas alta que la nuestra, aunque el
perfil de enfermos era distinto en edad y comorbilidades, y la técnica usada

para medir 250H vitamina D era asimismo diferente (Neila Calvo et a/ 2013).

A titulo ilustrativo, y en relacion con las enfermedades pulmonares,
podemos resefar los muy recientes datos de Kunisaki et al (Kunisaki et a/ 2012)
obtenidos en una serie de 973 pacientes con EPOC severo sin exacerbaciones
recientes (70% GOLD III/IV, edad 64,5 = 8,6 afos) representativos de un
nutrido grupo de centros de EE UU, que encuentran hipovitaminosis D en el
32% de los pacientes, siendo esta severa en el 8,4%. Otro hecho interesante
de este estudio es la baja estacionalidad de los niveles de 250H vitamina D
(s6lo hay diferencia estadisticamente significativa entre verano e invierno y es

de 4,1 ng/ml). De todas maneras debe tenerse en cuenta que en EE UU, como
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en los paises escandinavos, se suplementan diversos alimentos con vitamina D
y en conjunto es el area del mundo con niveles mas altos de 250H vitamina D
en la poblacién (Hilger et al 2013). Otro trabajo danés publicado en 2013
encontrd una prevalencia de hipovitaminosis D del 45% en un grupo de 462
pacientes con EPOC severo estable (Holmgaard et al 2013). En estos pacientes
no se observd variacidon estacional de los niveles de 250H vitamina D, que los
autores atribuyeron al mal estado clinico que conllevaba poca irradiacién solar.
De todas maneras estas cifras son mucho mejores que las que se encontraron
en una cohorte prospectiva de 356 pacientes suizos y holandeses con EPOC
estadios II-IV en los que los niveles basales fueron de 15,5+8,9 ng/ml, de
manera que el 77% de los pacientes tenian hipovitaminosis D, una cifra muy
similar, algo mayor, que la que encontramos en nuestro grupo de pacientes
(Puhan et al 2013).

En un estudio preliminar habiamos comparado los niveles de 250H
vitamina D de un grupo de 37 pacientes con derrame pleural (en su mayor
parte de causa infecciosa) frente a un grupo control emparejado por edad y
periodo del afio y habiamos comprobado que las diferencias eran claras,

controlando el efecto de la estacionalidad.

Con el fin de valorar si el estado nutricional en vitamina D es diferente
segun la causa del derrame estudiamos tres grupos de pacientes bien
caracterizados (los DPC, los DPI y los DPT), excluyendo los casos tipificados
como miscelanea, por su baja representatividad. La hipovitaminosis D es mas
frecuente y grave en los pacientes con DPC, posiblemente porque Ia
insuficiencia cardiaca en esta fase tan avanzada limita gravemente la exposicion
al sol en estos pacientes. Quizas también se asocie una menor ingesta oral de
vitamina D, y, por otro lado, es el grupo con mas edad, aunque el impacto real
de la edad no parece importante en estos pacientes, a diferencia de lo que
encontramos en sujetos sanos en un estudio previo (Alvarez Rodriguez et al
2012) en los que el rango de edades (20-80 afios) era mucho mayor (aqui sélo
se diferencian en una década). Los pacientes con DPT son los menos afectados

(aunque también tienen hipovitaminosis). Los derrames infecciosos quedan en
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el medio. Los resultados en el liquido pleural van paralelos a lo que ocurre en
sangre y, de hecho, el cociente de 250H vitamina D en LP/S es igual en todos
ellos, lo que indica que la 250H vitamina D cruza libremente la membrana

pleural en todas las causas estudiadas.

Al estudiar el grado de hipovitaminosis D y los niveles de 250H vitamina
D en los pacientes con derrame pleural infeccioso no encontramos diferencias
entre los que presentaban un derrame complicado o no complicado, lo cual
sugiere que ambos factores no estan relacionados, ni en el sentido de que la
hipovitaminosis mas grave condicione una peor evolucion, ni en el sentido de
que la peor evolucidn genere un mayor descenso de los niveles de 250H

vitamina D.

Nuestros datos sugieren la existencia de un factor de estacionalidad en
los niveles de 250H vitamina D en los DP, con diferencias entre las cifras de los
meses sin sol comparados con los meses soleados, pero, para poder precisar
esto seria necesaria una muestra 5-8 veces superior a la que tenemos (al
menos 50-80 pacientes en cada subgrupo). En cualquier caso el objetivo de
este estudio no pretendia valorar la estacionalidad, sino la existencia o no de

hipovitaminosis y su repercusion en los antibidticos vitamina D dependientes.

Finalmente, debido al fuerte impacto de los pacientes con enfermedad
cardiaca sobre el grupo de DP tipo trasudado los resultados demuestran una
mayor edad, unos niveles mas bajos de 250H vitamina D y una prevalencia

mucho mayor de hipovitaminosis grave en este grupo.

Metabolitos de la vitamina D y VDBP en suero y liquido pleural en los

pacientes con derrame pleural

Con respecto a la 1,25(0H)2 vitamina D nuevamente se detectan las
cifras mas bajas en suero en los DPC y las mas altas en los DPT, con los DPI
ocupando un lugar intermedio. En el liquido pleural los resultados son similares,

siendo las concentraciones de los DPC inferiores a los DPT. Sin embargo, el
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cociente de la concentracion de 1,25(0OH)2 vitamina D en liquido pleural
dividido entre la concentracién en sangre es menor en el DPC que en el DPI.
Este dato podria indicar un menor paso de 1,25(0H)2 vitamina D de la sangre
al liquido pleural en los DPC, cosa improbable, teniendo en cuenta que el paso
de 250H vitamina D no es diferente. Otra posibilidad es que se produzca
1,25(0H)2 vitamina D en la cavidad pleural infectada, pero de todas maneras el
cociente no es superior a 1, lo cual indica que esta produccion, si existe, no es
muy grande o se alcanza rapidamente un equilibrio entre el liquido pleural y la
sangre. Nuestros pacientes con DPI tenian tuberculosis en un pequefo
porcentaje, de manera que nuestros resultados no son comparables a los del
estudio de Barnes et al (1989), que ademas presenta otras diferencias
metodoldgicas importantes con el nuestro (n muy baja, técnica menos sensible
y especifica que la nuestra, etc). No hemos podido analizar la posible relacion
entre los niveles de 250H y 1,25(0OH)2 vitamina D y los gérmenes causales,
debido a que seria necesario plantear un estudio multicéntrico de larga
duracidon, como el recientemente publicado por un grupo europeo (Pletz et al
2014) en la neumonia comunitaria. Este estudio concluyd que no habia
diferencias en los metabolitos de la vitamina D entre las neumonias producidas
por diferentes agentes patdgenos (virus A y B de la gripe, Legionella,

Streptococcus pneumonia€).

Con respecto a la VDBP no hay diferencias en suero entre los tres grupos
ni entre ellos y el grupo control, lo cual excluye razonablemente una relacion
entre la VDBP sérica y el derrame pleural, sea de la causa que sea. En liquido
pleural se encuentran cifras mas altas en el DPT que en el DPC. Se puede
especular con la idea de que exista un paso selectivo de MAF hacia las areas
tumorales, para producir su efecto antitumoral, y que estos fragmentos de
VDBP sean medidos por nuestro ensayo. El Unico trabajo que mide la VDBP en
suero y liquido pleural es el de Hamashima (Hamashima et a/ 2002), pero se
centra en comparar exudados con trasudados, por lo que lo comentaremos en

este punto.
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Tampoco encontramos diferencias significativas en los niveles séricos de
1,25(0OH)2 vitamina D o VDBP entre los DPI complicados o no complicados.
Estos datos sugieren que los metabolitos de vitamina D no parecen marcar
diferencias entre ambos tipos de derrame, y que el hecho de que este se
complique o no depende de otros factores, probablemente locales. Nuevamente
no hay datos en la literatura con los que comparar nuestros resultados. Nguyen
et al (2013) han comprobado recientemente que los niveles séricos bajos de
1,25(0H)2 vitamina D en los pacientes con sepsis grave tienen valor prondstico
negativo y lo atribuyen a una insuficiente respuesta de la la-hidroxilasa renal al
efecto de la PTH, aunque la evidencia que presentan en su trabajo es
fundamentalmente de asociacién, no necesariamente causal. Curiosamente el
muy reciente estudio de Pletz et al (2014) vuelve a incidir en la importancia de
la 1,25(0H)2 vitamina D sérica en el contexto de la gravedad de la neumonia
comunitaria, ya que también existe una correlacion negativa entre ambas
(controlando por edad, estacidon y germen), que, sin embargo, no existe con la
250H vitamina D sérica. Estos datos, sumados a otros de la literatura (Autier et
al 2014) plantean la idea de que, al menos en la patologia infecciosa, debe
prestarsele mas interés a los niveles de calcitriol e incluso hacer ensayos
clinicos utilizando como farmaco el metabolito activo de la vitamina D, no su

precursor inactivo.

Habiamos hipotetizado que los niveles pleurales de 1,25(0OH)2 vitamina
D podrian estar aumentados en los pacientes con DPI complicado, pero
nuestros datos no apoyan esta hipdtesis. Hay varias posibles explicaciones para
ello. Por una parte, podria ser que los bajos niveles de la molécula precursora
250H vitamina D limitasen la produccion de 1,25(0H)2 vitamina D, pero esto
parece improbable, teniendo en cuenta la enorme diferencia de moles de 250H
vitamina D respecto a los de 1,25(0OH)2 vitamina D (del orden de 1000 veces).
Por otro lado, la produccién intracrina de 1,25(0OH)2 vitamina D a nivel pleural
puede no ser suficiente para inducir cambios medibles a nivel pleural o sérico
(especialmente a nivel sérico donde el nivel de dilucidon seria muy elevado).
Desde el punto de vista de la clinica esto también coincide con la baja

frecuencia de hipercalcemia inducida por las infecciones (excepto algunos casos
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de tuberculosis y otras enfermedades granulomatosas flngicas, cuya
representacion en nuestros DPI era muy baja). De todas maneras la
hipovitaminosis D puede prevenir la aparicion de hipercalcemia en este
contexto, ya que la administracién de vitamina D aumenta el riesgo de

hipercalcemia en estos enfermos (Lavender et a/ 2012).

La correlacidon positiva entre los niveles séricos de 250H vitamina D y
1,25(0H)2 vitamina D que se aprecia en el presente estudio, es algo tipico del
déficit de vitamina D e indica que el factor limitante para la produccién de
1,25(0OH)2 vitamina D son los niveles de 250H vitamina D. Si los niveles de
250H vitamina D fuesen normales, en condiciones fisioldgicas normalmente
este tipo de correlacién no tendria que encontrarse, ya que el ajuste se haria a
través de la PTH. En este sentido los datos muy recientes de Pletz et a/ (2014)

en pacientes con neumonia comunitaria son idénticos a los nuestros.

En el caso de los trasudados vs exudados los niveles de 250H vitamina D
en liquido pleural son inferiores en los trasudados, como seria de esperar.
Ademas esta molécula parece pasar libremente a través de la membrana
pleural, si tenemos en cuenta que los cocientes de LP/S son iguales en
exudados y trasudados. Los niveles de 1,25(0OH)2 vitamina D en suero no son
diferentes entre exudado y trasudado, lo cual sugiere que el mecanismo de
retroalimentaciéon mediado por la PTH elevada permite mantener niveles
similares en ambos grupos, aunque una limitacion de este estudio es que no
medimos los niveles de PTH. Alternativamente se podria producir 1,25(0H)2 a
nivel pleural en los exudados, que pasaria a la sangre. En este sentido los
niveles de 1,25(0OH)2 vitamina D son mas altos en el LP de los exudados que en

los trasudados, lo cual apoyaria esta segunda hipétesis.

Los niveles de VDBP en suero y LP no resultaron ser diferentes entre los
exudados y los trasudados, pero el indice LP/S fue mayor en los exudados. En
el Unico estudio disponible similar al nuestro (Hamashita et a/ 2002) los niveles
de VDBP en suero tampoco eran diferentes, mientras que en LP los niveles eran
inferiores y el indice LP/S era, como en nuestro caso, superior en los exudados.

Por lo tanto nuestros datos corroboran en su mayor parte los datos de este
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trabajo previo, aunque existen diferencias sustanciales entre ambos estudios.
En primer lugar nuestros pacientes eran caucasicos y los de Hamashita et a/
japoneses. Es bien conocida la gran heterogeneidad de los niveles y las
caracteristicas funcionales de la VDBP entre razas, e incluso dentro de cada
raza, debido al polimorfismo tan marcado de esta proteina, especialmente en
los blancos. En segundo lugar nuestra muestra es muy superior a la de ellos, lo
cual da mas seguridad estadistica a los resultados, teniendo en cuenta esta
heterogeneidad. En tercer lugar el método de cuantificacion es diferente (ELISA
vs inmunoturbidimetria), siendo nuestro método, con sus limitaciones, el mejor

de los actuales (Powe et al 2013).

Péptidos antibidticos vitamina D dependientes en sangre y liquido
pleural en los pacientes con derrame pleural

La existencia de “actividad antibacteriana” en el liquido pleural humano
infectado se conoce desde hace anos (Miglioli et a/ 1998, Ashitani et a/ 1998) y
se han demostrado numerosos factores con esta actividad (anticuerpos,
complemento, lisozima, o-defensina y diversas enzimas). Nuestros datos

demuestran que la catelicidina también debe incluirse en esta lista.

La catelicidina en suero y en liquido pleural, y el cociente catelicidina en
LP/S estan claramente elevados en los DPI comparados con los DPC o DPT.
Estos datos sugieren secrecion activa de catelicidina en el area peripleural con
acumulo en el LP y paso a la sangre. Esta secrecidn ocurre incluso en presencia
de hipovitaminosis D, lo que indica que se puede producir una respuesta de
este péptido incluso en situacion de hipovitaminosis en los pacientes con
infeccion, posiblemente por activacion de otros mecanismos (citoquinas
inflamatorias tipo II-1, estrés del sistema endoplasmico, etc.). En este sentido
resulta muy interesante el hecho de que exista una correlacion positiva entre
los niveles séricos de catelicidina y de 1,25(0H)2 vitamina D, pero no con los
de 250H vitamina D en los DPI, correlacion que, sin embargo, no se observa en
el grupo total de DP. Este hecho indicaria que el calcitriol circulante podria

jugar un papel mas importante que la propia 250H vitamina D en el contexto
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de la infeccién asociada a hipovitaminosis D, como sugieren otros trabajos
(Nguyen et al 2013, Moller et al 2007, Pretzl et al 2014), en los que se plantea
como hipotesis interesante que quizas se deberia de administrar calcitriol en los
ensayos clinicos que intenten valorar la utilidad de la vitamina D en las
enfermedades infecciosas, cosa que hasta ahora no se ha evaluado. Finalmente
resulta importante identificar los gérmenes mas sensibles a la catelicidina, ya
que esta o alguno de sus analogos pueden convertirse en un arma muy eficaz

contra los gérmenes resistentes a la terapia antibidtica habitual.

Contrariamente a la catelicidina, los niveles de B-2-defensina en LP y
suero son similares en todos los tipos de derrame, lo que indica, que o bien es
muy dependiente de niveles adecuados de 250H vitamina D o que su secrecion
esta regulada de manera distinta. De todas maneras se ha comprobado que la
secrecidn de este antibidtico en respuesta al calcitriol in vitro es menor que la
de catelicidina (Liu et a/ 2006). También podria ser posible que el perfil
temporal de respuesta de la B-2-defensina fuese diferente al de la catelicidina,
0 que realmente no esté implicada en la defensa de las infecciones pleurales,
de modo diferente a lo que ocurre en el modelo murino (Hussain et a/ 2008).
Tampoco podemos excluir la posibilidad de que nuestro ensayo no detecte
todos los posibles fragmentos activos de pB-2-defensina, pero parece una

explicacidon muy rebuscada.

Cuando comparamos los niveles de catelicidina en DPI complicados
frente @ no complicados nos encontramos con una exacerbacién del patron
antes sefialado, de manera que los DPI complicados presentan niveles mas
altos de catelicidina en sangre y LP y mas bajos de B-2-defensina, lo que afiade
credibilidad bioldgica a los hallazgos. El significado de esta disociacion entre
ambos péptidos y la posible utilidad practica de este hallazgo debe investigarse
con un numero de pacientes mayor. Incidiendo en este aspecto, se ha
comprobado que la B-2-defensina disminuye en sangre en la sepsis (Olbrich et
al 2013) y por otro lado los niveles bajos de esta citoquina son un predictor
independiente de resultados adversos en la evolucion de la neumonia

comunitaria (Liu et a/ 2013).
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No hemos observado ninguna diferencia en los niveles de catelicidina en
LP o suero o en el cociente de catelicidina LP/S entre los DPC o DPT, lo que
indicaria que estos péptidos no ejercen ninguna funcidon en este contexto,
aunque no se puede excluir que puedan estar implicados en algunos tumores
concretos, ya que se ha comprobado que la catelicidina puede tener tanto
efectos facilitadores del crecimiento de algunos tumores, mientras que inhiben
otros (Vandamme et al 2012).

Debido al notable peso de las infecciones en los exudados y de la
insuficiencia cardiaca en los trasudados observamos mayores niveles de
catelicidina en sangre y LP, y del cociente de catelicidina LP/S en los exudados
comparados con los trasudados, sin apreciarse diferencias en los parametros de

B-2-defensina.
Utilidad diagnoéstica de las moléculas vitamina D dependientes

La utilidad diagndstica de las distintas moléculas analizadas se valord

mediante las curvas ROC.
Utilidad para diferenciacion etioldgica

Sélo dos de las técnicas utilizadas para diferenciar la etiologia de los
derrames pleurales mostraron un AUC proxima a 0,750, por lo que se considera
que las moléculas analizadas tienen una utilidad limitada. Si comparamos con
otras moléculas utilizadas para diagnostico etioldgico de los derrames pleurales,
como el pro-BNP, o el TNF-a, utilizados para los derrames pleurales de etiologia
cardiaca e infecciosa respectivamente, su AUC resulta muy inferior (Porcel et a/
2009). Dada la utilidad limitada de estas moléculas y su coste, consideramos

que no tienen utilidad en la practica clinica.
Utilidad para diferenciacion entre exudados y trasudados

Los métodos de Light (Light et a/ 1972) con su sensibilidad de 97,9%
[95% IC 96,9 a 98,9%]; y especificidad de 74,3% [95% IC 68,9 a 79,7%]
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contindan siendo el método de referencia para diferenciar entre exudados y
trasudados. Ninguna de las técnicas analizadas en el apartado de resultados del
presente estudio presentan un area bajo la curva por encima de 0,65, por lo
que consideramos que las moléculas valoradas tienen una utilidad regular o
mala, y que, por lo tanto no pueden competir con técnicas tan establecidas y

validadas como los criterios de Light.

Utilidad para diferenciacion entre derrames complicados y no

complicados

Las determinaciones de glucosa y pH en el liquido pleural son
recomendadas por el American College of Chest Physicians y Light a la hora de
tomar la determinacidon de colocar un tubo de toérax en un derrame pleural
complicado para asegurar su resolucién. De nuevo, ninguna de las pruebas
utilizadas para diferenciar entre derrames complicados y no complicados
encontraron un AUC por encima del 0,75 por lo que consideramos que los
parametros estudiados tienen una utilidad limitada y se encuentran
sobrepasados de forma significativa por los test utilizados en la practica clinica
habitual (pH y glucosa en liquido pleural), que en algunas series (Marchi et a/

2012) alcanzan un AUC de 1 con la glucosa.

155



Limitaciones del estudio

Se trata de un estudio transversal, con muestras recogidas a lo largo de
2 anos. Para caracterizar mejor los resultados se podria hacer un estudio
evolutivo, pero en cualquier caso, aqui interferiria el tratamiento, una vez

establecido el diagndstico.

Los DPT son debidos a diferentes tumores primarios, que pueden tener
un comportamiento bioldgico diferente. Asi mismo los DPI incluyen diferentes
gérmenes causales, que también pueden producir respuestas bioldgicas
diferentes, pero hacer subgrupos, de acuerdo con el germen causal (por €j
seria ideal el M. tuberculosis), necesitaria un periodo mucho mas dilatado en el
tiempo para obtener muestras suficientes en nuestro medio o realizar un

estudio multicéntrico.

El nUmero de pacientes estudiados es suficiente para hacer estudios
fisiopatoldgicos exploratorios, pero no para valorar supervivencia ni otros

parametros de interés clinico inmediato.

No se determind PTH, lo cual mejoraria la interpretacion de las
respuestas de los metabolitos de vitamina D, pero no influiria en los de los
péptidos antibidticos. No se valoré 250H D “libre” o “bioactiva”, aunque existen
muchas dudas sobre la utilidad de esta cuantificacion (Powe et a/ 2013, Chun et
al 2014). No se valoré el efecto de los polimorfismos de la CYP27B, de la VDBP
o del receptor de la vitamina D en los resultados. Nuevamente para poder
acometer esta empresa hacen falta estudios multicéntricos con un nimero muy

superior de pacientes.

156



7. CONCLUSIONES
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1.

Los niveles séricos de 250H Vitamina D de los pacientes con DP
son inferiores a los de un grupo control sano emparejado por
edad, zona geografica y época del afio. Sin embargo los niveles

séricos de VDBP no son diferentes.

La hipovitaminosis D es mas frecuente y grave en los DPC y menos
frecuente en los DPT, quedando los DPI en un nivel intermedio.
Los pacientes con DP tipo trasudado tienen niveles mas bajos de
250H vitamina D en sangre y mayor prevalencia de
hipovitaminosis grave que los pacientes con DP tipo exudado. No

se encontraron diferencias entre los DPI complicados y no.

Los metabolitos relacionados con la vitamina D y los péptidos
antibidticos vitamina D dependientes son medibles en liquido

pleural.

Los niveles intrapleurales de 250H vitamina D se comportan de
forma similar a sus niveles en suero, por lo que no hay diferencias
en el cociente LP/S en ningln grupo. Los niveles intrapleurales de
1,25(0H)2 vitamina D son mas elevados en los DPT y en los DPI
que en los DPC. El cociente LP/S de 1,25(0OH)2 vitamina D es
mayor en los DPI que en los DPC. Los DP tipo exudado tienen
mayores niveles de 1,25(0H)2 vitamina D en LP que los pacientes
con DP tipo trasudado, pero el calcitriol no difiere en suero. El
cociente LP/S de 1,25(0OH)2 vitamina D es mas alto en los
exudados. No hay diferencias en estos parametros entre los DPI

complicados y no.
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5. La catelicidina en suero o LP y el cociente de catelicidina LP/S
estan aumentados en los pacientes con DPI comparados con las
otras causas de DP y en los exudados comparados con los
trasudados. La catelicidina en suero y LP se encuentra mas
elevada en los DPI complicados. No se encontraron diferencias en
los niveles de B-2-defensina en los distintos grupos etioldgicos ni
en los exudados y trasudados, sin embargo, se encontraron niveles

séricos mas bajos en el grupo de los DPI complicados.

6. En los pacientes con DP los niveles de 250H vitamina D en suero
correlacionan positivamente con sus niveles en LP y con los de
1,25(0OH)2 vitamina D en suero y LP, pero no con los de
catelicidina o B-2-defensina. En los pacientes con DPI los niveles
séricos de 1,25(0OH)2 vitamina D correlacionan positivamente con
sus niveles pleurales y con los niveles séricos de catelicidina, pero
no con los niveles séricos de B-2-defensina. La catelicidina sérica

no correlaciona con la 250H vitamina D sérica o intrapleural.

7. La potencial utilidad diagnostica de los metabolitos relacionados
con la vitamina D y de los antibidticos vitamina D dependientes
valorada mediante curvas ROC es pobre en todos los grupos

estudiados.
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9.1 Aprobacion del Comité Etico de Investigacion Clinica de Cantabria

FUNDACION MARQUES DE VALDECILLA
IFIMAV

M2 BLANCA SANCHEZ SANTIAGO, Secretario/a del COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité ha evaluado la propuesta del Investigador Principal del estudio:

TITULO: Estado nutricional en vitamina D y péptidos antibiéticos vitamina D
dependientes (Catelicidina y B-defensina 2) en sangre y en el liquido pleural:
posibles implicaciones fisiopatolégicas y diagndsticas en los derrames
pleurales.

TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacion

y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacién con los objetivos del estudio y estén justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y
medios disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Fundacion Marqués de Valdecilla - C.LF.: Q3900760 D

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que dicho Estudio sea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, actuando como
investigador principal el Dr./Dra. CARLOS ANTONIO AMADO DIAGO.

Como queda reflejado en el Acta: 25/2012.

Lo que firmo en Santander, a 27 de julio de 2012

(\f‘/ ; 'éé(mc& &‘f‘*

M2 B/[ANCA SA ANTIAGO

/ Secretario/a del CEIC

Tlfno: 942 315 515 e Fax: 942 315 517 e e-mails: ifimav.eclinicos3@fmdv.org y ifimav.eclinicos4@fmdyv.org
o http://www.ifimav.org Avda. Valdecilla, s/n e 39008 SANTANDER (Cantabria)
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9.2 Hoja de recogida de datos

Datos generales:

Orden
Fecha de nacimiento
Fecha de obtencidn del liquido

Género

Determinaciones especificas:

25 OH vitamina D en suero

25 OH vitamina D en liquido pleural
1,25 (OH); vitamina D en suero

1,25 (OH), vitamina D en liquido pleural
VDBP en suero

VDBP en liquido pleural

Catelicidina en suero

Catelicidina en liquido pleural
p-2-Defensina en suero

B-2-Defensina en liquido pleural
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Datos diagnosticos:
Diagndstico
Subgrupo etioldgico
Cardiaco
Infeccioso
Complicado
No complicado
Tumoral
Desconocido
Infrecuente
EXUDADO/TRASUDADO ETIOLOGICO
EXUDADO
TRASUDADO
EXUDADO/TRASUDADO SEGUN CRITERIOS DE LIGHT
EXUDADO

TRASUDADO

Analitica rutinaria en liquido pleural:
Anatomia patoldgica:
Recuento celular (%)

Polimorfonucleares (%)
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Linfocitos (%)
Eosindfilos (%)
Macrofagos (%)
Basdfilos (%)
Mesoteliales (%)
Malignas

Si

No

Tipo

Microbiologia
Microorganismo
Bioquimica
ADA
Proteinas
LDH
Colesterol
Triglicéridos
Amilasa
Glucosa
pH
Analitica rutinaria en Sangre:

Leucocitos
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Segmentados (%)
Linfocitos (%)
Monocitos (%)
Eosindfilos (%)
Basdfilos (%)
Proteinas
LDH
VSG
PCR
Procalcitonina
Calcio
Albdmina
Datos Evolutivos
UCI
Si
No
SUPERVIVENCIA PRIMER MES
SI
NO
SUPERVIVENCIA 6 MESES
SI

NO
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MUERTE

SI

NO

Fecha de la muerte
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9.3 Comunicacion Congreso de la ERS 2012

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

LL-37 is an antimicrobial peptide
produced by neutrophils, respiratory
epithelial and mesothelial cells that
has been studied for its broad
spectrum activity against
microorganisms. It also recruits
inflammatory cells and promotes
immune responses(1). It has never
been measured in pleural fluid.

Objectives

The objective of our Study is to
measure the pleural and serum
levels of LL-37 in pleural effusion,
and to compare these levels and the
pleural-to-serum LL-37 ratio among
pleural fluids of the three most
frequent etiologies: infectious,
malignant and congestive heart
failure (CHF).

0

pleural fluid
Serum

Insert Footer or Copyright Information Here

We obtained 42 pleural effusions
(collected in our hospital from
November 2010 to April 2011) and
divided them into 3 diagnostic
categories: The diagnosis of
infectious effusion required the
previous diagnosis of pneumonia by
radiological and clinical criteria or
empyema demonstrated by
microbiological methods. Malignant
effusion required that malignant
tissue in the pleural cavity be shown
by pleural biopsy or cytopathology.
CHF effusion required transudative
effusion by Light's criteria in an
adequate clinical background and
response to diuretics.

LL-37 was measured in the pleural
fluid and serum of 23 infectious
effusions, 10 malignant effusions and
9 CHF effusions by ELISA (Hycult,
Netherlands). Statistical analyses
were performed using statistical
computer software (SPSS 17.0).

B |nfetious
Malignant
B CHF

Ratio

All results are presented: mean +/-
Std. Deviation, (median, minimun-
maximun).

Pleural Fluid LL-37 levels: Infectious
3.77+4.81 ng/ml (1.64, 0.38-19.4)
malignant 2.58+4.17 (0.87,
0.09-135) , CHF 1.59+1.02 (0.99,
0.47-3.3) (Kruskal Wallis test p= 0.4)
Serum LL-37 levels: Infectious
2.09+3.42 ng/ml (0.98, 0.06-16.35)
malignant 3.44+4.3 (1.19, 0.17-12.6) ,
CHF 3.44+3.02 (2.6, 0.71-10.3)
(Kruskal Wallis test p=0.13)

Pleural fluid-to-Serum LL-37 ratio
levels: Infectious 1.33+1.88 (1.29,
100-0.43) malignant 0.60+0.92 (0.72,
1.11-0.21) , CHF 0.46+0.93 (0.44,
1.12-0.24) (Kruskal Wallis test p<
0.001. Scheffé test: Infectious vs
malignant p=0.002, infectious vs CHF
p<0.001, malignant vs CHF not
significant.

Conclusions

Pleural fluid-to-Serum LL-37 ratios
are significantly elevated in infectious
pleural effusions in comparison with
malignant or CHF pleural effusions,
suggesting that LL-37 is actively
produced intrapleurally in infectious
effusions.

References

1.-Tecle T, Tripathi S, Hartshorn KL. Review:
Defensins and cathelicidins in lung immunity.
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9.4 Comunicacion Congreso de la ERS 2013

EUROPEAN RESPIRATORY SOCIETY

ERS

BARCELONA spain, 7-11 september

Sunday 4 August 2013

Dear Dr. Amado,

We are pleased to inform you that yout abstract entitled: "Human beta defensin-2 serum levels are
lower in complicated infectious pleural effusions" has been selected for presentation in Oral
Presentation entitled "Interesting research questions" at the ERS Barcelona 2013 Congress. The
session will be held on Wednesday, 11-09-2013 from 08:30 to 10:30 in "Room 2.3".

Read carefully the instructions on how to prepare your abstract presentation on our website :
http://www.erscongress2013.org/programme-what-you-get/2013-05-08-09-02-03/guidelines.html

In order to increase the visibility of your abstract during the congress, authors of an accepted abstract
will be encouraged to create an electronic version of their work, called E-Poster. A database with all
E-Posters will be accessible throughout the congress at the E-Poster area onsite. A personnal password
and login (that will be sent to amadodiago.carlos@gmail.com) to access the link and create your
E-Poster online will be sent to you in July as well as E-Poster creation guidelines and poster models to
help you in the process. Every delegate can access the platform, consult and comment your E-Poster
during the Congress. N.B. the creation of E-Poster is recommended for all accepted abstracts.

‘We would like to point out that:
1. At least one of the authors (the presenting author) must be a registered participant at the Congress.
In order to register, please go to: http://www.erscongress2013.org/home/registration.html.
2. No change can be made to the abstracts
3. Real or perceived conflicts of interest that relate to your presentation have to be disclosed when
presenting your abstract (on poster or on slide presentation) and on your E-Poster.
4. If, for any reason, you have to cancel your presentation, it is important that you notify us immediately.
Please use the following contact details:
- To cancel your abstract presentation both in the Final Programme and the Abstract book:
ERS Scientific Dept. in Lausanne by fax: +41 21 213 01 00; or by e-mail: scientific@ersnet.org
- To cancel your registration to the Congress: KIT Group by e_mail: ers2013registration@kit-group.org

If you will not be the one presenting the abstract, we would be grateful if you could pass on the
information in this letter to the person concerned.

Yours sincerely,
ERS Scientific activities department on behalf of

/7 vd '
AN A

Laurent-Pierre Nicod, Programme Committee Chair

N.B. No-shows:

Every year, a number of authors with accepted abstracts fail to attend the Congress or to present their
work.

We wish to remind you that if you do not show up, or do not have a co-author present in your place, you
may not be invited to present your work at future ERS meetings.

www.erscongress2013.org
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LOS PACIENTES CON DERRAME PLEURAL

C.A.Amado, J. Villuela, D. Ferrer, J.J. Ruiz-Cubillan, A. Daly, B. Abascal, M. Ortiz, M.T. Garcia-Unzueta

Servicios de Neumologia y Bioguimica Clinica del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla.

IFIMAV. Santander

INTRODUCCION

La identificacion de receptores para el metabolito activo de
la vitamina D (Calcitriol) en numerosas células ha venido a
sugerir a existencia de nuevas funciones de esta vitamina,
mas alld del metabolismo fosfocdlcico (respuesta
inmunolégica, respuesta frente al cancer, actividad
muscular, funcién cardiovascular, etc...) (1).

El estado nutricional en Vitamina D, de acuerdo con los
criterios del Institute of Medicine USA de Noviembre de
2010, se considera adecuado cuando los niveles séricos
de 25 OH vitamina D (25 OHD), el metabolito estable de la
vitamina D, son superiores a 20 ng/ml, deficiencia si los
niveles se encuentran entre 20 y 10 ng/ml, y deficiencia
grave si los niveles son inferiores a 10 ng/ml.

En la actualidad se sabe que la hipovitaminosis D es
frecuente en nuestra poblacion.

El objetivo de este estudio es valorar el estado nutricional
en vitamina D en un grupo de pacientes con derrame
pleural de distinta etiologia.

MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 43 casos de derrame pleural entre octubre
de 2010 y abril de 2011, en los que se obtuvo una muestra
simultdnea de sangre para las determinaciones
bioquimicas rutinarias y 25 OHD, tras obtener
consentimiento informado de los pacientes. Los derrames
pleurales fueron clasificados en los siguientes grupos,
siguiendo criterios aceptados en la literatura (2): 1)
Infeccioso (cuando los pacientes presentaban una
condensacion acompafiando el derrame, cuando
presentaban un cultivo positivo en esputo o liquido pleural
para un microorganismo, o cuando la anatomia patolégica
era sugestiva de infeccion. En el caso de los derrames de
etiologia tuberculosa, se incluyeron ademas dos casos por
cumplir criterios clinicos junto con ADA alto, y Mantoux
positivo, 2) Maligno (cuando el derrame presentaba
citologia o biopsia positiva para células malignas) 3)
Cardiaco (cuando el derrame era un trasudado segin los
criterios de Light y el paciente presentaba datos clinicos
de insuficiencia cardiaca). No se incluyeron casos dudosos
o de posibles etiologias mixtas o raras.

Ninguno de ellos recibia farmacos o tenia enfermedades
que pudieran alterar los niveles séricos de 250HD

Los datos se expresan como media*desviacién estandar
(mediana, rango)

De los 43 casos 22 eran de causa infecciosa (14 hombres
y 8 mujeres) con una edad de 60+23 afios (57, 12-96), 13
eran de causa tumoral, 8 hombres y 5 mujeres, edad
69+14 (75, 40-87), 8 cardiacos, 4 hombres y 4 mujeres
edad 75+19 (82, 31-89).

La determinacion de 25 OHD se realizd mediante enlace
competitivo utilizando quimioluminiscencia automatizada
(IDS).

Los datos fueron analizados mediante el
informatico SPSS versién 17.0

sistema
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RESULTADOS

Los niveles de 25 OHD en suero en los pacientes con
causa infecciosa fueron: 14,4%8,2 ng/ml (13,4, 3-34,3),
en los pacientes de etiologia cancerosa 16,3+5,7 (14,2,
9,3-24,5), y en el grupo de etiologia cardiaca 13,0+8,2
(10,7, 5,4-30,5). No se apreciaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tres grupos.

De los 22 pacientes de causa infecciosa, solo 4
presentaban niveles adecuados de 25 OHD (18%), de los
13 tumorales, sélo 5 tenian niveles adecuados de 25
OHD (38%), y de los cardiacos sélo 1 tenia niveles
adecuados de 25 OHD (12,5%).

De los 22 pacientes de etiologia infecciosa 8
presentaban una deficiencia grave de vitamina D (36%),
de los 13 tumorales, 1 presentaba deficiencia grave (7%),
y de los 8 cardiacos 4 tenian deficiencia grave (50%).

CONCLUSIONES

La hipovitaminosis D es muy frecuente en los
pacientes con derrame pleural, cualquiera que sea su
causa.

No hay diferencias estadisticamente significativas
entre los niveles de vitamina D de los pacientes con
derrame pleural de distinta etiologia.

La causa de este déficit es probablemente
multifactorial (ingesta dietética pobre en vitamina D,
insuficiente exposicion solar e hiperconsumo de esta
vitamina).

REFERENCIAS
1.-Di Rosa M, Malaguarnera M, Nicoletti F,
Malaguarnera L. Vitamin D3: a helpful immuno-

modulator. Immunology. 2011, 134:123-39.
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Disease Guideline Group. Thorax. 201;65:667-9.



9.6 Comunicacion congreso SEPAR 2013

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

Introduccion

La catelicidina es un péptido antimicrobiano derivado de la vitamina D que juega un papel importante en la inflamacion
1). Nunca se ha estudiado su relacién con las distintas etiologias de derrame pleural.

Material y Métodos

Se estudiaron 102 muestras de liquido pleural y de suero de los pacientes con derrame pleural diagnosticados en
nuestro hospital de Noviembre de 2010 a Noviembre de 2011. De los 102 casos fueron excluidos 19 por tratarse de
derrames de etiologia desconocida (8) y 11 por tratarse de causas raras u obvias (la mayoria derrames en
postoperados no infectados). Los restantes 82 casos fueron divididos en subgrupos en funcién de su diagndstico en
infeccioso, tumoral o de etiologia cardiaca. También se les clasificd en funcion de su diagnéstico entre trasudados y
exudados. Dentro de los infecciosos se subdividieron los derrames pleurales en complicados y no complicados
utilizando como criterio si precisaron colocacion o no de tubo de térax. De los 82 casos, infeccioso 30 (36,5%), tumoral
26 (31,7%), cardiaco 26 (31,7%). De los 30 infecciosos 18 (60%) fueron derrames no complicados y 12 (40%)
complicados. 56 (68%) exudados y 26 (31,7%) trasudados segun criterios clinicos. En las muestras de suero y liquido
pleural se analizaron los niveles de catelicidina y se calculé el cociente de los niveles entre liquido pleural y suero. Los
datos fueron analizados mediante el sistema informatico SPSS version 17.0, se expresan como media=desviacion
estandar (mediana, rango).

Resultados

CARDIACO 0,68+/-0,91; (0,28, 0,1-3,3) 0,88+/-1,23; (0,66, 0,11-6,6) | 1,48+/-2,33;(0,430,01-10,34)

TUMORAL | 1,75+/-2,95; (0,87, 0,01-13,5) | 1,12+/-1,02; (0,9, 0,21-5,10) | 2,13+/- 3,46; (0,85 0,01-12,62)
5,47+/-13,35; (1,23, 0,43-
INFECCIOSO | 3,15+/-4,46; (1,4, 0,053-19,4) 72,83) 1,77+/- 3,07; (0,91 0,01-16,35),

NO
COMPLICADO | 1,66+/-1,98; (0,82, 0,53-7,06) | 2,5+/-3,37; (1, 0,43-13,94) 0,9+/- 1,05; (0,5 0,01-3,3)

COMPLICADO | 5,39+/-6,11; (2,99 0,191-19,4) | ,93+/-20,41; (2,52 0,89-72,83) 0,9+/-1,05; (0,5 0,01-3,3)

ETIOLOGICO p=0,001 p=0,000 p=0,51

COMPLICADO p= 0,010 p= 0,051 p=0,124

Conclusiones

La catelicidina se produce en la pleura ante estimulos inflamatorios.
Cuanto mayor es el estimulo inflamatorio, mayor es la produccién de catelicidina en la pleura.
Esto no se cumple en los niveles en suero de esta sustancia.
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Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

Introduccion

La catelicidina es un péptido antimicrobiano derivado de la vitamina D que juega un papel importante en la inflamacion
(1) Nunca se ha estudiado su relacién con distintos marcadores que se pueden medir en el liquido pleural.

Material y Métodos

Se estudiaron 102 muestras de liquido pleural de los pacientes con derrame pleural diagnosticados en nuestro hospital
de Noviembre de 2010 a noviembre de 2011. De los 102 casos, 9 (8,82%) se trataban de derrames de etiologia
desconocida, 11(10,78%) se trataban de derrames de etiologia poco frecuente, causas raras u obvias (la mayoria
derrames en postoperados no infectados).

infeccioso 30 (29,4%), tumoral 26 (25,48%), cardiaco 26 (25,48%).

En las muestras de liquido pleural se analizaron los niveles de catelicidina se estudié su correlacién con los niveles en
suero de Vitamina D (midiendo su metabolito 250H-Vitamina D) y con glucosa, pH, proteinas totales y LDH en liquido
pleural utilizando la técnica Rho de Spearman. Los datos fueron analizados mediante el sistema informatico SPSS
version 17.0, se expresan como mediazdesviacion estandar (mediana, rango).

Resultados

Correlacion con Vitamina D en suero de 0,107 (p= 0,305) n = 102, correlacion con glucosa pleural de -0,361 (p=0,001)
n =77, correlacion con pH pleural de -0,366 (p=0,022) n = 39, correlacion con proteinas totales pleurales de 0,170
(p=0,132) n = 80, correlaciéon con LDH pleural de 0,162 (p=0,138) n= 85, correlacion con ADA en pleura de -0,050
(p=0,655)n=82.
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Conclusiones

Existe una correlacion negativa debil, estadisticamente significativa entre los niveles de catelicidina en liquido
pleural y el pH y glucosa en liquido pleural.

No se encontraron correlaciones estadisticamente significativas entre los niveles de catelicidina en liquido pleural y
niveles de vitamina D en suero, los niveles de proteinas totales o los de LDH.

De estos resultados se puede deducir que la catelicidina se puede producir en la pleura ante estimulos
inflamatorios.
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Hospital Universitario Marqués de Valdecilla

Introduccion

La identificacion de receptores para el metabolito activo de la vitamina D (Calcitriol) en numerosas células ha servido
para demostrar la existencia de nuevas funciones de esta vitamina, mas alla del metabolismo fosfocalcico (respuesta
inmunoldgica, respuesta frente al cancer, actividad muscular, funcioén cardiovascular, etc...). El estado nutricional en
Vitamina D, de acuerdo con los criterios del Institute of Medicine USA de Noviembre de 2010, se considera adecuado
cuando los niveles séricos de 25 OH vitamina D (25 OHD), el metabolito estable de la vitamina D, son superiores a 20
ng/ml, déficit si los niveles se encuentran entre 20 y 10 ng/ml, y déficit severo si los niveles son inferiores a 10 ng/ml.
En la actualidad se sabe que la hipovitaminosis D es bastante frecuente en nuestra poblacion, especialmente en los
ancianos. El objetivo de este estudio es valorar el estado nutricional en vitamina D entre los pacientes que tienen un
derrame pleural infeccioso y compararlo con un grupo de pacientes control sanos.

Material y Métodos

Se estudiaron 33 casos de derrame pleural infeccioso entre octubre de 2010 y abril de 2011, en los que se obtuvo una
muestra de suero para las determinaciones bioquimicas rutinarias y 25 OHD. Simultaneamente se sacaron muestras
de 33 voluntarios sanos que actuaron como grupo control. Los controles fueron apareados con los casos por su edad.
La edad media de ambos grupos fue de 57+/-16 afios. En el grupo con derrame pleural 22 (66%) eran hombres, en el
grupo control, 8 (24%) eran hombres.La determinacion de 25 OHD se realizé6 mediante enlace competitivo utilizando
quimioluminiscencia automatizada (IDS).Los datos fueron analizados mediante el sistema informatico SPSS versiéon
20.0

Resultados
| Pardmetro | Derramelnfeccioso | Control | p
33 33 NA

Numero
Edad media (afios) 57116 57+16 NA
Sexo Masculino 22(66) 8(24) 0,002
n(%)
250H Vitamina D 17,81+8,14 25,87+10,11 0,001
ng/ml
Déficit n(%) 19(57,6%) 9(27%) 0,003
Déficit Severo 4(12,1%) 0(0%) 0,007

Conclusiones

Los pacientes con derrame pleural de etiologia infecciosa, tienen un déficit importante de vitamina D en comparacion
con el grupo control.Existe un nimero aumentado de pacientes con déficit de cualquier tipo y de déficit severo en el
grupo de pacientes con derrame pleural infeccioso de forma estadisticamente significativa.
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