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LA PLEURA. ANATOMIA Y FISIOLOGIA PLEURAL

e ANATOMIA E HISTOLOGIA DE LA PLEURA

La pleura es una membrana serosa que recubre el parénquima pulmonar, el
mediastino, el diafragma y la pared toracica. Se divide en dos hojas denominadas
pleura visceral y pleura parietal. Entre ellas delimitan un espacio, denominado
espacio o cavidad pleural, que contiene una minima cantidad de liquido en
condiciones normales. La pleura visceral tapiza el parénquima pulmonar y las
cisuras interlobares. La pleura parietal recubre la superficie interna de la pared
costal, el diafragma y el mediastino, uniéndose con la pleura visceral a nivel del
hilio pulmonar™.

La cavidad pleural es un espacio practicamente virtual de unos 10-20 um de
ancho entre el mesotelio pleural y visceral. En condiciones fisiologicas contiene un
volumen de liquido de 0.1 — 0.2 mL/Kg de peso corporal. El liquido pleural es un
liquido claro, con un contenido proteico inferior a 1.5 g/dL. Tiene una presencia
celular escasa, aproximadamente 1500 células por uL, con un predominio de
monocitos y escasos linfocitos, macréfagos y células mesoteliales?.

El liquido pleural disminuye la friccion entre el pulmén y la pared toréacica,
permitiendo el deslizamiento de la pleura visceral sobre la pleura parietal durante

los movimientos respiratorios®.



Desde un punto de vista histoldgico, la membrana pleural se compone de
cuatro capas con diferentes componentes celulares y estructurales, denominadas
capa fibroelastica profunda, capa de tejido conectivo denso, submesotelio o
membrana basal y monocapa de células mesoteliales®.

La capa fibroelastica profunda, formada por fibras de colageno y elastina, se
adhiere fuertemente a la pared toracica, el mediastino, el diafragma y el
parénquima pulmonar.

La capa de tejido conectivo adquiere una morfologia densa e irregular a lo
largo de la superficie pleural*. Es un entramado de fibras colagenas y elastina que
contiene vasos sanguineos Yy linfaticos, asi como terminaciones nerviosas. Los
vasos sanguineos, representados fundamentalmente por capilares, proceden de las
arterias intercostales en la superficie parietal y de las arterias bronquiales en la
superficie visceral’. Los vasos linfaticos forman verdaderos lagos en la capa de
tejido conectivo y comunican de forma directa con el espacio pleural a través de
estomas situados entre las células mesoteliales®™.

El submesotelio es una fina banda de tejido conectivo rico en proteoglicanos,
en intimo contacto con las células mesoteliales.

Las células mesoteliales se disponen en una Unica capa celular a lo largo de la

I*3. Adquieren una morfologia aplanada o cuboidal segin su

superficie pleura
localizacién en la pleura o en respuesta a diferentes estimulos celulares®®. Su

superficie apical estd tapizada de numerosas microvellosidades, sobre todo en la



pleura visceral basal, que atrapan glicoproteinas ricas en &cido hialurénico
contribuyendo a disminuir la friccion entre las dos superficies pleurales*3°®,

El mesotelio pleural habia sido considerado inicialmente como una membrana
semipermeable sin un papel activo en los procesos patologicos pleurales. En la
actualidad se considera que la célula mesotelial es metabolicamente activa y capaz

de responder ante diferentes estimulos’®.

Las células mesoteliales han
demostrado capacidad para sintetizar colagenos y elastina', sintetizar factores de
crecimiento celular y citoquinas y aumentar la permeabilidad local a proteinas’®.

De este modo, se han confirmado como una pieza relevante en los mecanismos

de inflamacion pleural.

e FISIOLOGIA DE LA FORMACION DE LIQUIDO PLEURAL

En condiciones normales la entrada y salida de liquido pleural y proteinas del
espacio pleural se mantiene en constante equilibrio®. El liquido pleural se forma a
partir del filtrado a través de los capilares sistémicos de la pleura parietal hacia el
intersticio extrapleural y posteriormente hacia el espacio pleural fruto de la
diferencia de presiones hidrostaticas entre estos compartimentos. La tasa normal
de filtrado de liquido hacia el espacio pleural es de 0.01 mL/Kg/h. La absorcién de
liquido pleural se produce predominantemente a traveés de los linfaticos de la

pleura parietal y muy en menor medida a través de la pleura visceral. La capacidad



de reabsorcion de los linfaticos en la pleura parietal es de 0.2 mL/Kg/h, y por lo

tanto unas 20 veces superior a la tasa de formacion de liquido pleural en

condiciones normales

1,11,12

El liquido pleural se acumula en el espacio pleural cuando la formacién de

liquido excede la reabsorcion, comportando la apariciéon de derrame pleural.

Clasicamente, se han descrito seis mecanismos responsables de una excesiva

acumulacion de liquido pleural®:

1.

4.

Aumento de la presion hidrostatica de la circulacion microvascular. EI aumento
de la presion venosa sistémica y de la presién venosa pulmonar son los
responsables del desarrollo de derrames pleurales en pacientes afectos de
insuficiencia cardiaca congestiva.

Disminucion de la presion oncética de la circulacion microvascular. Se observa
en pacientes con disminucion del contenido proteico del suero que favorece la
extravasacion de liquido hacia el espacio intersticial.

Disminucion de la presion en el espacio pleural. La atelectasia pulmonar
provoca una disminucién de la presion pleural que favorece el filtrado a través
de la pleura parietal por diferencia de presiones hidrostaticas.

Aumento de la permeabilidad vascular. En los procesos inflamatorios e
infecciosos, la liberacion de mediadores inflamatorios provoca una alteracion de
la permeabilidad vascular y de la capa de células mesoteliales que favorece la
salida de liquido hacia el espacio pleural. Es un mecanismo fisiopatoldgico

implicado en los derrames pleurales paraneumaonicos.



5. Bloqueo de drenaje linfatico. La dificultad de drenaje linfatico a nivel de
estomas, vasos linfaticos o ganglios linfaticos, favorece la formacién de
derrame pleural y es un mecanismo fisiopatolégico implicado en la patogenia
de los derrames pleurales malignos.

6. Filtrado de liquido desde el peritoneo. La presencia de ascitis favorece el paso
de liquido a través de linfaticos diafragmaticos o defectos diafragmaticos hacia
el espacio pleural.

Estos mecanismos fisiopatoldégicos comportan como via final la aparicion de
derrame pleural, que debe ser entendido como un hecho patologico. La presencia
de derrame pleural nos obliga a iniciar una serie de estudios para definir el origen

del mismo y posteriormente decidir una actitud terapéutica adecuada.



1. LOS DERRAMES PLEURALES PARANEUMONICOS

e LA INFECCION PLEURAL

Los derrames pleurales paraneumonicos son una causa frecuente de derrame
pleural exudado®. A pesar de los avances en antibioticoterapia, las neumonias
bacterianas contindan siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad en

d“**2!  La incidencia anual de neumonias bacterianas en los

nuestra socieda
Estados Unidos se estima en 4 millones de casos. Un 20% de estos casos requerira
hospitalizacién®’. La presencia de derrame pleural paraneuménico se observa en
un 20-60% de los pacientes ingresados por neumonia bacteriana®*?3. Un elevado
porcentaje de derrames pleurales paraneumaonicos se resuelven con la instauracion
de un tratamiento antibiético adecuado para el proceso infeccioso de base y sin la
necesidad de realizar ninguna actitud terapéutica especial sobre el derrame
pleural. Sin embargo, entre un 5-10% de los derrames pleurales paraneumaonicos
progresan a derrames pleurales complicados y empiemas que requeriran el drenaje
terapéutico del liquido pleural®. Las tasas de morbilidad y mortalidad de los
pacientes afectos de derrame pleural paraneumoénico son superiores a las de los
pacientes afectos de neumonia bacteriana aislada®*. En este sentido, observamos

que la tasa de mortalidad por empiema oscila entre el 25% y 70% en los pacientes

de edad avanzada y en aquellos afectos de enfermedades crénicas®.



Las infecciones del espacio pleural han sido reconocidas como un problema
médico importante desde las primeras épocas de la historia de la medicina.
Hipdcrates, 500 afios a.c, ya recomendaba el tratamiento de los empiemas
mediante drenaje pleural abierto®. A mediados del siglo XIX se institucionalizé la
toracocentesis terapéutica, y se observé que no todos los pacientes con infeccion
de la cavidad pleural requerian drenaje pleural abierto®. En 1876, Hewitt describi6
por primera vez el drenaje pleural cerrado mediante un tubo de goma?’.

A pesar de los avances en el manejo terapéutico de los derrames
paraneumonicos en los ultimos dos siglos, aun hoy en dia, los mecanismos
celulares y moleculares implicados en la patogénesis de la inflamacion pleural no
han sido totalmente dilucidados™.

La respuesta del huésped ante la infeccion pleural consiste en una intensa
respuesta inflamatoria local que implica el reclutamiento y activacion de neutrofilos
y macrofagos. Esta respuesta puede conducir a la resolucién de la infeccién y a la
reparacion “ad integrum” del mesotelio pleural. Pero, si existe una disregulacion en
la respuesta inflamatoria y en los procesos de reparacion podria conducir a la
aparicion de fibrosis pleural, que comportara importantes secuelas anatomicas y
fisioldgicas del pulmén y la pared toracica.

El espacio pleural es un espacio practicamente virtual en el que no existen
células inflamatorias en condiciones normales. Por ello, se considera que la
respuesta inflamatoria pleural tiene lugar en dos fases. La primera fase esté

mediada por las células mesoteliales que recubren la superficie pleural y provocaria



la liberacion y activacion de mediadores inflamatorios. La segunda fase consiste en
la expansién y perpetuacion de la respuesta inflamatoria que estaria mediada por
las citoquinas liberadas por la respuesta mesotelial primaria y por las células
inflamatorias reclutadas hacia el espacio pleural por dichos mediadores’.

Las células mesoteliales, por su localizacion en la superficie pleural, son las
primeras en reaccionar frente a los agentes infecciosos que invaden la pleura. La
activacion de las células mesoteliales provoca la liberacion de proteinas de bajo
peso molecular, denominadas citoquinas. Estas proteinas tienen un papel
fundamental como mediadores de la respuesta inflamatoria en los procesos

2830 |as células mesoteliales, asi mismo,

inflamatorios locales o sistémicos
favorecen un importante aumento de la permeabilidad a proteinas de elevado peso
molecular que provocara un incremento del contenido proteico del liquido pleural.
Por ultimo, durante el proceso de activacion del mesotelio pleural, se observa la
aparicion de espacios intercelulares o gaps, secundarios a un cambio en la
morfologia de las células mesoteliales, que contribuirdn al paso de las células
inflamatorias hacia el espacio pleural.

La liberacion de citoquinas proinflamatorias favorece el reclutamiento de células
inflamatorias, neutrdfilos y células mononucleares fagociticas, que iniciaran la
contencion y destruccion de los agentes infecciosos. Las células inflamatorias

liberan nuevas citoquinas que contribuyen a expandir y perpetuar la respuesta

inflamatoria pleural.



Desde un punto de vista fisiopatolégico, la evolucion de los derrames pleurales
paraneumonicos ha sido clasicamente dividida en tres fases o estadios, que
aparecerian de una forma gradual en el tiempo. Es una clasificacion util a nivel
tedrico, aunque en la evolucion de los derrames paraneumonicos hacia el empiema
estas fases se superponen y es dificil diferenciarlas desde un punto de vista
practico (Tabla 1)%%42%31,

En la primera fase, fase exudativa, se observa un aumento de la permeabilidad
pleural, que comporta el paso de liquido pleural estéril desde el intersticio
pulmonar hacia el espacio pleural. Este liquido pleural se caracteriza por un
elevado contenido proteico, escasa celularidad con predominio neutrofilico, y unas
cifras de pH y glucosa normales. En esta fase, la instauracion de un tratamiento
antibiético adecuado suele resolver el derrame pleural.

La segunda fase, denominada fibrinopurulenta, se caracteriza por el acumulo
de gran cantidad de liquido pleural y la invasion bacteriana del espacio pleural. El
liquido pleural es mas denso, con elevado contenido de células polimorfonucleares
y detritus celulares. Existe un progresivo descenso del pH y de la glucosa en el
liquido pleural. Ademas, se observa el depdsito de fibrina en la superficie pleural
parietal y visceral, que contribuird a la formacion de adherencias y loculaciones
entre las dos hojas pleurales. Estas adherencias evitan la extension de la infeccion

pero dificultaran el drenaje del liquido pleural. En esta fase, serd necesario drenar

el liquido pleural para una correcta resolucion del proceso infeccioso.
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En el estadio final organizativo, observamos la proliferacion de fibroblastos en
la superficie pleural y sobre los puentes de fibrina, que conduciran a la formacién
de una membrana inelastica pleural a modo de coraza que comportara importantes
secuelas anatomicas y funcionales del pulmén y la caja tor4cica. Se puede producir
el drenaje espontaneo del liquido pleural purulento a través de la pared toracica
(empyema necessitatis), o hacia el pulmon a través de una fistula broncopleural.

El objetivo del manejo terapéutico de los derrames pleurales infecciosos va
encaminado a un reconocimiento precoz y a la instauracién de un tratamiento
adecuado que evite la aparicion de las secuelas pleurales en forma de adherencias

y fibrosis de los estadios fibrinopurulento y organizativo.

Tabla 1. Evolucion de los derrames pleurales paraneumonicos.

- Aumento permeabilidad _ ___ | - Liquido pleural estéril

mesotelio y endotelio FASE EXUDATIVA - pH, Glucosa y LDH
normales

- Invasién - Engrosamiento y

microorganismos — | EASE FIBRINOPURULENTA | — loculaciones

espacio pleural - pH y Glucosa ¥

- Depésito fibrina -LDH T

- Deposito fibrina y
colageno — | FASE ORGANIZATIVA | — | FIBROSIS PLEURAL
- Invasion fibroblastos PAQUIPLEURITIS

11



e DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LOS DERRAMES PLEURALES

PARANEUMONICOS

Clasicamente se ha definido el derrame pleural paraneuménico como aquel
derrame pleural secundario a una infeccion pulmonar, ya sea una neumonia,
bronquiectasias o un absceso pulmonar. Hablamos de empiema ante la presencia
de pus en el espacio pleural®*. A pesar de que los empiemas suelen estar
asociados a una infeccion pulmonar, en ocasiones son secundarios a procesos
infecciosos extrapulmonares como embolismos pulmonares sépticos, bacteriemia,
mediastinitis, abscesos subfrénicos, traumatismos toracicos abiertos, o ruptura
esofagica®.

De cara al manejo terapéutico de estos derrames, hablamos de derrame pleural
paraneumonico no complicado cuando se resuelve bajo tratamiento antibiotico. Por
el contrario, hablamos de derrame pleural paraneumonico complicado cuando el
derrame pleural no se resuelve Unicamente bajo tratamiento antibiotico y es
preciso la colocacién de un tubo de drenaje pleural para su resolucién?.

El estudio de un derrame pleural paraneumonico implica un diagnostico precoz
del mismo, la practica de una toracocentesis diagnostica para el estudio bioquimico
y microbioldgico del liquido pleural, la instauracion de antibioticoterapia empirica y
decidir la necesidad de la colocacién de un drenaje pleural*?2#2%314%,

El tratamiento antibidtico sistémico debe iniciarse de forma precoz y empirica

basandonos en la severidad del proceso neumoénico subyacente y de si su

12



adquisicién es intra o extrahospitalaria?’. En general, el tratamiento antibiético se
basa en la asociacién de un B-lactamico y un inhibidor de B-lactamasas, 0 una
cefalosporina de tercera generacion. El tratamiento debe ajustarse posteriormente
en funcion de los resultados del estudio microbiolégico del liquido pleural. La
duracion del tratamiento antibi6tico viene determinada por el control de la clinica
neumonica y de la sepsis pleural. El tratamiento de un derrame paraneumanico no
complicado se prolongara el tiempo que dure el tratamiento de la neumonia de
base.

La presencia de pus en el espacio pleural y un cultivo o tincibn de gram
positivos en liquido pleural, son las dos indicaciones absolutas de drenaje
pleural®#“°.

Los dos aspectos mas controvertidos e importantes del drenaje pleural
consisten en la correcta seleccion de pacientes y en el drenaje pleural precoz de
aquellos pacientes que lo precisen®. Los estudios clinicos no ofrecen un sistema
predictivo validado de decision en este sentido. Existen numerosos trabajos que
han intentado definir aquellos pacientes que, ademas de un correcto tratamiento
antibiético, precisaran la colocacion de un drenaje pleural, asociado o no al uso de
fibrinoliticos intrapleurales®?%2433:38:40.42:44.45

No existen factores clinicos que identifiquen claramente aquellos pacientes que
requeriran la colocacion de un drenaje pleural, y por lo tanto no son utiles como

indicadores de complicaciones pleurales®*“®. Sin embargo, algunos datos clinicos y

analiticos, como la persistencia de la clinica a pesar de tratamiento antibiotico
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adecuado, la presencia de leucocitosis persistente!, anemia o hipoalbuminemia®, y
el riesgo de infeccién por anaerobios*’ (alcoholismo, patologia neurolégica con
alteracion de la deglucion,...), se asocian a una mayor probabilidad de presentar
un empiema.

La combinacion de técnicas radioldgicas con el andlisis bioquimico y
microbioldgico del liquido pleural intentan determinar aquellos derrames pleurales
que no se resolveran bajo tratamiento antibiotico, evolucionaran hacia una fase
fibrinopurulenta y posteriormente organizativa y que, en definitiva, requeriran
medidas terapéuticas mas agresivas?>.

Como se ha comentado previamente, la presencia de una tincion de gram o un
cultivo positivos del liquido pleural, suponen, para muchos autores, una indicacion
de drenaje pleural®®****. Determinados patdgenos han demostrado una especial
virulencia sobre el espacio pleural, como los microorganismos anaerobios*,
Streptococcus pyogenes™, Staphylococcus aureus™®, o Klebsiella pneumoniae’™, e
implican una mayor probabilidad de presentar un derrame pleural complicado o
empiema. En general, los gérmenes aislados con mayor frecuencia en el espacio
pleural son el Staphylococcus aureus, el Streptococcus pneumoniae, los bacilos
gram negativos entéricos y los microorganismos anaerobios, como demuestran
cuatro series publicadas de derrames pleurales infecciosos®2.

Entre los estudios radiolégicos, la radiografia toracica continta siendo la técnica
de eleccion en la valoracién inicial de los pacientes afectos de derrames

paraneumonicos y en la deteccion de posibles complicaciones asociadas a la
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practica de toracocentesis®> . Se atribuye a esta técnica una sensibilidad del 67%
y una especificidad del 70% en la deteccién de derrame pleural®’, aunque son
necesarios de 200-500 mL de liquido pleural para borrar el seno costofrénico en la
radiografia de térax péstero-anterior®®. La radiografia en dectbito lateral aumenta
la sensibilidad radiolégica para la deteccion de liquido pleural libre. La imagen

2259 1a presencia de nivel hidroaéreo®’ o

radioldgica de capsulamiento o loculacion
de derrames pleurales de gran tamafio®, aumentan la probabilidad de derrame
pleural complicado o empiema.

La ecografia toracica ha demostrado ser una técnica muy sensible en la
deteccion de liquido pleural. En los derrames pleurales infecciosos, la deteccion de
septos 0 material hiperecogénico mediante esta técnica, orienta hacia la presencia
de derrames pleurales complicados y empiemas. Ademas, se ha demostrado util
para la localizacion de puntos apropiados para la puncién pleural en derrames
pleurales septados y para la colocacion de drenajes pleurales guiados®®®’.

La tomografia computerizada toracica localiza y determina la extension de la
afectacion pleural, ademas de permitir una correcta diferenciacion de alteraciones
pleurales y pulmonares (abscesos, tumores, patologia mediastinica,...). Ha
demostrado ser una técnica muy util en el manejo de derrames pleurales
complicados y empiemas, permitiendo el drenaje pleural guiado y la monitorizacion

de la respuesta al tratamiento. Es fundamental como técnica de imagen

preoperatoria. La deteccion de loculaciones, engrosamiento pleural >0.5 cm o el
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engrosamiento de la grasa subcostal, orientan hacia la presencia de un
empiema®%73,
Las técnicas radiologicas ayudan en el manejo terapéutico de los derrames

pleurales infecciosos® 7477

y en la deteccion de complicaciones pleurales, pero
no determinan, por si solas, la posibilidad de que un derrame pleural sea un
empiema.

El analisis del liquido pleural continta siendo el parametro mas utilizado para
valorar la posibilidad de que un derrame pleural se esté complicando o sea un
empiema>??%2425 | 3 presencia de liquido pleural purulento define el empiema y
es una indicacion absoluta de drenaje pleural. El recuento leucocitario y la cifra de
neutroéfilos en el liquido pleural no predice la necesidad de colocacion de drenaje
pleural®.

La infeccion pleural y la respuesta inflamatoria asociada provocan una
disminucion progresiva del pH y glucosa del liquido pleural, asi como un aumento
de la lactatodeshidrogenasa (LDH). EI metabolismo de la glucosa, con produccion
de CO, y lactato, por parte de las células inflamatorias y bacterias, disminuyen el
pH y glucosa del liquido pleural. La LDH aumenta como consecuencia de la lisis de
neutréfilos y fagocitos mononucleares en el espacio pleural™®®?.

Se ha recomendado el andlisis del pH, glucosa y LDH del liquido pleural de los

derrames pleurales paraneumonicos, para decidir la necesidad de drenaje

1,2,22,24,25,38,40,42,44,45,79,82,83
pleural )
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En general, existe consenso a la hora de definir un derrame pleural no
complicado cuando tiene un pH > 7.2, glucosa > 40 mg/dL y LDH < 1000 UI/L".

En la definicidbn de derrame pleural complicado, atendiendo a las caracteristicas
bioquimicas del liquido pleural, no existe un consenso absoluto. Light, en 1980%,
propuso drenar aquellos derrames con pH < 7.0 y glucosa < 40 mg/dL. Sahn, en
19882, propuso drenar aquellos derrames con pH < 7.1, glucosa <40 mg/dL y LDH
> 1000 UI/L, y defini6 como derrames no complicados aquellos con pH > 7.3 y
glucosa > 60 mg/dL. Los derrames pleurales con pH entre 7.1 y 7.3 serian
tributarios de toracocentesis de control para valorar la evolucién. Heffner, en
1995%*, realizd un metandlisis de varias series de derrames pleurales

paraneuméniCO522,46,78,79,82,83,85

y concluy6 que el pH era el mejor indicador para
diferenciar derrames complicados y no complicados, estableciendo un mejor punto
de corte de 7.2.

Light, en 1995*, propuso una nueva clasificacién de los derrames pleurales

paraneumonicos, que integraba el estudio bioquimico radioldgico y proponia la

actitud terapéutica inicial en los diferentes subtipos de derrames (Tabla 2).
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Tabla 2. Clasificacion de Light de los derrames pleurales paraneumonicos.

CLASE 1
DERRAME PARANEUMONICO NO
SIGNIFICATIVO

Pequefio
< 10 mm de grosor en la Rx térax en decubito
Toracocentesis improductiva

CLASE 2
DERRAME PARANEUMONICO TiPICO

> 10 mm de grosor
pH > 7.2 y glucosa > 40 mg/dL
Tincién de Gram y cultivo negativos

CLASE 3
DERRAME PARANEUMONICO COMPLICADO
BORDERLINE

pH 7.0 — 7.2 y/o LDH > 1000 Ul/L y
glucosa > 40 mg/dL
Tincién de Gram y cultivo negativos

CLASE 4
DERRAME PARANEUMONICO COMPLICADO
SIMPLE

pH < 7.0 y/o glucosa < 40 mg/dL y/o
Tincién de Gram o cultivo positivos
No loculaciones ni aspecto purulento

CLASE 5
DERRAME PARANEUMONICO COMPLICADO
COMPLEJO

pH < 7.0 y/o glucosa < 40 mg/dL y/o
Tincién de Gram o cultivo positivos
Mdltiples loculaciones

CLASE 6
EMPIEMA SIMPLE

Presencia franca de pus
Loculacién Unica

CLASE 7
EMPIEMA COMPLEJO

Presencia franca de pus
Mdltiples loculaciones

Los subtipos 1 y 2 corresponden a los derrames paraneumoénicos no

complicados. Light propone que cuando la cantidad de liquido pleural es pequenia,

menor de 10 mm el la radiografia en decubito lateral, no deberia practicarse una

toracocentesis diagndéstica ya que la mayoria de estos derrames se resuelven con

tratamiento antibidtico y la toracocentesis suele ser improductiva. El subtipo 2

representaria el derrame pleural paraneumaonico tipico, con buena respuesta al

tratamiento antibi6tico.
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En el grupo 3 se encuentran los derrames paraneumonicos borderline,
caracterizados por un pH entre 7.0 y 7.2. El autor propone la practica de
toracocentesis evacuadora terapéutica diaria mientras persista el liquido pleural. Si
varian las caracteristicas bioquimicas se indicaria la practica de drenaje pleural.

Los subtipos 4 a 7 representan los derrames pleurales complicados y
empiemas, en los que estaria indicada la colocacion de un tubo de drenaje pleural
y la instilacion de fibrinoliticos en el caso de que se demuestren septos o
loculaciones por técnicas radioldgicas.

En el grafico 1 se resume el algoritmo diagnostico y terapéutico propuesto por

Light para el manejo de los derrames pleurales paraneumaonicos.
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Gréafico 1. Algoritmo diagnostico y terapéutico para el manejo de los derrames

pleurales paraneumaonicos.

DERRAME PLEURAL
PARANEUMONICO

<10 mm [* Rx / ECO

A 4

Observar TORACOCENTESIS

CLASE 1
v >
LIQUIDO CLARO LIQUIDO TURBIO / PUS
GRAM NEGATIVO pH < 7.0 Glu <40 LDH > 1000
)A GRAM / CULTIVO (+)
pH > 7.2 pH < 7.2
No loculado Loculado
A\ 4
Tto. Antibi6tico Toracocentesis
evacuadora v v
CLASE 2 Tubo drenaje Tubo drenaje
+
Fibrinoliticos
Resolucién Progresion
CLASE 3
Resolucion No resolucién
CLASE \ 4
4/5/6/7 TORACOSCOPIA

DECORTICACION
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La técnica empleada para el drenaje pleural depende de varios factores como
son la viscosidad del liquido pleural, la presencia de loculaciones, la virulencia del
agente causal, la experiencia del centro en diferentes técnicas de drenaje y la
estabilidad clinica del paciente. La premisa béasica de las técnicas empleadas se
centra en el drenaje del liquido pleural de la forma mas rapida y efectiva posible,
para favorecer la reexpansion pulmonar y la obliteracion de la cavidad pleural.

La toracocentesis evacuadora se ha demostrado eficaz hasta en la cuarta parte
de los derrames pleurales con cultivo positivo en fase exudativa precoz®®. Quedaria
limitada a pacientes clinicamente estables en fase precoces de la formacion del
empiema.

El tubo de toracostomia continta siendo el tratamiento de inicio tradicional en
el drenaje pleural. La tasa de éxito en diferentes series varia entre el 6% y el 78%,
probablemente en relacién a diferencias en la seleccion de casos?>3°30:4347,
Deberia reservarse para pacientes en fase exudativa o fibrinopurulenta precoz, con
liquido pleural poco viscoso y con minimas loculaciones. La presencia de
loculaciones o de liquido pleural purulento disminuye la posibilidad de éxito con
esta técnica®”®®. Si se demuestra la presencia de septos o loculaciones por técnicas
de imagen, se deberia asociar tratamiento fibrinolitico.

El drenaje pleural mediante catéteres percutaneos guiados por técnicas de

imagen ha acumulado una importante experiencia en la actualidad y ofrece las

ventajas de una mayor tolerancia por parte de paciente, al colocar catéteres mas
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finos, y la garantia de una correcta colocacion. Diferentes series estiman una tasa
de éxitos del 77% vy tendria las mismas indicaciones que el tubo de
toracostomia®* 1747789,

El uso de fibrinoliticos asociados al drenaje pleural, también ha adquirido un
importante interés en la UGltimas dos décadas. Se utiliza como tratamiento
adyuvante del tubo de drenaje pleural cuando se demuestran septos o loculaciones
por técnicas de imagen. Tanto la estreptokinasa como la urokinasa han
demostrado efectividad en esta indicacién. Se recomienda valorar la respuesta a
este tratamiento en 48 0 72 h para decidir la necesidad de técnicas terapéuticas
mas agresivas y no retrasar el tratamiento quirdrgico de los pacientes en caso de
fracaso del tubo de drenaje y fibrinoliticos® .

Muchos pacientes afectos de empiema en fase fibrinopurulenta tardia o en fase
organizativa, requeriran tratamiento quirdrgico de drenaje pleural, debido a la
presencia de liquido pleural viscoso o mudltiples loculaciones. Es importante
detectar aquellos pacientes que precisaran tratamiento quirdrgico ya que la
demora del drenaje pleural comporta mayores secuelas pleurales, mayor duracion
de la clinica y de la estancia hospitalaria, asi como una mayor morbilidad y
mortalidad.

La liberacion de adherencias mediante toracoscopia seria la técnica de eleccion
tras el fracaso del tubo de drenaje y la instilacion de fibrinoliticos, en pacientes en

fase fibrinopurulenta. Se reconoce una tasa de éxitos del 80%. Es una técnica

quirtrgica menos invasiva que la decorticacion pleural, pero tiene menores
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probabilidades de éxito en pacientes en fase fibrinopurulenta tardia o en fase
organizativa'®*’,

La decorticacion pleural es una intervencion quirdrgica mayor, con una tasa de
éxitos superior al 90%, que se reserva para pacientes en los que han fracasado
técnicas menos invasivas. Generalmente, se trata de pacientes con empiemas en
fase fibrinopurulenta tardia con mdultiples loculaciones o en fase
organizativa36'43'86’104’108'110.

En conclusién, los principios que rigen el estudio y tratamiento de los derrames
pleurales paraneumaonicos se basan en un reconocimiento precoz de la infeccion
pleural, en el inicio de un tratamiento antibiético sistémico adecuado, y en la

instauracion de un drenaje pleural efectivo cuando esté indicado, para disminuir la

morbilidad y mortalidad de esta patologia.
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2. LA INFLAMACION PLEURAL

e EL PAPEL DEL NEUTROFILO EN LOS DERRAMES PLEURALES

BACTERIANOS

Los leucocitos polimorfonucleares tienen un papel relevante en la respuesta del
organismo ante una infeccién bacteriana*'.

La funcion principal del neutréfilo es la eliminacibn de microorganismos y
detritus celulares a nivel local. Para ello requiere una rapida transicion desde el
espacio intravascular hacia los tejidos dafiados. EI mecanismo inicial consiste en la
aparicion de moléculas, inducidas por mediadores inflamatorios, que permiten la
adhesion y la posterior extravasacion de los neutrofilos desde el torrente vascular
hacia los tejidos'?. Estas moléculas, denominadas moléculas de adhesién,
pertenecen a tres familias diferenciadas, las selectinas, las integrinas y la
superfamilia de las inmunoglobulinas**?.

La interaccion entre los leucocitos y el endotelio vascular se produce por la
expresion de L-selectina por el neutréfilo y E- y P-selectina por las células
endoteliales. Esta interaccion inicial se produce en respuesta a mediadores
inflamatorios liberados por el endotelio como el factor activador plaquetar (PAF),

leucotrieno B4, y citoquinas proinflamatorias entre las que destaca la IL-821%3,
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La adhesion de los neutrofilos a las células endoteliales estd mediada por la
interaccion de integrinas leucocitarias de la subfamilia p2 (CD11a/CD18 o LFA-1,
CD11b/CD18 o Mac-1, CD11c/CD18 o gp 150.95) y un miembro de la superfamilia
de las inmunoglobulinas, ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1). Las (2
integrinas no interaccionan con sus ligandos si los neutréfilos no estan
estimulados. Estas moléculas se activan en respuesta a factores quimiotacticos
(PAF, IL-8, complemento (C5a)), citoquinas (TNF-a) y productos bacterianos
(lipopolisacaridos). Los neutrdfilos integran las sefiales de los ligandos entre las
integrinas y las moléculas de adhesion intercelulares, asi como otras sefiales
dependientes de citoquinas proinflamatorias y factores quimiotacticos, iniciando
una serie de reacciones intracelulares que permitirdn la migracion y extravasacion
leucocitaria, y la degranulacion y la actividad microbicida en los tejidos
dafiados™#**2,

Los neutréfilos migran en los tejidos gracias a interacciones de las integrinas
(B1, B2, B3) con diferentes elementos de la matriz extracelular, siguiendo un
gradiente de factores quimiotacticos inmobilizados en la matriz y producidos por
las bacterias, por la destruccion celular o por células estromales y epiteliales de los
tejidos inflamados*2.

La agresion bacteriana del espacio pleural provoca la activacion de las células
mesoteliales, la liberacion de mediadores inflamatorios, y la invasion de la cavidad

pleural por leucocitos polimorfonucleares. Las células mesoteliales inician la
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respuesta inflamatoria y orquestan el reclutamiento y la migracion de los
neutréfilos hacia el espacio pleural”®.
Las células mesoteliales expresan moléculas de adhesion, ICAM-1 y VCAM-1

(molécula de adhesién vascular-1)2*411€,

La expresion de estas moléculas
favorece la adhesion de los neutrofilos (ICAM-1) y monocitos (VCAM-1) al
mesotelio pleural y se han implicado en la migracién de estas células hacia el

espacio pleural™**,

Ademas, las células mesoteliales liberan citoquinas que
favorecen el reclutamiento de leucocitos del espacio vascular hacia el espacio
pleural. La respuesta inflamatoria se expandera y perpetuara a partir de las células
inflamatorias reclutadas hacia el espacio pleural®.

La actividad microbicida de los neutrdéfilos tiene lugar a través de la generacion
de radicales toxicos del oxigeno, mediante la activacion del complejo NADPH
oxidasa, y de la liberacién de enzimas contenidos en los granulos™**":*8,

La NADPH oxidasa es un complejo enzimatico que incluye proteinas citosolicas
y de membrana, capaz de generar aniones superédxido (O;). Estos aniones se
combinan con hidrogeno para formar H,O, que posee una importante actividad
oxidativa. La actividad de la NADPH oxidasa se amplifica por la accion de una
enzima contenida en los granulos azuréfilos, la mieloperoxidasa. Esta enzima utiliza
la H,O, para producir oxidantes halogenados que también poseen una importante
actividad oxidativa. El oxidante halogenado predominante es el HOCI dada la

elevada concentracion del i6n CI” en el espacio extracelulart?17:119-123
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Los granulos de los neutrdéfilos contienen hasta 20 enzimas diferentes capaces
de lisar microorganismos y componentes de la matriz extracelular. Entre ellas
destacan enzimas pertenecientes a la familia de las serinoproteasas, como la
elastasa, y a la familia de las metaloproteinasas, como la MMP-8 y MMP-9, que se
comentaran mas adelante!?1"122,

La elastasa polimorfonuclear es una proteina contenida en los granulos
azurofilos del neutrofilo con actividad proteolitica inespecifica sobre diferentes
componentes de la matriz extracelular como la elastina, laminina, fibronectina,
vitronectina y colagenos tipo IV*'2. Se ha implicado en diferentes patologias
pulmonares como el enfisema, bronquitis crénica, fibrosis quistica, e incluso en el
sindrome de distrés respiratorio del adulto™**°.

El reclutamiento de leucocitos hacia el espacio pleural y su actividad microbicida
deberia traducirse en la presencia de enzimas derivados de los granulos del
neutrofilo en el liquido pleural de los derrames bacterianos. Asi, en estudios
realizados por nuestro grupo, se han observado niveles elevados de elastasa
polimorfonuclear y mieloperoxidasa en los derrames pleurales infecciosos, y ambos
enzimas han demostrado utilidad en la diferenciacion entre derrames pleurales
infecciosos y no infecciosos. Estos resultados confirman el severo componente
inflamatorio de los derrames pleurales infecciosos y traducen la importante
actividad neutrofilica en este grupo de derrames pleurales®*?"*?°,

La mieloperoxidasa ha demostrado también utilidad en la diferenciacion de

derrames pleurales paraneumadnicos complicados y no complicados. En una serie
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de 70 derrames pleurales paraneumonicos, la determinacién de mieloperoxidasa
en el liquido pleural, con un punto de corte de 3000 ug/L, diferencié los derrames
paraneumonicos complicados no purulentos de los paraneumdnicos no
complicados con una sensibilidad del 87.5%, una especificidad del 85% y un area
bajo la curva ROC de 0.91. Este estudio demuestra que la determinacion de
mieloperoxidasa en el liquido pleural es un buen discriminante entre los derrames
pleurales paraneumonicos complicados y no complicados, y podria ayudar en el
diagndstico y en la toma de decisiones terapéuticas en este grupo de derrames
pleurales®.

Asi mismo, la elastasa también podria ser un parametro util en la diferenciacion
de los derrames pleurales complicados respecto a los no complicados. En un
trabajo de nuestro grupo, no publicado, sobre 125 derrames pleurales bacterianos,
una cifra de elastasa en liquido pleural superior a 3500 ug/L, demostro ser un
marcador precoz de los derrames pleurales paraneumaénicos complicados. Ademas,
la elastasa polimorfonuclear detectdé de forma precoz 13 de 18 derrames que se
diagnosticaron de forma tardia como complicados cuando los resultados
microbiol6gicos demostraron crecimiento bacteriano, y que probablemente se

habrian beneficiado de una actitud terapéutica precoz mas agresiva.
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e LAS CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS

La activacion de las células mesoteliales, en respuesta a una agresion
bacteriana, provoca la liberacion de unas proteinas de bajo peso molecular
denominadas citoquinas. Estas proteinas tienen un papel fundamental como
mediadores de la respuesta inflamatoria local o sistémica®®*°. En la respuesta
inflamatoria pleural destacan determinadas citoquinas como la interleuquina-1 (IL-
1), interleuquina-6 (IL-6), interleuquina-8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-o).

La IL-8 es una proteina perteneciente a la familia de las citoquinas
quimiotéacticas C-X-C, producida por diferentes tipos celulares como las células
mesoteliales, células endoteliales, fibroblastos, neutrdfilos, linfocitos y macréfagos
alveolares, en repuesta a diferentes estimulos inflamatorios como los productos
bacterianos (lipopolisacérido), la IL-18 y el TNF-a. La IL-8 es un potente factor
quimiotéactico de los neutrofilos, que ademas, induce su activacion y la expresion
de moléculas de adhesién en la membrana de los neutréfilos’#:28-30131-140,

Diferentes estudios publicados hasta la actualidad han investigado el papel de
la IL-8 en la patogenia de los derrames pleurales. Estos estudios han demostrado
que, dentro del grupo de derrames pleurales exudados, los derrames pleurales
infecciosos presentan niveles superiores de IL-8 respecto a los derrames pleurales

no infecciosos. Ademas, entre los derrames pleurales infecciosos, los empiemas

presentan cifras significativamente superiores de IL-8 respecto al resto, lo que esté
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en consonancia con la masiva infiltracibn neutrofilica en este grupo de
derrame5134,135,137,141.

De la misma manera, estudios sobre la respuesta inflamatoria pleural
secundaria a la pleurodesis quimica con tetraciclinas o talco han puesto de
manifiesto una importante produccién de IL-8 en liquido pleural durante las
primeras 24 horas después de la pleurodesis y una asociacion positiva de IL-8 con
la cifra de neutroéfilos en liquido pleural, lo que refuerza el papel quimiotactico de
esta citoquina sobre los neutré6filos*#24°,

Sin embargo, a pesar de que la quimiotaxis sobre el neutréfilo es la principal
funcién de la IL-8, existen evidencias de que no es el Unico factor quimiotactico del
neutréfilo en el espacio pleural. Algunos estudios han demostrado que el
tratamiento con anticuerpos anti-IL-8 en empiemas disminuye la quimiotaxis

134135 Ademaés, si IL-8 fuera el factor

neutrofilica, pero no completamente
quimiotactico determinante del influjo de neutrofilos hacia el espacio pleural,
esperariamos encontrar una intensa correlacion positiva entre IL-8 y la cifra de
neutrofilos en los derrames pleurales infecciosos, sin embargo algunos estudios no
observan esta relacion™****’. Por estos motivos se considera que podrian existir
otros factores que influyan sobre la quimiotaxis neutrofilica, o bien que la cinética
de produccién y eliminacion de IL-8 y la migracion de neutréfilos hacia el espacio
pleural influyen en la ausencia de correlacién observada.

Se ha sugerido una produccion local compartimentalizada de IL-8 a nivel

pleural, en los derrames pleurales exudados, por el hecho de que no existe

30



asociacion entre las concentraciones pleurales y plasméaticas de IL-8 y se observan
importantes diferencias entre los niveles de IL-8 en plasma vy liquido pleural en
este grupo de derrames™’.

También se ha observado una asociacion significativa en el liquido pleural,
fundamentalmente en empiemas, entre las cifras de IL-8 y elastasa
polimorfonuclear y mieloperoxidasa, lo que sugiere un papel importante de la IL-8
en la liberacién de estas enzimas y por tanto en la degranulacién del neutréfilo™’.

La IL-1 es una citoquina presente en el organismo en dos formas diferenciadas,
IL-1a e IL-1B, que comparten idénticos origenes celulares y actividades biologicas.
IL-18 es una proteina extracelular o libre y puede ser detectada en liquidos
bioldgicos, mientras que IL-lo permanece ligada a las membrana celulares.
Fisiol6gicamente se observa produccién de IL-1 en los queratinocitos y en células
gliales, pero diferentes células expresan IL-1 en respuesta a estimulos
inflamatorios como los monocitos/macrofagos, neutrofilos, linfocitos, células
endoteliales, fibroblastos y las células mesoteliales**®*°".

La IL-1 es una citoguina inmunomoduladora y mediadora de la respuesta
inflamatoria. Actia de forma sinérgica con otras citoquinas, como el TNF-a,
promoviendo la proliferacion de linfocitos T y B, aumenta la proliferacion celular,
activa las células endoteliales, actia como pirégeno endégeno, Yy en definitiva,
constituye un importante inductor de la respuesta inflamatoria en fase aguda™*®*’.

Respecto a la patogenia de los derrames pleurales infecciosos, se considera que

la IL-1 tendria un papel importante en la respuesta inflamatoria aguda de los
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empiemas. En este sentido, se han observado concentraciones significativamente
superiores de IL-1 en los empiemas respecto a exudados de otras etiologias y a los
trasudados™'.

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria producida fundamentalmente por los
monocitos y por los macréfagos tisulares. Existen otras células capaces de producir
TNF-o. en respuesta a estimulos inflamatorios, como las células mesoteliales,
células endoteliales, linfocitos y neutrofilos. El TNF-a. actia sobre diferentes tipos
celulares mediante una amplia variedad de funciones relativas a la expresion de
factores de crecimiento, citoquinas, receptores celulares de superficie o proteinas
de fase aguda. Posee un importante papel en la defensa del organismo frente a las
infecciones y el crecimiento tumoral. En los procesos infecciosos es liberada de
forma precoz y activa los linfocitos T, neutrofilos y estimula la produccion de otras
citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6 e 1L-8%%13,

En los derrames pleurales, se han observado cifras superiores de TNF-a. en los
exudados frente a los trasudados. Entre los derrames pleurales exudados, los
niveles mas elevados de TNF-a se han evidenciado en los exudados tuberculosos y
en los empiemas. EI TNF-a es, ademas, un parametro discriminante entre los
exudados linfocitarios de origen tuberculoso y neoplasico. Los linfocitos T activados
y macrofagos presentes en los derrames pleurales tuberculosos serian los
responsables de la produccion local de TNF-a en este grupo de exudados™?1+1%8,

La IL-6 es otra de las citoquinas proinflamatorias que aparecen de forma precoz

en la respuesta inflamatoria aguda. Esta producida por los linfocitos T,

32



monocitos/macréfagos, fibroblastos, células endoteliales, hepatocitos y también
por las células mesoteliales. Estimula la diferenciacion de linfocitos T y B, la
maduracion de células hematopoyéticas y tiene un papel fundamental en la
produccién de proteinas de fase aguda por los hepatocitos®*>91%,

Los derrames pleurales exudados presentan concentraciones superiores de IL-6
respecto a los trasudados'®*®*. Entre los derrames pleurales exudados, se han
observado niveles elevados de IL-6 en los exudados tuberculosos, que adquiririan
diferencias significativas frente a los exudados neoplasicos*®****1%* De nuevo, los
linfocitos T activados y macrofagos presentes en los derrames pleurales
tuberculosos serian los responsables de la produccion local de IL-6 en este grupo
de exudados. Un estudio ha demostrado, ademas, la presencia de concentraciones

elevadas de IL-6 en los empiemas, que traduciria la intensa respuesta inflamatoria

de este grupo de derrames®®*.
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e EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN EL LIQUIDO PLEURAL.

ASOCIACION CON LOS MARCADORES INFLAMATORIOS

Desde un punto de vista fisiopatoldgico, la evolucién de los derrames pleurales
paraneumonicos se ha dividido en tres fases que aparecerian de forma gradual en
el tiempo, la fase exudativa, la fase fibrinopurulenta y la fase organizativa. La fase
fibrinopurulenta se caracteriza por la invasién bacteriana del liquido pleural, por
una intensa infiltracion neutrofilica, y por el depdsito de fibrina en la superficie
pleural visceral y parietal. Este depdsito de fibrina contribuira a la formacion de
adherencias, septos y loculaciones entre la dos hojas pleurales, que evitaran la
extension de la infeccion pero que dificultaran la resolucion del derrame pleural. La
posterior proliferacion de fibroblastos sobre los puentes de fibrina conducira a la
formacion de una membrana inelastica pleural a modo de coraza que comportara
secuelas anatémicas y funcionales pleuro-pulmonares®?*2>3?,

La formacion de fibrina depende del sistema de la coagulacion, que a través de
la formacion de trombina permite convertir el fibrinbgeno en polimeros de fibrina.
Este sistema esta controlado por el sistema de la fibrinolisis, que regula la
degradacion de fibrina.

El sistema de la fibrinolisis se basa en la activaciéon de un precursor inactivo, el
plasmindgeno, transformandolo en plasmina, que actla degradando los polimeros
de fibrina en fragmentos de bajo peso molecular denominados productos de

degradacion del fibrindgeno.
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El sistema de la fibrinolisis estd controlado por activadores e inhibidores
especificos. Los activadores del plasmindgeno, activador tisular del plasminégeno
(t-PA) y uroquinasa activador del plasmindégeno (u-PA), estimulan la activacién de
plasmindgeno en plasmina, favoreciendo por tanto la fibrinolisis. Por el contrario,
los inhibidores de los activadores del plasmindgeno tipo 1 y 2 (PAI-1 y PAI-2)
bloguean la accion de los activadores del plasmindgeno, inhibiendo la fibrinolisis.

Las alteraciones, a nivel local, de las vias de formacion y degradacion de la
fibrina en el liquido pleural podrian explicar el depoésito de fibrina en los derrames
pleurales infecciosos'®>1%,

En los derrames pleurales exudados se han observado niveles superiores de
PAI-1 y PAI-2 frente a los derrames pleurales trasudados'®>'®®. Los niveles de
inhibidores de activadores del plasmindégeno (PAls) estarian mas elevados en
aquellos derrames pleurales de etiologia inflamatoria o infecciosa'®. Estudios
realizados por nuestro grupo han demostrado que los niveles de PAIs en los
derrames pleurales infecciosos adquieren valores significativamente superiores
frente a los exudados de origen neoplasico™®’.

Algunos estudios han demostrado la presencia de concentraciones superiores
de activadores del plasmindgeno, en los derrames pleurales neoplasicos, que
apoyaria una activacion de la fibrinolisis y podria expliar la ausencia de depdsito de
fibrina en este grupo de derrames pleurales'®%1% | os estudios realizados por

nuestro grupo han puesto de manifiesto que los derrames pleurales neoplasicos

presentan niveles superiores de t-PA frente a los derrames pleurales infecciosos, y
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que dentro de los derrames de etiologia infecciosa, se detectan valores
significativamente inferiores de t-PA en los empiemas frente a los exudados
tuberculosos™®’.

La presencia de concentraciones elevadas de PAIls y disminuidas de activadores
del plasmindgeno (t-PA), en los derrames pleurales infecciosos, sobre todo en los
empiemas, sugiere una inhibicién de la fibrinolisis que favoreceria el depdsito de
fibrina en el espacio pleural.

Los estudios sobre la respuesta inflamatoria pleural asociada a la pleurodesis
quimica de derrames pleurales neoplasicos, también nos orientan en este sentido.
Los derrames pleurales neoplasicos se caracterizan por la ausencia de septos y
loculaciones, incluso aquellos de caracter serohemético. La instilacion de agentes
esclerosantes provoca una intensa respuesta inflamatoria con depésito de fibrina
en el espacio pleural. Se ha observado que en aquellos derrames pleurales en los
que la pleurodesis es eficaz, existe un aumento de la actividad procoagulante, asi
como una inhibicion de la fibrinolisis expresada por un aumento de los PAIs y por
una disminucion de los productos de degradacion de la fibrina. Por el contrario, en
aquellos derrames pleurales en los que la pleurodesis es ineficaz, se observa una
persistencia de la actividad fibrinolitica, representada por niveles elevados de
productos de degradacién de la fibrina, a pesar de aumentar los PAIs!’%*72,

Se considera que las células mesoteliales tienen un papel importante en la
formacién y degradacién de fibrina en el espacio pleural. Estudios in vitro han

demostrado que las células mesoteliales expresan actividad procoagulante y
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liberan importantes cantidades de PAI-1, y en menor medida de PAI-2. La
estimulacion de estas células por TNF-a y el factor transformante de crecimiento-3
(TGF-B) provoca un importante aumento de la liberacion de PAI-1, y en menor
medida de PAI-2. Por lo tanto, las células mesoteliales son capaces de iniciar y
potenciar la formacion de fibrina, y de inhibir su degradacion mediante la
liberacién de PAls en respuesta a mediadores inflamatorios'’.

Todos los resultados expuestos, basados en estudios de respuesta inflamatoria
pleural y en el estudio de los derrames pleurales exudados, abogan por una
inhibicion de la fibrinolisis como responsable del depdsito de fibrina en el espacio
pleural.

La asociacion entre el sistema de la fibrinolisis y los marcadores de respuesta
inflamatoria y de actividad neutrofilica en liquido pleural ha sido poco estudiados.
Los estudios realizados por nuestro grupo han puesto de manifiesto que en los
derrames pleurales infecciosos, sobre todo en los empiemas, existe una asociacion
positiva de elastasa polimorfonuclear y TNF-a con PAI-1 y PAI-2, asi como una
asociacién negativa de IL-8 y elastasa polimorfonuclear con el t-PA. De este modo,
parece que elastasa y TNF-o. modularian una via de hipofibrinolisis, representada
por los PAls, que estaria aumentada o potenciada en los derrames pleurales
infecciosos. Asi mismo, elastasa e IL-8 modularian una via de hiperfibrinolisis,
representada por el t-PA, que estaria disminuida o inhibida en los derrames
pleurales infecciosos, sobre todo en los empiemas. Estos resultados indican que,

en los derrames pleurales infecciosos, la accion de los marcadores inflamatorios y
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de actividad neutrofilica acttan inhibiendo las vias de degradacion de fibrina y por

tanto favoreciendo su depdsito en el espacio pleural*®’.
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e LAS METALOPROTEINASAS (MMPs) Y SUS INHIBIDORES TISULARES

(TIMPS)

Las enzimas proteoliticas responsables de la degradacion de la matriz
extracelular (MEC) también han demostrado tener un papel importante en los
procesos inflamatorios.

La MEC estd formada por un esqueleto de proteinas fibrilares (colageno y
elastina) en las cuales se ensamblan una variedad de glicoproteinas (laminina,
fibronectina,...), carbohidratos y proteoglicanos, cuya diversidad y distribucion
permite una enorme variedad de tejidos, adaptados estructural y funcionalmente a
un entorno celular concreto. Estos elementos no son un mero soporte de la
células, si no que participan activamente en la adhesion y migracion celular y en
las interacciones célula-célula. En los procesos inflamatorios ofrecen sitios de unién
a las células infiltrantes y actian como ligandos de las moléculas
proinflamatorias'”®. En el esqueleto de la MEC encontramos diferentes elementos
celulares entre los que destacan los fibroblastos, macréfagos y células endoteliales.
Los fibroblastos son las células encargadas del mantenimiento del tejido conectivo
Yy, en respuesta a una noxa inflamatoria, proliferan y son responsables de la
transformacion fibrotica del tejido lesionado'™. El transito de células desde el
sistema circulatorio hasta el tejido inflamado requerira la participacién activa de las
células endoteliales. Ademas, diferentes estimulos liberados en el foco inflamatorio

favoreceran la proliferacion endotelial y la formacién de neovasos o angiogénesis,
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que observamos en los tejidos inflamados'™®. Los macréfagos actan en el
remodelado de la MEC liberando citoquinas que actlan sobre otros elementos
celulares, ademas de enzimas proteoliticos y radicales toxicos que intervienen en la
degradacion del tejido conectivo®®.

La MEC actua, por tanto, como elemento de sostén y transporte, y su
remodelacién esta implicada en la regeneracion tisular y en la migracion celular””.

Las células mesoteliales que tapizan la superficie pleural estan en intimo
contacto con la matriz extracelular (submesotelio y capa de tejido conectivo
denso). Su localizacién privilegiada les confiere un papel fundamental en la
respuesta inflamatoria del organismo frente a la lesion de las serosas, asi como en
el proceso de remodelacién que se inicia posteriormente. Durante el proceso de
reparacion, las células mesoteliales adoptan una morfologia cuboidal “reactiva”,
que revierte a una morfologia escamosa cuando desaparece el estimulo
inflamatorio. Ademas, durante este proceso de remodelacién y reparacion, las
células mesoteliales tienen la capacidad de actuar sobre el sistema de la fibrinolisis
y participar en el depésito de fibrina, de sintetizar componentes de la matriz, y de
participar en la degradacion de la matriz extracelular. De este modo, cuando la
lesion de las células mesoteliales es muy severa, estos procesos podrian
intensificarse aumentando la posibilidad de inducir fibrosis, con las consecuencias
fisiopatolégicas que ello conllevara!’®",

Las metaloproteinasas (MMPs) son una familia de proteasas de al menos 21

miembros, que degradan practicamente todos los componentes proteicos de la
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MEC. Se caracterizan por compartir las siguientes caracteristicas: a) presentan una

homologia estructural, b) un dominio catalitico que contiene 4&tomos de zinc, ¢) son

secretadas en forma de zimdgenos inactivos, y son activadas por la lisis de una

secuencia pro-peptidica y por reacciones autoliticas posteriores, d) son inhibidas

por los inhibidores tisulares especificos de metaloproteinasas (TIMPS)

177,180-186

Se han descrito cuatro subgrupos atendiendo a su estructura y especificidad de

substrato:

a)

b)

d)

COLAGENASAS. Degradan preferentemente coladgenos fibrilares tipo I, 11 'y 111.
A este subgrupo pertenecen la MMP-1 o colagenasa intersticial, la MMP-8 o
colagenasa del neutrdfilo y la MMP-13. La MMP-1 es producida por diferentes
tipos celulares como los fibroblastos, células endoteliales o las células
mesoteliales. La MMP-8 esta almacenada en los granulos del neutrdfilo.
GELATINASAS. Degradan gelatina, fibronectina, colagenos de la membrana
basal o formadores de red (tipo 1V), y en menor medida colagenos fibrilares
(tipo 1 'y V). A este subgrupo pertenecen la MMP-2 o gelatinasa A y la MMP-9 o
gelatinasa B. Ambas son liberadas por diferentes elementos celulares, incluidas
las células mesoteliales. La MMP-9, ademas, se almacena en los granulos del
neutrofilo.

ESTROMALISINAS. Degradan glicoproteinas y proteoglicanos. A este subgrupo
pertenecen la MMP-3, MMP-7 o matrilisina, MMP-10 y MMP-11.
METALOPROTEINASAS TRANSMEMBRANA (MT-MMP). Se caracterizan por

presentar una secuencia de aminoacidos que permite su insercién en la
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membrana celular. Tienen la capacidad de activar a otras metaloproteinasas y
degradan algunos componentes de la MEC. Se han reconocido cinco miembros
de este subgrupo (MT-MMP1-5).

e) Otras metaloproteinasas no pueden incluirse en ninguno de estos subgrupos.
La MMP-12, metaloelastasa o macrofago elastasa, degrada colageno tipo IV y

elastina, y es secretada por los macrofagos.

La expresion de la actividad de las MMPs esti controlada a tres niveles: 1)
transcripcién genética, 2) activacion del proenzima (pro-MMP), 3) inhibicion por
inhibidores tisulares especificos'’’.

En la mayoria de células, los genes que codifican las diferentes
metaloproteinasas no se expresan de forma constitutiva, pero pueden ser
inducidos por diferentes agentes como factores de crecimiento, oncogenes y
citoquinas'®.

La MMPs son secretadas en forma de proenzimas y activadas a nivel pericelular
por la lisis de una secuencia propeptidica, a excepcion de la MMP-8 que es
secretada en forma activa. La plasmina, metaloproteinasas transmembrana,
catepsina G y otras proteinasas, se han implicado en la activacion de las
metaloproteinasas'’ /182187188
La actividad de las MMPs esta controlada por inhibidores tisulares especificos

denominados TIMPs de los que se han descrito cuatro isoformas (TIMP1-4). TIMP-

1 y TIMP-2 tienen la capacidad de inhibir a todas las MMPs. Los TIMPs actuan
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mediante la unibn no covalente y reversible con la MMP activa, en relacién
1:1189,190.

Las MMPs tienen un papel importante en numerosos procesos fisioldgicos del
organismo, como en la embriogénesis de 6rganos y tejidos, la involucién uterina
en el periodo postparto, la ovulacién y menstruacion, la cicatrizacién de heridas, o
la remodelacién 6sea y de la placa de crecimiento epifisaria®°.

La alteracion del equilibrio entre las metaloproteinasas y sus inhibidores
tisulares se ha implicado en diferentes procesos patolégicos como la progresion e
invasion tumoral, infeccion, o procesos inflamatorios crénicos®’”180:183.191,

Existen numerosas referencias en la literatura acerca del papel de las

metaloproteinasas en la progresién e invasion tumoral®’" 192197,

Después de la
transformacion neoplasica, las interacciones entre las células tumorales y el
huesped promueven una serie de procesos moleculares y celulares coordinados y
secuenciados, que definiran la diseminacion metastasica. Estos procesos incluyen
el crecimiento tumoral primario, la formacién de neovasos, la ruptura de la
membrana basal e invasion del estroma, la invasidbn vascular y posterior
extravasacion a distancia, y la migracion y crecimiento en el lugar de metastasis.
Las células tumorales expresan MMPs y ademas, inducen la expresion de MMPs por
las células estromales circundantes. Inicialmente se relacion6 a las MMPs con la
invasion tumoral local, con la invasion y extravasacion vascular y con la migracion

celular en el lugar de metastasis. Actualmente se considera que, ademas, las MMPs

contribuyen a la creacién y mantenimiento de un microambiente que favorece el
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crecimiento y la neovascularizacion tumoral*®*!%®, También se ha relacionado la
expresion de MMPs con el estadio tumoral y con el prondstico de algunos procesos
neoformativos'®®?%. Se estan ensayando diferentes farmacos inhibidores de MMPs,
asociados o0 no a tratamiento quimioterapico, para evaluar la respuesta de
diferentes tipos de tumores al bloqueo de la accién de MMPs?%%2%3,

Las MMPs se han implicado en la patogenia de los procesos infecciosos y la
sepsis?®*?%_ Los leucocitos circulantes responden a las bacterias y a los productos
bacterianos con la liberacion de citoquinas, factores quimiotécticos, enzimas
proteoliticos y radicales toxicos que juegan un papel fundamental en la hipotension
y en el fracaso multiorganico que caracteriza la sepsis. Pugin et al observaron en
muestras sanguineas de voluntarios sanos, que los neutroéfilos secretaban MMP-9
en respuesta a estimulos inflamatorios como IL-8, TNF-a y lipopolisacarido (LPS) y
como la administracion de endotoxina endovenosa en voluntarios sanos también
provocaba un aumento rapido de los niveles plasmaticos de MMP-9?%. Leppert et
al obsevaron niveles elevados de MMP-8 y MMP-9 en muestras de liquido céfalo-
raquideo (LCR) de nifios afectos de meningitis bacteriana, y una asociacion
positiva de MMP-9 con los niveles de TNF-a en LCR. Constataron, ademas una
expresion constitutiva de TIMP-1 en LCR. Las metaloproteinasas se han
relacionado con la ruptura de la barrera hematoencefalica y con la extravasacion
de células inflamatorias en el sistema nervioso central (SNC). En este grupo de

pacientes, la MMP-9 se relacion6 con secuelas neuroldgicas en forma de déficit de

audicion y epilepsia secundaria, por lo que esta MMP se ha implicado, no sélo en la
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respuesta inflamatoria secundaria a la infeccion del SNC, sino también en el dafio
neuronal asociado?®. Otros estudios han objetivado niveles elevados de MMP-8 y
MMP-9 en liquido amniético en pacientes con infeccion intrauterina y las han
relacionado con la ruptura prematura de membranas®'#“. Todos estos estudios
implican a las MMPs en la respuesta inflamatoria secundaria a las infecciones
bacterianas y les confieren un posible papel lesivo en las mismas.

Las MMPs también han sido ampliamente estudiadas en los procesos
inflamatorios crénicos. Contribuyen a la destruccién G6sea y del cartilago en las

215-217

artritis inflamatorias e infecciosas , al remodelado y destruccion tisular en la

|218,219

enfermedad inflamatoria intestina , Y a la desmielinizacién y lesion neuronal

220,221
C

en las enfermedades desmielinizantes del SN , entre otras.

Asi mismo, las MMPs podrian tener un papel relevante en determinadas

222223 ge han observado niveles elevados de MMP-8 en

patologias pulmonares
muestras de lavado broncoalveolar de pacientes afectos de bronquiectasias, y por
ello, se la ha relacionado con la actividad proteolitica y los cambios destructivos
caracteristicos de esta patologia®**%?®>. MMP-1, MMP-2, MMP-8 y MMP-9 se han
implicado en la patogenia de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y
enfisema, participando en el proceso inflamatorio cronico, en relacion a su
liberacibn por macréfagos y neutrofilos, y contribuyendo a la remodelacion y
disrupcién de la membrana basal de las vias respiratorias superiores e inferiores®%.

También se han observado niveles elevados de MMP-1, MMP-2, MMP-9 y TIMP-2

en muestras de biopsias pulmonares de pacientes afectos de enfermedades
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intersiticiales pulmonares. MMP-2 se ha relacionado con la bronquiolitis obliterante
con neumonia organizativa, mientras que la MMP-9 y TIMP-2 se han relacionado
con la fibrosis pulmonar idiopatica. Las diferencias en la expresion de estas MMPs y
sus inhibidores tendrian importancia en la produccion, depdsito y proteolisis de la
MEC y en la reversibilidad o irreversibilidad de las lesiones estructurales
pulmonares asociadas a estas patologias®*”??®, MMP-9 y TIMP-1 se han implicado
en la patogenia del sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA), al observar
concentraciones elevadas de estos enzimas en muestras de lavado broncoalveolar.
La alteracién del balance entre esta MMP y su inhibidor podria contribuir a la
presencia de cambios en la arquitectura tisular y a la lesion pulmonar, sobre todo
en aquellos casos de SDRA prolongados®®°.

Parece claro, por tanto, que las MMPs y sus inhibidores tisulares estan
implicados, no s6lo en procesos fisiologicos del organismo, sino también en
numerosas patologias. En este contexto cabe preguntarse, ¢cuél es el papel de las
MMPs y TIMPs en la patogenia de los derrames pleurales?. Existen pocas
referencias en la literatura en este sentido.

Hurewitz et al, demostraron la presencia de MMP-2 y MMP-9 en liquidos
pleurales de diferentes etiologias. No hallaron diferencias significativas en los
valores de estas enzimas entre los grupos de estudio, por lo que consideraron que
su expresion en el espacio pleural era una caracteristica constitutiva de las células
mesoteliales residentes®°. Eickelberg et al, observaron una expresién constante

de MMP-1, MMP-2 y TIMP-1 en liquidos pleurales de diferentes etiologias, sin
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evidenciar diferencias entre los grupos de estudio, por lo que también apuntaron
su expresion constitutiva en el espacio pleural. Ademas, observaron que la
expresion de MMP-9 estaba aumentada de forma significativa en los DP exudados
de origen infeccioso y neoplasico, sin hallar diferencias entre ellos. En los DP
infecciosos detectaron también pequefias cantidades de MMP-8 y TIMP-2%3%,
Ambos autores concluyen que las MMPs y TIMP-1 estarian implicadas en la
fisiologia pleural, preservando la homeostasis y la integridad de la superficie
pleural, evitando el desarrollo de adhesiones.

En esta misma linea, los estudios in vitro de Marshall, demostraron que las
células mesoteliales expresaban MMP-2 y TIMP de forma constitutiva. La
estimulacion celular con forbol miristato acetato (PMA) provocaba un moderado
aumento en la expresion de TIMP, asi como una intensa expresion de MMP-1 y
MMP-9, pero no modificaba la expresion de MMP-2. La estimulacion con LPS no
demostré modificaciones en la expresiéon de MMPs y TIMP*®,

Hoheisel et al, observaron concentraciones elevadas de MMP-1, MMP-2, MMP-8
y MMP-9 en liquidos pleurales tuberculosos, comparados con trasudados
secundarios a insuficiencia cardiaca, y relacionaron a estas MMPs con la presencia
de fibrosis en la pleuritis tuberculosa®?.

Otros estudios han evaluado el papel de la tetraciclina y doxiciclina como
inhibidores de metaloproteinasas en liquido pleural. Si consideramos que las MMPs
contribuirian al mantenimiento de la integridad del espacio pleural, evitando la

apariciéon de adherencias y fibrosis, los autores apuntan la posibilidad de que la
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inhibicion de estas enzimas podria tener importancia en el mecanismo de
pleurodesis secundaria a la instilacién de estos farmacos en el espacio pleural®.

A raiz de todos estos estudios, no queda claro si el papel de las
metaloproteinasas en la fisiopatologia de los derrames pleurales se reduciria a
mantener la homeostasis del espacio pleural, evitando la aparicion de adherencias
y fibrosis, en base a su expresion constitutiva, o bien podrian participar en los

mecanismos inflamatorios y de alteracion de la fibrinolisis implicados en la

patogenia de los derrames pleurales exudados.
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e ASOCIACION DE LAS MMPs Y TIMPs CON EL SISTEMA DE LA

FIBRINOLISIS Y LOS MARCADORES INFLAMATORIOS

Como hemos comentado previamente, en los derrames pleurales infecciosos,
sobre todo en los empiemas, existiria una intensa respuesta inflamatoria y de
inhibicion de la fibrinolisis que favoreceria el deposito de fibrina y la aparicion de
complicaciones pleurales en forma de septos y loculaciones. En este sentido, ¢qué
relacion tendrian las metaloproteinasas y sus inhibidores con este entorno
inflamatorio?. No existen referencias previas en la literatura acerca de la asociacion
entre el sistema de las proteasas y antiproteasas responsable de la degradacion de
la matriz extracelular, con los marcadores de actividad inflamatoria neutrofilica y el
sistema de la fibrinolisis en los derrames pleurales.

Los genes que codifican las diferentes metaloproteinasas no se expresan, en
general, de forma constitutiva, pero pueden ser inducidos por diferentes agentes
incluidas las citoquinas.

Numerosos estudios experimentales han estudiado la influencia de las
citoquinas proinflamatorias en la expresion de MMPs y TIMPs en diferentes estirpes
Celu|aresZOS,206,208,209,234-239_

Los estudios de Marshall et al demostraron in vitro que el TNF-a estimulaba la
produccién de MMP-1, MMP-9 y TIMP por las células mesoteliales pleurales'’.

El sistema de la fibrinolisis estd intimamente relacionado con la activacion de

las MMPs in vitro e in vivo®’"82:192:240241 "Eqt dios experimentales han demostrado
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el papel del uPA y la plasmina en la activacion de pro-MMP-1, pro-MMP-2, pro-
MMP-3 y pro-MMP-924%241 " Estos estudios nos indican que la degradacién de la
matriz extracelular requiere una cascada de elementos proteoliticos que incluiria a
los activadores del plasminégeno y a las metaloproteinasas. Ademas, las
interacciones entre el sistema uPA-plasmina y las MMPs con la superficie celular y
con elementos de la matriz extracelular, modularian funciones celulares como la
adhesion, migracion y proliferacion celular, a través de la activacion de vias
enzimaticas intracelulares. Estos procesos tienen importantes implicaciones acerca
del papel de estas proteinasas en la fisiopatologia de la progresion e invasion

tumoral*’’

. Sin embargo, la cascada de la plasmina no es la uUnica forma de
activacion de las MMPs, ya que se han descrito otras proteinasas capaces de
activar pro-MMPs que podrian tener importancia en los procesos inflamatorios en
los que existe una intensa actividad proteolitica®’"%2.

Tomando como punto de partida estos estudios previos, pensamos que la
influencia de los mediadores de inflamacién y los elementos del sistema de la

fibrinolisis sobre el equilibrio de las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares

deberian jugar un papel en la patogenia de los derrames pleurales infecciosos.
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Los derrames pleurales paraneumanicos son, probablemente, la principal causa
de derrame pleural exudado. Un elevado numero de derrames pleurales
paraneumonicos se resuelven con la instauracion de un tratamiento antibidtico
adecuado para el proceso infeccioso de base y sin la necesidad de realizar ninguna
actitud terapéutica especial sobre el derrame pleural. Sin embargo, entre un 5-
10% de los derrames pleurales paraneumonicos progresan a derrames pleurales
complicados y empiemas. En este grupo de derrames, la intensa respuesta
inflamatoria local y el depoésito de fibrina en el espacio pleural favorece el
desarrollo de complicaciones locales en forma de adherencias y septos entre las
dos serosas pleurales, y finalmente la presencia de fibrosis pleural, con la
consiguiente morbilidad asociada. La deteccidon precoz y el tratamiento adecuado
de estos derrames pleurales es fundamental para evitar dichas complicaciones.

A pesar de los avances en el manejo terapéutico de los derrames
paraneumonicos, aun hoy en dia, los mecanismos celulares y moleculares
implicados en la patogénesis de la inflamacién pleural no han sido totalmente
dilucidados.

La respuesta del mesotelio pleural ante una agresion bacteriana provoca la
liberacion de mediadores inflamatorios que favorecen la invasion del espacio
pleural por células inflamatorias, neutréfilos y células mononucleares fagociticas,
que expanderan y perpetuaran la respuesta inflamatoria pleural. En los derrames
pleurales paraneumonicos complicados y empiemas, la respuesta inflamatoria

inicial desarrollada por las células mesoteliales, se acompafia posteriormente de
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una importante actividad neutrofilica representada por la liberacién de proteasas
como la elastasa polimorfonuclear y la mieloperoxidasa, asi como de una intensa
respuesta local de mediadores inflamatorios como la IL-8 y el TNF-a.

El sistema de la fibrinolisis, que regula el balance de fibrina y esta controlado
por un preciso sistema de inhibidores y activadores, también se ha implicado en la
patogenia de los derrames pleurales infecciosos. En los derrames pleurales
bacterianos se observa un aumento de los inhibidores de los activadores del
plasmindgeno y una disminucién de los activadores del plasmindégeno en respuesta
a la actividad inflamatoria y neutrofilica local, que se han relacionado con el
depdsito de fibrina en el espacio pleural y con la posterior aparicion de adherencias
y septos pleurales.

La matriz extracelular se sitla junto al mesotelio pleural, actia como elemento
de sostén y transporte, y su remodelacion esta implicada en la regeneracion tisular
y en la migracion celular. En condiciones fisioldgicas existe un equilibrio entre el
sistema de enzimas responsables de la degradacidén de la matriz extracelular y sus
inhibidores tisulares especificos. La alteracion de este equilibrio ha demostrado
tener un papel importante en la patogenia de los procesos inflamatorios e
infecciosos. Asi mismo, los mediadores inflamatorios se han implicado en la
expresion de las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares, y el sistema de la
fibrinolisis estd intimamente relacionado con la activacion de las

metaloproteinasas, por lo que ambos elementos contribuirian a la alteracion del
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balance de proteasas y antiproteasas responsables de la degradacion de la matriz
extracelular.

Partiendo de estos hechos, nos propusimos estudiar el papel del equilibrio entre
las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares en la patogenia de los derrames
pleurales paraneumédnicos y su asociacién con los mediadores inflamatorios y el

sistema de la fibrinolisis, planteando los siguientes objetivos:

1. Estimar las diferencias de los niveles de metaloproteinasas (MMP-1, MMP-2,
MMP-8, MMP-9) y de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP-1,

TIMP-2) en liquido pleural, en diferentes grupos de derrame pleural exudado.

2. Estimar la asociacion entre los niveles de metaloproteinasas y sus inhibidores

tisulares en plasma y liquido pleural en los derrames pleurales paraneumaonicos.

3. Estimar la asociacién entre las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares y
los marcadores de activacion neutrofilica (elastasa polimorfonuclear, IL-8, TNF-

a), en los derrames pleurales paraneumaonicos.

4. Estimar la asociacion entre las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares y

los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag),

en los derrames pleurales paraneumaénicos.
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5. Estimar la relaciébn de los niveles de metaloproteinasas y sus inhibidores
tisulares en liquido pleural con la presencia de complicaciones pleurales locales

en los derrames pleurales paraneumaonicos.
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1. PACIENTES

Desde junio de 1997 hasta octubre de 1999 se estudiaron 139 pacientes
hospitalizados en el Hospital General Universitari Vall d’Hebron por la presencia de
derrame pleural de diferentes etiologias.

Se analizaron 30 derrames pleurales empiemas o paraneumaonicos complicados,
21 derrames pleurales paraneumoénicos no complicados, 28 derrames pleurales
tuberculosos, 30 derrames pleurales neoplasicos y 30 derrames pleurales
trasudados secundarios a insuficiencia cardiaca.

A todos los pacientes se les realiz6 una historia clinica y exploracion fisica
completas, una radiografia péstero-anterior y lateral de térax, asi como pruebas
analiticas en sangre y liquido pleural.

La toracocentesis se realizd de forma aséptica, bajo anestesia local con
Scandinibsa®, practicAndose la puncion toracica con una aguja intramuscular (0.8
x 40 mm) o mediante un abbocath del n® 18 (1.30 x 45 mm) 6 del n°® 16 (1.75 x
45 mm).

El liquido pleural extraido fue procesado de forma inmediata, para realizar el
estudio bioquimico y el recuento celular, asi como los estudios microbioldgicos y
citologicos. Las muestras sanguineas fueron procesadas también de forma

inmediata para realizar el estudio bioquimico y de recuento celular.
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El estudio de las muestras sanguineas de todos los pacientes incluyd la
determinacion en suero de marcadores bioquimicos de rutina (pH, glucosa, LDH y
proteinas) y marcadores de activacion neutrofilica (elastasa polimorfonuclear, IL-8,
y TNF-a); la determinacion en plasma de los parametros del sistema de la
fibrinolisis (t-PA, u-PA, PAI-1 Ag, y PAI-2 Ag), de diferentes metaloproteinasas
(MMP-1, MMP-8, MMP-2, y MMP-9), y los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas TIMP-1 y TIMP-2; y la determinacién en sangre periférica de la
celularidad y el recuento diferencial leucocitario.

El estudio de las muestras de liquido pleural de todos los pacientes incluyo la
determinacion de los marcadores bioquimicos (pH, glucosa, proteinas, LDH,
adenosindeaminasa (ADA)), marcadores de activacion neutrofilica (elastasa, IL-8,
TNF-a), marcadores del sistema de la fibrinolisis (t-PA, u-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag),
metaloproteinasas (MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9), inhibidores de las
metaloproteinasas (TIMP-1, TIMP-2), asi como el recuento celular leucocitario.

Se practicaron otras técnicas diagndsticas o terapéuticas en aquellos pacientes
que las precisaron para completar el estudio clinico o para el manejo terapéutico
del derrame pleural.

Todos los datos obtenidos fueron recogidos en un protocolo previamente
disefiado (Anexo 1) e introducidos en una base de datos para el posterior analisis

mediante el paquete estaditico SPSS**2.
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e DEFINICION DE LOS PACIENTES

Nuestra serie incluyé 139 pacientes afectos de derrame pleural (60% hombres,
40% mujeres, rango de edad: 18 a 94 afos). Los derrames pleurales fueron

clasificados en exudados o trasudados segun los criterios de Light**3.

A. GRUPO DE ESTUDIO.

Se incluyeron 109 pacientes de ambos sexos de acuerdo con los siguientes

criterios:

1. Treinta pacientes con empiema pleural o derrame pleural paraneumodnico
complicado (73% hombres, 27% mujeres, edad media: 60 afios) definido
por:

- Presencia de pus en el liquido pleural.

- Presencia de microorganismos en la tinciéon de Gram o en el cultivo de
liquido pleural.

- Liquido pleural exudado con pH < 7.2 y pH en sangre periférica normal o
glucosa < 40mg/dL, en pacientes con clinica neumaénica y condensacion

radiologica.
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2. Veintiun pacientes con derrame pleural paraneumaonico no complicado (57%
hombres, 43% mujeres, edad media: 61 afos) definido por:
- Presencia de liquido pleural exudado no purulento, con pH > 7.2 y
glucosa > 40 mg/dL, en pacientes con clinica neumadnica y condensacién
radioldgica.

- Estudios microbiolégicos en liquido pleural negativos.

3. Veintiocho pacientes con derrame pleural tuberculoso (53% hombres, 47%

mujeres, edad media: 36 afios) definido por®**:

- Tincion de Ziehl-Neelsen positiva en liquido pleural o en muestras de
biopsia pleural.

- Cultivo en medio de Loéwenstein-Jensen positivo en liquido pleural o en
muestras de biopsia pleural.

- Determinacion de ADA en el liquido pleural > 43 UI/L en pacientes con
derrame pleural exudado de predominio linfocitario y contexto clinico

compatible.

4. Treinta pacientes con derrame pleural maligno (63% hombres, 37%
mujeres, edad media: 60 afios) definido por la presencia de células malignas
en el estudio citoldgico del liquido pleural o en el estudio anatomopatolégico

de muestras de biopsia pleural®*>2%.
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B. GRUPO CONTROL.

Se han incluido 30 pacientes con derrame pleural trasudado secundario a
insuficiencia cardiaca (50% hombres, 50% mujeres, edad media: 72 afios) definido
segUn los criterios de Light**%2':

- Cociente de proteinas en liquido pleural y suero sanguineo menor de 0.5.
- Cociente de LDH en liquido pleural y suero sanguineo menor de 0.6.

- LDH en liquido pleural inferior a 2/3 del limite superior de la normalidad

de LDH en suero sanguineo.
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2. MATERIAL Y METODO

2.1 METODO BIOQUIMICO

Las determinaciones bioquimicas fueron realizadas por el Servicio de Bioguimica

y la Unitat de Recerca d’Hemostasia del Servicio de Hematologia de Hospital Vall

d’Hebron.

PROTEINAS, GLUCOSA, pH, LDH Y ADA

Las determinaciones se realizaron en un analizador automatico Hitachi 919
(Boehriger Mannheim, Germany) utilizando el método de Biuret para las proteinas,
hexoquinasa para la glucosa, y la reduccion piruvato-a-lactato a 37° para la LDH.
La determinacién de ADA fue realizada utilizando adenosina como substrato y una
reaccion indicadora acoplada con NADH, 2-cetoglutarato, y glutamato deshidro-
genasa. Las muestras de sangre y liquido pleural para la determinacion de pH
fueron recogidas en una jeringa heparinizada de gasometria arterial en condiciones
de anaerobiosis, y remitidas inmediatamente al laboratorio. Las determinaciones se
realizaron en los 20 minutos posteriores a la extraccion de la muestra utilizando un
electrodo selectivo de pH (Chiron Diagnostics 860; Ciba Corning Diagnostics Corp.,

Medfield, MA, USA).

62



DETERMINACION DE LOS MARCADORES DE ACTIVACION NEUTROFILICA

Las muestras de sangre Yy liquido pleural fueron recogidas en tubos vacutainer
que contenian sal tripotésica de acido etilen diamina tetraacético (KsEDTA) (Becton
Dickinson, France), centrifugadas a 1800 x g durante 30 minutos a 4 °C, y el
liquido pleural y plasma sobrenadante fue conservado en alicuotas a —70 °C hasta
su analisis.

La elastasa polimorfonuclear fue determinada por un método de
inmunoaglutinacion (ECOLINE-PMN-E, Merck, Germany). En nuestro laboratorio, el
limite de deteccion de este método fue de 4 pg/mL. Las determinaciones de
elastasa polimorfonuclear inferiores al limite de deteccién fueron igualadas a 1
ug/mL para el estudio estadistico.

La determinacion de TNF-a se realizO mediante inmunoandlisis (ELISA,
Innogenetics, Belgium). Los patrones utilizados son TNF-o. humano recombinante
estandarizado frente a la preparacion de referencia 87/560 del National Biological
Standard Board (NBSB). En nuestro laboratorio, el limite de detecciébn de este
método fue de 6 pg/mL. Las determinaciones de TNF-o inferiores al limite de
deteccién fueron igualadas a 1 pg/mL para el estudio estadistico.

La IL-8 fue determinada por inmunoanalisis (ELISA, Bender Medsystems,
Austria). En nuestro laboratorio, el limite de deteccion de este método fue de 8
pg/mL. Las determinaciones de IL-8 inferiores al limite de deteccién fueron

consideradas de 1 pg/mL para el estudio estadistico.
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DETERMINACION DE LOS MARCADORES DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS

Las muestras de sangre y liquido pleural fueron recogidas en tubos vacutainer
que contenian 3.8% citrato (Becton Dickinson, France), centrifugadas a 1800 x g
durante 30 minutos a 4 ©C, y el liquido pleural y plasma sobrenadante fue
conservado en alicuotas a —70 °C hasta su analisis.

Las determinaciones de u-PA, t-PA, PAI-1 Ag y PAI-2 Ag se realizaron mediante
inmunoanalisis (ELISA, Tintelize Biopool-Sweden). En nuestro laboratorio, el limite
de deteccion de u-PA y PAI-2 Ag fue de 0.1 ng/mL y 6 ng/mL respectivamente. Las
concentraciones inferiores al limite de deteccion se igualaron a 0.1 ng/mL para el

estudio estadistico.

DETERMINACION DE LAS METALOPROTEINASAS Y SUS INHIBIDORES TISULARES

Las muestras de sangre y liquido pleural se recogieron en tubos vacutainer que
contenian 3.8% citrato (Becton Dickinson, France) y KzsEDTA (Beckton Dickinson,
France), se centrifugaron a 1800 x g durante 30 minutos a 4 °C y los
sobrenadantes obtenidos se conservaron en alicuotas a -70°C hasta su analisis.

Las determinaciones de MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 se
realizaron mediante inmunoanalisis (ELISA, Amersham Pharmacia, UK). La

sensibilidad de la técnica para MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2,
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fue de 1.7 ng/mL, 0.4 ng/mL, 0.03 ng/mL, 0.6 ng/mL, 1.3 ng/mL, 3.0 ng/mL,
respectivamente.

La técnica utilizada reconoce precusores libres y complejados de las dos
gelatinasas (MMP-2, MMP-9), precursores y formas activas tanto libres como
complejadas de las dos colagenasas (MMP-1, MMP-8) y formas libres y

complejadas de los TIMPs.

2.2 ANALISIS DEL RECUENTO LEUCOCITARIO

La determinacion del recuento celular fue realizada por el Servicio de
Hematologia de Hospital Vall d’'Hebrén.

Las muestras de sangre Yy liquido pleural fueron recogidas en tubos vacutainer
que contenian KsEDTA (Becton Dickinson, France). El recuento leucocitario total
fue realizado de forma inmediata mediante el contador celular Coulter®-s-Plus 1V
(Coulter, Hialeah, FL). Para el recuento diferencial, las muestras de sangre y
liquido pleural fueron concentradas mediante citocentrifugacién (Cytospin® 2,
Shandon Instruments, Sewickley, PA) a 2000 x g durante 8 minutos.
Posteriormente se realizé la tincion de May-Grunwald-Giemsa a las preparaciones

obtenidas y se procedio al recuento diferencial manual de leucocitos.
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2.3 METODO MICROBIOLOGICO

Las toracocentesis practicadas se realizaron en las maximas condiciones de
asepsia.

Todos los estudios microbioldgicos se realizaron por el Servicio de Microbiologia
del Hospital Vall d’Hebron.

El liquido pleural obtenido tras la practica de la toracocentesis se inoculaba de
forma inmediata en un tubo estéril y un vial de hemocultivo anaerobio del sistema
Bactec (Bactec NR 660 system; Becton Dickinson, USA)*2"248,

Las muestras del tubo estéril fueron procesadas para la practica de cultivo
convencional en los medios habituales, tincion de Gram e investigacion de
micobacterias.

El vial de hemocultivo anaerobio se incubo a 37 °C, con lectura diaria durante 5
dias y una ultima lectura a los 15 dias. Se realiz6 una nueva siembra en los medios
habituales en caso de positividad de los viales.

Para la investigacion de micobacterias se utilizé la tincion de auramina y la de
Ziehl-Neelsen. El cultivo se realiz6 mediante la incubacion de las muestras en el

medio de Lowenstein-Jensen durante dos meses.
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2.4 METODO CITOLOGICO

Todas las muestras fueron analizadas por el Servicio de Anatomia Patologica del
Hospital Vall d’'Hebron. El liquido pleural fue inoculado en tubos vacutainer que
contenian KsEDTA (Becton Dickinson, France), para proceder posteriormente al

estudio citologico.

2.5 METODO RADIOLOGICO

A todos los pacientes se les realiz6 una radiografia postero-anterior y lateral de
torax en el momento del ingreso y al finalizar el tratamiento.

Para estudiar la presencia de complicaciones pleurales locales en los derrames
pleurales paraneumonicos, se valoré la existencia de engrosamiento pleural
radiologico al final del tratamiento. Se definié paquipleuritis residual como la
presencia de un engrosamiento pleural mayor de 10 mm en la Rx postero-anterior
de torax realizada al finalizar el tratamiento del derrame pleural paraneumaonico. El
grosor pleural se midié en la cara lateral e inferior del hemitérax afectado en una
linea imaginaria horizontal que pasara por la parte mas alta de la cupula

diafragmatica.
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3. ANALISIS ESTADISTICO

En el andlisis descriptivo de las variables de estudio, se han calculado la
mediana y los percentiles 25 y 75 de cada variable, debido a la presencia de
valores extremos. Los diferentes valores se expresan en tablas segun la etiologia

del derrame pleural al que pertenecen.

En la fase del analisis exploratorio de los datos, se ha estudiado, para cada
variable, si su distribucion se ajustaba a la distribuciébn normal (a partir de la
inspeccion de sus graficos de probabilidad normal). En caso contrario, se ha
estudiado si su logaritmo neperiano se ajustaba mas a esta distribucion. Las
variables ADA, LDH, leucocitos, neutrdfilos, linfocitos, elastasa, IL-8, TNF-a, u-PA,
t-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag, MMP-1, MMP-8, y MMP-9, se han sustituido por su

logaritmo neperiano.

Para comparar la distribucion de las variables cuantitativas entre los distintos
tipos de derrame pleural se ha utilizado el analisis de la varianza. Se han planteado
contrastes ortogonales para comparar: trasudados (n=30) frente a exudados
(n=109; neoplasicos + tuberculosos + paraneumoénicos no complicados +

empiemas), infecciosos (n=79; tuberculosos + paraneumaoénicos no complicados +
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empiemas) frente a neoplasicos (n=30), paraneumodnicos (n=51; paraneumaonicos
no complicados + empiemas) frente a tuberculosos (n=28) y empiemas (n=30)
frente a paraneamonicos no complicados (n=21). En este andlisis se ha realizado
la transformacion logaritmica de las variables que no seguian una distribucién
normal. Para comparar la distribucion de los niveles de MMPs y TIMPs en liquido
pleural entre los derrames pleurales tuberculosos y empiemas se ha utilizado la

prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

Para comparar los niveles plasmaticos y en liquido pleural de las MMPs y los

TIMPs se ha utilizado la prueba no paramétrica de Wilcoxon.

Para estudiar la asociacion de MMPs y TIMPs en los DP paraneumonicos, se ha

utilizado el coeficiente de correlacion de Spearman.

Para estudiar la asociacion de MMPs y TIMPs en plasma y liquido pleural, se ha

utilizado el coeficiente de correlacion de Spearman.

Para estudiar la asociacion de MMPs y TIMPs con el recuento celular y el
recuento diferencial leucocitario en los DP exudados, infecciosos, paraneumaonicos
no complicados y empiemas, se ha utilizado el coeficiente de correlacion de

Spearman.
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Para estudiar la asociacion de MMPs y TIMPs con los marcadores de activacion
neutrofilica y del sistema de la fibrinolisis en los diferentes grupos de derrames

pleural se ha utilizado el coeficiente de correlacion de Spearman.

Para describir de forma sintética la distribucién de las metaloproteinasas y sus
inhibidores tisulares se ha utilizado el analisis de componentes principales. Se han
seleccionado los componentes con un autovalor igual o superior a 1, se ha aplicado
una rotacion Varimax, y se ha calculado el valor de los componentes en cada

paciente.

En el grupo de pacientes con derrame pleural paraneumonico, se han
comparado los niveles en liquido pleural de MMPs y TIMPs entre los pacientes que
desarrollaron paquipleuritis y los que no desarrollaron esta complicacion. Se ha

aplicado la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.
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4. ANEXO 1. Protocolo de recogida de datos de los derrames pleurales.

Nombre:

Registro: ETIQUETA
Edad: NHC.

Dias de ingreso: ____

Habitos téxicos:
(1:Ninguno; 2:Tabaco; 3:Enolismo; 4:ADVP; 5:0tros)

Enfermedades de base:
(1:Ninguna; 2: Diabetes Mellitus; 3: EPOC; 4: Hepatopatia; 5:2+3; 6:2+4; 7:2+3+4;

8:Insuficiencia cardiaca; 9:Insuficiencia renal; 10:Inmunosupresion no neutropénica; 11:
Neutropenia; 12:Ac. Anti-VIH; 13:SIDA; 14: Neoplasia; 15: Otras)

Contacto con asbesto: __ (1:Si, 2:No)

Situaciones predisponentes de broncoaspiracion: Higiene bucal __ Consumo de alcohol

Reflujo gastroesofagico  Enfermedad neurolégica _ Utilizacion de sedantes _ (1: Si; 2: No)
Clinica: Fiebre __ Tos __ Dolor toracico __ Sindrome téxico __ Insuficiencia respiratoria
Febricula __ Sudoracién nocturna __ (1:Si; 2:No)

Expectoracion __ (1:No; 2: Mucosa; 3: Mucopurulenta; 4: Hemoptoica)

Toma previa de antibidticos: __ (1:No; 2:Si).

- Farmaco y dosis:

- Dias de toma de antibiético:

Neoplasia previa y tiempo desde el diagnéstico:
- 1Q de la neoplasia previa: (1:No, 2:Fin curativo, 3:Fin paliativo)

- QT de la neoplasia previa: (1:No, 2:Fin curativo, 4:Fin paliativo)
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Radiografia de térax: Condensacion lobar __ (1:No, 2:Si)

- Localizacién: __ (1:No condensacion, 2:LSD, 3:LMD, 4:LID, 5:LSlI, 6:LII, 7:Lingula)
- Afectacion de varios I6bulos: __ (1:No, 2:Mismo pulmén, 3:Bilateral)

- Cavitacion: __ (1:No, 2:Si) - Patrén intersticial: __ (1:No, 2:Si)

- Tamafo del derrame pleural: __ (1:<1/3, 2:1/3-2/3, 3:>2/3)

- Engrosamiento pleural: __ (1:No, 2:Si) - Loculacién: __ (1:No, 2:Si)

- Derrame pleural: __ (1:Derecho, 2:lzquierdo, 3:Bilateral)

Ecografia toracica:
- Hecha: __ (1:No, 2:Si) - Localizacién: __ (1:Derecha, 2:1zquierda, 3:Bilateral)

- Cantidad: __ (1:Banda, 2:<2 espacios, 3:>2 espacios intercostales)
- Morfologia: __ (1:Anecoico, 2:complejo no septado, 3:complejo septado, 4:Ecogénico)
- Loculacion: __ (1:No, 2:Si) - Engrosamiento pleural: __ (1:No, 2:Si)

- Lesion pulmonar: __ (1:Consolidacion, 2:Masa, 3:Absceso, 4:0tra).

Ecografia-doppler toracica:

- Hecha: __ (1:No, 2:Si) - Patron ecografico: (ver codigo)

Analitica en sangre periférica:

Leucocitos Neutrofilos Linfocitos Creatinina ___ Glucosa
Proteinas Albimina___ LDH___ pH___ ADA____
Elastasa __ IL-8 _ TNF-alfa

tPA___ u-PA___ PAI-1Ag___ PAI-2Ag
MMP-1 _ MMP-2___ MMP-8___ MMP-9 ___ TIMP-1 __ TIMP-2 __

Microbiologia:
Cultivo esputo _ Hemocultivos
Cultivo convencional liquido pleural __  Cultivo frasco anaerobio __

(1:No hecho, 2:Negativo, 3:No valorable, 4: Neumococo, 5: H. Influenzae, 6:L. Pneumophila, 7:E.
Coli, 8:Klebsiella, 9:Pseudomonas, 10:Otras enterobacterias, 11:Estafilococo, 12:Anaerbobios,
13:Estreptococos, 14:Branhamella, 15:Hongos, 16: Otros).

Antibiograma:

Baciloscopia esputo __ Cultivoen L-J __  Baciloscopia en liquido pleural __

Cultivo liquido pleural en L-J

(1:No hecha, 2:Negativo, 3:Positivo)
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Estudio del liquido pleural:

Aspecto: __ (1:Purulento, 2:No purulento, 3:Trasudado)

- Bioquimica:
pH  Glucosa __ Proteinas _ ADA __ LDH
Elastasa  IL-8  TNF-alfa

t-PA_ u-PA___ PAI-1Ag___ PAI-2Ag
MMP-1 ~ MMP-2  MMP-8  MMP-9  TIMP-1__ TIMP-2
- Recuento celular:

Leucocitos _ Neutrofilos  Linfocitos

Citologia: Células malignas: __ (1:No, 2:Si)

Citologia de esputo: _ (1: No hecha, 2:Positiva células malignas, 3:Negativa)

Broncoscopia:  (1:No hecha, 2:Normal, 3:Patoldgica)

Biopsia pleural: _ (1:No hecha, 2:Normal, 3:Neoplasia, 4:Granulomas TBC, 5:0tros)

Pleuroscopia:  (1:No hecha, 2:Normal, 3:Nédulos, 4:Tractos fibrosos, 5:0tros)

PPD:  (1:Negativo, 2:Positivo, 3:No hecho)

TC toracico: _ (1:No hecho, 2:Normal, excepto derrame, 3:Patolégico ademas del derrame)
- Condensacion lobar: __ (1:No condensacién, 2:LSD, 3:LMD, 4:LID, 5:LSlI, 6:LIl, 7:Lingula)

- Afectacion de varios l6bulos: _ (1:No, 2:Mismo pulmon, 3:Bilateral)
- Cavitacion: ___ (1:No, 2:Si)

- Patron intersticial: ___ (1:No, 2:Si)

- Tamafo del derrame pleural: _ (1:<1/3, 2:1/3-2/3, 3:>2/3)

- Engrosamiento pleural: ___ (1:No, 2:Si)

- Loculacion: __ (1:No, 2:Si)

- Derrame pleural: ___ (1:Derecho, 2:1zquierdo, 3:Bilateral)

- Captacion de contraste:

Otras exploraciones (anotarlas):
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Tipo de derrame pleural: __ (1:Empiema, 2:Paraneumaénico, 3:Tuberculoso, 4:Neoplasico,

5:Insuficiencia cardiaca, 6:Indeterminado, 7:Miscelanea, 8:Paraneoplésico)

Tratamiento antibidtico: _ (1:No, 2:Si).

- Anotar pauta y dias de tratamiento:

Fisioterapia respiratoria: (1:No, 2:Si)

Toracocentesis repetidas: _ (1:No, 2:Si)

Drenaje pleural: _ (1:No, 2:Si) Dias de drenaje:

Decorticacion pleural: _ (1:No, 2:Si)

- Numero de dias desde el inicio del cuadro y la realizacion de la decorticacién:

Drenaje quirdrgico y liberacién de septos: (1:No, 2:Si)

Fibrinoliticos intrapleurales: _ (1:No, 2:Si)

- Fibrinolitico administrado-Dosis-Dias de duracion:

- Cantidad de liquido pleural drenado tras la administracion de los fibrinoliticos:

Neoplasia diagnosticada durante el ingreso: (1:No, 2:Si)

- Tratamiento de la neoplasia: (1:No, 2:Si)

Neoplasia diagnosticada después del ingreso: (1:No, 2:Si)

Pleurodesis: __ (1:No, 2:Si con tetraciclinas, 3:Si con talco, 4:Pleurodesis con otros productos)

- Pleurodesis eficaz: (1:No, 2:Si)

Otros tratamientos:

Evolucién: (1:Curacion, 2:Paquipleuritis-Engrosamiento pleural-Loculacion pleural, 3:Derrame
pleural que requiere drenaje pleural crénico, 4:Derrame pleural cronico, 5:Exitus en relacién con el
derrame pleural, 6:Exitus en relacion con la causa del derrame pleural, 7:Exitus en relacién con otra

causa, 8:0tros)
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RX Torax tras tratamiento médico-quirdrgico: (1:Normal, 2:Paquipleuritis, 3:Persiste

derrame pleural, 4:No realizada)

Ecografia toracica tras tratamiento médico-quirdrgico: (1:Normal, 2:Septos, 3:Derrame

pleural, 4:No realizada)

TAC torécico tras tratamiento médico-quirurgico: _ (1:Normal, 2:Paquipleuritis, 3:Septos,

4:2+3, 5:No realizado)

Dias de supervivencia desde el diagnéstico:

Control posterior:  (1:Cerrado, 2:CCEE, 3:Perdido)
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RESULTADOS



1. ANALISIS DESCRIPTIVO Y COMPARACION DE
MEDIAS ENTRE LOS DIFERENTES GRUPOS

ETIOLOGICOS DE DERRAME PLEURAL.

1.1 RESULTADOS EN SANGRE

MARCADORES BIOQUIMICOS DE RUTINA EN SUERO

Las cifras de pH en sangre periférica de todos los pacientes estudiados se
mantuvieron entre 7.35y 7.45.

La Tabla 3 refleja las medianas y percentiles 25-75 de glucosa, proteinas y LDH
en suero segun la etiologia del derrame pleural.

Los DP tuberculosos presentaron cifras inferiores de glucosa en el suero, con
una mediana de 87 mg/dL, adquiriendo diferencias significativas respecto a los DP
paraneumonicos (p<0.01). En el resto de grupos, los valores de las medianas de
glucosa en suero oscilaron entre los 98 mg/dL de los DP paraneumonicos no

complicados y los 107 mg/dL de los empiemas.
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Los DP tuberculosos presentaron cifras superiores de proteinas en el suero, con
una mediana de 7.0 g/dL, y adquirieron diferencias significativas respecto al resto
de grupos (p<0.01). Los valores de las medianas de las proteinas en el suero en el
resto de grupos oscilaron entre 6.1 g/dL en los empiemas y 6.5 g/dL en los
trasudados.

Los valores de LDH en suero fueron superiores en los trasudados con una
mediana de 427 UI/L. En el resto de grupos, los valores de las medianas de la LDH
en el suero oscilaron entre 310 UI/L en los empiemas y DP tuberculosos y 348 UI/L

en los DP neoplasicos.
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Tabla 3. Valores de las medianas y percentiles 25-75 de glucosa, proteinas y LDH

en suero segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumoénico

Empiema no complicado Tuberculoso Neoplasico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
Mediana 107 98 87 101 103
Glucosa
(mg/dL)  percentil 25-75 95 — 140 90 — 114 77 - 102 88 — 129 85— 136
. Mediana 6.10 6.20 7.00 6.40 6.50
Proteinas
(g/dL) .
Percentil 25-75 5.60 — 6.60 5.80 - 6.80 6.40 — 7.90 5.90 - 6.80 5.70 - 6.90
LDH Mediana 310 324 310 348 427
((S1V4D) .
Percentil 25-75 282 — 382 251 - 515 267 — 346 273 - 419 341 - 467
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RECUENTO CELULAR LEUCOCITARIO EN SANGRE

En la Tabla 4 se resumen los valores de las medianas y percentiles 25-75 de
leucocitos, neutrdéfilos y linfocitos en sangre periférica segun la etiologia del
derrame pleural.

Los empiemas y DP paraneumonicos no complicados presentaron cifras
superiores de leucocitos en sangre periférica, con valores de medianas de 12700
x10%/uL y 13000 x10%/uL respectivamente, adquiriendo diferencias significativas
respecto al resto de grupos (p<0.001).

Los empiemas y DP paraneumonicos no complicados presentaron cifras
superiores de neutréfilos en sangre periférica, con valores de medianas de 11097
x10%/uL y 9316 x10%/ulL respectivamente, adquiriendo diferencias significativas
respecto al resto de grupos (p<0.001).

No se observaron diferencias significativas en el recuento celular leucocitario y
en el recuento diferencial de neutrofilos en sangre periférica entre los empiemas y
los DP paraneumonicos no complicados.

Los valores de las medianas de linfocitos en sangre periférica oscilaron entre
935 x10°/uL en los trasudados y 1470 x10°/uL en los DP paraneumdnicos no
complicados, sin que se observaran diferencias significativas entre los diferentes

grupos de estudio.
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Tabla 4. Valores de las medianas y percentiles 25-75 de leucocitos, neutrofilos y

linfocitos en sangre periférica segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumoénico

Empiema no complicado Tuberculoso  Neoplasico Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
. Mediana 12700 13000 7350 7800 7500
Leucocitos
(x10%/uL) .
Percentil 25-75 9900 — 17475 9850 — 17950 6825 - 8825 6475 — 10200 5600 — 9700
e Mediana 11097 9316 5132 5946 5346
Neutrofilos
3
(x10°/pL) Percentil 25-75 6145 — 14670 7315 - 14737 4010 - 6244 3591 - 7353 3555 — 7615
. . Mediana 979 1470 1005 1207 935
Linfocitos
3
(x10°/uL) Percentil 25-75 810 — 2280 557 — 1986 758 — 1841 895 — 1521 658 — 1610
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MARCADORES DE ACTIVACION NEUTROFILICA EN SUERO

En la Tabla 5 se expresan los valores de las medianas y percentiles 25-75 de
elastasa polimorfonuclear, IL-8 y TNF-a en suero segun la etiologia del derrame
pleural.

Los empiemas y DP paraneumoénicos complicados presentaron niveles
superiores de elastasa en suero, con una mediana de 131.0 ug/L, y adquirieron
diferencias significativas respecto al resto de grupos de estudio (p<0.01). En el
resto de grupos, los valores de las medianas de la elastasa en suero oscilaron
entre 56.0 ug/L en los DP neoplasicos y 77.5 ug/L en los DP paraneumonicos no
complicados.

Los niveles de la IL-8 en suero fueron superiores en los empiemas y DP
paraneumonicos no complicados, con medianas de 6.0 pg/mL y 8.0 pg/mL
respectivamente. Se observaron diferencias significativas en los niveles de IL-8
entre los DP exudados y los trasudados (p<0.01).

Los valores de las medianas de TNF-a en suero oscilaron entre 8.0 pg/mL en
los DP neoplésicos y 13.0 pg/mL en los empiemas y DP paraneumoénicos no
complicados. No se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos

de estudio.
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Tabla 5. Valores

polimorfonuclear, IL-8 y TNF-a en suero segun la etiologia del derrame pleural.

de las

medianas

Paraneumonico

y percentiles

25-75 de elastasa

Empiema no complicado Tuberculoso Neoplasico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)

ELASTAGA  Mediana 131.0 77.5 75.0 56.0 69.5
(ng/L) Percentil 25-75  77.5 — 203.0 53.0 — 122.5 57.5 - 110.3 31.0-97.5 44.0-104.9
L Mediana 6.00 8.00 1.50 1.00 1.00
(pg/mL) Percentil 25-75 1.00 — 38.3 1.00 - 37.5 1.00 — 45.0 1.00-12.0  1.00 —1.00
TNFa Mediana 13.0 13.0 9.00 8.00 11.5
(pg/mL) Percentil 25-75  5.75 - 19.25 7.50 - 22.5 6.25 - 16.5 6.00-11.3 8.00-17.0
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MARCADORES DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN PLASMA

En la Tabla 6 se expresan los valores de las medianas y percentiles 25-75 de t-
PA, u-PA, PAI-1 Ag y PAI-2 Ag en plasma segun la etiologia del derrame pleural.

Los trasudados presentaron valores superiores de t-PA con una mediana de
15.3 ng/mL, y adquirieron diferencias significativas respecto a los exudados
(p<0.01). En los exudados, los niveles de t-PA oscilaron entre 5.16 ng/mL en los
DP tuberculosos y 10.7 ng/mL en los empiemas. Se observaron diferencias
significativas en los niveles de t-PA en plasma entre los DP paraneumonicos y los
DP tuberculosos (p<0.01).

Las medianas de u-PA en plasma oscilaron entre 0.20 ng/mL en los DP
paraneumonicos no complicados y 0.34 ng/mL en los DP neoplasicos. No se
observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos de estudio.

Las medianas de PAI-1 Ag en plasma oscilaron entre 39.3 ng/mL en los
trasudados y 55.2 ng/mL en los empiemas, y no se observaron diferencias
significativas entre los diferentes grupos etioldgicos.

Los niveles de PAI-2 Ag en plasma fueron inferiores en los DP paraneumoncos
no complicados, con una mediana de 0.1 ng/mL. En el resto de grupos, los valores
de mediana de PAI-2 Ag oscilaron entre 0.98 ng/mL en los DP neoplasicos y 2.01

ng/mL en los empiemas.
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Tabla 6. Valores de las medianas y percentiles 25-75 de t-PA, u-PA, PAI-1 Ag y

PAI-2 Ag en plasma segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumoénico

Empiema no complicado Tuberculoso Neoplasico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
t-PA Mediana 10.7 10.3 5.16 8.29 15.3
(Ng/mL)  percentil 25-75 6.95 - 17.8 6.73 — 14.0 4.21-9.39 484-12.6 10.4-225
Mediana 0.28 0.20 0.26 0.34 0.31
u-PA
(ng/mL)  bercentil 25-75 0.18 — 0.34 0.14 — 0.29 0.16 — 0.35 0.25-050 0.20 - 0.85
PAI-1Ag  Mediana 55.2 435 45.1 45.4 39.3
(ng/mL)  percentil 25-75 42.5-80.9 35.4 — 66.7 33.5-73.1 282-728 33.3-61.1
pal2 Ag  Mediana 2.01 0.10 1.46 0.98 1.79
(ng/mL)  percentil 25-75 0.83 — 2.83 0.10 — 0.89 0.49 — 2.82 0.10-156  0.54—2.42
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METALOPROTEINASAS E INHIBIDORES TISULARES DE METALOPROTEINASAS EN

PLASMA

En la Tabla 7 se resumen los valores de las medianas y percentiles 25-75 de las
metaloproteinas y sus inhibdores tisulares segun la etiologia del derrame pleural.

Los valores de MMP-1 en plasma fueron superiores en los derrames pleurales
paraneumonicos, con medianas de 5.37 ng/mL en los empiemas y 5.08 ng/mL en
los DP paraneumonicos no complicados, e inferiores en los DP tuberculosos con
una mediana de 2.93 ng/mL. Se observaron diferencias significativas en los valores
de MMP-1 en plasma entre los DP paraneumonicos y los DP tuberculosos (p<0.01).

La MMP-2 adquirié valores superiores en plasma en los trasudados, con una
mediana de 983.0 ng/mL. En el resto de grupos, las medianas de MMP-2 en
plasma oscilaron entre 420.7 ng/mL en los DP tuberculosos y 551.5 ng/mL en los
empiemas. Se observaron diferencias significativas entre los DP exudados y
trasudados (p<0.001), y entre los DP paraneumoénicos y los DP tuberculosos
(p<0.05).

Los niveles de MMP-8 en plasma fueron superiores en los empiemas y DP
paraneumonicos complicados, con una mediana de 30.7 ng/mL, y adquirieron
diferencias significativas con el resto de grupos (p<0.001). En los otros grupos de
estudio, las medianas de MMP-8 en plasma oscilaron entre 8.4 ng/mL en los DP

tuberculosos y 16.6 ng/mL en los DP neoplasicos.

86



Las concentraciones de MMP-9 en plasma fueron superiores en los empiemas,
con una mediana de 194.0 ng/mL, e inferiores en los DP tuberculosos, con una
mediana de 75.5 ng/mL. Se observaron diferencias significativas entre estos dos
grupos (p=0.005).

Los niveles de TIMP-1y TIMP-2 en plasma fueron superiores en los trasudados,
con medianas de 1610.5 ng/mL y 136.9 ng/mL respectivamente.

Los valores de las medianas de TIMP-1 en plasma, en los exudados, oscilaron
entre 809.5 ng/mL en los DP tuberculosos y 1439.8 ng/mL en los empiemas. Se
observaron diferencias significativas para TIMP-1 en plasma entre los trasudados y
los exudados (p<0.05), y entre los DP paraneumonicos y los DP tuberculosos
(p<0.001).

Los valores de las medianas de TIMP-2 en plasma, en los exudados, oscilaron
entre 58.7 ng/mL en los DP paraneuménicos no complicados y 103.3 ng/mL en los
DP neoplasicos. Se observaron diferencias significativas para TIMP-2 en plasma

entre los trasudados y los exudados (p<0.05).
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Tabla 7. Valores de las medianas y percentiles 25-75 de MMP-1, MMP-2, MMP-8,

MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 en plasma segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumaonico

Empiema no complicado Tuberculoso Neopléasico Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
vvp.y  Mediana 5.37 5.08 2.93 4.64 4.70
(/ML) pere. 25-75 3.92 - 7.05 4.08 - 6.45 1.70 — 4.59 2.19 - 6.31 3.46 — 5.49
Mvp.p  Mediana 551.5 528.9 420.7 527.8 983.0
(/ML) pere. 25-75 368.8 - 663.3  490.5-573.9 357.9-523.7  4241-626.2  758.6—1241.1
MMP-8 Mediana 30.7 10.9 8.4 16.6 10.6
(ng/mbL)  pere. 25-75 19.2 - 545 8.04 — 22.9 6.27 — 15.5 5.38 — 29.4 5.83 - 25.4
Mvpg  Mediana 194.0 136.9 75.5 179.8 109.4
(ng/mML)  pere. 2575 101.1 — 330.2 52.2 - 199.3 45.6 — 123.2 42.0 - 310.1 35.7 — 229.7
TiMp.1  Mediana 1439.8 1187.4 809.5 970.9 1610.5
(ng/mL)
Perc. 25-75  1229.7 — 1823.5 880.4—17359 650.9 — 1084.8 816.1 13159 1362.5— 1784.8
TiMp.p  Mediana 84.3 58.7 88.2 103.3 136.9
(/ML) pere. 25-75 63.7 — 110.2 49.7 - 110.9 70.5 — 102.8 75.9 — 144.6 90.2 — 187.0
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1.2 RESULTADOS EN LIQUIDO PLEURAL

MARCADORES BIOQUIMICOS DE RUTINA EN LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 8 se expresan los valores de las medianas y percentiles 25-75 de
pH, glucosa, proteinas, LDH y ADA en liquido pleural segun la etiologia del
derrame pleural.

El pH fue significativamente inferior en los empiemas respecto al resto de
grupos (p<0.01), con una mediana de 6.99. En el resto de grupos las medianas de
pH en liquido pleural oscilaron entre 7.35 en los DP tuberculosos y 7.46 en los
trasudados.

La glucosa fue inferior de forma significativa en los empiemas (p<0.001)
respecto al resto de grupos de estudio, con una mediana de 15 mg/dL. En el resto
de grupos, las medianas de la glucosa oscilaron desde 67 mg/dL en los DP
tuberculosos hasta 138 mg/dL en los trasudados.

Las proteinas adquirieron concentraciones superiores de forma significativa en
los DP tuberculosos (p<0.001) respecto al resto de grupos, con una mediana de
5.4 g/dL. Las medianas de los empiemas, paraneumonicos no complicados y
neoplasicos oscilaron entre 4.40 y 4.45 g/dL, mientras que los trasudados tuvieron

una mediana de 1.6 g/dL.
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El ADA present6 concentraciones significativamente superiores en los DP
tuberculosos (p<0.001) respecto al resto de grupos, con una mediana de 81 UI/L.
Los empiemas presentaron valores de ADA significativamente superiores (p=0.03)
respecto a los DP paraneumadnicos no complicados, con una mediana de 29 UI/L.
En el resto de grupos, las medianas oscilaron entre 7.5 UI/L en los trasudados y 24
UI/L en los DP paraneumadnicos no complicados.

La LDH fue superior de forma significativa en los empiemas (p<0.001) respecto
al resto de grupos, con una mediana de 2962.5 Ul/L. En el resto de grupos, la
mediana de LDH oscil6 entre 131.5 UI/L en los trasudados y 876.0 UI/L en los DP

tuberculosos.
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Tabla 8. Valores de las medianas y percentiles 25-75 de pH, glucosa, proteinas,

LDH y ADA en liquido pleural segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumoénico

Empiema no complicado Tuberculoso Neoplasico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
Mediana 6.99 7.41 7.35 7.40 7.46
pH
Percentil 25-75 6.86 — 7.15 7.34 —7.45 7.30 —7.40 7.38 —7.44 7.42 —7.50
Mediana 15 113 67 110 138
Glucosa
(mg/dL) Percentil 25-75 10 - 67 95 - 127 55 -92 90 — 132 117 - 164
p Mediana 4.45 4.40 5.40 4.40 1.60
Proteinas
(g/dL) .
Percentil 25-75 3.28 - 5.05 3.6 -5.05 5.00 - 5.85 3.98 - 4.63 1.10-2.00
ADA Mediana 29.00 24.00 81.00 14.00 7.50
(UI/L)  percentil 25-75  17.50-40.75  11.00—27.00  69.25-92.25  10.75-19.00 5.00 — 10.50
LDH Mediana 2962.5 502.0 876.0 502.5 131.5
(UI7L) Percentil 25-75 1735.3 — 5487.5 297.5-721.0 698.5 -1382.0 347.3-756.5 91.8-181.0
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RECUENTO CELULAR LEUCOCITARIO EN LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 9 se expresan los valores de las medianas y percentiles 25-75 de la
cifra de leucocitos, neutréfilos y linfocitos en liquido pleural segun la etiologia del
derrame pleural.

Los exudados mostraron cifras significativamente superiores en el nimero de
leucocitos y en el recuento diferencial leucocitario (p<0.001) respecto a los
trasudados.

Los derrames pleurales infecciosos mostraron cifras significativamente
superiores de leucocitos y neutroéfilos respecto a los DP neoplasicos (p<0.001).

Entre los derrames pleurales infecciosos, los empiemas presentaron cifras
superiores de leucocitos y de neutrdfilos respecto a los DP tuberculosos (p<0.001)
y los DP paraneumonicos no complicados (p<0.05 y p<0.001 respectivamente),
con medianas de 12000 leucocitos x10°/uL y de 10080 neutréfilos x10%/pL.

No se observaron diferencias significativas entre los derrames pleurales
infecciosos y neoplasicos respecto a la cifra de linfocitos. Los DP tuberculosos
presentaron cifras superiores de linfocitos frente a los derrames pleurales
paraneumonicos (p<0.01), con una mediana de 1896 linfocitos x10%/pL. Asf
mismo, los DP paraneumonicos no complicados mostraron cifras superiores de
linfocitos respecto a los empiemas (p<0.05), con una mediana de 1344 linfocitos

x10%/uL.
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Tabla 9. Valores de las medianas y percentiles 25-75 de leucocitos, neutrofilos y

linfocitos en liquido pleural segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumoénico

Empiema no complicado Tuberculoso Neopldsico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
. Mediana 12000 4300 2450 1400 450
Leucocitos
3
(x10°/uL) Percentil 25-75 2425 — 38850 1100 - 9300 975 - 5375 1050 — 3425 200 - 913
o Mediana 10080 938 282 198 40
Neutrdfilos
3
(x10°/uL) Percentil 25-75 1890 — 32559 237 — 6356 97 — 1047 68 — 465 11 - 199
. . Mediana 790 1344 1896 1030 290
Linfocitos
3
(x10°/uL) Percentil 25-75 98 — 1640 349 — 3550 858 — 3471 475 — 2262 168 - 522

93



MARCADORES DE ACTIVACION NEUTROFILICA EN LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 10 se resumen los valores de las medianas y percentiles 25-75 de
elastasa polimorfonuclear, IL-8 y TNF-a. en liquido pleural segun la etiologia del
derrame pleural. En las Figuras 1-3 se muestran las concentraciones de los
marcadores de activacion neutrofilica en liquido pleural en los diferentes grupos
etiolégicos de derrame pleural, asi como el grado de significacion de la
comparacion de medias entre los grupos de estudio.

Los exudados mostraron valores superiores respecto a los trasudados
(p<0.001) en todos los pardmetros inflamatorios estudiados.

Los DP infecciosos mostraron valores superiores de elastasa (p<0.001) IL-8
(p=0.004) y TNF-a (p<0.001) respecto a los DP neoplasicos.

Las concentraciones de elastasa e IL-8 fueron marcadamente superiores en
empiemas (p<0.001) respecto al resto de DP infecciosos, con una mediana de
5578.0 ng/L y 18114.0 pg/mL respectivamente.

El TNF-a adquirié concentraciones superiores en los DP tuberculosos, con una
mediana de 150.5 pg/mL, mostrando diferencias significativas respecto a los DP
paraneumonicos (p<0.001), y respecto a los empiemas (p=0.026). Los empiemas
y DP paraneuménicos no complicados presentaron medianas de TNF-a en liquido
pleural de 56.5 pg/mL y 24.0 pg/mL respectivamente, y se observaron diferencias

significativas entre los dos grupos (p=0.015).

94



Tabla 10 Valores de las medianas y percentiles 25-75 de elastasa, IL-8 y TNF-a

en liquido pleural segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumonico

Empiema no complicado Tuberculoso Neoplasico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)

ELAsTAGs  Mediana 5578.0 181.5 258.3 20.0 8.0
(ng/L) Percentil 25-75  2524.3 —9549.0  47.5 — 640.0 111.8-6055  10.8—46.8  4.8-59.3
L Mediana 18114.0 17.0 75.0 105.0 3.0
(pg/mL) Percentil 25-75 1139.3 — 55515.0 3.5 — 496.5 48.8-203.0 188-2533 1.0-11.3
TNF-o. Mediana 56.5 24.0 150.5 14.0 7.0
(pg/mL) Percentil 25-75  15.8 — 215.5 12.5 - 445 90.5 — 242.5 8.8-225 3.8-10.3
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Figura 1. Concentracion de elastasa polimorfonuclear en liquido pleural en los

diferentes grupos etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 2. Concentracién de IL-8 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 3. Concentracion de TNF-o en liquido pleural en los diferentes grupos

etioldgicos de derrame pleural.
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MARCADORES DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 11 se resumen los valores de las medianas y percentiles 25-75 de t-
PA, u-PA, PAI-1 Ag y PAI-2 Ag en liquido pleural segun la etiologia del derrame
pleural. En las Figuras 4-7 se muestran las concentraciones de los marcadores del
sistema de la fibrinolisis en liquido pleural en los diferentes grupos etioldgicos de
derrame pleural, asi como el grado de significacion de la comparacion de medias
entre los grupos de estudio.

Los derrames pleurales exudados mostraron valores superiores de los
marcadores del sistema de la fibrinolisis respecto a los trasudados (p<0.001),
excepto para el t-PA que mostro valores inferiores en los empiemas.

El t-PA presentd valores significativamente superiores en los DP neoplésicos
respecto a los DP infecciosos (p=0.002), con una mediana de 20.41 ng/mL. Entre
los DP infecciosos, los DP paraneumadnicos no complicados adquirieron los valores
mas elevados de t-PA, con una mediana de 21.32 ng/mL. Los empiemas,
mostraron valores inferiores de t-PA frente a los DP tuberculosos (p=0.004) y
frente a los DP paraneumonicos no complicados (p=0.002), con una mediana de
5.36 ng/mL.

Se observaron valores superiores de u-PA en empiemas y DP neopléasicos, con
medianas de 2.50 ng/mL y 1.89 ng/mL respectivamente. Entre los DP infecciosos,
los empiemas presentaron valores significativamente superiores de u-PA respecto a

los DP tuberculosos (p=0.004) y DP paraneumaénicos no complicados (p<0.001).
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Los DP infecciosos mostraron concentraciones superiores de PAIs respecto a los
DP neoplasicos (p<0.001). PAI-1 Ag adquirié valores superiores en empiemas y DP
tuberculosos, con medianas de 1772.2 ng/mL y 1500.1 ng/mL respectivamente,
sin que se observaran diferencias significativas entre ellos. Se evidenciaron
diferencias significativas entre los DP tuberculosos y el conjunto de DP
paraneumonicos (p<0.001) y entre los empiemas y los DP paraneumodnicos no
complicados (p<0.001).

PAI-2 Ag no mostro diferencias significativas entre los diferentes DP infecciosos

estudiados.
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Tabla 11 Valores de las medianas y percentiles 25-75 de u-PA, t-PA, PAI-1 Ag y

PAI-2 Ag en liquido pleural segun la etiologia del derrame pleural.

Paraneumoénico

Empiema no complicado Tuberculoso Neoplasico  Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
-PA Mediana 5.36 21.32 13.38 20.41 9.86
(NQ/ML)  bercentil 25-75 2,12 - 15.83 9.07 - 28.25 7.99-22.97 12.48-29.66 6.84—12.65
Mediana 2.50 0.78 1.36 1.89 0.35
u-PA
(ng/mL)  bercentil 25-75 1.51 — 4.50 0.60 — 1.05 1.06 — 2.30 1.04-4.15  0.24—0.49
PAI-1Ag  Mediana 1772.2 104.8 1500.1 213.0 15.6
(NQ/ML)  bercentil 25-75  979.6 — 19433  34.0 — 863.5 963.5—1769.8 52.9-567.3 11.3-28.8
pal2 Ag  Mediana 74.87 48.63 58.08 26.75 6.65
(NQ/ML)  percentil 25-75  41.03-132.62  11.60 — 11059  20.85-89.74  10.07— 3533 3.84 — 16.26
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Figura 4. Concentracion de t-PA en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 5. Concentracion de u-PA en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 6. Concentracion de PAI-1 Ag en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.

3000

L ' p<0.001 ¥
— ¥ <0001 §  P<0.001 j o pooon
- 2000
=
>
c O
N—r
m ——
< O
Y -
<
Q- 10001
*x
*x
0 I — I %
Empiema Tuberculoso Trasudado
Paraneumdnico Neoplasico

ns: No significativo (p>0.05)

104



Figura 7. Concentracion de PAI-2 Ag en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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METALOPROTEINASAS E INHIBIDORES TISULARES DE METALOPROTEINASAS EN

LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 12 se resumen los valores de las medianas y percentiles 25-75 de
las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares en liquido pleural segun la
etiologia del derrame pleural. En las Figuras 8-13 se muestran las concentraciones
de las metaloproteinasas e inhibidores tisulares de metaloproteinasas en liquido
pleural en los diferentes grupos etiol6gicos de derrame pleural, asi como el grado
de significacién de la comparacién de medias entre los grupos de estudio.

Todos los liquidos pleurales estudiados (exudados y trasudados), presentaron
concentraciones elevadas de MMP-2 y TIMP-1, si los comparamos con el resto de
las MMPs y TIMP-2, con medianas que oscilaron entre 1170.6 ng/mL en los
empiemas y 1899.7 ng/mL en los DP tuberculosos para la MMP-2, y entre 12100.0
ng/mL en los trasudados y 32850.0 ng/mL en los DP tuberculosos para el TIMP-1.

Los exudados presentaron valores superiores y con significacion estadistica
(p<0.001) de MMP-1, MMP-2, MMP-8, MMP-9 y TIMP-1 respecto a los trasudados.

La MMP-1, MMP-8 y MMP-9 mostraron valores significativamente superiores en
el grupo de DP infecciosos respecto a los DP neoplasicos (p=0.020, p<0.001,
p<0.001, respectivamente). Los empiemas y DP paraneumédnicos complicados
presentaron concentraciones de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 significativamente
superiores frente a los DP tuberculosos (p=0.001, p<0.001, p<0.001,

respectivamente) y DP paraneumédnicos no complicados (p=0.001, p<0.001,
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p=0.005, respectivamente), con medianas de 11.79 ng/mL, 1302.5 ng/mL y 292.9
ng/mL respectivamente.

La MMP-2 adquirio valores inferiores en empiemas respecto al resto de
exudados infecciosos y neoplésicos (p<0.001). Los DP tuberculosos mostraron las
concentraciones mas elevadas de MMP-2 con una mediana de 1899.7 ng/mL.

Los DP infecciosos mostraron valores superiores de TIMP-1 (p<0.001) respecto
a los DP neopléasicos. Entre los DP infecciosos, los DP tuberculosos presentaron
niveles superiores de TIMP-1, con una mediana de 32850.0 ng/mL, y mostraron
diferencias significativas respecto a los DP paraneumonicos (p=0.005).

No se observaron diferencias significativas entre exudados y trasudados
respecto a TIMP-2. Sin embargo, en el grupo de estudio, el TIMP-2 present6
valores superiores en los DP neopléasicos respecto a los DP infecciosos (p=0.029),
con una mediana de 101.6 ng/mL. Tampoco se observaron diferencias

significativas entre los diferentes DP infecciosos respecto a TIMP-2.
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Tabla 12 Valores de las medianas de las metaloproteinasas y de los inhibidores

tisulares de metaloproteinasas en liquido pleural segun la etiologia del derrame

pleural.
Empiema Zfigi:";n“ggé? Tuberculoso Neoplasico Trasudado
(n=30) (n=21) (n=28) (n=30) (n=30)
vvp.y  Mediana 11.79 4.83 5.18 3.81 1.79
(/ML) pere. 25-75 6.77 — 19.88 3.20 — 6.89 3.37 - 7.56 2.14-5.11 1.70 — 2.50
MMp.p  Mediana 1170.6 1741.6 1899.7 1578.3 1257.8
(ng/mL)
Perc. 25-75  230.6 — 1341.8 1601.3 — 2127.5 1679.4—2624.7 1330.5-2085.2 1078.1 — 1493.3
Mvp.g  Mediana 1302.5 59.4 85.2 3.5 1.2
(/ML) pere 2575 275.3-15180  10.7 — 295.8 17.2 -121.2 1.7-12.0 05-25
MMP-9 Mediana 292.9 49.2 69.7 8.1 4.0
(ng/mbL)  pere. 25-75 174.4 — 415.6 9.2 - 196.4 44.7 -137.1 5.0 -32.5 22-78
Timp.q  Mediana 24000.0 23600.0 32850.0 17300.0 12100.0
(ng/mL)
Perc. 25-75 6582 — 32625 17500 — 30950 22725 - 36325 13200 — 22100 11475 — 13675
TIMP-2 Mediana 81.6 66.0 91.8 101.6 59.6
(/ML) pere. 25-75 52.6 — 130.1 52.2 - 87.5 70.2 - 112.3 77.4 - 139.1 46.1-98.5
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Figura 8. Concentracion de MMP-1 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 9. Concentracion de MMP-2 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 10. Concentracion de MMP-8 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 11. Concentracion de MMP-9 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 12. Concentracion de TIMP-1 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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Figura 13. Concentracion de TIMP-2 en liquido pleural en los diferentes grupos

etiolégicos de derrame pleural.
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1.3 COMPARACION DE MEDIAS DE LAS MMPs Y TIMPs ENTRE

PLASMA Y LIQUIDO PLEURAL

La Tabla 13 expresa los valores de las medianas de las MMPs y TIMPs en
plasma y liquido pleural y el grado de significacion de las diferencias entre las
medias de MMPs y TIMPs en liquido pleural y plasma en los diferentes grupos de
estudio.

Los DP infecciosos muestran valores superiores en liquido pleural respecto a
plasma de MMP-1, MMP-2, MMP-8 y TIMP-1 (p<0.01), excepto para MMP-1 en los
DP paraneuménicos no complicados. MMP-9 muestra valores superiores en liquido
pleural respecto a plasma tan solo en los empiemas, sin alcanzar significacion
estadistica (p=0.12).

Los DP neoplésicos y los trasudados muestran valores superiores de MMP-2 y
TIMP-1 en liquido pleural respecto a plasma (p<0.01), y valores significativamente
inferiores en liquido pleural respecto a plasma de MMP-1, MMP-8 y MMP-9
(p<0.01), excepto para MMP-1 en los DP neoplasicos en los que no alcanza
significacion estadistica.

Respecto a TIMP-2, no se observan diferencias significativas entre los valores
plasmaticos y en liquido pleural en los diferentes grupos de estudio. En el grupo de
trasudados, TIMP-2 alcanza niveles significativamente superiores en plasma

respecto al liquido pleural (p<0.01).
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Tabla 13. Valores de las medianas de las MMPs y TIMPs en plasma y liquido

pleural segun la etiologia del derrame pleural. Diferencias entre las medias de los

niveles de las MMPs y TIMPs en liquido pleural y plasma en los diferentes grupos

de estudio.

Medianas Empiema Zfigi:'rﬂggé? Tuberculoso Neoplasico Trasudado

(ng/mL) (n=30) mp (n=28) (n=30) (n=30)
(n=21)

Pleura / plasma 11.8/5.37 4.83/5.08 5.18/2.93 3.81/4.64 1.79/4.70

MMP-1 p<0.01 ns p<0.01 ns p<0.01

Pleura / plasma

1170.6 / 551.5 1741.6 /528.9  1899.7 / 420.7

1578.3 / 527.8

1257.8 / 983.0

MMP-2 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Pleura / plasma 1302.5/ 30.7 59.4 /10.9 85.2/8.4 3.46/16.6 1.23/10.6
MMP-8 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Pleura / plasma 292.9/194.0 49.2/136.9 69.7 / 75.5 8.14 /179.8 3.98/109.38
MMP-9 ns ns ns p<0.01 p<0.01

Pleura / plasma

24000.0 / 1439.8 23600.0 / 1187.4 32850.0 / 809.5

17300.0 / 970.9

12100.0 / 1610.5

TIMP-1 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p<0.01
Pleura / plasma 81.6/84.3 66.0 / 58.7 91.8/88.2 101.6 / 103.3 59.6 / 136.9
TIMP-2 ns ns ns ns p<0.01

p: Significacion ns: No significativo (p>0.05)
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2. ASOCIACION ENTRE LOS PARAMETROS DE

ESTUDIO

2.1 ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs EN
LIQUIDO PLEURAL EN LOS DERRAMES PLEURALES

PARANEUMONICOS

En la Tabla 14 se resume el grado de asociacién entre las diferentes
metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares en el liquido pleural de los derrames
pleurales paraneumonicos (n=51).

Existe una asociacion positiva entre MMP-1, MMP-8 y MMP-9 (p<0.001). MMP-8
se asocia de forma negativa con MMP-2 (p<0.01). Ademas, MMP-1 y MMP-9 se
asocian de forma positiva con TIMP-1 (p<0.05 y p<0.001 respectivamente), y

MMP-8 y MMP-9 muestran una correlacién positiva con TIMP-2 (p<0.05).
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Tabla 14. Asociacion entre los niveles de las metaloproteinasas y sus inhibidores

tisulares en liquido pleural en los derrames pleurales paraneumonicos (n=51).

MMP-1 MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2

MMP-1 r 1 -0.141 0.619*** 0.577*** 0.300* 0.155
MMP-2 r 1 -0.406** -0.184 0.271 -0.175
MMP-8 r 1 0.724***  0.254 0.332*
MMP-9 r 1 0.562***  0.277*
TIMP-1 r 1 0.216
TIMP-2 r 1

r: coeficiente de correlacion de Spearman
*: p<0.05 **: p<0.01 ***: p<0.001
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2.2 ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs EN
PLASMA Y LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 15 se resume la asociacion entre los niveles de MMPs y TIMPs en
plasma y liquido pleural en los DP exudados, DP infecciosos, DP paraneumonicos y
en los empiemas.

En los DP paraneumodnicos complicados y empiemas, no se observa asociacion
entre los niveles en liquido pleural y plasma de las MMPs y TIMPs estudiados.
Estos resultados se mantienen en los DP paraneumonicos, excepto para la MMP-8,
gue muestra una asociacién positiva entre los valores plasmaticos y de liquido
pleural.

En los DP infecciosos y exudados, observamos una asociacion positiva entre los
niveles plasmaticos y en liquido pleural de MMP-1 y MMP-8. Ademas, existe una
asociacién negativa entre los niveles en liquido pleural y plasma para TIMP-1 en
los DP infecciosos, asi como una asociacion positiva para TIMP-2 en los DP

exudados.
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Tabla 15. Asociacion de los niveles de metaloproteinasas e inhibidores tisulares

entre plasma y liquido pleural en diferentes grupos de estudio.

Empiema Paraneumoénico Infeccioso Exudado
(n=30) (n=51) (n=79) (n=109)
Pleura / plasma r -0.13 0.17 0.33 0.37
MMP-1 p ns ns 0.003 <0.001
Pleura / plasma r -0.11 0.01 -0.12 -0.09
MMP-2 p ns ns ns ns
Pleura / plasma r -0.06 0.37 0.42 0.37
MMP-8 p ns 0.007 <0.001 <0.001
Pleura / plasma r 0.13 0.20 0.18 0.14
MMP-9 p ns ns ns ns
Pleura / plasma r -0.154 -0.08 -0.28 -0.11
TIMP-1 p ns ns 0.01 ns
Pleura / plasma r 0.02 0.18 0.15 0.21
TIMP-2 p ns ns ns 0.03

r: Coeficiente de correlacion de Spearman
p: Significacién
ns: No significativo (p>0.05)
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2.3 ASOCIACION ENTRE EL RECUENTO LEUCOCITARIO Y LOS

NIVELES DE MMPs Y TIMPs EN LIQUIDO PLEURAL

En la Tabla 16 se resume la asociacion entre el recuento leucocitario y el
recuento diferencial de neutréfilos y linfocitos, con los niveles de las MMPs vy
TIMPs en el liquido pleural en los DP exudados, DP infecciosos, DP
paraneumaonicos, y empiemas.

En los DP exudados se observa una asociacion positiva de MMP-8, MMP-9 y
TIMP-1 con la cifra de leucocitos y neutréfilos en el liquido pleural, asi como una
asociacion positiva de MMP-1 con el recuento de neutréfilos. MMP-2 se asocia de
forma negativa con el recuento leucocitario y neutrofilico en el liquido pleural.

En los DP infecciosos se observa una asociacion positiva de MMP-1, MMP-8 y
MMP-9 con la cifra de neutrofilos en el liquido pleural, mientras que estas tres
metaloproteinasas se asocian de forma negativa con la cifra de linfocitos. MMP-2
se asocia de forma positiva con la cifra de linfocitos en liquido pleural, y de forma
negativa con el recuento leucocitario y de neutrofilos.

En los derrames pleurales paraneumanicos se observa una asociacion negativa
de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con el recuento diferencial de linfocitos en el liquido

pleural.
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En los empiemas no se observa asociacion entre los valores de las
metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares con el recuento celular y el recuento

diferencial leucocitario en el liquido pleural.

Tabla 16. Asociacion entre los niveles de las MMPs y TIMPs y el recuento celular

leucocitario en el liquido pleural.

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2

Leucocitos ns -0.234* 0.323** 0.288** 0.189* ns
Exudados
Neutrofilos r 0.351** -0.387** 0.584** 0.506** 0.289** ns
(n=109) . .
Linfocitos ns ns ns ns ns ns
] Leucocitos ns -0.277* ns ns ns ns
Infecciosos
Neutrofilos r 0.235* -0.444** 0.419** 0.370** ns ns
n=79
( ) Linfocitos -0.315** 0.306**  -0.372**  -0.313** ns ns
L. Leucocitos ns ns ns ns ns ns
Paraneumodnicos
Neutrofilos r ns ns ns ns ns ns
(n=51) L
Linfocitos -0.338* ns -0.409**  -0.316* ns ns
. Leucocitos ns ns ns ns ns ns
Empiemas
Neutrofilos r ns ns ns ns ns ns
(n=30) L
Linfocitos ns ns ns ns ns ns
r: coeficiente de correlacién de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01

ns: No significativo (p>0.05)
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2.4. ASOCIACION DE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs CON LOS
MARCADORES DE ACTIVACION NEUTROFILICA Y DEL

SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LIQUIDO PLEURAL

ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs Y LOS MARCADORES

INFLAMATORIOS Y DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LOS DERRAMES

PLEURALES EXUDADOS

Tal y como se expresa en las Tablas 17.1 y 17.2, MMP-1, MMP-8 y MMP-9 se
asocian de forma positiva con los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a.),
con el u-PA y con los PAls. MMP-8 se asocia, ademas, de forma negativa con el t-
PA. La MMP-2 se asocia de forma negativa con elastasa, IL-8 y u-PA y de forma
positiva con el t-PA.

TIMP-1 se asocia de forma positiva con elastasa, TNF-a, t-PA y los PAIs. TIMP-

2 s6lo muestra asociacion positiva con u-PA.
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Tabla 17.1. Asociacion entre los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a)

y MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP exudados (n=109).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Elastasa 0.485**  -0.443** 0.809** 0.662** 0.370** -0.072
IL-8 0.454**  -0.590** 0.540** 0.436** -0.002 0.155
TNF-a 0.371** -0.013 0.534**  0.556** 0.526** 0.121
r: coeficiente de correlacién de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01

Tabla 17.2. Asociacion entre los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-

PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP exudados

(n=109).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
t-PA -0.178 0.343**  -0.250** -0.124 0.251**  0.068
u-PA 0.247**  -0.309** 0.290**  0.243* 0.133 0.341**
PAI-1 Ag 0.450**  -0.152 0.647**  0.654**  0.446** 0.111
PAI-2 Ag 0.337**  -0.112 0.446**  0.455**  0.472** 0.012

r: coeficiente de correlacion de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01
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ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs Y LOS MARCADORES

INFLAMATORIOS Y DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LOS DERRAMES

PLEURALES INFECCIOSOS

Tal y como se resume en las Tablas 18.1 y 18.2, MMP-8 y MMP-9 se asocian de
forma positiva con los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a), con el u-
PA y con los PAls. MMP-1 mantiene una asociacion positiva con elastasa, IL-8, u-
PA y PAI-1 Ag. MMP-2 se correlaciona de forma negativa con elastasa, IL-8 y u-PA
y de forma positiva con el t-PA.

TIMP-1 se asocia de forma positiva con TNF-a, t-PA y los PAIs. TIMP-2 muestra

una correlacion positiva con TNF-a, u-PA y PAI-1 Ag.
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Tabla 18.1. Asociacion entre los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a)

y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP infecciosos (n=79).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Elastasa r 0.441**  -0.654** 0.743** 0.559** 0.128 0.109
IL-8 r 0.433**  -0.663** 0.617** 0.441** -0.149 0.141
TNF-a r 0.179 0.050 0.274* 0.333**  0.424** 0.332**
r: coeficiente de correlacién de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01

Tabla 18.2. Asociacion entre los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-

PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP

infecciosos (n=79).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
t-PA r -0.128 0.468**  -0.198 -0.048 0.429**  0.009
u-PA r 0.336**  -0.384** 0.546** 0.344* 0.146 0.336**
PAI-1 Ag r 0.410**  -0.209 0.534**  0.578** 0.313** 0.291
PAI-2 Ag r 0.201 -0.099 0.263* 0.280* 0.316**  0.030

r: coeficiente de correlacion de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01
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ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs Y LOS MARCADORES

INFLAMATORIOS Y DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LOS DERRAMES

PLEURALES PARANEUMONICOS

En las Tablas 19.1 y 19.2 se expresa la asociacién entre las metaloproteinasas y
sus inhibidores tisulares y los marcadores de actividad neutrofilica y de sistema de
la fibrinolisis en el liquido pleural de los derrames pleurales paraneumaonicos.

Observamos una asociacion positiva de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con los
marcadores inflamatorios, con el u-PA y PAI-1 Ag. Sin embargo, MMP-2 muestra
una asociacion negativa con los marcadores inflamatorios, elastasa e IL-8, y con
los marcadores del sistema de la fibrinolisis u-PA y PAI-1 Ag. Ademas, MMP-2 se
asocia de forma positiva con t-PA.

TIMP-1 mantiene la asociacién positiva con TNF-a, t-PA y PAI-1 Ag, mientras

gue TIMP-2 se correlaciona de forma positiva con TNF-a y u-PA.
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Tabla 19.1. Asociacion entre los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a)

y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP paraneumadnicos (n=51).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Elastasa r 0.433**  -0.726** 0.677** 0.434** -0.009 0.187
IL-8 r 0.416** -0.673** 0.629** 0.368** -0.192 0.170
TNF-a r 0.398**  -0.233 0.544* 0.548**  0.441**  0.396**
r: coeficiente de correlacién de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01

Tabla 19.2. Asociacion entre los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-

PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP
paraneumonicos (n=51).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
t-PA r -0.039 0.646**  -0.250 0.047 0.469**  0.077
u-PA r 0.498**  -0.560** 0.726** 0.481** 0.077 0.407**
PAI-1 Ag r 0.532**  -0.443** 0.805** 0.739**  0.345* 0.243
PAI-2 Ag r 0.116 -0.150 0.193 0.281* 0.272 -0.028

r: coeficiente de correlacion de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01
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ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs Y LOS MARCADORES

INFLAMATORIOS Y DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LOS EMPIEMAS

Tal y como se observa en la Tablas 20.1 y 20.2, la MMP-2 mantiene una
asociacién negativa con elastasa, IL-8 y PAI-2 Ag y positiva con t-PA. MMP-8 se
asocia de forma positiva con IL-8, TNF-a, u-PA y PAI-1 Ag, y MMP-9 mantiene una
correlacion positiva con TNF-a, PAI-1 Ag, y también con el t-PA.

TIMP-1 mantiene la asociacion positiva con TNF-a, t-PA y PAI-1 Ag, y muestra
una asociacion negativa con IL-8. TIMP-2 se correlaciona de forma positiva con u-

PA.
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Tabla 20.1. Asociacion entre los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a)

y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los empiemas (n=30).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Elastasa 0.071 -0.605** 0.356 -0.130 -0.302 0.082
IL-8 0.187 -0.410*  0.417* -0.002 -0.431*  -0.021
TNF-a 0.318 0.099 0.396* 0.444**  0.429* 0.269
r: coeficiente de correlacién de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01

Tabla 20.2. Asociacion entre los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-

PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los empiemas

(n=30).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
t-PA 0.265 0.630**  0.125 0.370* 0.631**  0.248
u-PA 0.296 -0.306 0.610**  0.131 0.044 0.394*
PAI-1 Ag 0.252 0.013 0.595**  0.671** 0.515** 0.279
PAI-2 Ag -0.194 -0.382*  -0.079 0.072 0.146 -0.008

r: coeficiente de correlacion de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01
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ASOCIACION ENTRE LOS NIVELES DE MMPs Y TIMPs Y LOS MARCADORES

INFLAMATORIOS Y DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LOS DERRAMES

PLEURALES PARANEUMONICOS NO COMPLICADOS

Tal y como se expresa en las Tablas 21.1 y 21.2, MMP-1, MMP-8, MMP-9 y
TIMP-1 se asocian de forma positiva con elastasa y PAI-1 Ag. PAI-2 Ag muestra
también una correlacion positiva con MMP-8, MMP-9 y TIMP-1, y ademas con

MMP-2.

Tabla 21.1. Asociacion entre los marcadores inflamatorios (elastasa, IL-8, TNF-a)
y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP paraneumoénicos no complicados
(n=21).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2

Elastasa r 0.488* 0.197 0.748**  0.665** 0.764**  -0.040

IL-8 r -0.041 -0.027 0.275 0.136 0.186 0.167

TNF-a r 0.108 -0.220 0.366 0.146 0.427 0.422
r: coeficiente de correlacion de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01
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Tabla 21.2. Asociacion entre los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-

PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y las MMPs y TIMPs en liquido pleural en los DP

paraneumaonicos no complicados (n=21).

MMP-1  MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
t-PA r 0.049 0.370 -0.269 0.269 0.361 -0.182
u-PA r 0.094 -0.213 0.164 0.126 0.216 0.147
PAI-1 Ag r 0.552**  0.330 0.726**  0.683**  0.597**  -0.095
PAI-2 Ag r 0.342 0.626* 0.479* 0.514* 0.570**  -0.240
r: coeficiente de correlacion de Spearman *: p<0.05 **: p<0.01
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3. ANALISIS DE COMPONENTES PRINCIPALES DE LAS

MMPs Y TIMPs EN LIQUIDO PLEURAL

Se ha realizado un estudio de correlacion para determinar el grado de
asociacion entre las diferentes metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares en el
liquido pleural (Tabla 22).

Se observa una asociacion positiva, con significacion estadistica (p<0.001),
entre MMP-1, MMP-8, MMP-9 y TIMP-1. La MMP-2 se asocia de forma positiva con
TIMP-1 (p<0.01), y existe una asociacion positiva en el limite de la significacion
entre los dos TIMPs (p=0.035).

Posteriormente se ha aplicado el andlisis factorial o de componentes principales
a las MMPs y TIMPs en los derrames pleurales exudados (Tabla 23 y Figura 14), y

se ha objetivado que se resumen en tres componentes:

- Componente 1: Representado por MMP-1, MMP-8 y MMP-9. Al analizar
este componente atendiendo a los diferentes grupos etiolégicos estudiados,
se observan diferencias significativas entre los DP neoplasicos (n=30) e
infecciosos (n=79), de manera que los DP infecciosos muestran valores
superiores del componente 1 respecto a los DP neoplasicos (p<0.001)

(Figura 15).
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- Componente 2: Representado por MMP-2. Al analizar este componente
atendiendo a los diferentes grupos etiolégicos estudiados, no se observan
diferencias significativas entre los DP neoplasicos (n=30) e infecciosos
(n=79) (p=0.405) (Figura 16). Al comparar los DP tuberculosos (n=28) y los
DP paraneumonicos (n=51), se observa que los DP tuberculosos muestran
valores significativamente superiores del componente 2 respecto a los DP

paraneumonicos (p<0.001) (Figura 17).

- Componente 3: Representado por TIMP-2.

El TIMP-1 se sitia entre el componente 1 y el componente 2, mostrando una

asociacién positiva con ambos.
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Tabla 22. Asociacion entre los valores de las metaloproteinasas y sus inhibidores

tisulares en liquido pleural.

MMP-1 MMP-2 MMP-8 MMP-9 TIMP-1  TIMP-2
MMP-1 1 -0.023 0.694***  0.675*** 0.474*** 0.126
MMP-2 1 -0.110 -0.005 0.291** -0.003
MMP-8 1 0.863***  0.558*** 0.078
MMP-9 1 0.633***  0.098
TIMP-1 1 0.179*
TIMP-2 1

r: coeficiente de correlacion de Spearman

*: p<0.05 **: p<0.01
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Tabla 23. Analisis de componentes principales de las metaloproteinasas y sus

inhibidores tisulares en el liquido pleural.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
MMP-1 0.776 -0.168 0.077
MMP-2 -0.307 0.853 -0.127
MMP-8 0.920 -0.083 -0.050
MMP-9 0.912 0.169 0.048
TIMP-1 0.531 0.700 0.175
TIMP-2 0.020 -0.023 0.992
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Figura 14. Grafico de componentes principales de las metaloproteinasas y sus

inhibidores tisulares en liquido pleural.
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Figura 15. Diferencias en el Componente 1 (MMP-1, MMP-8, MMP-9) entre los DP

infecciosos y neoplasicos.
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Figura 16. Diferencias en el Componente 2 (MMP-2) entre los DP infecciosos y

neoplasicos.
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Figura 17. Diferencias en el Componente 2 (MMP-2) entre los DP paraneuma®nicos

y tuberculosos.
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4. RELACION DE MMPs Y TIMPs CON LA PRESENCIA
DE COMPLICACIONES PLEURALES LOCALES EN LOS

DERRAMES PLEURALES PARANEUMONICOS

Para estudiar la relacion entre las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares
con la presencia de complicaciones pleurales locales en los derrames pleurales
paraneumonicos, se ha valorado la existencia de paquipleuritis residual al final del
tratamiento.

En nuestra serie de derrames pleurales paraneumonicos (n=51), se observa la
presencia de paquipleuritis al final del tratamiento en un 27.5% de los casos
(Tabla 24).

En la Tabla 25 se expresan los valores de las medianas y percentiles 25-75 de
las MMPs y TIMPs en liquido pleural en funcién de la presencia de complicaciones
radioldgicas en los derrames pleurales paraneumonicos y el grado de significacion
de la comparacion de medias entre ambos grupos.

Las medianas de los valores de MMPs y TIMPs en liquido pleural fueron
superiores en aquellos derrames pleurales que desarrollaron complicaciones locales
en forma de paquipleuritis, excepto para la MMP-2 y el TIMP-1, alcanzando
diferencias significativas en el caso de la MMP-8 (p=0.047), y en el limite de la

significacion para la MMP-1 (p=0.083).
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Tabla 24. Porcentaje de casos con complicaciones pleurales locales en forma de

paquipleuritis residual en los derrames pleurales paraneumonicos (n=51).

Frecuencia Porcentaje
Paquleurltls S| 14 275
residual
NO 37 72.5
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Tabla 25. Valores de las medianas, percentiles 25-75 y comparacion de medias de

las MMPs y TIMPs en liquido pleural en funcidon de la presencia de paquipleuritis

residual en los derrames pleurales paraneumonicos (n=51).

Paquipleuritis

SI NO Significacion (p)

MMP-1 Mediana 13.4 6.35

el 0.083
(Ng/ML)  percentil 25-75 504 - 22.3 3.72 — 13.0
MMP-2 Mediana 1180.5 1410.9 0.066
(Ng/ML)  porcentil 25-75 41.1-1504.4  1133.4-—1739.9
MMP-8 Mediana 1033.6 205.5
R 0.047

g Percentil 25-75 330.4 — 1518.0 25.9 — 1235.8

MMP-9 Mediana 268.9 168.0 0261
(Ng/ML)  percentil 25-75 155.9 — 365.7 13.5-351.1
Tmp.y  Mediana 22950.0 24000.0 e
(NQ/ML)  percentil 25-75  4421.9 — 33475.0 17500.0 — 31850.0
TIMP-2 Mediana 89.7 75.4

-2 0.277
(Ng/ML)  percentil 25-75 47.2 - 147.6 52.9 - 94.7
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DISCUSION



EQUILIBRIO DE LAS METALOPROTEINASAS Y SUS INHIBIDORES

TISULARES EN EL LIQUIDO PLEURAL

La degradacion y remodelacién de la matriz extracelular juega un papel
importante en la patogenia de los procesos inflamatorios e infecciosos. La agresion
de la matriz extracelular se produciria por la alteracion del balance entre los
sistemas de proteasas y antiproteasas que regulan la proteolisis, el remodelado y
la integridad de la misma. Estos sistemas de proteasas y antiproteasas estarian
representados por las metaloproteinasas (MMPs) y sus inhibidores tisulares
(TIMPs).

En nuestro estudio, hemos valorado una serie de MMPs y TIMPs en liquidos
pleurales de diferentes etiologias.

Existen muy escasas referencias en la literatura acerca del papel de las
metaloproteinasas y de sus inhibidores tisulares en la patogenia de los derrames
pleurales infecciosos.

Dos estudios previos?**?**, demostraron la presencia de MMP-1, MMP-2 y TIMP-
1 en liquidos pleurales de diferentes etiologias (neoplasicos, paraneumonicos y
trasudados). Estos autores no hallaron diferencias significativas en los valores de
estas enzimas entre los grupos de estudio, por lo que consideraron que su
expresion en el espacio pleural era una caracteristica constitutiva de las células

mesoteliales residentes, y que jugaban un papel fisiolégico, favoreciendo la
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regeneracion y reparacion del tejido conectivo subpleural y la lisis de adherencias
entre las dos hojas pleurales. En esta misma linea, los estudios in vitro de
Marshall*”® demostraron que las células mesoteliales expresaban MMP-2 y TIMP de
forma constitutiva.

En nuestro estudio, todos los liquidos pleurales estudiados (exudados y
trasudados), presentaron concentraciones elevadas de MMP-2, si los comparamos
con el resto de las MMPs, lo que podria estar en relacibn con su expresion
constitutiva por parte de las células mesoteliales.

Los DP exudados presentaron niveles superiores de MMP-2 frente a los
trasudados. En este sentido cabe pensar que en los exudados existirian estimulos
capaces de favorecer la liberacion de MMP-2 por las células mesoteliales, o bien,
gue otras células importantes en la patogenia de estos derrames, como las células
mononucleares, podrian colaborar en la liberacién de MMP-2206:207:226:249.250

Marshall et al*™®

observaron que la estimulacion de células mesoteliales con forbol
miristato acetato (PMA), lipopolisacérido (LPS), TNF-a. o IL-1B no modificaban la
expresion de MMP-2, por lo que parece mas légico pensar que serian otras células
implicadas en la fisiopatologia de los derrames pleurales exudados, probablemente
las células mononucleares, las que contribuirian a la mayor expresion de MMP-2 en
el espacio pleural de los mismos. Ademas, esta circunstancia explicaria los niveles

relativamente inferiores de MMP-2 en empiemas, dado su claro predominio

neutrofilico, frente al resto de exudados.
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Los liquidos pleurales de nuestro estudio muestran valores significativamente
superiores de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en los derrames pleurales paraneumoénicos
complicados y empiemas respecto a los trasudados y al resto de exudados.

Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que, en este grupo de
derrames, la intensa actividad inflamatoria favoreceria la liberacion de MMP-1 vy
MMP-9 por parte de las células mesoteliales, tal y como demostraron Marshall et
al*’® in vitro al estimular células mesoteliales con TNF-a e IL-1f. Por otro lado, la
masiva infiltracion neutrofilica en el espacio pleural en los empiemas, podria
explicar la presencia de niveles significativamente superiores de MMP-8 y también
de MMP-9, dado que estas dos metaloproteinasas se almacenan en los granulos de
los neutrofilos.

Existen otras referencias en la literatura en este sentido. Eickelberg et al®**,
observaron que la expresion de MMP-9 estaba aumentada de forma significativa en
los DP exudados de origen infeccioso y neoplasico, aunque no constataron
diferencias significativas entre ellos. En los DP paraneumonicos detectaron también

132, observaron

pequefias cantidades de MMP-8 y TIMP-2. Hoheisel et a
concentraciones elevadas de MMP-1, MMP-2, MMP-8 y MMP-9 en liquidos pleurales
de derrames pleurales infecciosos de origen tuberculoso, comparados con
trasudados secundarios a insuficiencia cardiaca.

La MMP-8 y MMP-9 se han implicado en otros procesos infecciosos, como en la

meningitis bacteriana o en la infeccién intra-amnidtica y en la ruptura prematura

de membranas? %2, Estos estudios refuerzan la idea de que la intensa actividad
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inflamatoria y neutrofilica en respuesta a las infecciones bacterianas favorecen la
expresion 'y liberacion de MMP-8 y MMP-9. La asociacion de estas
metaloproteinasas con la presencia de secuelas neurolégicas o con la ruptura
prematura de membrana en estos procesos infecciosos reafirman su posible papel
lesivo en la patogenia de las infecciones bacterianas.

En los derrames pleurales paraneumoénicos observamos, ademas, una intensa
asociacion positiva entre MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en el liquido pleural. Estos
resultados nos indican que estas tres metaloproteinasas actuarian en un mismo
sentido en el entorno inflamatorio de los derrames pleurales bacterianos.

Sin embargo, no hemos observado una asociacion en el liquido pleural entre
estas metaloproteinasas y el recuento celular polimorfonuclear en los derrames
pleurales paraneumonicos. MMP-1 es liberada por las células mesoteliales, lo que
podria explicar la ausencia de asociacion con la cifra de neutrofilos en el liquido
pleural. La liberacion de MMP-9 por parte de las células mesoteliales estimuladas
por mediadores inflamatorios, también podria explicarnos la ausencia de asociacién
de esta metaloproteinasas con el recuento neutrofilico, pero no nos explicaria la
falta de asociacion con la MMP-8, que deriva de forma casi exclusiva de los
neutrdfilos. Sin embargo, a pesar de que la MMP-8 continta siendo considerada
una metaloproteinasa eminentemente neutrofilica, existen diversos trabajos que
demuestran la expresion de MMP-8 por estirpes celulares diferentes del

neutrofilo®2%2,
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En consonancia con estos resultados se encuentran otros, que estudiaron la

|253

respuesta inflamatoria neutrofilica, como los de Blaser et a en pacientes

sometidos a sinoviortesis quimica y los de Bergmann et al***

en pacientes afectos
de artritis reumatoidea en fase aguda inflamatoria. Estos autores, tampoco
encontraron asociacién entre MMP-8, MMP-9 y el recuento de granulocitos, pero si
entre las dos metaloproteinasas derivadas del neutréfilo y apuntaron la posibilidad
de que los enzimas neutrofilicos variaran de forma mas drastica que el recuento
leucocitario tras la induccion de inflamacién, por lo que serian mejores marcadores
de la actividad inflamatoria que el propio recuento granulocitico.

Desconocemos el patron temporal de expresion y liberacion de
metaloproteinasas en el liquido pleural. Diferencias dependientes en el tiempo
entre la infiltracibn neutrofilica del espacio pleural y la liberacion de
metaloproteinasas, podrian explicar la falta de asociacion observada.

Leppert et al*®®

tampoco hallaron asociacion entre MMP-8 y MMP-9 y el
recuento celular y neutrofilico en el liquido cefaloraquideo de pacientes afectos de
meningitis bacteriana, incluso al analizar muestras de puncion lumbar seriadas de
determinados pacientes en el curso de la infeccion meningea. Sin embargo,
objetivaron una asociacion positiva entre las dos metaloproteinasas estudiadas.
Estos autores apuntaron como posible explicacion, la existencia de otras estirpes
celulares capaces de expresar MMP-8.

Maymon et al**® si que observaron una asociacién positiva entre la MMP-8 y

MMP-9, y entre MMP-8 y el recuento celular leucocitario de 261 muestras de
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liquido amnidtico de pacientes gestantes en diferentes fases del embarazo y en
pacientes afectas de patologias obstétricas como la amenaza de parto prematuro,
la ruptura prematura de membranas o la infeccion del liquido amniético, aunque
no refieren si esta asociacion se mantiene al analizar por separado el grupo de
pacientes con infeccion del liquido amnidtico.

Por ultimo, en nuestro estudio, observamos concentraciones elevadas de TIMP-
1 en todos los liquidos pleurales estudiados (exudados y trasudados), si los
comparamos con TIMP-2, lo que traduciria su expresion constitutiva por las células
mesoteliales residentes.

Los derrames pleurales exudados presentan valores superiores de TIMP-1
respecto a los trasudados. Entre los exudados, los derrames pleurales infecciosos
alcanzaron concentraciones superiores de TIMP-1 frente a los DP neoplésicos.

Marshall et al*’®

, observaron que TNF-a e IL-1B también aumentaban la expresion
de TIMP-1 por parte de las células mesoteliales, por lo que parece que los
mediadores inflamatorios favorecerian la liberacion de TIMP-1 en el espacio pleural
y esto explicaria los niveles superiores de este péptido en los derrames pleurales
infecciosos.

Hemos observado que los derrames pleurales tuberculosos presentan las
concentraciones mas elevadas de TIMP-1 en liquido pleural entre los diferentes
grupos de estudio. Sin embargo, Hoheisel et al®** no observaron diferencias

significativas entre los niveles de TIMP-1 en liquidos pleurales de DP tuberculosos

al compararlos con trasudados secundarios a insuficiencia cardiaca. No existen
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otros estudios que comparen la expresion de MMPs y TIMPs en liquido pleural
entre los DP paraneumonicos y tuberculosos.

Las concentraciones de TIMP-2 en liquido pleural son muy inferiores a las de
TIMP-1, y no hemos detectado diferencias significativas entre los exudados y los
trasudados estudiados, aunque existe una mayor concentracion de este péptido en
los DP neoplasicos.

En resumen, hemos observado que existen niveles elevados de MMP-2 y TIMP-
1 en liquido pleural, que podria traducir su expresion constitutiva por las células
mesoteliales. En los derrames pleurales paraneumaoénicos complicados y empiemas
existirian niveles elevados de MMP-1, MMP-8 y MMP-9, probablemente en
respuesta a la accién de mediadores inflamatorios y a la actividad neutrofilica en el
espacio pleural, que alterarian el equilibrio entre las metaloproteinasas y sus
inhibidores tisulares. Estas metaloproteinasas deben estar implicadas en la
patogenia de los derrames pleurales bacterianos, y su papel en la degradacién de
la matriz extracelular podria estar relacionada con en el desarrollo de

complicaciones locales en este grupo de derrames.
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LAS METALOPROTEINASAS Y SUS INHIBIDORES TISULARES EN PLASMA

Y LIQUIDO PLEURAL

La agresion bacteriana del espacio pleural provoca una respuesta inflamatoria
local, iniciada por la liberacion de mediadores inflamatorios por parte de las células
mesoteliales y perpetuada por la infiltracion de neutréfilos en el espacio pleural”®.

Consideramos interesante valorar si la liberacibn de metaloproteinasas y sus
inhibidores tisulares, en el liquido pleural de los derrames pleurales
paraneumonicos, seria el reflejo de una respuesta local o compartimentalizada en
el espacio pleural o por el contrario, traduciria Unicamente una respuesta sistémica
frente a la agresion bacteriana, de modo que la presencia de estas enzimas en el
liquido pleural fuera secundaria a la difusibn pasiva de las mismas tras su
liberacion a nivel sistémico.

Boutten et al®®>, demostraron la existencia de una respuesta inflamatoria
compartimentalizada, limitada a la zona infectada, al estudiar la repuesta
inflamatoria aguda pulmonar en el curso de una neumonia. Schein et al**®,
defienden la teoria de una respuesta inflamatoria compartimentalizada en el curso
de infecciones de la serosa peritoneal.

Existen otros estudios, relacionados con la fisiopatologia de los derrames
pleurales exudados, que apoyan la idea de una respuesta inflamatoria local en el

|137

espacio pleural. Asi, Segura et al™>’, observaron una produccion local de la IL-8 en
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el espacio pleural en los derrames pleurales exudados, y Hoheisel et al*®’
evidenciaron una respuesta compartimentalizada de IL-8 e IL-6 en muestras de
liquido pleural de DP tuberculosos. Otros estudios han sugerido una alteracion
local del sistema de la fibrinolisis en los derrames pleurales exudados, que
favoreceria el depdsito de fibrina en el espacio pleural en los derrames pleurales

infecciosos®1%7,

Hoheisel et al**?

, observaron una expresion compartimentalizada de MMP-1,
MMP-2, TIMP-1 y TIMP-2 en el espacio pleural en los derrames pleurales
tuberculosos.

En nuestro estudio, hemos observado niveles superiores de MMP-2 y TIMP-1 en
liquido pleural respecto a plasma en todos los grupos de estudio, incluidos los
trasudados, lo que traduciria una produccion local de estas proteinas en el espacio
pleural, probablemente en relacidbn a su expresion constitutiva por parte de las
células mesoteliales.

Por otro lado, se observan concentraciones superiores de MMP-1 y MMP-8 en
liquido pleural respecto a plasma en los derrames pleurales infecciosos, sobre todo
en los DP paraneumonicos complicados y empiemas, donde ademas existirian
niveles superiores de MMP-9 en el liquido pleural sin llegar a alcanzar diferencias
significativas respecto a plasma. En los empiemas, ademas, no se observa

asociacion entre los niveles en liquido pleural y plasma de las metaloproteinasas e

inhibidores tisulares estudiados.
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La presencia de niveles elevados de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en los derrames
pleurales paraneumonicos complicados y empiemas, y la ausencia de correlacion
entre los valores pleurales y plasmaticos, abogaria por una produccion local o
compartimentalizada de dichos enzimas en el espacio pleural en este grupo de

derrames pleurales.
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ASOCIACION DE LAS METALOPROTEINASAS Y SUS INHIBIDORES
TISULARES CON EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y LOS MARCADORES
DE ACTIVACION NEUTROFILICA EN LOS DERRAMES PLEURALES

PARANEUMONICOS

Como hemos comentado previamente, la respuesta de la serosa pleural frente a
la agresion bacteriana del espacio pleural se caracteriza por una intensa actividad
inflamatoria y neutrofilica, asi como por una alteracion del equilibrio de los
marcadores del sistema de la fibrinolisis, que favoreceran la aparicion de
complicaciones locales.

En nuestro estudio, observamos concentraciones elevadas de los marcadores
inflamatorios y de activacion neutrofilica (elastasa, 1L-8, TNF-a) en liquido pleural,
en los derrames pleurales infecciosos. Los DP paraneumonicos complicados y
empiemas mostraron concentraciones significativamente superiores de elastasa e
IL-8, y los DP tuberculosos de TNF-a, al comparar los diferentes grupos de
estudio.

Al estudiar los marcadores del sistema de la fibrinolisis, observamos que los
derrames pleurales infecciosos mostraron valores superiores de PAls, sobre todo
en los empiemas y DP tuberculosos. Por otro lado, los empiemas mostraron

valores significativamente inferiores de t-PA en liquido pleural frente al resto de
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grupos estudiados, y niveles superiores de u-PA respecto al resto de derrames
infecciosos.
Todos estos hallazgos estdan de acuerdo con los resultados de otros

- o119,127,129,134,137,138,157,165-167,170,17
estudios 9,127,129,134,137,138,157,165-167,170,173

, 'Y nos indican que en los derrames
pleurales infecciosos, sobre todo en los empiemas, existiria una intensa respuesta
inflamatoria y de inhibicion de la fibrinolisis que favoreceria el depdsito de fibrina y
la aparicion de complicaciones pleurales en forma de septos y loculaciones.

En este contexto seria interesante valorar la relacién de las metaloproteinasas y
sus inhibidores con este entorno inflamatorio

No existen referencias previas en la literatura acerca de la asociacion entre el
sistema de las proteasas y antiproteasas responsable de la degradacion de la
matriz extracelular, con los marcadores de actividad inflamatoria neutrofilica y el
sistema de la fibrinolisis en los derrames pleurales.

En nuestro estudio, observamos una intensa asociacion positiva entre las MMP-
1, MMP-8 y MMP-9 y los marcadores de activacion neutrofilica, en los derrames
pleurales paraneumaonicos.

En relacion a la patogenia de los derrames pleurales bacterianos, estos
resultados parecen indicar que IL-8 y TNF-a actuarian favoreciendo la quimiotaxis
y degranulacion de los neutrofilos en el espacio pleural y por ello aumentando los
niveles de MMP-8, MMP-9 y elastasa polimorfonuclear®®’. Por otro lado, los

estimulos inflamatorios también favorecerian la liberacion de MMP-1 y MMP-9 por

parte de las células mesoteliales.
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La asociacion positiva de TNF-a. con TIMP-1 en este grupo de derrames
pleurales implicaria a esta citoquina en la liberacion de TIMP-1 por parte de las
células mesoteliales.

En esta misma linea destacan los trabajos de Marshall et al*”® que demostraron
in vitro que el TNF-a estimulaba la produccion de MMP-1, MMP-9 y TIMP por las
células mesoteliales pleurales.

Numerosos estudios experimentales han estudiado la influencia de las
citoquinas proinflamatorias en la expresion de MMPs y TIMPs en diferentes estirpes

205,206,234-238

celulares Pugin et al®® observaron en muestras sanguineas de

voluntarios sanos, que los neutrofilos secretaban MMP-9 en respuesta a estimulos

inflamatorios como IL-8, TNF-a. y LPS. Leib et al*®

, en un modelo experimental de
meningitis en ratas, observaron niveles elevados de MMP-8, MMP-9 y TNF-a en
muestras de tejido nervioso cortical obtenidas horas después del inicio de la
infeccion, y que existia una estrecha asociacion positiva entre los niveles de MMP-9
y TNF-a en liquido céfalo-raquideo. Posteriormente observaron que la
administracion de un farmaco inhibidor de las metaloproteinasas y del enzima
convertidor de TNF-a (TACE), tenia un efecto neuroprotector y disminuia el dafio
neuronal asociado a la infeccién bacteriana®®. Leppert et al**° observaron niveles
elevados de MMP-8 y MMP-9 en muestras de liquido céfalo-raquideo de nifios
afectos de meningitis bacteriana, y una asociacién positiva de MMP-9 con los

239

niveles de TNF-a en LCR. Nagaoka y Hirota®™, en un modelo experimental de

peritonitis en cerdos, evidenciaron que IL-8, TNF-a y LPS inducian la expresion de
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MMP-9 mRNA por parte de los neutrofilos, destacando la capacidad de estos
estimulos inflamatorios de actuar a nivel transcripcional y no sélo contribuyendo a
la degranulacién de los neutrofilos. Estos estudios experimentales y clinicos nos
demuestran la intima relacion entre estas metaloproteinasas y los mediadores
inflamatorios y su participacion en la patogenia de los procesos infecciosos.

Por otro lado, en nuestro estudio, observamos una asociacion negativa de
MMP-2 con la IL-8 y la elastasa polimorfonuclear en los derrames pleurales
paraneumonicos. Si tenemos en cuenta, ademdas, que en los empiemas
objetivamos valores significativamente inferiores de MMP-2 respecto al resto de
grupos de estudio, todos estos resultados parecen indicar que el entorno
inflamatorio caracteristico de este grupo de derrames pleurales influye
negativamente en la liberacion de MMP-2 por parte de las células mesoteliales.

El sistema de la fibrinolisis esta intimamente relacionado con la activacion de
las MMPs in vitro e in vivo®’"82:192:240241 "Eqt dios experimentales han demostrado
el papel del u-PA y la plasmina en la activaciéon de la MMP-1, MMP-2 y MMP-
9240241 '3 nivel pericelular.

En este sentido, si en los derrames pleurales infecciosos existe una inhibicion
de la via de la fibrinolisis y por tanto de su producto final, la plasmina,
tedricamente  esperariamos encontrar una menor actividad de las
metaloproteinasas en el liquido pleural de este grupo de derrames. Sin embargo,

hemos constatado que existe una importante presencia de MMP-1, MMP-8 y MMP-

9 en los derrames pleurales paraneumédnicos complicados y empiemas. Ahora bien,
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la cascada de la plasmina no es la Unica forma de activacion de las MMPs. Se han
descrito otras proteinasas capaces de activar pro-MMPs, como la catepsina G287,
se ha observado que las propias metaloproteinasas (colagenasas, gelatinasas,
metaloproteinasas transmembrana) tendrian la capacidad de activar a otros

miembros de su familial”’

, Yy también se ha implicado a la generacién de radicales
libres por parte de los neutrofilos en el foco infeccioso en la activacion de los
precursores de las metaloproteinasas®®. La mayoria de estos estudios se han
realizado in vitro o a partir de cultivos celulares, por lo que desconocemos en gran
medida los mecanismos fisiol6gicos de la activacion de las metaloproteinasas in
vivo'’’.

En nuestro estudio, observamos una asociacion positiva de MMP-1, MMP-8 y
MMP-9 con u-PA y PAI-1 Ag en los derrames pleurales paraneumonicos.

Los estudios de Blaser et al®®®

sobre la respuesta inflamatoria articular aguda,
pusieron de manifiesto una asociacion positiva entre MMP-8, MMP-9, u-PA y PAI-2
Ag en liquido sinovial de pacientes sometidos a sinoviortesis quimica. Estos autores
apuntaron la posibilidad de que la respuesta neutrofilica fuera la responsable de la
presencia de niveles elevados de u-PA en el liquido sinovial. Asi, otros autores han
demostrado la presencia de u-PA y del receptor de u-PA (u-PAR) en los granulos
de los neutréfilos?®°262,

De este modo, y respecto a la patogenia de los derrames pleurales

paraneumonicos, la actividad neutrofilica en el espacio pleural podria ser la

responsable de la presencia de los niveles elevados de u-PA en el liquido pleural.
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La existencia de niveles elevados de PAls en este grupo de derrames pleurales
podria explicarse por la liberacion de estos enzimas por parte de las células

I*”3 tras la estimulacién de células

mesoteliales, tal y como demostraron Idell et a
mesoteliales con TNF-a.. Asi mismo, el entorno inflamatorio seria el responsable de
la disminucion de los niveles de t-PA en el liquido pleural de estos derrames. Por
tanto, la respuesta inflamatoria local en el espacio pleural provocaria la alteracion
de los marcadores del sistema de la fibrinolisis, favoreceria la expresion de MMP-1,
MMP-8 y MMP-9 y explicaria la asociacion entre ellos.

Por otro lado, en los derrames pleurales paraneumonicos, también observamos
una asociacion negativa entre MMP-2 y u-PA y PAI-1 Ag y positiva con t-PA. El
hecho de que en los DP paraneumédnicos predomine un bloqueo de la via
fibrinolitica, implicada en la activacion de las metaloproteinasas, podria explicar la
asociacion negativa de MMP-2 en liquido pleural con los inhibidores de la
fibrinolisis. De cualquier manera, parece claro que el entorno inflamatorio
repercute de forma negativa en la expresion de MMP-2 por parte de las células
mesoteliales.

Si asumimos que en los derrames pleurales paraneumonicos existe una intensa
respuesta inflamatoria mediada por los neutréfilos y representada por la existencia
de niveles elevados de los marcadores de actividad neutrofilica, y una inhibicién de
la via de la fibrinolisis, caracterizada por la existencia de niveles elevados de PAIs y

concentraciones inferiores de t-PA en el liquido pleural, podriamos concluir que la

MMP-1, MMP-8 y MMP-9 estarian en intima relacion con la respuesta inflamatoria y
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que actuarian en esta misma direccion en la fisiopatologia de los derrames
pleurales bacterianos. Sin embargo, la inflamacion pleural repercutiria de forma
negativa en la expresion de MMP-2.

Estos resultados nos sugieren que la respuesta de la serosa pleural ante un
agente lesivo bacteriano con el correspondiente desencadenamiento de la cascada
inflamatoria y la inhibicién de la fibrinolisis, provoca alteraciones en el equilibrio de
las metaloproteinasas y sus inhibidores, conllevando si se perpetuan, a la
aparicién de complicaciones en forma de paquipleuritis y fibrosis pleural.

El estudio del patron temporal de expresion de las metaloproteinasas y la
determinacion de la actividad de estas enzimas, ademas de su concentracion, en el
liquido pleural, nos permitiria profundizar mas en su papel en la patogenia de los

derrames pleurales bacterianos.
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RELACION DE MMPs Y TIMPs CON LA PRESENCIA DE COMPLICACIONES

PLEURALES LOCALES EN LOS DERRAMES PLEURALES PARANEUMONICOS

Hemos observado la presencia de concentraciones elevadas de MMP-1, MMP-8
y MMP-9 en los derrames pleurales paraneumédnicos y su asociacion con los
marcadores de activacion neutrofilica y con el sistema de la fibrinolisis en el liquido
pleural, ambos implicados en la aparicion de complicaciones locales en los
derrames pleurales infecciosos. En este sentido seria interesante valorar si estas
metaloproteinasas se relacionan con la aparicion de complicaciones a nivel de la
serosa pleural.

En la evolucibn de los derrames pleurales bacterianos, observamos una
progresiva invasion del espacio pleural por células polimorfonucleares y un
deposito de fibrina que favorecera la adherencia entre las hojas pleurales. En el
estadio final organizativo, observamos la proliferacion de fibroblastos en la
superficie pleural y sobre los puentes de fibrina, que conduciran a la formacion de
una membrana inelastica pleural a modo de coraza que comportara importantes
secuelas anatomicas y funcionales del pulmén y la caja tor4cica.

La presencia de paquipleuritis residual traduciria, radiolégicamente, Ila
existencia de un engrosamiento o fibrosis pleural. La paquipleuritis residual seria

un indicador de complicaciones pleurales tardias en los derrames pleurales
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infecciosos y ha sido estudiada por diversos autores en series de derrames

263,264 265-267

pleurales paraneumaonicos y tuberculosos

En nuestra serie de derrames pleurales paraneumonicos observamos esta
complicacion en el 27.5% de los casos.

Hemos observado que las medianas de MMP-8 en el liquido pleural eran 5
veces superiores (p=0.047) en aquellos DP paraneumodnicos que presentaban
paquipleuritis residual respecto a los que no la presentaban al finalizar el
tratamiento. En este sentido, esta metaloproteinasa podria estar implicada en el
desarrollo de complicaciones pleurales tardias en este grupo de derrames
pleurales.

De este modo, la degradacion de la matriz extracelular podria favorecer la
invasion del espacio pleural por células inflamatorias y por ello la perpetuacién de
la respuesta inflamatoria pleural, y en fases tardias, colaborar en la invasion y

proliferacion de células fibroblasticas en el espacio pleural, responsables en ultima

instancia de la respuesta fibrosa de la serosa pleural.
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CONCLUSIONES



1. Existen niveles elevados de MMP-2 y TIMP-1 en todos los liquidos pleurales
estudiados, lo que sugiere una expresion constitutiva por parte de las células

mesoteliales pleurales.

2. Las concentraciones en liquido pleural de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 son
significativamente superiores en los DP paraneumoénicos complicados vy

empiemas.

3. La presencia de niveles superiores de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en liquido
pleural respecto al plasma, y la ausencia de correlacion entre las
concentraciones en liquido pleural y plasma de estas metaloproteinasas, en los
empiemas y derrames pleurales paraneumdmicos complicados, sugiere una

expresion compartimentalizada de las mismas en el espacio pleural.

4. En los derrames pleurales paraneumaonicos existe una intima asociacion positiva
de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con los marcadores de activacion neutrofilica
(elastasa, IL-8, TNF-a) y del sistema de la fibrinolisis (u-PA, PAI-1 Ag),
relacionados con el desarrollo de complicaciones locales en los derrames

pleurales bacterianos.
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5.

La MMP-8, en liquido pleural, se relaciona con la presencia de complicaciones
pleurales tardias en forma de paquipleuritis residual en los derrames pleurales

paraneumonicos.

La asociacion de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con los marcadores de activacion
neutrofilica y el sistema de la fibrinolisis, asi como la relacion de la MMP-8 con
la presencia de complicaciones locales en los derrames pleurales
paraneumonicos, sugiere un papel relevante de estas metaloproteinasas en la

fisiopatologia de los derrames pleurales bacterianos.
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RESUMEN



INTRODUCCION

El derrame pleural paraneumonico es una causa frecuente de derrame pleural
exudado. En la fisiopatologia de los DP paraneumonicos se han implicado
mecanismos inflamatorios y de alteraciones en el equilibrio de la fibrinolisis pleural.

La respuesta inflamatoria pleural, iniciada por el mesotelio, provoca un
aumento de la permeabilidad vascular y la liberacion de mediadores inflamatorios,
que favorecera la formacion de derrame pleural exudado y la invasion del espacio
pleural por células inflamatorias. En este proceso tienen un papel importante
diferentes citoquinas proinflamatorias, como la IL-8 y el TNF-a, asi como
productos de la degranulacion de los neutréfilos, como la elastasa polimorfonuclear
o la mieloperoxidasa.

El depdsito de fibrina en el espacio pleural contribuye a la aparicion de los
septos y loculaciones que observamos en los derrames pleurales bacterianos. El
sistema de la fibrinolisis, responsable de la degradaciébn de la fibrina, esta
estrictamente regulado por la presencia de activadores e inhibidores del
plasminogeno.

La matriz extracelular se sitla junto al mesotelio pleural, actia como elemento
de transporte y sostén, y su remodelacion esta implicada en la regeneracion tisular
y en la migracion celular. La formacién y degradacion de las proteinas
estructurales de la matriz estd regulada por la presencia de un sistema de

proteasas y antiproteasas especificas.
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Las metaloproteinasas son una familia de proteasas, que degradan
practicamente todos los componentes proteicos de la MEC. La actividad de las
metaloproteinasas estd controlada por inhibidores tisulares especificos

denominados TIMPs.

OBJETIVOS

Los enzimas proteoliticos responsables de la degradacion de la matriz
extracelular han demostrado tener un  papel importante en los procesos
inflamatorios e infecciosos, aunque han sido poco estudiados en la patogenia de
los derrames pleurales paraneumonicos. Asi mismo, los mediadores inflamatorios
se han implicado en la expresion de las metaloproteinasas y sus inhibidores
tisulares y el sistema de la fibrinolisis esta intimamente relacionado con la
activacion de las metaloproteinasas, por lo que ambos elementos podrian
contribuir a la alteracion del balance de proteasas y antiproteasas responsables de
la degradacion de la matriz extracelular. Por ello, nos propusimos los siguientes

objetivos:

1. Estimar las diferencias de los niveles de metaloproteinasas (MMP-1, MMP-2,

MMP-8, MMP-9) y de los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMP-1,

TIMP-2) en liquido pleural, en diferentes grupos de derrame pleural exudado.
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2. Estimar la asociacion entre los niveles de metaloproteinasas y sus inhibidores
tisulares en plasma y liquido pleural en los derrames pleurales paraneumanicos.

3. Estimar la asociacion entre las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares y
los marcadores de activacion neutrofilica (elastasa polimorfonuclear, 1L-8, TNF-
a), en los derrames pleurales paraneumaonicos.

4. Estimar la asociacion entre las metaloproteinasas y sus inhibidores tisulares y
los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag),
en los derrames pleurales paraneumaénicos.

5. Estimar la relacion de los niveles de metaloproteinasas y sus inhibidores
tisulares en liquido pleural con la presencia de complicaciones pleurales locales

en los derrames pleurales paraneumaénicos.

PACIENTES Y METODO

Se incluyeron 139 pacientes con derrame pleural de diferentes etiologias: 30
empiemas y DP paraneumonicos complicados, 21 DP paraneumonicos no
complicados, 28 DP tuberculosos, 30 DP neoplasicos y 30 trasudados.

Se determinaron en sangre y liquido pleural los marcadores de activacion
neutrofilica (elastasa, 1L-8, TNF-a), los marcadores del sistema de la fibrinolisis (u-
PA, t-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag), las metaloproteinasas (MMP-1, MMP-2, MMP-8,

MMP-9) y sus inhibidores tisulares (TIMP-1, TIMP-2).
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Para comparar la distribucion de las variables cuantitativas entre los distintos
grupos de derrame pleural se utilizé el analisis de la varianza. Para estudiar la
asociacion de MMPs y TIMPs con los marcadores de activacion neutrofilica y del
sistema de la fibrinolisis en los DP paraneumonicos se utilizé el coeficiente de

correlacion de Spearman.

RESULTADOS

Los empiemas y DP paraneumonicos complicados presentaron concentraciones
de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 significativamente superiores respecto al resto de
grupos estudiados (p<0.01). Todos los liquidos pleurales (exudados y trasudados),
presentaron concentraciones elevadas de MMP-2 y TIMP-1. Los DP infecciosos
mostraron valores superiores de TIMP-1 (p<0.001) respecto a los DP neoplasicos.
Los empiemas mostraron valores relativamente inferiores de MMP-2 en liquido
pleural respecto al resto de exudados (p<0.001).

Los derrames pleurales paraneumoénicos complicados y empiemas presentaron
niveles superiores de MMP-1 (p<0.01), MMP-8 (p<0.01) y MMP-9 en liquido pleural
respecto a plasma y una ausencia de asociacién entre los niveles plasmaticos y en
liquido pleural de estas metaloproteinasas. Todos los liquidos pleurales estudiados
mostraron concentraciones superiores de MMP-2 y TIMP-1 en el liquido pleural

respecto al plasma (p<0.01).
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En los derrames pleurales paraneumonicos, se observd una asociacion positiva
de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en liquido pleural con los marcadores de activacion
neutrofilica (elastasa, IL-8, TNF-a), u-PA y PAI-1 Ag (p<0.01), asi como una
asociacion negativa de MMP-2 con elastasa, IL-8, u-PA y PAI-1 Ag (p<0.01). TIMP-
1 se asoci6 de forma positiva con TNF-a, t-PA y PAI-1 Ag en este grupo de
derrames.

La MMP-8 en liquido pleural se relacioné con la presencia de complicaciones
pleurales en forma de paquipleuritis residual en los derames pleurales

paraneumonicos (p=0.047).

CONCLUSIONES

1. Existen niveles elevados de MMP-2 y TIMP-1 en todos los liquidos pleurales
estudiados, lo que sugiere una expresion constitutiva por parte de las células

mesoteliales pleurales.

2. Las concentraciones en liquido pleural de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 son

significativamente superiores en los DP paraneumoénicos complicados vy

empiemas.

3. La presencia de niveles superiores de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en liquido

pleural respecto al plasma, y la ausencia de correlacion entre las
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concentraciones en liquido pleural y plasma de estas metaloproteinasas, en los
empiemas y derrames pleurales paraneumdmicos complicados, sugiere una

expresion compartimentalizada de las mismas en el espacio pleural.

En los derrames pleurales paraneumonicos existe una intima asociacion positiva
de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con los marcadores de activacion neutrofilica
(elastasa, I1L-8, TNF-a) y del sistema de la fibrinolisis (u-PA, PAI-1 Ag),
relacionados con el desarrollo de complicaciones locales en los derrames

pleurales bacterianos.

La MMP-8, en liquido pleural, se relaciona con la presencia de complicaciones
pleurales tardias en forma de paquipleuritis residual en los derrames pleurales

paraneumonicos.

La asociacion de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con los marcadores de activacion
neutrofilica y el sistema de la fibrinolisis, asi como la relacion de la MMP-8 con
la presencia de complicaciones locales en los derrames pleurales
paraneumonicos, sugiere un papel relevante de estas metaloproteinasas en la

fisiopatologia de los derrames pleurales bacterianos.
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