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INTRODUCCION



1. LA PLEURA : ANATOMIA Y FISIOPATOLOGIA

La pleura es una membrana serosa que se divide en dos hojas: la
pleura visceral, que tapiza el parénquima pulmonar y las cisuras interlobares y
la pleura parietal que recubre la superficie interna de la pared costal, el
diafragma y el mediastino. Ambas hojas delimitan entre si un espacio
practicamente virtual, que en condiciones normales contiene una minima
cantidad de liquido. El liquido pleural es un liquido claro de contenido proteico
inferior a 1.5 gr/dl, escasa celularidad con un predominio de monocitos y
escasos linfocitos, macréfagos y células mesoteliales. Su principal funcion es
disminuir la friccion entre el pulmén y la pared toracica durante los movimientos
respiratorios (1,2).

Histologicamente, la membrana pleural se compone de cuatro capas con
diferentes componentes celulares y estructurales: la capa fibroelastica
profunda ; la capa de tejido conectivo denso que contiene vasos sanguineos,
representados fundamentalmente por capilares, vasos linfaticos vy
terminaciones nerviosas; el submesotelio o membrana basal rico en
proteoglicanos y la monocapa de células mesoteliales (3) . La célula mesotelial
es metabdlicamente activa y capaz de responder a diferentes estimulos
sintetizando colageno y elastina, factores de crecimiento celular, citoquinas,
monoxido de carbono y aumentando la permeabilidad local a proteinas. Asi, las
células mesoteliales pleurales son una pieza fundamental en los mecanismos
de inflamacion pleural (4-6).

En condiciones normales la entrada y salida de liquido del espacio

pleural se mantiene en constante equilibrio. Cuando la formacion de liquido



excede su reabsorcion comporta la aparicion de derrame pleural. La presencia
de derrame pleural es un proceso patolégico y por tanto requiere un estudio
diagnéstico para conocer su origen y decidir una actitud terapéutica adecuada.
Se han descrito seis mecanismos como causa de derrame pleural (2,7) :
aumento de la presion hidrostatica de la circulacion microvascular ; disminucion
de la presién oncotica de la circulacibn microvascular ; disminucién de la
presion del espacio pleural ; aumento de la permeabilidad vascular (mecanismo
implicado en los procesos inflamatorios e infecciosos) ; bloqueo del drenaje
linfatico (importante en la patogenia de los derrames pleurales malignos) y

filtrado de liquido desde el peritoneo.



2. PATOLOGIA PLEURAL : EL DERRAME PLEURAL EN

LA PRACTICA CLINICA

El diagndstico etioldgico de un derrame pleural se establece en base a
las caracteristicas clinicas y la exploracion fisica del paciente, conjuntamente
con el andlisis del liquido pleural: estudio bioquimico, citolégico o
anatomopatoldgico y microbiolégico y las técnicas radioldgicas : radiografia de
térax, ecografia toracica y tomografia computerizada (8) . Pero el estudio del
paciente con derrame pleural no va soOlo encaminado a establecer el
diagnostico etiolégico del mismo, sino también a intentar predecir las
complicaciones que pueden aparecer y a instaurar una terapéutica adecuada.
De aqui, la importancia de conocer la fisiopatologia en la formacion de los
derrames pleurales y sus complicaciones y la busqueda de nuevos marcadores

que nos ayuden a instaurar un tratamiento mas precoz y eficaz.

2.1 ESTUDIO DEL LIQUIDO PLEURAL

El primer paso en la evaluacion de un derrame pleural es determinar si
se trata de un exudado o de un trasudado. Para ello nos basamos en la
clasificacion establecida por Light en 1972, que ofrece una sensibilidad del 93-
100% y una especificidad del 80% (9). Un derrame pleural es un exudado si
cumple uno de los siguientes criterios : indice de proteinas liquido pleural/suero
> 0,5 o indice de lactatodeshidrogenasa (LDH) liquido pleural/suero > 0,6 o el
valor de LDH en el liquido pleural es > 2/3 del limite de la normalidad en el
suero. Cuando nos hallamos ante un exudado estamos obligados a continuar

indagando en el diagnostico etioldgico del derrame pleural.



En la tabla 1 se muestran todas las posibilidades diagndsticas ante las
que nos podemos encontrar al estudiar un derrame pleural (10). A pesar de
una evaluacion diagndstica exhaustiva, aproximadamente hasta un 15-20% de
los derrames pleurales quedan sin diagnosticar (11,8). En este grupo de
derrames pleurales es preferible un manejo conservador y el seguimiento
clinico del paciente ; la mayoria quedaran sin diagnosticar a pesar de un largo
seguimiento, resolviéndose espontdneamente o evolucionando a la cronicidad ;

en un pequefo porcentaje se llegara al diagnostico etioldgico (12-14).

TABLA 1. Causas de derrame pleural

1. Derrame pleural trasudado

Insuficiencia cardiaca congestiva
Cirrosis hepatica

Sindrome nefrético

Sindrome de la vena cava superior
Urinotorax

Dialisis peritoneal
Glomerulonefritis

Mixedema

Hipoalbuminemia
Tromboembolismo pulmonar
Sarcoidosis
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2. Derrame pleural exudado

a. Enfermedades neoplasicas
Metastasis
Mesotelioma
Linfoma
b. Enfermedades infecciosas
Infecciones bacterianas
Tuberculosis
Infecciones por hongos, parasitos y virus
c. Enfermedades gastrointestinales
Pancreatitis
Abscesos : subfrénico, intrahepético, esplénico
Perforacion esofagica
Cirugia postabdominal
Hernia diafragmatica
Esclerosis endoscdpica de varices



d. Enfermedades cardiacas
Enfermedades del pericardio
Sindrome de Dressler
Postcirugia de revascularizacion cardiaca
e. Enfermedades ginecoldgicas y obstétricas
Sindrome de hiperestimulacién ovérica
Endometriosis
Sindrome de Meigs
Derrame pleural postparto
f. Enfermedades sistémicas
Artritis reumatoide
Lupus eritematoso sistémico e inducido por drogas
Sindrome de Sjoegren
Fiebre mediterranea familiar
Sindrome de Churg Strauss
Granulomatosis de Wegener
g. Drogas
Nitrofurantoina
Dantrolene
Metisergida
Alcaloides ergéticos
Amiodarona
Interleukina-2
Procarbacina
Methotrexate
Clozapina
h. Hemotdrax
i. Quilotérax
j. Miscelanea
Tromboembolismo pulmonar
Asbestosis
Postransplante pulmonar
Postransplante de médula 6sea
Sindrome de las ufias amarillas
Sarcoidosis
Uremia
Atrapamiento o atelectasia pulmonar
Radioterapia
Ahogamiento
Amiloidosis
Hematopoyesis extramedular
Sindrome del distrés respiratorio del adulto
Enfermedad de Whipple
Rotura de un quiste mediastinico
Yatrogenia



2.1.1 Marcadores bioquimicos basicos en liquido pleural
pH pleural

La medida del pH pleural es util en el diagndéstico y el manejo de los
derrames pleurales paraneumonicos y malignos (15,16). El pH se considera el
mejor indicador para diferenciar entre derrames paraneumaoénicos complicados y
no complicados, estableciendo un mejor punto de corte de 7,2 para la
necesidad de drenaje pleural (15,17). Es importante tener presente que en
aquellos casos en los que se sospeche un derrame pleural paraneumaonico y
que ocupe < 15% del hemitérax, el uso de anestesia al realizar la
toracocentesis puede alterar de forma significativa los valores de pH,
acidificando su valor y por tanto perdiendo el valor predictivo para complicado
vs no complicado (18). En los derrames pleurales malignos, un pH < 7,2 es
indicativo de mal pronéstico, sugiriendo una corta expectativa de vida y una

mayor probabilidad de que la pleurodesis terapéutica sea inefectiva (16,19).

Glucosa pleural

Los niveles de glucosa pleural también son importantes en el estudio de
los derrames pleurales paraneumonicos y malignos. Una concentracion de
glucosa < 40 mg/dl es indicativo de que el derrame pleural paraneumonico esta
complicado y sefalaria la necesidad de colocacion de drenaje pleural (20). En
los derrames pleurales malignos la glucosa suele ser > 60 mg/dl, y al igual que
sucede con el pH, unos niveles bajos de glucosa pueden ser indicativos de mal

prondstico (16,19).



LDH pleural

Los niveles de LDH pleural no sélo nos ayudan a distinguir entre un
trasudado y un exudado, sino que también son indicativos del grado de
inflamacion pleural (21). Un valor de LDH > 1000 Ul/L en los derrames
pleurales paraneumoénicos puede ser un criterio para la colocacion de un

drenaje pleural (20).

2.1.2 Estudios radioldgicos

Radiografia de térax

La radiografia de térax es el primer estudio radiolégico a realizar en la
deteccion de un derrame pleural. La proyeccion posteroanterior y lateral de
térax tiene una sensibilidad del 67%, que se puede aumentar con el decubito
lateral, y una especificidad del 70% (22,23). Asi mismo es la exploracion que
mas se utiliza para la deteccion de posibles complicaciones asociadas a la

practica de la toracocentesis (24).

Ecografia toracica

La ecografia toracica es una técnica muy sensible en la deteccion de
derrame pleural, es muy util como guia para la realizacion de la toracocentesis
y la colocacion de drenajes pleurales y ayuda a la caracterizacién del derrame
pleural, de manera que la presencia de material ecogénico o de septos es

indicativo de coleccion exudativa (25-27).



Tomografia computerizada toracica

La tomografia computerizada puede mostrar anomalias pleurales en una
fase mas precoz y nos da informacion sobre las lesiones presentes en el
parénquima pulmonar asi como de la extension de la patologia pleural. Es la
mejor técnica para discriminar entre lesiones parenquimatosas y procesos
pleurales y es particularmente Gtil en el diagnostico y manejo de los derrames
pleurales loculados. Ayuda en la evaluacion preoperatoria de técnicas
toracoscopicas o de decorticacion pleural y en la monitorizacion de la respuesta
de un drenaje pleural o de la terapia fibrinolitica intrapleural en los derrames

pleurales paraneuménicos (28).

2.2 PRINCIPALES CAUSAS DE DERRAME PLEURAL

2.2.1 Derrame pleural paraneuménico y empiema

Cualquier derrame pleural asociado a una infeccion pulmonar
homolateral, ya sea una neumonia, un absceso pulmonar o bronquiectasias
sobreinfectadas es un derrame pleural paraneumonico. Aproximadamente el
40% de las neumonias ingresadas desarrollan un derrame pleural
concominante, hecho que se relaciona con un aumento de la morbilidad y la
mortalidad (29). El derrame pleural paraneumaonico es no complicado si no esta
infectado y no necesita un tubo de toracostomia para su resolucion ; es
complicado si el agente infeccioso invade el espacio pleural y requiere tubo de
toracostomia y en ocasiones decorticacion para su resolucion.
Aproximadamente el 20% de los derrames pleurales paraneumonicos

evolucionan a empiema, o0 a la presencia macroscopica de pus (30,31). En mas



del 50% de los casos los empiemas son resultado de la evolucién de los
derrames pleurales paraneumoénicos complicados, pero algunos se asocian a
procedimientos quirdrgicos, traumatismos o perforaciones esofagicas
(29,30,32,33). En 1995 Light propuso una nueva clasificacion de los derrames
pleurales paraneumaonicos y empiemas (tabla 2), de gran utilidad en la préactica
clinica y como guia en la terapéutica a seguir en esta importante patologia, que

insistimos continua asociandose a una importante morbimortalidad (34).

TABLA 2. CLASIFICACION Y TRATAMIENTO DE LOS DERRAMES PLEURALES

PARANEUMONICOS Y EMPIEMA

Clase 1
Derrame pleural (DP) no significativo

< 10 mm en la Rx térax en decubito
Toracocentesis no indicada

Clase 2
DP paraneumoénico tipico

> 10 mm en la Rx térax en decubito
Glucosa > 40 mg/dl, pH > 7,20

Gram y cultivo de liquido pleural negativos
Tratamiento antibiético Unicamente

Clase 3
DP paraneuménico complicado “borderline”

7,00<pH<7,20 y/o LDH>1000 y gluc >40 mg/dI
Gram y cultivo de liquido pleural negativos
Antibi6tico + toracocentesis de control

Clase 4
DP paraneuménico complicado simple

PH < 7,20 y/o glucosa < 40 mg/dl y/o
Gram o cultivo de liquido pleural positivos
Ni pus macroscépico ni loculaciones
Antibidtico + tubo de toracostomia

Clase 5
DP paraneumonico complicado complejo

PH < 7,20 y/o glucosa < 40 mg/dl y/o

Gram o cultivo de liquido pleural positivos
Multiloculado

No pus

Antibiético+tubo de toracostomia+fibrinoliticos

Clase 6
Empiema simple

Pus macroscapico

Loculacion unica

Tubo de toracostomia + fibrinoliticos y en
ocasiones requiere decorticacion

Clase 7
Empiema complejo

Pus macroscapico

Multiloculado

Tubo de toracostomia + fibrinoliticos. Con
frecuencia requiere decorticacion
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2.2.2 Derrame pleural tuberculoso

El derrame pleural tuberculoso ocurre en aproximadamente un 30% de
los pacientes con tuberculosis (35). Menos del 40% de los pacientes con
pleuritis tuberculosa presentan cultivo positivo, y de ahi la utilidad de otros
marcadores diagndsticos de tuberculosis. En la actualidad, en los paises como
el nuestro con elevada prevalencia de tuberculosis, se acepta que un derrame
pleural exudado de predominio linfocitario con cifras de adenosindeaminasa
(ADA) superiores a 43 U/L en un contexto clinico apropiado y buena respuesta
al tratamiento especifico se trata de un derrame pleural tuberculoso. Otro
marcador de interés en el diagndstico de la pleuritis tuberculosa es el interferon
gamma (INF-y) (35-37).

La pleuritis tuberculosa se suele observar como una primoinfeccion y
como resultado de la rotura de un foco caseoso subpleural dentro del espacio
pleural, aunque puede ocurrir en cualquier estadio de la infeccion activa,
pudiendo verse también asociado a la reactivacion de la tuberculosis
(enfermedad postprimaria) y mas raramente ser consecuencia de una
diseminacién hematégena o por contiguidad a partir de la enfermedad primaria
pulmonar (35,38,39). De este tipo de derrame pleural es importante tener
presente que si bien puede resolverse espontaneamente, un tercio de los
pacientes no tratados desarrollaran posteriormente una forma mas agresiva de
tuberculosis (40) y que a pesar de disponer de un tratamiento eficaz es
frecuente observar complicaciones en forma de engrosamiento pleural residual

(41,42).
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2.2.3 Derrame pleural maligno

El derrame pleural maligno representa un problema clinico comun en los
pacientes con patologia neoplasica, siendo una de las principales causas de
derrame pleural. Hasta un 5% de los casos puede tratarse de un trasudado. La
pleura puede verse afectada en practicamente todos los tipos de cancer. El
cancer de pulmon es la principal causa, seguido del cancer de mama. Los
tumores pulmonares, de mama, ovario y estdbmago y los linfomas representan
aproximadamente el 80% de los derrames pleurales malignos. Hablamos de
derrame pleural neoplasico cuando es evidente una invasion neoplasica de la
pleura demostrada por citologia o estudio anatomopatolégico de una muestra
de biopsia pleural. El término “paraneoplasico” se reserva para aquellos casos
en que el derrame pleural no parece ser resultado directo de la invasién
tumoral, pero estd en relacibn con el cancer concominante y no puede
explicarse por otra causa. Las principales causas de derrame pleural
paraneoplasico son la obstruccion linfatica, la obstruccién bronquial por
neumonia o atelectasia, el colapso pulmonar, por efectos sistémicos del tumor
(embolia pulmonar, hipoalbuminemia) y efectos adversos a la radioterapia y a
los agentes quimiterapicos (43-45).

Existen también tumores primarios de la pleura, entre los que destaca el
mesotelioma pleural maligno, cuya incidencia se ve cada vez mas aumentada
(46).

La supervivencia media de los pacientes con derrame pleural maligno es
de 6 meses y el mayor objetivo del tratamiento es paliar los sintomas,

principalmente la disnea (47).
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2.2.4 Derrame pleural trasudado secundario a Insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca es una enfermedad de alta incidencia y
representa la causa mas frecuente de derrame pleural trasudado.
Aproximadamente el 50% de los pacientes con insuficiencia cardiaca
desarrollaran derrame pleural durante el curso de su enfermedad, que en el
88% de los casos sera bilateral. Las membranas pleurales estan intactas y los
capilares del endotelio pleural preservan sus caracteristicas normales. El
acumulo de liquido en el espacio pleural es debido a una alteracion en la

distribucion de las presiones hidrostatica y oncética a través de la pleura (48).
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3. INFLAMACION E INFECCION PLEURAL

Actualmente, y a pesar de los avances en el manejo diagndéstico y
terapéutico de las infecciones del espacio pleural, siguen existiendo dudas
sobre los mecanismos celulares y moleculares implicados en la patogenia de la
inflamacion pleural (4). Las infecciones y la invasion del espacio pleural en
enfermedades como las neoplasias continuan siendo una causa importante de
morbilidad y mortalidad (47,49).

La respuesta inflamatoria pleural tiene lugar en dos fases (figura 1).

La respuesta primaria o inicial esta mediada por las células mesoteliales que
recubren la superficie pleural, provocando la liberacion y activacion de
mediadores inflamatorios. La respuesta secundaria consiste en la expansion y
perpetuaciéon de la respuesta inflamatoria, que estaria mediada por los
mediadores inflamatorios liberados en la respuesta inicial y por las células

inflamatorias reclutadas en el espacio pleural por estos mediadores (4-6).

FIGURA 1. RESPUESTA INFLAMATORIA PLEURAL
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Las células mesoteliales son las primeras en reaccionar frente a una
agresion pleural. Actualmente se considera que el mesotelio pleural es el
principal coordinador en esta respuesta (50). Durante su activacion se observa
la aparicion de espacios celulares o gaps que contribuyen al aumento de la
permeabilidad, o que permitird el paso de células inflamatorias y proteinas de
elevado peso molecular al espacio pleural. La activacion de la célula mesotelial
provoca la liberacién de citoquinas, las cuales tienen un papel fundamental
como mediadores de la respuesta inflamatoria en los procesos inflamatorios
locales y sistémicos.

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular liberadas por un
gran namero de células que a su vez pueden responder a ellas, expandiendo y
perpetuando la respuesta inflamatoria. Las citoquinas se han visto involucradas
en procesos biolégicos tan importantes como la activacién y crecimiento
celulares, inflamacion, immunidad y diferenciacion. La liberacién de citoquinas
proinflamatorias favorece el reclutamiento de células inflamatorias, neutréfilos y
células mononucleares fagociticas. A su vez, la respuesta de las citoquinas
proinflamatorias esta controlada por las denominadas citoquinas anti-
inflamatorias (50-55).

Desde un punto de vista fisiopatolégico se pueden distinguir tres fases o
estadios en el desarrollo y evolucion del liquido pleural desde un derrame
infeccioso paraneumonico no complicado hasta un empiema organizado (tabla

3) (6,49,56).
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TABLA 3. EVOLUCION DEL DERRAME PLEURAL PARANEUMONICO

Aumento permeabilidad FASE EXUDATIVA | —— | - Liquido pleural estéril
mesotelio y endotelio - pH, glucosa y LDH normales
- Invasién de ) .
microorganismos en el FASE - Engrosamiento y loculaciones
espacio pleural | FIBRINOPURULENTA| —— | bH y glucosa bajos / LDH
- Depésito de fibrina elevada
- Deposito de fibrina y de FASE FIBROSIS PLEURAL
colageno —_— —_—
- Invasién de fibroblastos ORGANIZATIVA PAQUIPLEURITIS

La primera fase es el estadio exudativo o inflamatorio, donde se produce
un aumento de la permeabilidad como respuesta a la agresion pleural. Este
hecho comporta el paso de liquido pleural estéril desde el intersticio pulmonar
hacia el espacio celular, asi como el acumulo de células inflamatorias.

La segunda fase es el estadio fibrinopurulento o de tabicacion, en el cual
continua el acumulo de liquido pleural asi como un empeoramiento de la
permeabilidad celular que permite la invasion bacteriana del espacio pleural. El
liquido pleural es mas denso, con un numero elevado de polimorfonucleares,
bacterias y deposicion de fibrina que contribuira a la formacion de adherencias
y loculaciones entre las dos hojas pleurales.

La tercera fase es el estadio final de organizacibn/empiema, donde la
activacion de los factores de la coagulacion con depdsito de fibrina y la

proliferacion de fibroblastos dard lugar a la formacion de membranas
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inelasticas. Estas membranas, a modo de coraza, comportaran importantes

secuelas anatémicas y funcionales del pulmon y la caja toracica.

En todo este proceso, desde que un liquido pleural paraneuménico en su fase inicial es
estéril hasta la fase organizativa, substancias con actividad inflamatoria parecen ser las
causantes del aumento de la permeabilidad vascular del mesotelio, entre las que se podrian

incluir citoquinas angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (50).

3.1. EL NEUTROFILO EN LA INFLAMACION PLEURAL

El neutrdfilo tiene un papel clave en la respuesta immediata del
organismo ante una agresion (57). A nivel del espacio pleural, la agresién
bacteriana provoca la activacion de las células mesoteliales, la liberacion de
mediadores inflamatorios y la invasion de la cavidad pleural por los neutrdfilos.

En los derrames pleurales infecciosos existe un flujo importante de
neutréfilos hacia el espacio pleural especialmente en los derrames tipo
empiema y paraneumoénicos complicados. La funcion principal de los neutrofilos
es la eliminacion de microorganismos y detritus celulares a nivel local y
paralelamente secretar proteinas y/o radicales libres que pueden lesionar la
célula endotelial e inducir fibrosis pleural (58). Los derrames pleurales no
infecciosos por el contrario presentan poca inflamacion y estan clasicamente
asociados a un predominio de linfocitos (55).

Las células mesoteliales inician la respuesta inflamatoria y regulan el
reclutamiento y la migracion de los neutréfilos hacia el espacio pleural (5,6). En
este mecanismo inflamatorio son necesarias las denominadas moléculas de
adhesion, las cuales son inducidas por los mediadores inflamatorios y permiten
la adhesidn y posterior extravasacion de los neutréfilos desde los vasos a los

tejidos.
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Las moléculas de adhesion median las interacciones célula/célula y
célula/matriz extracelular y tienen un papel crucial en mdultiples procesos
biolégicos de vital importancia como son la inflamacion, el crecimiento tumoral
y la angiogénesis. Se clasifican en tres grupos : las selectinas, las integrinas y
la superfamilia de las immunoglobulinas (59).

Las selectinas son glucoproteinas de membrana que vehiculizan el
contacto inicial en las interacciones leucocito/endotelio; se conocen 3
selectinas : selectina L, selectina P y selectina E. La interaccion entre los
leucocitos y el endotelio vascular se produce por la expresion de la selectina L
por el neutrdfilo y las selectinas P y E por las células endoteliales. Este proceso
inicial se produce como respuesta a mediadores inflamatorios liberados por el
endotelio como el factor activador plaquetar (PAF), el leucotrieno B4 y las
citoquinas proinflamatorias (59,60).

Las integrinas, proteinas transmembrana, son los principales receptores
para que las células interaccionen con la matriz extracelular. Gracias a esta
interaccién, los neutréfilos migran en los tejidos siguiendo factores
quimiotacticos producidos por las bacterias y por la destruccién celular (59,60).
Adicionalmente se ha visto que las integrinas tienen un papel importante
durante el proceso de angiogénesis (61).

En la superfamilia de las inmunoglobulinas destacan la molécula de
adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion vascular-1 (VCAM-
1), ambas expresadas por las células mesoteliales favoreciendo,
respectivamente, la adhesion de neutréfilos y monocitos al mesotelio pleural
(59,62). Asimismo, los niveles séricos de la forma soluble de ICAM-1 (sICAM-1)

estan elevados en multiples procesos patolégicos asociados a angiogénesis,

18



incluido el crecimiento tumoral, y se ha sugerido su potencial como factor
angiogénico (63).

La actividad microbicida de los neutrofilos se basa en mecanismos
dependientes e independientes del oxigeno (64).

Los mecanismos dependientes del oxigeno tienen lugar a través del
complejo NADPH oxidasa y de la mieloperoxidasa. El sistema NADPH oxidasa
es un complejo enzima de membrana que participa directamente en la
generacion de metabolitos oxigenados : anién superdxido (O,"), peroxido de
hidrégeno (H.0,), y radical hidroxilo (OH). La mieloperoxidasa es la enzima
responsable de la actividad peroxidasa caracteristica de los granulos azuroéfilos
del neutrofilo y es esencial para el mecanismo oxidativo bactericida de los
fagocitos. Las concentraciones de mieloperoxidasa se han visto incrementadas
en varios procesos inflamatorios. En la patologia pleural, la mieloperoxidasa ha
demostrado ser un buen marcador diferenciador entre derrames pleurales
infecciosos y no infecciosos con valores > 550 ug/L en la etiologia infecciosa y
ser (til en la discriminacion entre derrames paraneumonicos complicados y no
complicados, con un punto de corte de 3000 pg/L (65,66).

Entre los mecanismos independientes del oxigeno destacan 3 enzimas
proteoliticas contenidas en los granulos de los neutréfilos que parecen tener el
mayor potencial como mediadores en la destruccion celular y el dafio
inmunoldgico : la serinproteasa elastasa y las metaloproteinasas colagenasa y
gelatinasas (64).

La elastasa polimorfonuclear es una proteina de los granulos azuréfilos
del neutrofilo con propiedades proteoliticas inespecificas sobre diferentes

componentes de la matriz extracelular. En la patologia pleural también ha
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demostrado ser un marcador diferenciador entre los derrames pleurales
infecciosos y no infecciosos con un punto de corte de 300 ug/L (67). Asi mismo,
las cifras pleurales de elastasa han demostrado ser utiles en el diagndstico

precoz de los derrames paraneumonicos complicados (3500 pg/L) (68).

3.2. CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS E INFLAMACION

PLEURAL

Las citoquinas proinflamatorias son proteinas de bajo peso molecular
gue se liberan de forma precoz tras la activacion de las células mesoteliales en
respuesta a una agresion pleural. Tienen un papel clave como mediadores de
la respuesta inflamatoria local o sistémica, interviniendo en funciones como la
qguimiotaxis de los neutrdéfilos al espacio pleural y la liberacion de proteasas de
los granulos azurdfilos de los neutréfilos (52,55,69). Asimismo se ha observado
que juegan un papel muy importante en el balance hemostético (70). En la
respuesta inflamatoria pleural son fundamentales las citoquinas
proinflamatorias interleuquina-8 (IL-8) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
).

La IL-8 es una proteina que pertenece a la familia de las citoquinas
quimiotacticas C-X-X, también conocidas como chemoquinas, siendo un
elemento clave en la quimiotaxis y reclutamiento del neutréfilo en los procesos
inflamatorios, immunoldgicos y trombéticos (54). La IL-8 es producida por
diferentes tipos celulares tales como las células mesoteliales, células
endoteliales y neutrofilos entre otros, en respuesta a estimulos inflamatorios

como los productos bacterianos (lipopolisacéridos), la IL-1 y el TNF-a (71-73).
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A nivel pleural, el acamulo de IL-8 es debido a la produccién local y no
al aumento de permeabilidad vascular, hecho que explica los niveles
significativamente superiores de IL-8 en los exudados que en los trasudados y
la ausencia de correlacion de esta citoquina entre los niveles pleurales y los
plasmaticos (74,75).

Dentro del grupo de los exudados, los derrames pleurales infecciosos
presentan niveles superiores de IL-8 versus los no infecciosos, y dentro de los
infecciosos los empiemas son los que presentan las cifras mas elevadas. La IL-
8 representa el principal factor quimiotactico de los neutrofilos en el liquido
pleural de los pacientes con empiema (76). Se ha demostrado la correlacién en
liquido pleural entre la IL-8 y el recuento de neutréfilos y marcadores de
activacion neutrofilica como la elastasa y la mieloperoxidasa, lo que sugiere un
importante papel de la IL-8 en la degranulacion del neutrdéfilo (74). A pesar de
ello, algunos estudios no observan esta correlacion positiva entre IL-8 y la cifra
de neutréfilos y se considera que podrian existir otros factores que influyan en
la quimiotaxis de los neutrdfilos (77).

El TNF-a es una citoquina proinflamatoria pluripotencial producida por
multiples estirpes celulares entre las que destacan los monocitos, los
macrofagos, las células mesoteliales, células endoteliales, linfocitos y
neutréfilos. Es producida en respuesta a estimulos inflamatorios y en estudios
experimentales se ha evidenciado que es la primera citoquina que se detecta
en el foco inflamatorio, siendo la encargada de desencadenar la respuesta
inflamatoria posterior, estimulando la produccién de otras citoquinas como la IL-
1, IL-6 e IL-8 y de activar los linfocitos T, principalmente los CD4, los neutréfilos

y otras células inflamatorias (78,79).
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Las cifras de TNF-a son superiores en los derrames pleurales exudados
qgue en los trasudados, indicativo de su produccién a nivel local. Dentro de los
exudados, los derrames tuberculosos y los empiemas son los que presentan
las cifras mas altas. Asimismo, el TNF-a puede ser un parametro discriminativo
entre los exudados linfocitarios de origen tuberculoso y los de origen

neoplasico (80-82).
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4. EL_SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN EL LIQUIDO

PLEURAL Y SU ASOCIACION CON LOS MARCADORES

INFLAMATORIOS

Los derrames pleurales paraneumonicos complicados se caracterizan
por el depdsito de fibrina en el espacio pleural, lo cual promueve la proliferacion
de fibroblastos y el depdsito de colageno. El depdsito de fibrina se asocia a
una alteracion en la regulacion de los componentes que constituyen la matriz
extracelular y a una proliferacion vascular que conducira a la formacion de
membrananas inelasticas en el estadio final organizativo y que constituye la
principal complicacién. Asi pues podemos considerar que el depdésito de fibrina
es el principal estimulo para la degradacion de la matriz extracelular y posterior
proliferacion o neoformacioén de vasos, sin lo cual no seria posible la fase final
organizativa. La formacién de adherencias, septos y loculaciones en el espacio
pleural, si bien evita la extension de la infeccion, dificulta el drenaje del liquido
pleural y comporta importantes secuelas anatomicas y funcionales (83,84).

El deposito de fibrina depende del sistema de la coagulacion, el cual a
través de la formacion de trombina permite convertir el fibrinbgeno en
polimeros de fibrina. A su vez, este sistema esta controlado por el sistema de la
fibrinolisis, que es el encargado de regular la degradacion de la fibrina. A través
del sistema de la fibrinolisis el plasminégeno inactivo se transforma en
plasmina, la cual degrada la fibrina en fragmentos de bajo peso molecular.

Como se puede observar en la figura 2, el sistema de la fibrinolisis esta
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regulado por una serie de activadores e inhibidores especificos. Entre los
activadores estan el activador tisular del plasminégeno (t-PA) y uroquinasa
activador del pasminégeno (u-PA), que estimulan la activacion de
plasmindgeno en plasmina favoreciendo asi la fibrinolisis. Entre los inhibidores
estan los inhibidores de los activadores del plasmindgeno tipo 1y 2 (PAI-1y
PAI-2), los cuales bloquean la accion de los activadores y por tanto inhiben la
fibrinolisis. Este equilibrio en el sistema de la fibrinolisis puede romperse en

determinadas patologias.

FIGURA 2. SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS

ACTIVADORES (u-PA, t-PA) INHIBIDORES
- (PAI 1 Ag. PAI 2 Ag)
+
PLASMINOGENO . PLASMINA
*PRODUCTOS
DEG. FIBRINOGENO
+D-DIMERO

FIBRINA
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Tal como se ha indicado con anterioridad las células mesoteliales son
metabolicamente activas y capaces de responder a diferentes estimulos,
siendo una pieza fundamental en los mecanismos de inflamacion pleural (4-6).
Estudios in vitro han demostrado que las células mesoteliales también tienen
un papel importante en la formacion y degradacion de fibrina en el espacio
pleural mediante la liberaciéon de PAIls, y por tanto son capaces de iniciar y
potenciar la formacion de fibrina y de inhibir su degradacion (85).

A nivel pleural, y dependiendo de la etiologia del derrame pleural, puede
existir un predominio en la activacion de la via de la fibrinolisis que permita la
degradacion de la fibrina (seria el caso de los derrames pleurales neoplasicos)
o0 bien existir una disminucion de la fibrinolisis que condicione un bloqueo en la
degradacion de la fibrina, hecho que podria explicar el depdsito de fibrina en
los derrames pleurales infecciosos (86,87).

En los derrames pleurales exudados existen niveles superiores de los
inhibidores de activadores del plasmindégeno (PAI-1 y PAI-2) que en los
trasudados, sobretodo en aquellos de etiologia inflamatoria o infecciosa
(86,87).

En estudios realizados por nuestro grupo se ha observado que los
niveles de PAIs en los derrames paraneumonicos estan significativamente mas
elevados que en los exudados de origen neopldsico mientras que los
empiemas presentan las cifras mas bajas de t-PA (88).

En los derrames pleurales neoplasicos se han puesto de manifiesto
niveles elevados de los activadores del plasminégeno (u-PA, t-PA),
promoviendo la fibrinolisis y en consecuencia se trata de derrames libres sin la

presencia de septos de fibrina. Sin embargo, esta actividad local proteolitica
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aumentada de los factores u-PA y t-PA en los derrames malignos puede causar
la degradacion de la membrana basal y de la matriz extracelular, lo que puede
producir el paso de células tumorales al torrente vascular y en consecuencia
producir la diseminacion tumoral y las metastasis (89). En estudios realizados
por nuestro grupo se han observado niveles mas elevados de t-PA en los
derrames pleurales neoplasicos que en los infecciosos (88).

Para generar una inflamacion pleural en los derrames malignos que sea
capaz de provocar la aparicion de fibrina, es necesaria la instilacion de
sustancias irritantes o esclerosantes intrapleurales tales como el talco, la
quinacrina o las tetraciclinas. En este hecho se basa la pleurodesis de los
derrames pleurales malignos. Asi mismo, los estudios realizados sobre la
respuesta inflamatoria pleural asociada a la pleurodesis han demostrado que
aquellos derrames en que la pleurodesis es eficaz presentan un aumento de
actividad procoagulante y una inhibiciébn de la fibrinolisis expresada por un
aumento de los PAls y por una disminucion de los productos de la degradacién
de la fibrina. Por el contrario, en aquellos derrames en los que la pleurodesis es
ineficaz se observa una persistencia de la via de la fibrinolisis representada por
niveles elevados de productos de degradacién de la fibrina (90-92).

La asociacion entre el sistema de la fibrinolisis y los mediadores de
actividad inflamatoria ha sido ampliamente evaluada a nivel sistémico (93-95).
A nivel de liquido pleural, en cambio, esta asociacion ha sido poco estudiada
(82,85). Nuestro grupo ha estudiado profundamente la asociacién entre el
sistema de la fibrinolisis y los marcadores de respuesta inflamatoria y de
actividad neutrofilica en el liquido pleural (88). De los resultados obtenidos

queremos destacar el hecho que en los derrames infecciosos, sobre todo en
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los empiemas, existe una asociacion positiva entre la elastasa polimorfonuclear
y el TNF-a con los inhibidores de la actividad del plasminégeno (PAI-1 y PAI-2)
y una asociacion negativa entre la IL-8 y la elastasa polimorfonuclear con el
activador t-PA. Asi pues, los inhibidores de la degradacion de la fibrina, que
como hemos indicado anteriormente estdan aumentados en los derrames
infecciosos, estarian modulados por el TNF-a. y la elastasa, representando
una via de hipofibrinolisis que favorecera el depésito de fibrina en el espacio
pleural. Por el contrario, el activador de la degradacion de la fibrina t-PA que
estaria modulado por la elastasa y la IL-8, representa una via de
hiperfibrinolisis que estad disminuida o inhibida en los derrames pleurales
infecciosos.

Entre los resultados obtenidos por nuestro grupo también es de gran
relevancia el hecho que se han detectado diferencias significativas entre los
niveles plasmaticos y pleurales de la mayoria de los parametros implicados en
la fibrinolisis en los derrames pleurales tipo exudado. Asi, los niveles de dichos
pardmetros son significativamente mas elevados en liquido pleural que en
plasma, lo cual sugiere una via de produccion y liberacién local como respuesta
al estimulo inflamatorio, indicando una compartimentalizacion a nivel del

espacio pleural (88).
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5. LA MATRIZ EXTRACELULAR Y EL SISTEMA DE LAS

METALOPROTEINASAS

La matriz extracelular y los enzimas responsables de su degradacion
también han demostrado tener un papel clave en los procesos inflamatorios.

La matriz extracelular esta situada junto a las células mesoteliales que
tapizan la superficie pleural. Est4d formada por un esqueleto de colagenos,
proteoglicanos y glicoproteinas y no actia como un mero elemento de
transporte y sostén, sino que también esté implicada en la regeneracién celular,
en la migracion celular, en las interacciones intercelulares y como ligando de

las moléculas proinflamatorias (96).

FIGURA 3. MATRIZ EXTRACELULAR

INFLAMACION

ADHESION RESPUESTA PROLIFERACION REGULACION
QUIMIOTAXIS CITOQUINAS DIFERENCIACION  METABOLISMO

28



En el esqueleto de la matriz extracelular hay diferentes elementos
celulares entre los que destacan los fibroblastos, los macréfagos y las células
endoteliales. Los fibroblastos se encargan del mantenimiento del tejido
conectivo y son capaces de proliferar ante una agresion, siendo responsables
de la transformacion fibrotica del tejido lesionado. Los macréfagos actiuan en el
remodelado de la matriz extracelular liberando citoquinas y en la degradacion
del tejido conectivo liberando enzimas proteoliticas y radicales toxicos. Las
células endoteliales participan activamente en el transito de células desde el
sistema circulatorio hasta el tejido inflamado, y son capaces de proliferar ante
diferentes estimulos liberados en el foco inflamatorio favoreciéndose asi la
angiogénesis o neoformacion de vasos (96-98).

El depdsito de fibrina se asocia a la proliferacion de fibroblastos y a una
alteracion en la regulacion de los componentes que constituyen la matriz
extracelular. Asi, podemos considerar que el deposito de fibrina es uno de los
principales estimulos para la degradacion de la matriz extracelular, que
posteriormente conllevara la proliferacion vascular. Las células mesoteliales,
que como ya hemos indicado se hallan en intimo contacto con la matriz
extracelular, son capaces de actuar sobre el sistema de la fibrinolisis y
participar en el depdsito de fibrina, de sintetizar componentes de la matriz
incluyendo los colagenos tipo I, Il y IV y de participar en su degradacion, tanto
del coldgeno como de otros componentes de la matriz. Asi vemos una vez
mas como las células mesoteliales son un elemento fundamental en el proceso
de remodelacion y reparacion tisular. La lesion sobre la célula mesotelial puede
intensificar estos procesos de remodelacion/reparacién, inducir fibrosis y tener

consecuencias fisiopatoldgicas muy negativas en el tejido afectado(99).
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La formacion y degradacion de la matriz extracelular esta regulada por
proteasas y antiproteasas especificas : las metaloproteinasas (MMPSs) y los
inhibidores tisulares especificos de las metaloproteinasas (TIMPs) (100).

Las MMPs son una familia de proteasas de al menos 20 miembros
asociadas a la degradacion de la matriz extracelular, incluyendo la membrana
basal, los colagenos intersticiales, la fibronectina, la laminina y varios
proteoglicanos. Se caracterizan por ser endopeptidasas zinc-dependientes, por
ser secretadas en forma de zimdgenos inactivos (a excepcion de la MMP-8 que
se secreta en forma activa) y por ser inhibidas por inhibidores especificos
(TIMPs). En la activacion de las MMPs se han implicado la plasmina, la
catepsina G y otras proteinasas (101-106).

Las MMPs se hallan en bajos niveles en los tejidos adultos sanos, pero
estan sobreexpresadas en procesos de remodelacién tanto fisiolégicos como
patolégicos, destacando el desarrollo embrionario, la involucion postparto, la
cicatrizacion de heridas, la reparacion tisular, la inflamacion, la infeccion, la
invasion tumoral y la metastasis.

La expresion de las MMPs esta fuertemente controlada por factores de
crecimiento y citoquinas (101,104,105,107). La expresion an6mala o el
desequilibrio entre las MMPs y sus inhibidores especificos TIMPs puede causar
dafo tisular y de hecho se ha asociado a patologias destructivas entre las que
destacan el cancer (creando y manteniendo el microambiente que facilita el
crecimiento e invasion tumorales), procesos infecciosos y sepsis, procesos
inflamatorios crénicos como la artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria
intestinal, enfermedades vasculares (aterosclerosis, aneurisma adrtico),

patologias pulmonares (enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfisema
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pulmonar, asma, cancer, sindrome del distres respiratorio del adulto) y

enfermedades pleurales (figura 3) (105,108-113).

FIGURA 4. SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS Y SUS INHIBIDORES

METALOPROTEINASAS TIMPS
COLAGENASAS: MMP1
MMP8
GELATINASAS: MMP2 ALTERACION EQUILIBRIO:

MMP9
ESTROMALISINAS
M. TRANSMEMBRANA

* PROGRESION / INVASION TUMORAL
* ATEROESCLEROSIS

* INFECCION

* PROCESOS INFLAMATORIOS

Hasta la actualidad se han descrito 4 subgrupos de MMPs atendiendo a
su estructura y especificidad de sustrato (101,103,114) :
1.- COLAGENASAS : degradan preferentemente colagenos fibrilares tipo I, 1l 'y
[ll. Se incluyen la MMP-1 o colagenasa intersticial, la MMP-8 o colagenasa del
neutrofilo y la MMP-13. La MMP-8 esta almacenada en los granulos del
neutréfilo. La MMP-1 es secretada por multiples estirpes celulares entre las que
destacan los fibroblastos, las células endoteliales y las células mesoteliales.
2.- GELATINASAS : degradan gelatina, fibronectina, colagenos de Ia
membrana basal (tipo IV) y en menor medida colagenos fibrilares (tipos |y V).

Se incluyen la MMP-2 o gelatinasa A, que es liberada por multiples estirpes
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celulares, y la MMP-9 o gelatinasa B, que ademas de ser liberada por
diferentes tipos celulares se halla almacenada en los granulos del neutrofilo.

3.- ESTROMALISINAS : degradan glicoproteinas y proteoglicanos. Se incluyen
la MMP-3, MMP-7, MMP-10 y MMP-11.

4.- METALOPROTEINASAS TRANSMEMBRANA : degradan algunos
componentes de la matriz extracelular y tienen la capacidad de activar otras
MMPs. Se incluyen cinco tipos : MT-MMP-1-5.

Existen otras MMPs que no pueden clasificarse en ninguno de los grupos
anteriormente descritos.

Los inhibidores especificos TIMPs controlan la actividad de las
metaloproteinas. Hasta la actualidad se han descrito 4 isoformas (TIMP1-4).
Los TIMP-1 y TIMP-2 inhiben todas las MMPs, y han demostrado inhibir el
proceso de angiogénesis en “bioassays” (106,109).

De sumo interés es el hecho que el sistema de las MMPs también puede
actuar sobre proteinas diferentes a las de la matriz extracelular, generando
productos con consecuencias bioldgicas relevantes Por ejemplo, la proteolisis
del plasmindgeno y del colageno XVIII genera los factores anti-angiogénicos

angiostatina y endostatina respectivamente (105).
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5.1. EL SISTEMA DE LAS MMPs EN LA PATOGENIA DE LOS
DERRAMES PLEURALES Y SU ASOCIACION CON LOS
MARCADORES DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA Y EL SISTEMA

DE LA FIBRINOLISIS EN EL ESPACIO PLEURAL

El papel de las MMPs y sus inhibidores tisulares en la patogenia de los
derrames pleurales ha sido poco estudiado, y no existen referencias acerca de
su asociacién con los marcadores de actividad neutrofilica y el sistema de la
fibrinolisis en el espacio pleural.

Revisando la literatura, estudios previos (115,116) sugieren que las
metaloproteinasas pueden participar en los mecanismos inflamatorios y de
alteracion del sistema de la fibrinolisis que se han visto implicados en la
patogenia de los derrames pleurales exudados. Otros estudios, en cambio,
consideran que las MMPs y sus inhibidores tisulares en liquido pleural
Gnicamente estarian implicados en la fisiologia pleural, preservando la
homeostasis y la integridad de la superficie pleural, evitando el desarrollo de
adhesiones (117,118).

Numerosos estudios experimentales han estudiado la influencia de las
citoquinas proinflamatorias en el sistema de las MMPs y sus inhibidores
tisulares y trabajos in vitro e in vivo han demostrado la relacion del sistema de
la fibrinolisis con la activacion de las MMPs, asi como su importancia en el
proceso de angiogénesis (119-122). Los trabajos realizados por nuestro grupo
han puesto de manifiesto los siguientes resultados (123):

1. Los niveles de MMP-2 y TIMP-1 estan elevados en todos los liquidos
pleurales estudiados sin que se evidencien diferencias entre los diferentes

grupos etiolégicos.
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2. Las concentraciones pleurales de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 son
significativamente superiores en los empiemas y derrames pleurales
paraneumonicos complicados.

3. La presencia de niveles superiores de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 en el
liquido pleural respecto al plasma y la ausencia de correlacion entre las
concentraciones en pleura y plasma de estas metaloproteinasas en los
empiemas y derrames paraneumonicos complicados, sugiere una expresion
compartimentalizada de las mismas en el espacio pleural.

4. En los derrames pleurales paraneumonicos existe una asociacion positiva
de MMP-1, MMP-8 y MMP-9 con los marcadores de actividad neutrofilica
(elastasa, IL-8, TNF-alfa) y del sistema de la fibrinolisis (u-PA, PAI-1
Antigeno) relacionados con el desarrollo de complicaciones locales en los
derrames pleurales bacterianos.

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

6. 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 paraneumoOnicos, sugiere un papel relevante de estas
metaloproteinasas en la fisiopatologia de los derrames pleurales
paraneumonicos.

Asi, consideramos que la influencia de los mediadores de la inflamacién

y de la fibrinolisis sobre el equilibrio de las MMPs y sus inhibidores tisulares

deberian estar implicados en la patogenia de las enfermedades pleurales, y



que tanto la matriz extracelular como el sistema de las MMPs son esenciales
para la proliferacion vascular que caracteriza los derrames pleurales

paraneumonicos complicados.
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6. ANGIOGENESIS

6.1. CONCEPTO Y DEFINICION

El concepto angiogénesis hace referencia a la formacién de nuevos
vasos sanguineos (capilares) o neovascularizacion a partir de la
microvasculatura preexistente. Por otra parte, el término vasculogénesis se
refiere a la diferenciacién “in situ” de células precursoras indiferenciadas
(angioblastos) en células endoteliales que posteriormente se organizaran en
una red vascular. La angiogénesis fisioldgica es limitada, esta estrictamente
regulada y es fundamental durante la reproduccion y el desarrollo embrionarios.
Durante la vida postnatal y adulta, la angiogénesis es el Unico proceso por el
cual se pueden formar nuevos vasos y esta limitada a dias o semanas, siendo
esencial en la reparacion de heridas, en el ciclo reproductivo femenino y en el
musculo en ejercicio. Por el contrario, la disregulacion entre los factores
activadores e inhibidores en este proceso da lugar a la angiogénesis
patolégica, que suele ser persistente y comporta el crecimiento y progresion
de neoplasias, procesos inflamatorios crénicos como la enfermedad de Crohn,
la destruccién del cartilago en la artritis reumatoide, la ceguera en la diabetes,
contribuye en el crecimiento y la hemorragia de las placas ateroscleréticas, y
otros muchos procesos patoldgicos (124-128).

La angiogénesis tiene lugar en 4 fases (128):

a) la fase inicial se caracteriza por un incremento de la permeabilidad a
proteinas y vasodilatacion.
b) fase de progresion, donde se produce la degradacion y remodelacion de la

matriz extracelular por parte de proteasas liberadas desde las células

36



endoteliales, la migracion y proliferacion de las células endoteliales y la

interaccion con las integrinas de la matriz.

c) fase de diferenciacion, que incluye cambios en la morfologia de las células

endoteliales para alcanzar una estructura tubular o luminal.

d) fase de estabilizacion y maduracion , caracterizada por el reclutamiento de

pericitos y células musculares lisas y el depdsito de nuevas proteinas de la

matriz.

En todo este proceso se mantiene un estricto equilibrio entre los factores

activadores e inhibidores de la angiogénesis. La ruptura de este equilibrio dara

lugar a la persistencia de la neovascularizacion que caracteriza la angiogénesis

patolégica.

En la tabla 4 se recogen los principales factores angiogénicos y angiostaticos (125-

128).

TABLA 4. PRINCIPALES

INHIBIDORES DE LA ANGIOGENESIS

FACTORES ACTIVADORES E

Factor activador Mitégeno Afo y autor
endotelial

Factor de crecimiento endotelial vascular Sl Senger et al. 1983
Factor de crecimiento fibroblastico acido Sl Maciag et al. 1984
Factor de crecimiento fibroblastico basico Sl Shing et al. 1984
Angiogenina NO Fett et al. 1985
Factor de crecimiento transformador-a Sl Schreiber et al. 1986
Factor de crecimiento transformador-f * NO Roberts et al. 1986
Factor de necrosis tumoral-a * NO Frater-Schroder et al. 1987
Factor endotelial derivado de las plaquetas Sintesis de DNA Ishikawa et al. 1989
Factor estimulador de colonias granulocitico Sl Bussolino et al. 1991
Factor de crecimiento placentario Débil Maglione et al. 1991
Interleukina-8 Sl Koch et al. 1992
Proliferina Sl Jackson et al. 1994
Factor de crecimiento hepatocitico Sl Rosen / Bussolino et al.1993

* = activadores indirectos

37



Factor inhibidor Mecanismo de accidon

Trombospondina-1 Modulacién de la adhesion celular endotelial
Inhibicion del crecimiento y motilidad endoteliales

Angiostatina Inhibicion del crecimiento y motilidad de las células
endoteliales

Endostatina Inhibicion del crecimiento y motilidad de las células
endoteliales

Factor plaquetar 4 Inhibicion del crecimiento celular endotelial y de la
actividad del VEGF-A

TIMP-1 Inhibicion de la motilidad de la célula endotelial

TIMP-2 Inhibicion del crecimiento y motilidad de las células
endoteliales

TIMP-3 Mecanismo desconocido

Interferon-a Inhibicion del crecimiento y motilidad de las células
endoteliales

Factor de crecimiento transformador- Inhibicion del crecimiento y motilidad de las ceélulas
endoteliales

Prolactina (fragmento de 16 KD) Inhibicion del crecimiento y motilidad de las células
endoteliales

Heparinasa Deplecién de heparan-sulfato

2-metoxiestradiol Inhibicion del crecimiento y motilidad de las células
endoteliales

La vasodilatacibn es un paso inicial precoz en el proceso de
angiogénesis, que ocurre antes del nacimiento del primer brote capilar. La
vasodilatacion puede inducir cambios morfologicos en las células endoteliales
(“strectch” o estiramiento) haciéndolas susceptibles de responder a los factores
angiogénicos, pasando de su estado de quiescencia a ser capaces de proliferar
y generar neovascularizacion. Pero la angiogénesis no depende Unicamente de
los factores angiogénicos y angiostaticos y sus receptores. La angiogénesis
también se ve influenciada por los procesos de remodelacion de la matriz
extracelular por parte de las metaloproteinasas. Las células endoteliales se
unen a la matriz extracelular por medio de proteinas transmembrana o
moléculas de adhesion entre las que destacan las integrinas. Esta adhesién
provoca sefiales intracelulares que regulan la supervivencia , la proliferacion y

la migracién celulares. La interaccion entre las integrinas oy Yy la matriz
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extracelular se ha identificado como un sistema clave en el mantenimiento de
los nuevos vasos. De hecho, se han demostrado dos vias diferentes que
pueden inducir la angiogénesis : una via activada por el factor fibroblastico
basico y el TNF-a que requiere de la interacion con la integrina o3 Yy otra via
activada por el factor de crecimiento vascular endotelial y el TGF-a. que es a5

dependiente y que parece actuar incrementando la protein-quinasa C (PKC)

(figura 4) (61,128-132).

FIGURA 5. VIAS INDUCTORAS DE LA ANGIOGENESIS
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En este proceso de progresion vascular también destaca el papel del factor tisular, el
cual puede ser liberado por las células endoteliales tras una lesion o tras los cambios
morfolégicos del endotelio que se producen en el proceso de reparacién (133). El factor tisular
es una glicoproteina de membrana de gran capacidad procoagulante y que constituye el
principal iniciador de la coagulacién (134). El factor tisular esta presente en la adventicia de los
vasos sanguineos sanos, funcionando como una barrera hemostatica para prevenir la pérdida
sanguinea, y puede ser inducido patolégicamente en la membrana de mudltiples células

extravasculares como los fibroblastos, pericitos, monocitos y también en las células
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endoteliales en respuesta a estimulos inflamatorios (70,133-136). Entre los estimulos capaces
de inducir la expresién de factor tisular destacan ciertas citoquinas como la IL-1, IL-6, IL-8, y el
TNF, agentes infecciosos como bacterias y virus, endotoxinas, complejos immunolégicos y la
hipoxia (70,136).

El factor tisular sirve como receptor y cofactor para el factor VIl de la
coagulacion. ElI complejo Factor tisular-Factor VII activa al propio factor VII, el
factor X y el factor IX proporcionando la capacidad procoagulante en las
superficies celulares. El resultado final es la generacion de trombina y fibrina.
Es importante remarcar que estudios in vivo e in vitro han demostrado que las
células mesoteliales inflamadas de la pleura en los derrames pleurales
exudados expresan factor tisular, no siendo asi en la pleura normal ; éste
hecho sugiere que la expresion de factor tisular por parte de las células
mesoteliales puede ser un importante iniciador de la activacion intrapleural de
protrombina y del depdsito de fibrina que caracteriza los derrames pleurales
inflamatorios (137). Por otra parte, el factor tisular ha sido identificado como un
regulador de la angiogénesis, jugando un papel importante en el balance entre
los factores angiogénicos y antiangiogénicos y con la capacidad de inducir la
produccion de VEGF ; a su vez, el VEGF es capaz de inducir la produccion de
TF en las células endoteliales (131,138-141). Asi, el factor tisular se ha
involucrado en procesos como el crecimiento tumoral y procesos inflamatorios
(142-146). Asimismo, el TNF, que es capaz de iniciar los procesos locales de

trombosis, estimula la sintesis endotelial y la expresion de factor tisular (134).

En la fase de diferenciacion las células endoteliales adquieren una estructura tubular o
luminal y finalmente tiene lugar la fase de estabilizacion y maduracién vascular que requiere el
reclutamiento de pericitos, células musculares lisas y el depdsito de proteinas de la matriz

extracelular (128).
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6.2. FACTORES ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LA

ANGIOGENESIS

Como hemos visto anteriormente hoy en dia se reconocen muchos
factores capaces de influir en la regulacion del proceso de angiogénesis. Entre
los factores angiogénicos destacan el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) también conocido como factor de permeabilidad vascular o
vasculotropina y el factor de crecimiento fibroblastico (FGF). Entre los factores
angiostaticos destacan la endostatina y la trombospondina-1 (TSP-1) que
pueden liberarse desde la matriz extracelular y la angiostatina que es un

inhibidor endotelial circulante.

6.2.1. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

El VEGF o factor de permeabilidad vascular (VPF) o vasculotropina
comprende una familia de factores de crecimiento celular que incluye el VEGF-
A y sus homodlogos VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E y factor de
crecimiento plaquetar (PGF) (147). Dentro del VEGF-A existen 5 isoformas que
varian entre 121 y 209 aminoéacidos: VEGFi2;, VEGF145, VEGF165, VEGF 139,
VEGF20. La isoforma de 165 aminoacidos es la que predomina en el pulmon y
el mesotelio y es la mas descrita en humanos (50,148-150).

El VEGF es una citoquina multifuncional de 34-45 KD expresada
practicamente en todas las estirpes celulares: monocitos, macréfagos,
linfocitos-T, queratinocitos, células musculares lisas y fibroblastos. Los
neutréfilos contienen un pool intracelular de VEGF, cuya secrecion es crucial
en los procesos de inflamacién (151,152). La expresion del VEGF es muy

limitada en los tejidos normales, pero se sobreexpresa en procesos que
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implican un aumento de la permeabilidad vascular y neoformacion de vasos.
De hecho, el VEGF tiene dos funciones principales : 1) es un potente inductor
de la permeabilidad vascular y 2) es un importante factor angiogénico,
estimulando la formacion de capilares a través de un efecto especifico
mitogénico y quemotactico sobre las células endoteliales. La expresion de
receptores para VEGF es practicamente exclusiva de las células endoteliales
vasculares ; asi, a diferencia de otros factores angiogénicos, la accion
proliferativa del VEGF estd predominantemente restringida a las células
endoteliales (148,149,153,154).

Se conocen tres receptores tirosinkinasa para la familia de VEGF: Flt-1
(VEGFR-1), KDR/FIk-1 (VEGFR-2) y Flt-4 (VEGFR-3), los cuales se expresan
casi exclusivamente en las células endoteliales ; adicionalmente las células
endoteliales expresan los co-receptores neuropilin-1 y neuropilin-2 que se unen
selectivamente a la isoforma VEGFi¢5. Cada vez se conocen mas tejidos que
contienen receptores para el VEGF, hecho que refuerza la multifuncionalidad
de esta citoquina. La pleura, tanto en su estado normal como patolégico,
expresa receptores para VEGF, sugiriendo un papel de esta citoquina en la
fisiologia y fisiopatologia pleurales (148,155,156).

El VEGF ejerce sus funciones actuando directamente sobre el endotelio
induciendo cambios morfol6gicos en las células endoteliales, alterando su
expresion genética, estimulando la proliferacion y migracién celulares e
inhibiendo la apoptosis. Ademés, ha demostrado su capacidad para estimular
la expresién de factor tisular en monocitos y causar la quimiotaxis de estas
células a través de las membranas colagenas y del endotelio, sugiriendo que

puede modular la actividad procoagulante del TNF. Asi pues, vemos como el
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VEGF es una citoquina clave en la regulacion de la permeabilidad vascular y de
la angiogénesis, y que podria promover la coagulacion y contribuir al depdsito
de fibrina (134,148,157).

Entre los factores capaces de estimular la produccion de VEGF destacan
la hipoxia, ciertas citoquinas y factores de crecimiento, el factor tisular (TF), los
niveles bajos de pH y glucosa y el 6xido nitrico.

La isquemia y la hipoxia tisulares son potentes inductores de VEGF en
multiples tejidos y estirpes celulares como el miocardio y las células
pulmonares (158,159). A nivel pleural, la hipoxia parece ser importante en la
induccion de VEGF en los casos de tromboembolismo pulmonar, debido a la
isquemia que se produce a nivel del parénquima pulmonar (160). Los niveles
bajos de pH y de glucosa, caracteristicas de los derrames pleurales tipo
empiema y paraneumonicos complicados, también han demostrado ser
importantes inductores de VEGF(50,161).

Entre las citoquinas y otros factores capaces de inducir la expresion de
VEGF destacan la IL-8, la IL-1B, la IL-6, los factores de crecimiento
fibroblastico-4 y 2 (FGF-4, FGF-2), factor derivado de las plaquetas (PDGF),
factor queratinocitico (KGF), factor insulina-like-1 (IGF-1), y factor epidermoide
(EGF), el factor activador de las plaquetas (PAF), el TNF-a, el TGF- o y el
TGF- B (54,148,152,155,162-166).

El oxido nitrico (NO) es una molécula que sobreregula el VEGF
contribuyendo al efecto de hiperpermeabilidad y vasodilatacion por parte de
éste en los vasos sanguineos. A su vez, el oxido nitrico es estimulado por el

VEGTF, indicando un feed-back positivo entre ambos factores (148,167).
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Otras citoquinas como la IL-10 y la IL-13 pueden inhibir la liberacion de
VEGF (168). De la misma manera, la hiperoxia es otro inhibidor del VEGF

(159).

6.2.2. Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

El FGF representa una familia de nueve factores de crecimiento polipeptidicos
“heparin-binding” con capacidad de inducir los pasos necesarios para la neoformacion de
vasos. El FGF estimula la proliferacion celular endotelial in vitro y la angiogénesis in vivo.
Destacan el FGF-acido (a-FGF) , que se encuentra limitado al tejido nervioso y el FGF-basico
(b-FGF), que se halla en miltiples tejidos y es ubicuo en el endotelio, siendo elaborado por los
macréfagos activados. El b-FGF es un potente mitbgeno y quemotactico para una gran
variedad de estirpes celulares y es un potente estimulador de la angiogénesis actuando a
diferentes niveles (169,174). Por una parte actua en los estadios precoces de la
neovascularizacion al inducir la sintesis de metaloproteasas como las procolagenasas y de
activadores del plasminégeno (en particular del u-PA) en las células endoteliales, los cuales
estan implicados en la degradaciéon de la membrana basal de la pared vascular preexistente.
Por otra parte estimula la célula endotelial para migrar a través de la matriz extracelular y

formar estructuras tubulares (97,124,132,169-174).

Mientras los tres receptores del VEGF se expresan practicamente de
forma exclusiva en las células endoteliales, el FGF cuenta con cuatro

receptores (FGFR1-4) que se hallan ampliamente expresados (126).

6.2.3. Angiostatina

La angiostatina es un subfragmento interno de 38 Kd derivado del
plasmindégeno que inhibe la angiogénesis inhibiendo la proliferacion celular
endotelial y alterando la morfologia del plasminégeno y el colageno impidiendo
la remodelacion de la matriz extracelular que se requiere para la angiogénesis.

En un primer momento fue identificada como un producto de las células
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tumorales y puede ser detectada en la orina de los pacientes con patologia
maligna (128,172,173,175,176). En 1998 se demostro que este potente factor
angiostatico también podia estar presente en focos inflamatorios no
neoplasicos (177). La formacion de angiostatina a partir del plasmindgeno es
debida a la accién de proteasas tales como la MMP-2, MMP-7, MMP-9 y la

MMP-12 o metaloelastasa de macrofagos (177).

6.2.4. Endostatina

La endostatina es el subfragmento C terminal de 20 Kd del colageno
XVIII que al parecer es liberada por la accion de las metaloproteinasas. Al igual
que la angiostatina, en un primer momento fue identificada como un producto
de las células tumorales (178). La endostatina inhibe la angiogénesis
inhibiendo directamente la proliferacién celular endotelial e impidiendo la

remodelacion de la matriz extracelular (128,172).

6.2.5. Trombospondina-1 (TSP-1)

La TSP-1 es un inhibidor multifuncional de la angiogénesis que modula
la adhesividad de la célula endotelial, la motilidad y la actividad proteolitica
impidiendo la accion de los inductores de la angiogénesis. Asi, el efecto
inhibidor de la TSP-1 sobre la angiogénesis ha sido demostrado tanto in vitro
como in vivo (128,179-181). Pero la TSP-1 difiere de los inhibidores de la
angiogénesis anteriormente descritos (angiostatina y endostatina) en dos
aspectos bésicos :

1) se encuentra en varios tejidos adultos sanos tales como el hueso, el

endometrio, los ovarios y la glandula mamaria (172).
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2) cada vez existen mas evidencias que la TSP-1 puede ser un modulador
natural de la angiogénesis, dominando una regulacion positiva 0 negativa
dependiendo del contexto y de la concentracion de la misma. Por ejemplo,
es capaz de activar el TGF-, que como hemos citado anteriormente es un
factor angiogénico y en presencia de colageno tipo | la TSP-1 parece mas
bien facilitar que inhibir la neoformacién vascular (179,182,183).

La TSP-1 es una glicoproteina trimérica de gran peso molecular liberada
de los granulos o de las plaquetas en respuesta a la estimulacion por parte de
la trombina y es también un componente transitorio de la matriz extracelular en
el desarrollo y la reparacion tisulares, siendo secretada por multiples células de
la pared vascular, incluyendo las células musculares lisas y las células
endoteliales. La TSP-1 liberada por las plaquetas activadas participa en la
formacién y resolucion del coagulo de fibrina, uniéndose a la fibrina, el
plasmindgeno y la uroquinasa. También participa en la respuesta inflamatoria a
través de la formacién de puentes entre las plaquetas y los leucocitos
reclutados en el foco inflamatorio. La funcion de la TSP-1 en la matriz tisular es
menos conocida, pero estudios in vitro sugieren que puede tener un papel
genérico en la regulacion de la adhesividad celular, la motilidad y la
proliferacion. En las células endoteliales, la TSP-1 puede inhibir la proliferacion,
la formacion de adhesiones focales desestabilizando los contactos de la matriz
extracelular, disminuir la propagacién celular, inducir la apoptosis endotelial e
inhibir la angiogénesis (179,182,184-186).

Entre los estimulos positivos capaces de inducir la expresion de TSP-1
destacan situaciones estresantes como la hipoxia, el producto del gen supresor

tumoral p53, factores de crecimiento tales como el TGF-f, el factor de

46



crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el b-FGF y la progesterona a
nivel del endometrio. Entre los factores capaces de inhibir la expresion de TSP-

1 destacan la IL-1B y el TNF-a (179,182,187).
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6.3. ASOCIACION DEL PROCESO DE ANGIOGENESIS CON LOS
MARCADORES DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA, EL SISTEMA DE
LA FIBRINOLISIS, LA MATRIZ EXTRACELULAR Y LAS

METALOPROTEINASAS

Tal y como hemos podido ir observando la inflamacion y la angiogénesis estan
fuertemente relacionadas. Existe una estrecha asociacion entre el neutréfilo y los marcadores
de inflamacion, el sistema de la fibrinolisis, la matriz extracelular, el sistema de las
metaloproteinasas y el de la angiogénesis (122,173,188,189).

El neutréfilo, por si mismo, ha demostrado ser angiogénico y contiene un pool
intracelular de VEGF que es liberado en los procesos de reparacion tisular y de neoformacién
de vasos. Los marcadores de actividad inflamatoria, como la IL-8 y el TNF-alfa han demostrado
ser factores angiogénicos. La elastasa polimorfonuclear y otras proteasas derivadas del
neutréfilo parecen influir de forma indirecta en la angiogénesis durante la inflamacion facilitando
la migracion celular endotelial a través de la degradacién de las membranas basales

vasculares (151,152,164).

El sistema de la fibrinolisis, la matriz extracelular y el sistema de las
metaloproteinasas son elementos imprescindibles para el proceso de
angiogénesis y a su vez estan intimamente relacionados entre si. El depdsito
de fibrina es uno de los principales estimulos para la degradacién de la matriz
extracelular por parte de las proteasas y posterior proliferacion vascular. El u-
PA y la plasmina participan en la activacién de pro-MMP-2 y pro-MMP-9. Asi,
la degradacion de la matriz extracelular requiere una cascada de elementos
proteoliticos que incluiria tanto el sistema de la fibrinolisis como el de las
metaloproteinasas. Como ya hemos indicado anteriormente, la degradacion de
la matriz extracelular es imprescendible para la neoformacién de vasos

(121,122,190). La distribuciéon de MMP-2 y MMP-9 juega un papel clave en la
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degradacion de la matriz y ha demostrado modular la neovascularizacion ;
adicionalmente, la MMP-9 ha demostrado estimular la liberacion de VEGF
desde las reservas extracelulares (162). Las MMPs, a través de la proteolisis
de la matriz extracelular, permiten el inicio de la neoformacion de vasos y su
relacion con el sistema de la fibrinolisis. Asi, los activadores del plasminégeno
u-PA y t-PA convertirian el plasminégeno en plasmina, que seria capaz de
degradar ciertos componentes de la matriz mesangial y activaria otras

proteasas que degradan la matriz tales como las gelatinasas.

A nivel pleural se ha visto como el TNF-alfa estimula la produccion de MMP-1, MMP-9
y TIMPs por parte de las células mesoteliales pleurales (99). Estudios realizados por nuestro
grupo en los derrames pleurales paraneumonicos (123) observan que existe una asociacion
positiva entre MMP-1, MMP-8 y MMP-9 y los marcadores de inflamacion (elastasa
polimorfonuclear, IL-8 y TNF-alfa) y el sistema de la fibrinolisis (PAIs), mientras que la MMP-2
se asocia de forma positiva con el activador del plasminégeno t-PA y de forma negativa con la

elastasay la IL-8.

Varios factores regulan la accion de las MMPs sobre la angiogénesis.
Los TIMPS actuarian como angiostaticos e inhiben las acciones del efecto b-
FGF. La MMP-2 promueve la formacién de estructuras tubulares en los cultivos
de células endoteliales y el TIMP-2 inhibe la proliferacion de células
endoteliales y la formacion de estructuras tubulares. De la misma manera, se
ha visto que el b-FGF, junto al estimulo positivo de la célula endotelial,
aumenta la produccion de activadores del plasminégeno y de los PAls y
activaria la proteolisis de la matriz aumentando la sintesis de colagenasas
(190).

En estudios sobre cancer de pulmon se ha demostrado que existe una
asociacion entre el VEGF y la disregulacion del sistema de la

coagulacion/fibrinolisis, objetivando una correlacion positiva entre los niveles
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séricos de VEGF y los niveles de D-dimero y del complejo trombina-
antitrombina, los cuales a su vez se correlacionan con la progresion de la

enfermedad (191).

6.4. ANGIOGENESIS PATOLOGICA

La correcta regulacion de la angiogénesis depende de un delicado
equilibrio entre los factores proangiogénicos y los angiostaticos (figura 5) (135).
En condiciones normales la balanza se declina a favor de la inhibicion de la
angiogénesis y en consecuencia el crecimiento vascular es restringido. La
disregulacion entre estos factores activadores e inhibidores da lugar a la
angiogénesis patologica, que suele ser persistente, y comporta importantes
procesos patologicos (124-128,172).

FIGURA 6. SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS
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Entre los patologias donde se ha visto involucrada la disregulacion del
sistema de la angiogénesis destacan (122,162,188,192-198):
¢ el crecimiento e invasion tumorales
¢ la destruccion del cartilago en la artritis reumatoide
¢ enfermedades inflamatorias cronicas como el asma, la bronquitis crénica, la
enfermedad de Crohn o la esclerosis sistémica, entre otras

¢ la retinopatia proliferativa que causa ceguera en la diabetes mellitus

¢ el sindrome de hiperestimulacion ovérica

¢ el crecimiento y hemorragia de las placas ateroscleréticas

e procesos alérgicos

¢ el Sindrome de immunodeficiencia adquirida

e complicaciones post-transplante de células periféricas (stem cell) como la
enfermedad veno-oclusiva hepatica.

e Tuberculosis pulmonar activa, donde los niveles séricos de VEGF podrian
ser un marcador de actividad de la enfermedad.

Donde mas se ha evaluado el papel de la angiogénesis ha sido en los
procesos neoplasicos y el factor mas estudiado el VEGF (199) ; de hecho, en
un primer momento el VEGF fue identificado como un producto tumoral.
Posteriormente se comprobd la implicacion del VEGF en otras patologias, asi
como la expresion de su gen en Organos adultos sanos, presentando los
niveles mas altos en las células epiteliales de los alveolos pulmonares, en los
glomérulos renales, en el cértex adrenal y en las células miocéardicas (200).

En ciertas neoplasias, los niveles circulantes de factores angiogénicos,

en particular de VEGF, han mostrado un valor pronéstico y una potencial
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utiidad como marcadores para monitorizar la respuesta al tratamiento y la
recidiva tumoral. Existen fuertes evidencias de la importancia que tiene el
proceso de neovascularizacion en la patologia tumoral, tanto en el crecimiento
in situ como en el proceso de diseminaciéon y de metastasis, y mdultiples
estudios han mostrado que la densidad de la microvasculatura se correlaciona
fuertemente con el pronostico de la enfermedad neoplasica y/o la presencia de
metastasis (191,199,201-204) . En el trabajo de Matsuyama en el cancer de
pulmoén (191) , ademas de mostrar una fuerte asociaciéon del VEGF circulante
con la progresion tumoral, destaca la demostracion in vivo de la asociacion del
VEGF con el sistema de la coagulacion-fibrinolisis, el cual también se
encuentra afectado.

Con todo lo que hemos descrito hasta ahora podemos concluir que las
aplicaciones clinicas del estudio del sistema de la angiogénesis va encaminada
a tres aspectos basicos (125):

1) Aplicaciones diagnésticas y prondsticas

2) Estimulacién terapéutica de la angiogénesis en procesos de

reparacion tisular

3) Terapia con agentes antiangiogénicos

6.4.1. Angiogénesis y patologia pleural

Existen escasas referencias sobre la participacion del sistema de la
angiogénesis en la fisiopatologia de los derrames pleurales, y la mayoria estan
centradas en el estudio del VEGF y en los derrames pleurales malignos (155).
Por otra parte no hemos encontrado referencias previas en la literatura

revisada acerca de la asociacion del sistema de la angiogénesis en los
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diferentes grupos de derrame pleural exudado con los marcadores de actividad
neutrofilica, el sistema de la fibrinolisis, la matriz extracelular y el sistema de las

metaloproteinasas.

Los factores angiogénicos como el VEGF y el b-FGF podrian estar relacionados en la
fisiopatologia de la inflamacién pleural, pues ambos se han visto implicados en la induccién de
neovascularizacion y permeabilidad vascular.

En estudios previos se ha observado que el b-FGF se encuentra mas elevado en los
derrames pleurales benignos que en los malignos, y que en el grupo de pacientes con
mesotelioma maligno, los niveles elevados de b-FGF se correlacionan con mal prondstico a
través de mecanismos que parecen ser independientes del potencial angiogénico de este factor
(206). Otros autores como Ishimoto (205) cuestionan el papel del b-FGF en la formacion del
liquido pleural.

Los estudios revisados coinciden en la importancia del VEGF en la
patogenia de los derrames pleurales inflamatorios y malignos. EI VEGF esta
significativamente mas elevado en los exudados que en los trasudados y en
los derrames pleurales malignos que en los benignos, podiéndose correlacionar
con la progresiéon tumoral y el prondstico. En el caso del mesotelioma maligno,
tumor pleural primario, se ha observado como las células neoplasicas producen
niveles significativamente superiores de VEGF que las células mesoteliales
normales y que expresan los receptores flt-1 y KDR, sugiriendo que el VEGF
puede ser un regulador clave en el crecimiento del mesotelioma maligno
comportandose como un factor de crecimiento autocrino (207,208). Dentro del
grupo de los derrames pleurales infecciosos, la estimulacién de este factor ante
los niveles bajos de glucosa y de pH hace que sus niveles sean mas elevados
en el grupo de empiemas y derrames pleurales paraneumaonicos complicados

gue en los no complicados (50,209-212).
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La relacion del VEGF en los diferentes grupos etiologicos de derrame
pleural y su relacion con otras citoquinas proinflamatorias es poco conocida.
Momi (213) determina el VEGF en liquido pleural de diferentes categorias
diagndsticas conjuntamente con IL-1B, TNF-a y sSICAM-1 y observan como el
VEGF se correlaciona con las citoquinas proinflamatorias, especialmente en la
pleuritis tuberculosa. Adicionalmente, proponen cuantificar conjuntamente el
VEGF con el TNF-a es util en la diferenciacion entre derrames pleurales
malignos y tuberculosos.

Parece ser que la regulacion de la produccion de VEGF a nivel del
espacio pleural esta regulada por el TGF-f, citoquina profibrética multifuncional
qgue estimula la proliferacién celular y la angiogénesis en areas de inflamacion.
El TGF-B puede ser producido por las células mesoteliales pleurales in vivo e in
vitro y se ha visto correlacionado con el VEGF en diferentes categorias de
exudado pleural (166,214-216).

Asi pues, podemos ver como el VEGF parece ser importante en la
formacion de liquido pleural exudado en las patologias malignas e inflamatorias
y que adicionalmente las células mesoteliales pleurales, tanto de individuos
sanos como enfermos, presentan receptores para este factor de crecimiento.

La terapia con agentes antiangiogénicos que bloqueen la accién del
VEGF puede ser una nueva linea de futuro en el manejo de los derrames
pleurales (214,217,218).

Teniendo en cuenta todo lo que hemos comentado anteriormente,
consideramos de gran interés estudiar el sistema de la angiogénesis en la

fisiopatologia de los derrames pleurales, tanto malignos como benignos, y su



asociacion con los marcadores de actividad neutrofilica y los sistemas de la

fibrinolisis y de las metaloproteinasas.
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JUSTIFICACION Y

OBJETIVOS

La invasion del espacio pleural y consecuente acumulacion de liquido en
enfermedades como las neoplasias y las infecciones es un problema clinico
comun y una causa importante de morbilidad y mortalidad. A pesar de ello, los
mecanismos celulares y moleculares implicados en la formacién de derrame

pleural siguen siendo poco conocidos.
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A pesar de los avances en el manejo diagndstico, todavia existen
derrames pleurales que quedan sin filiar o bien se diagnostican de forma tardia
o incorrecta, lo que puede derivar en serias complicaciones, como es el caso
de la fibrosis pleural en los derrames pleurales paraneumaonicos.

Tanto el conocimiento de la fisiopatologia como el diagndstico precoz
permitira adecuar mejor el tratamiento, tanto paliativo en el caso de los
derrames pleurales masivos recidivantes en determinadas neoplasias, como
curativo.

Las citoquinas y los marcadores de actividad neutrofiica como la
elastasa polimorfonuclear han demostrado ser mediadores importantes en la
acumulacion de liquido pleural. El sistema de la fibrinolisis, la matriz
extracelular y el sistema de las metaloproteinasas se han visto implicados y
relacionados entre si en la patogenia de los derrames pleurales infecciosos. El
proceso de angiogénesis o de neoformacion de vasos es fundamental en la
fase organizativa de la fibrosis pleural que caracteriza los derrames pleurales
complicados y es necesaria para el crecimiento e invasion de los procesos
malignos. La alteracion del equilibrio entre los factores activadores e
inhibidores de la angiogénesis da lugar a la angiogénesis patoldgica, que se ha
visto implicada en multiples patologias malignas e inflamatorias cronicas.

Partiendo de estos hechos, nos propusimos estudiar el papel del sistema
de la angiogénesis, del equilibrio entre sus activadores e inhibidores, en la
fisiopatologia de los derrames pleurales, y su asociacién con los marcadores
de actividad neutrofilica, el sistema de la fibrinolisis, la matriz extracelular y el
sistema de las metaloproteinasas. Para ello, hemos planteado los siguientes

objetivos :
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1. Analizar los niveles pleurales y plasmaticos de los factores activadores de la
angiogénesis (VEGF total y libre, b-FGF) y de los factores inhibidores de la
angiogénesis (endostatina, TSP-1) en los diferentes grupos etiologicos de

derrame pleural exudado.

2. Estimar la asociacion entre los factores activadores e inhibidores de la
angiogénesis y los marcadores bioquimicos habituales (pH, glucosa, LDH),
el recuento celular, los marcadores de actividad neutrofilica e inflamacion
(elastasa polimorfonuclear, IL-8, TNF-a), el sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-
PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y el sistema de las metaloproteinasas y sus
inhibidores tisulares (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2) en las diferentes

categorias de derrame pleural.

3. Estudiar la asociacion entre los factores implicados en la angiogénesis y la

presencia de complicaciones pleurales en forma de paquipleuritis en los

derrames pleurales infecciosos.
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PACIENTES,

MATERIAL Y

METODO

1. PACIENTES

Desde junio de 1999 hasta junio de 2001 estudiamos 105 pacientes
hospitalizados en el Hospital General Universitari Vall d’'Hebron de Barcelona
por la presencia de derrame pleural secundario a diversas etiologias.

Con el fin de obtener grupos homogéneos y con poder estadistico para

establecer diferencias significativas, analizamos de forma consecutiva 21
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liquidos pleurales de cada uno de los siguientes tipos de derrame pleural:
empiemas o paraneumonicos complicados, paraneumoénicos no complicados,
tuberculosos, neoplasicos y trasudados secundarios a insuficiencia cardiaca.

A todos los pacientes se les realiz6 una historia clinica, exploracion
fisica, una radiografia de térax de frente y perfil, pruebas analiticas en sangre y
liquido pleural.

La toracocentesis se realizé de forma aséptica y bajo anestesia local
(Scandinibsa®) que fue administrado con jeringa y aguja intramuscular (8 x 4
mm) o un abbocath del n® 18 o del n° 16.

El liquido pleural extraido fue procesado de forma inmediata
analizandose datos de laboratorio, microbioldgicos y citolégicos.

El estudio de las muestras sanguineas de cada grupo etiolégico incluyo
la determinacion en suero de marcadores bioquimicos (pH, glucosa,
lactodeshidrogenasa (LDH) y proteinas), marcadores de la inflamacion
(elastasa, IL-8 y TNF-a), la determinacion en plasma de los parametros del
sistema de la fibrinolisis (t-PA, u-PA, PAI-1 Antigeno y PAI-2 Antigeno),
parametros del sistema de las metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9) y sus
inhibidores tisulares (TIMP-1 y TIMP-2), activadores de la angiogénesis (b-
FGF y VEGF total y libre) y sus inhibidores (endostatina y TSP-1). En sangre
periférica se determind la celularidad y el recuento diferencial de leucocitos.

En el liquido pleural se analizaron los marcadores bioquimicos ( pH,
glucosa, proteinas, adenosindeaminasa (ADA) y LDH), el recuento celular, los
mediadores de la inflamacion (elastasa, IL-8 y TNF-a), los marcadores del
sistema de la fibrinolisis (t-PA, u-PA, PAI-1 Ag y PAI-2 Ag), del sistema de las

metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2), activadores de la
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angiogénesis (b-FGF, VEGF total y VEGF libre) y sus inhibidores (endostatina y
TSP-1).

Todos los datos obtenidos fueron recogidos en un protocolo previamente
disefiado (Anexo 1) y posteriormente fueron introducidos en una base de datos

(Visual-dbase 5.5).

DEFINICION DE LOS PACIENTES

Incluimos a 105 pacientes con derrame pleural (58 varones y 47
mujeres) con edades comprendidas entre los 18 y los 95 afios. Los derrames
pleurales se clasificaron en exudados o trasudados segun los criterios
establecidos por Light en 1972 (220).

GRUPO DE ESTUDIO

Incluimos 105 pacientes de ambos sexos de acuerdo con los siguientes
criterios :

1. Veintiun pacientes con empiema pleural o derrame pleural paraneumaonico
complicado definido por (221):

- presencia macroscopica de pus en liquido pleural

- presencia de microorganismos en el Gram o cultivo del liquido pleural

- liquido pleural con pH < 7.2 yl/o glucosa < 40 mg/dl en pacientes con
derrame pleural asociado a una infeccion del parénquima pulmonar.

2. Veintiun pacientes con derrame pleural paraneumoénico no complicado
definido por (221):

- liquido pleural con pH > 7.2 y glucosa > 40 mg/dl en pacientes con

derrame pleural asociado a una infeccion del parénquima pulmonar.

- Gram y cultivo del liquido pleural negativos.
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3.

- Veintiun pacientes con derrame pleural tuberculoso definido por (36):

- cultivo en medio Léwenstein-Jensen positivo del liquido pleural o de

una muestra de biopsia pleural.

- tincidn de Ziehl-Neelsen positiva del liquido pleural o de una muestra

de biopsia pleural.

- determinaciéon de ADA en el liquido pleural mayor a 43 U/L en un

derrame de predominio linfocitario y en un contexto clinico apropiado (clinica

sugestiva, PPD positivo y respuesta correcta al tratamiento especifico).

4.

5.

Veintiun pacientes con derrame pleural neoplasico definido por invasion
neopldsica de la pleura demostrada por citologia o estudio

anatomopatolégico de una muestra de biopsia pleural (222-228).

Veintiun pacientes con derrame pleural trasudado secundario a insuficiencia cardiaca

definido segun los criterios de Light (220,229):

- cociente de proteinas entre liquido pleural y suero menor a 0.5
- cociente de LDH entre liquido pleural y suero menor a 0.6

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

de la LDH en suero

2. MATERIAL Y METODO

DETERMINACIONES DEL LABORATORIO

Las muestras obtenidas de suero y liquido pleural se centrifugaron a

2000 r.p.m. durante 30 minutos y a 4°C y el sobrenadante se conservé a -70°

hasta su determinacion.

ELASTASA POLIMORFONUCLEAR
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Se ha realizado mediante un enzimoinmunoanalisis homogéneo que
valora tanto la elastasa libre como la ligada a la alfa-1-inhibidor de proteasas

(Método de inmunoactivacion, Merck, Darmstad, Alemania).

TNF-a

La cuantificacion de TNF-a se efectud con reactivos producidos por
Innogenetics (Bélgica) y suministrados por Chromogenix (Movaco, Espafa).
Los patrones utilizados son TNF-alfa humano recombinante estandarizado
frente a la preparacion de referencia 87/560 del National Biological Standard
Board (NBSB). Para este método se han establecido en nuestro laboratorio el
limite inferior de referencia (6 pg/mL) y la imprecision interanalisis (CV = 12%

para un valor medio de 47 pg/ml).

IL-8

Para la deteccion de IL-8 se utilizaron reactivos de Bender Medsystems,
Viena, Austria, suministrados por Ingelheim Diagnéstica. En nuestro laboratorio
dicho método posee un limite inferior de detecciobn de 15 pg/mL y un CV
interanalisis del 13% para una nivel medio de 536 pg/ml.
DETERMINACION DE ELEMENTOS DEL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS

El PAI 1 Ag, el PAI 2 Ag, el u-PA y el t-PA se determinaron por ELISA
(ELISA Biopool-Suecia).

En nuestro laboratorio los limites de deteccion de u-PA y PAI 2 Ag
fueron 0.1 ng/mL y 0.6 ng/mL respectivamente. Las concentraciones de u-PA 'y
PAI 2 Ag por debajo del limite de deteccion del método fueron igualadas a 0.1

para el estudio estadistico.
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DETERMINACION DE PARAMETROS DEL SISTEMA DE LAS
METALOPROTEINASAS

Las metaloproteinasas (MMP-2 y MMP-9) y los inhibidores tisulares de
las metaloproteinasas (TIMP-1 y TIMP-2) se determinaron por ELISA (ELISA
Amersham Pharmacia Biotech). La sensibilidad de la técnica para MMP-2,
MMP-9, TIMP-1 y TIMP-2 fue de 0.4 ng/ml, 0.6 ng/ml, 1.3 ng/ml, 3.0 ng/ml,
respectivamente. La técnica utilizada reconoce precursores libres vy
complejados de la MMP-2 y MMP-9 y formas libres y complejadas de los TIMP-

1y TIMP-2.

DETERMINACION DE PARAMETROS DE ANGIOGENESIS

Los factores activadores de la angiogénesis se determinaron por el
método ELISA : b-FGF y VEGF total por Quantikine® Kit, R & D Systems y el
VEGF libre por Chemicon International, INC, USA, cod.n® CYT 158.
Entendemos por VEGF total (masa relativa de VEGF) la concentracion total del
complejo VEGF unido a su anticuerpo inhibidor (complejo inactivo) + la
concentracion de VEGF libre (forma activa responsable de la accion
angiogénica). Los factores inhibidores de la angiogénesis endostatina y TSP-1
se determinaron por enzimoimmunoanalisis (Chemicon International, INC,
USA, cod.n® CYT 158).

La sensibilidad para b-FGF, VEGF total, VEGF libre, endostatina y TSP-
1 fue de 3 pg/ml, 9 pg/ml, 18.6 pg/ml, 1.95 ng/ml y 3,91 ng/ml

respectivamente.



Asi mismo para cada grupo etiolégico se analizaron en suero
marcadores bioquimicos : glucosa, proteinas y LDH, y en liquido pleural se
analizaron los marcadores bioquimicos : pH, glucosa, proteinas, LDH y ADA.

Se obtuvo el nimero total de células mediante el contador Coulter ® S-
Plus IV y todas las muestras se concentraron con una citocentrifuga (Cytospin
®) a 2000 r.p.m. durante 8 minutos. A continuacion se realizd una tincion de
May - Crunwald - Giemsa y se procedio al contaje manual porcentual de

leucocitos.

DATOS BACTERIOLOGICOS

Se realizaron las toracocentesis en condiciones de asepsia.

Todos los estudios microbiologicos se realizaron en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Vall d’'Hebron.

El liquido pleural extraido tras la toracocentesis se inoculaba de forma
inmediata en un vial de hemocultivo anaerobio del sistema BACTEC NR 660
(Becton Dickinson, Cockeysvill, EEUU) y en un tubo estéril (230).

El vial de hemocultivo anaerobio se incubé 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.

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

Para la investigacion de micobacterias se utilizé la tincidon de auramina y
la de Ziehl-Neelsen ; el cultivo se realiz0 en medio de Lowenstein-Jensen,

incubandose las muestras durante 2 meses.
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DATOS CITOLOGICOS

El liquido pleural fue introducido en tubos vacutainer estériles que
contenian Kz EDTA (Becton Dickinson, France) .
Todas las muestras fueron procesadas por el Servicio de Anatomia

Patoldgica del Hospital Vall d’'Hebron.

DATOS RADIOLOGICOS

A todos los pacientes se les practicé en el momento del diagnéstico una
radiografia de térax posteroanterior y lateral, donde se valoré el tamafio y
localizacion del derrame pleural.

La presencia de complicaciones tardias en forma de paquipleuritis se
definio como aquel engrosamiento pleural > 10 mm en la radiografia

posteroanterior de térax al finalizar el tratamiento.

3. ANALISIS ESTADISTICO

En el analisis de los datos se ha estudiado para cada variable si su
distribucion se ajusta a una distribucidon normal (a partir de la inspeccion del
normal probability plot) y si se puede asumir la igualdad de las varianzas en
cada uno de los grupos de analisis (se ha utilizado la prueba de Levene para la
homogeneidad de las varianzas) ; en caso contrario se ha realizado una
transformacion logaritmica de la variable para ajustarla mas a las condiciones

anteriores.
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1.- Para describir la distribucion de los niveles de los activadores e
inhibidores de la angiogénesis en los distintos tipos de derrame pleural se ha
utilizado la mediana, los percentiles 25-75 y los valores minimo y maximo.
Estos resultados descriptivos se expresan en diferentes tablas segun la
etiologia del derrame pleural al que pertenecen. Para cada grupo etioldgico se
analizan en plasma y en liquido pleural b-FGF, VEGF total, VEGF libre,
endostatina y TSP-1.

2.- Para comparar la distribucion de los activadores e inhibidores de la
angiogénesis entre los distintos subtipos de derrame pleural se ha utilizado el
andlisis U de Mann-Whitney.

3.- Para comparar la distribuciébn de los factores del sistema de la
angiogénesis entre plasma y liquido pleural se ha utilizado la prueba no
paramétrica de Wilcoxon.

4.- Para estudiar la existencia y el grado de asociacién entre el sistema
de la angiogénesis y los diferentes factores de estudio (marcadores
bioquimicos habituales, sistema de la fibrinolisis y sistema de las
metaloproteinasas) se ha realizado la correlacion de Spearman

5.- Para estudiar la presencia de paquipleuritis y su relaciéon con la
angiogénesis se ha utilizado la U de Mann-Whitney.

El andlisis se ha realizado con el programa estadistico SPSS (219).
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ANEXO 1. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS DE LOS DERRAMES

PLEURALES

Nombre:
Registro:
Edad: NHC:

Dias de ingreso: Etiqueta

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 neurologica
Utilizacion de sedantes __  (1: Si; 2: No)

Clinica: Fiebre _ Tos __ Dolor toracico __ Sindrome toxico __ Insuficiencia
respiratoria ___ Febricula __ Sudoracion 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 antibiotico:

Neoplasia previay tiempo desde el diagndstico:

- 1Q de la neoplasia previa: ____ (1:No, 2:Fin curativo, 3:Fin paliativo)

- QT de laneoplasia previa: ____ (1:No, 2:Fin curativo, 4:Fin paliativo)
Radiografia de térax: Condensacién lobar __  (1:No, 2:Si)

- Localizacion: __ (1:No condensacion, 2:LSD, 3:LMD, 4:LID, 5:LSl, 6:LII,7:Lingula)

- Afectacion de varios l6bulos: _ (1:No, 2:Mismo pulmén, 3:Bilateral)

- Cavitacién: __ (1:No, 2:Si) - Patron intersticial: __ (1:No, 2:Si)

- Tamafio 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, 2:1zquierdo, 3:Bilateral)

Ecografia toracica:
-Hecha: __ (1:No, 2:Si) - Localizacion: __ (1:Derecha, 2:1zquierda, 3:Bilateral)
- Cantidad: __ (1:Banda, 2:<2 espacios, 3:>2 espacios intercostales)
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- Morfologia: __ (1:Anecoico, 2:complejo no septado, 3:complejo septado, 4:Ecogénico)
- Loculacion: __ (1:No, 2:Si) - Engrosamiento pleural: __ (1:No, 2:Si)
- Lesién pulmonar: __ (1:Consolidacion, 2:Masa, 3:Absceso, 4:0tra).

Ecoqgrafia-doppler toracica:
- Hecha: __ (1:No, 2:Si) - Patrén ecografico: (ver codigo)

Analitica en sangre periférica:
Leucocitos Neutrofilos Linfocitos Creatinina ____ Glucosa

Proteinas Albimina _ LDH___ pH___ ADA ___ Elastasa ____ Mieloperoxidasa

IL-8  TNF-alfa ___ Oxido nitrico __ D-Dimero

TPA  UPA _ PAI-1 Ag _ PAI-2 Ag _ PAI-Act _ Metaloproteinasa 1

Metaloproteinasa 2___ Metaloproteinasa 8__ Metaloproteinasa9 _ TIMP1__ TIMP2 _
Procoldgeno | ___ Procolageno Ill ___ Colageno IV
bFGF ___ VEFG TSP-1

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, 10:0tras enterobacterias, 11:Estafilococo,
12:Anaerbobios, 13:Estreptococos, 14:Branhamella, 15:Hongos, 16: Otros).

Antibiograma:

Baciloscopia esputo Cultivo en L-J Baciloscopia en liquido pleural

Cultivo liquido pleural en L-J
(1:No hecha, 2:Negativo, 3:Positivo)

Estudio del liguido pleural:
Aspecto: _ (1:Purulento, 2:No purulento, 3:Trasudado)

pH__ Glucosa __ Proteinas _ ADA___ LDH ___ Elastasa ____ Mieloperoxidasa
IL-8__ TNF-alfa____ TPA_ UPA__ PAI-1Ag___ PAI-2Ag__ PAI-1 Actividad ____
Metaloproteinasa 1 Metaloproteinasa 2 Metaloproteinasa 8 Metaloproteinasa 9
TIMP1  TIMP2 _ _ Procoldgeno|l __ Procoldgeno Il Colageno IV

bFGF VEFG TSP-1
Células malignas: __ (1:No, 2:Si)
Leucocitos ___ Neutrdfilos ___ Linfocitos

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

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

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)

TAC toréacico: (1:No hecho, 2:Normal a excepcion del derrame, 3:Patologico a demas
del derrame)

Condensacién lobar. Localizacion: __ (1:No condensacion, 2:LSD, 3:LMD, 4:LID,
5:LSI, 6:LIl, 7:Lingula)  Afectacion de varios I6bulos: __ (1:No, 2:Mismo pulmoén,
3:Bilateral)

Cavitacion: __ (1:No, 2:Si) Patron intersticial: _ (1:No, 2:Si) Tamafio del
derrame pleural: _ (1:<1/3, 2:1/3-2/3, 3:>2/3)
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Engrosamiento pleural: __ (1:No, 2:Si) Loculacién: ___ (1:No, 2:Si)
Derrame pleural: ___ (1:Derecho, 2:1zquierdo, 3:Bilateral)

Captacion de contraste:
Otras exploraciones (anotarlas):

Tipo de derrame pleural: (1:Empiema, 2:Paraneuménico, 3:Tuberculoso,
4:Neoplasico, 5:Insuficiencia cardiaca, 6:Indeterminado, 7:Miscelanea, 8:Paraneoplasico)

Tratamiento antibiético: (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:

Decorticaciéon pleural: (1:No, 2:57) Numero de dias desde el inicio del

cuadro y larealizacién de la decorticacion:

Drenaje quirurgico v liberacién de septos: (1:No, 2:Si)

Fibrinoliticos intrapleurales: (1:No, 2:Si) Fibrinolitico administrado-
Dosis-Dias de duracién:

Cantidad de liquido pleural drenado tras la administracién de los
fibrinoliticos:

Otros tratamientos: (1:No, 2:Si)

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 cronico, 4:Derrame pleural cronico, 5:Exitus en
relacion con el derrame pleural, 6:Exitus en relacién con la causa del derrame pleural, 7:Exitus
en relaciéon con otra causa, 8:0tros)

Rx Torax tras tratamiento médico-quirurgico: (1:Normal, 2:Paquipleuritis,
3:Persiste derrame pleural, 4:No realizada)

Ecografia toracica tras tratamiento médico-quirurgico: (1:Normal,
2:Septos, 3:Derrame pleural, 4:No realizada)
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TAC toracico tras tratamiento médico-quirurqgico:

(1:Normal,
2:Paquipleuritis, 3:Septos, 4:2+3, 5:No realizado)

Dias de supervivencia desde el diagngdstico:

Control posterior: (1:Cerrado, 2:CCEE, 3:Perdido)
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1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS.

COMPARACION DE MEDIAS ENTRE LOS DIFERENTES

GRUPOS DE DERRAME PLEURAL

Los resultados de los parametros a estudio se expresan en diferentes
tablas segun la etiologia del derrame pleural al que pertenecen.

Para cada grupo etiologico se analizan en suero marcadores
bioquimicos (pH, glucosa, proteinas, y LDH) y marcadores de inflamacion
(elastasa, 1I-8, TNF-a), en plasma se determinan los pardmetros del sistema de
la fibrinolisis ( t-PA, u-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag), los parametros del sistema de
las metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2), los activadores de la
angiogénesis (b-FGF, VEGF total, VEGF libre) y los inhibidores de la
angiogénesis (endostatina, TSP-1) y en sangre periférica la celularidad y el
recuento diferencial de leucocitos. En el liquido pleural se analizan los
marcadores bioquimicos (pH, glucosa, proteinas, LDH, ADA), el recuento
celular, los parametros de inflamacién (elastasa, IL-8, TNF-a), los marcadores
del sistema de la fibrinolisis ( t-PA, u-PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag), los pardmetros
del sistema de las metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2), los
activadores de la angiogénesis (b-FGF, VEGF total, VEGF libre) y los
inhibidores de la angiogénesis (endostatina, TSP-1).

En las tablas quedan reflejados la mediana (Med), los percentiles 25 - 50
(Per 25-50) y los valores minimo — maximo (Rango) en primera, segunda y

tercera linea respectivamente.
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Se utilizé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney para estudiar las
diferencias en los parametros estudiados en suero, plasma, sangre periférica y
liquido pleural entre los distintos tipos de derrame pleural.

Inicialmente se analizan las diferencias entre los derrames pleurales
exudados y los trasudados y posteriormente las diferencias que se establecen
dentro de los exudados, comparando cada grupo etiolégico por separado.

Para estudiar de forma exhaustiva los activadores e inhibidores de la
angiogénesis en los derrames pleurales exudados se han establecido los
siguientes grupos de comparacion :

En primer lugar se ha comparado el grupo de los derrames pleurales
infecciosos (empiemas/paraneumaonicos complicados, paraneumdnicos no
complicados y tuberculosos) frente los derrames pleurales no infecciosos
(neoplasicos). Posteriormente se han comparado los derrames pleurales
paraneumonicos (empiemas/paraneumaonicos complicados y paraneumaonicos
no complicados) frente los neoplasicos.

Dentro del grupo de los derrames pleurales infecciosos, hemos hecho el
estudio comparativo entre los derrames pleurales paraneumdnicos
(empiemas/paraneumodnicos complicados y paraneumaonicos no complicados)
frente a los derrames tuberculosos y posteriormente cada subgrupo por
separado.

Finalmente, y ya centrados en los derrames pleurales bacterianos
paraneumonicos, hemos comparado los derrames pleurales empiematosos y

paraneumonicos complicados versus los paraneumaonicos no complicados.
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Para estudiar las diferencias entre los niveles plasmaticos y pleurales de
los activadores e inhibidores de la angiogénesis se ha utilizado la prueba no

paramétrica de Wilcoxon.
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1.1. RESULTADOS EN SANGRE

e MARCADORES BIOQUIMICOS EN SUERO (Tabla 1)
Las cifras de glucemia en suero fueron inferiores en los pacientes con

derrame pleural tuberculoso (p < 0.001).

La mediana de las cifras de proteinas en suero fue inferior en los pacientes con

derrame pleural paraneumanico (p = 0.017).

Las cifras de LDH fueron mas elevadas en el suero de los pacientes con
derrame pleural trasudado que en aquellos con derrame pleural exudado

(mediana 326,50 U/l) (p = 0.001).

TABLA 1. MARCADORES BIOQUIMICOS EN SUERO

EMPIEMA | PARANEUMONICO |TUBERCULOSO [ NEOPLASICO | TRASUDADO
NO COMPLICADO

GLUCOSA Med 108 102 81 101 105
mg/d| Per 25-75 | 96-144 90-136 76-100 84-156 92-194
Rango 61-189 54-206 62-126 59-349 53-274

PROTEINAS |Med 6 6,2 6,65 6,3 6,7
g/dl Per25-75 | 5,5-7 5,8-7,7 6,2-7,3 5,8-6,9 6,1-7,1
Rango 4,4-73 4,8-7,7 5,4-7,9 4,572 4,8-8,7

LDH Med 324 384 279 347 439
ui Per 25-75 | 281-432 291-636 265-367 248-428 368-490
Rango 117-703 185-2287 214-532 216-841 253-645

e RECUENTO CELULAR EN SANGRE PERIFERICA (Tabla 2)
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La mediana del nimero de leucocitos (10800,00 cel/ul) y del recuento de neutréfilos

(7900,00 cel/ul) en sangre periférica fueron superiores en los pacientes con exudado que en

aquellos con trasudado (p = 0.018 y 0.027 respectivamente). Las medianas de leucocitos y del

recuento de neutréfilos fueron superiores en los derrames paraneumonicos (p < 0.001).

TABLA 2. RECUENTO CELULAR EN SANGRE PERIFERICA

EMPIEMA | PARANEUMONICO | TUBERCULOSO |NEOPLASICO | TRASUDADO
NO COMPLICADO
LEUCOCITOS | Med 17200 13000 7800 8000 8000
Cel/u Per 25-75 | 1110026900 | 11250-18400 6900-9900 6100-14300 6200-13000
Rango | 4800-46900 | 4500-25100 4200-15390 3100-23000 3000-21800
GRANULOCITO | Med 13400 9801 5120 6292 5492
Celil Per 25-75 | 9470-26093 7968-17296 4340-7741 3564-10880 4332-9490
Rango | 3624-43617 | 3555-22841 2860-12620 1209-19320 1050-20492
LINFOCITOS Med 960 1287 1449 1188 970
Celipl Per 25-75 | 624-2295 700-2700 883-1920 880-1872 825-1950
Rango 268-2600 102-3900 281-2300 310-6435 436-2430
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e MEDIADORES DE LA INFLAMACION EN SUERO (Tabla 3)

La mediana de elastasa fue superior en los exudados con un valor de

86,50 ug/l que en los trasudados con un valor de 56 pg/l (p = 0.044). También

fue superior en los paraneumoénicos (mediana 110,00 pg/l) que en los

tuberculosos (p = 0.023) y en el grupo de los empiemas Yy paraneumonicos

complicados que en los paraneumonicos no complicados (p = 0.001).

La IL-8 mostro cifras superiores en los exudados con una mediana de 4,00 pg/ml que

en los trasudados (p = 0.006). Los valores de IL-8 mas elevados los mostraron los empiemas y

derrames paraneumaonicos complicados.

Las medianas de TNF-o. en suero mostraron valores muy similares en

los diferentes tipos de derrame pleural.

TABLA 3. MEDIADORES DE LA INFLAMACION EN SUERO

EMPIEMA | PARANEUMONICO |TUBERCULOSO |NEOPLASICO |TRASUDADO
NO COMPLICADO
ELASTASA Med 160,00 76,00 79,00 57,00 56
pa/l Per 25-75 | 100-225 56,00-142,00 50,00-119,00 | 25,00-111,0 | 46,00-117,0
Rango 40-712 9,00-218,00 26,00-256,00 | 3,00-160,00 | 4,00-158,00
IL-8 Med 22,00 8,00 1,50 1,00 1,00
pg/ml Per 25-75 | 1,00-76 1,00-52,00 1,00-183,50 | 1,00-72,00 1,00-7,00
Rango 1-7526 1,00-870,00 1,00-690,00 | 1,00-690,00 [ 1,00-52,00
TNF - o Med 13,00 8,00 8,00 8,00 11,00
pg/ml Per 25-75 10-29 2,50-22,50 3,00-17,00 5,67-13,00 | 8,00-18,00
Rango 2-296 1,00-30.00 1,00-55,00 3,00-22,00 | 3,00-22,00
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e SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN PLASMA (Tabla 4)

Las medianas de u-PA en plasma fueron similares en los diferentes
grupos de derrame pleural. El t-PA, por el contrario, mostré6 valores
significativamente mas elevados en el grupo de derrames pleurales trasudados
(mediana 16,30 ng/ml) que en los exudados (mediana 9,59 ng/ml) (p < 0.001).
Dentro del grupo de los exudados, el t-PA mostré cifras superiores en los
derrames pleurales paraneuménicos con una mediana de 12,78 ng/ml que en
los tuberculosos con una mediana de 5,60 ng/ml (p < 0.001), y en los
empiemas y paraneumonicos complicados que en los paraneumoénicos no
complicados (p = 0.037).

Las cifras plasmaticas de PAI-1 y PAI-2 no mostraron diferencias

significativas entre exudados y trasudados.

TABLA 4. SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN PLASMA

EMPIEMA | PARANEUMONICO | TUBERCULOSO | NEOPLASICO | TRASUDADO
NO COMPLICADO
u - PA Med 0,32 0,24 0,27 0,32 0,28
Per 25-75 0,28-0,47 0,16-0,53 0,22-0,56 0,26-0,56 0,19-0,97
ng/ml
Rango 0,15-0,88 0,00-0,65 0,00-1,36 0,00-1,27 0,00-2,12
t — PA Med 15,93 9,51 5,60 7,46 16,30
ng/ml Per 25-75 11,0-19,20 6,94-16,00 4,04-13,00 4,64-13,60 10,73-25,70
Rango 6,01-26,40 3,15-35,05 0,82-14,94 1,17-18,60 6,08-50,97
PAI -1 Med 53,68 41,36 57,26 45,45 39,00
ng/ml Per25-75 | 40,81-83,84 23,85-69,07 27,54-77,94 27,06-103,65 34,91-61,17
Rango 26,03-172,8 4,15-101,95 6,77-2166,00 10,92-186,81 18,99-77,52
PAIl - 2 Med 2,17 1,12 2,09 0,93 1,73
Per 25-75 0,67-4,17 0,10-2,61 1,07-3,11 0,00-2,23 0,59-2,77
ng/ml
Rango 0,00-5,70 0,00-3,99 0,10-73,70 0,00-4,15 0,00-7,29
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e SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS EN PLASMA (Tabla 5)

La MMP-2 mostr6 valores mas elevados en los trasudados que en los exudados
(mediana 568,55 ng/ml) (p<0.001). Dentro del grupo de los derrames pleurales infecciosos,
tanto las medianas de MMP-2 como de MMP-9 fueron superiores en los derrames pleurales
paraneumonicos (673,70 y 159,43 ng/ml respectivamente) que en los tuberculosos (p=0.001 y
0.019 respectivamente).

Las medianas de los inhibidores de las metaloproteinasas, TIMP-1 y TIMP-2, fueron
mas elevadas en los trasudados que en los exudados (1182,20 y 75,53 ng/ml
respectivamente) (p = 0.004 y 0.001 respectivamente). Las cifras en plasma de ambos
inhibidores, TIMP-1 y TIMP-2, fueron superiores en los derrames pleurales tipo empiema y

paraneumonico complicado que en los paraneumdnicos no complicados (p= 0.016 y 0.022

respectivamente).

TABLA 5. SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS EN PLASMA

EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO | NEOPLASICO | TRASUDADO
NO COMPLICADO
MMP - 2 Med 714,50 627,47 451,33 497,63 1010,60
Ng/ml Per 25-75 | 566,98-919,99 528,88-893,57 406,69-639,83 425,69-625,95 | 935,36-1429,8
Rango 311,79-1398,30 | 409,68-1624,60 287,37-1360,3 176,2-759,77 | 647,45-1764,8
MMP -9 Med 208,65 128,12 75,46 179,80 99,61
Ng/ml Per 25-75 | 112,87-464,23 82,75-443,11 45,17-227,29 42,21-311,80 35,97-306,37
Rango 7,90-656,85 5,13-491,61 10,53-476,80 16-502,43 12,60-545,22
TIMP -1 |Med 1710,10 1340,00 809,53 871,34 1535,50
Ng/ml Per 25-75 | 1340,8-2970,8 956,8-2077,9 658,87-1104,5 789,54-1436,3 | 1333,1-1821,6
Rango 813,44-4232,4 833,36-2389,4 393,33-2007,4 555,58-1783,0 | 973,56-2475,0
TIMP - 2 Med 66,71 45,36 75,20 108,48 144,82
Ng/ml Per 25-75 50,45-122,68 36,15-90,21 42,43-148,83 76,23-157,63 97,40-215,65
Rango 29,65-723,02 27,05-169,68 28,78-196,75 58,93-242,93 36,49-335,09

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS EN PLASMA (Tablas 6.1, 6.2 y 6.3)
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En la tabla 6.1 se muestran los valores de las medianas, los percentiles
25-75 y el rango minimo-maximo de los factores activadores e inhibidores de la
angiogénesis segun la etiologia del derrame pleural. En las tablas 6.2 y 6.3 se
expresa el grado de significacion de la comparaciéon de medias de los factores
implicados en la angiogénesis en plasma, en los diferentes grupos.

Las cifras plasmaticas de b-FGF no mostraron diferencias significativas
entre exudados y trasudados ni entre los diferentes grupos etiolégicos de

derrame pleural.

Las medianas de VEGF total fueron superiores en los exudados (95,79 pg/ml) que en
los trasudados (p = 0.003). En el grupo de derrames pleurales infecciosos, tanto las medianas
del VEGF total como del VEGF libre fueron superiores en los empiemas y paraneumonicos
complicados que en los derrames paraneumoénicos no complicados (p = 0.036). El VEGF libre
mostré valores significativamente superiores en el grupo de los derrames pleurales
paraneumonicos (42,60 pg/ml) que en el de los tuberculosos (18,60 pg/ml) (p= 0.030),
mayoritariamente a expensas de los empiemas.

La medianana de la TSP-1 en plasma fue superior en los exudados (11250,00
ng/ml) que en los trasudados (p= 0.010). En el grupo de los derrames pleurales
paraneumonicos fue superior en los paraneumonicos no complicados que en los empiemas (p
=0.014).

El factor inhibidor endostatina mostré una mediana mas elevada en los trasudados que
en los exudados (23,13 ng/ml) (p < 0.001). La mediana de la endostatina plasmética en los
derrames pleurales paraneumonicos no complicados fue significativamente mayor que en los

empiemas (p=0.024) y que en los derrames neoplasicos (p= 0.014).

TABLA 6.1. SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS EN PLASMA

81



EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO |NEOPLASICO | TRASUDADO
NO COMPLICADO
b-FGF [Med 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00
pg/ml Per 25-75 | 3,00-11,98 3,00-4,20 3,00-3,00 3,00-8,21 | 3,00-4,56
Rango 3,00-22 3,00-15 3,00-6 3,00-51 3,00-19
VEGF total |Med 155,16 79,78 71,49 70,01 42,60
pg/ml Per 25-75 | 97,43-329,5 | 55,63-247,71 | 34,32-228,48 | 31,11-190,75 | 15,4-124,47
Rango 10,45-536 19,34-757 9,00-824 13,93-2558 9,00-318
VEGF libre [Med 81,25 18,60 18,60 18,60 18,60
pg/ml Per 25-75 | 18,60-208,40 | 18,60-132,53 | 18,60-50,70 | 18,60-177,09 | 18,60-66,84
Rango 18,60-828 18,60-558 18,60-687 18,60-4303 | 18,60-228
TSP-1 Med 8478,30 15800,00 11200,00 14300,00 7762,20
ng/ml Per 25-75 |5923,6-21700,0 [ 9946,9-32500,0 | 6874,8-21100,0 | 9534,7-33200,0 | 5596,3-13600,0
Rango 766,20-25500 5359,8-60300 3475,10-28900 5351,9-94900 250,50-30300
Endostatina | Med 18,32 31,67 19,52 22,98 45,39
ng/ml Per 25-75 | 11,76-47,90 | 23,17-49,86 | 16,71-31,85 | 15,73-31,79 | 29,78-58,93
Rango 4,89-55 13,96-78 4,85-39 6,16-43 16,18-96
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TABLA 6.2. GRADO DE SIGNIFICACION DE LA COMPARACION DE MEDIAS

DE LOS FACTORES ACTIVADORES DE LA ANGIOGENESIS EN PLASMA.

Comparacién entre grupos Significacion (p)

Exudados vs trasudados ns
Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos ns
b-FGF PNNC vs neoplasicos ns
(pg/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs tuberculosos ns

Empiema y PNC vs tuberculosos 0.042
PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC ns

Exudados vs trasudados 0.003
Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos ns
VEGEF total PNNC vs neoplasicos ns
(pg/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumaonicos vs tuberculosos ns

Empiema y PNC vs tuberculosos 0.017
PNNC vs tuberculosos ns

Empiemay PNC vs PNNC 0.036
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Exudados vs trasudados ns

Infecciosos vs neoplasicos ns

Paraneumonicos vs neoplasicos ns

Empiema y PNC vs neoplasicos ns

PNNC vs neoplasicos ns

VEGEF libre Tuberculosos vs neoplasicos ns
(pg/ml) Paraneumaonicos vs tuberculosos 0.030
Empiema y PNC vs tuberculoso 0.003

PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC 0.036

ns = no significativo; Paraneumonicos: empiemas + paraneumonicos

complicados + paraneumoénicos no complicados; PNC: paraneumonico

complicado ; PNNC : paraneumaonico no complicado



TABLA 6.3. GRADO DE SIGNIFICACION DE LA COMPARACION DE MEDIAS

DE LOS FACTORES INHIBIDORES DE LA ANGIOGENESIS EN PLASMA.

Comparacion entre grupos

Significacion (p)

Exudados vs trasudados 0.010
Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos ns
TSP-1 PNNC vs neoplasicos ns
(ng/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs tuberculosos ns
Empiema y PNC vs tuberculoso ns
PNNC vs tuberculosos ns

Empiemay PNC vs PNNC 0.014

Exudados vs trasudados <0.001

Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos ns

Endostatina PNNC vs neoplasicos 0.014
(ng/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs tuberculosos ns
Empiema y PNC vs tuberculoso ns

PNNC vs tuberculosos 0.006

Empiemay PNC vs PNNC 0.024
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1.2. RESULTADOS EN PLEURA

e MARCADORES BIOQUIMICOS EN PLEURA (Tabla 7)

Los exudados mostraron valores de pH mas bajos (7,35) que los trasudados (pH 7,45)
(p < 0.001). Los empiemas y derrames paraneumoénicos complicados presentaron la mediana
inferior del pH (p< 0.001).

La mediana de la glucosa también fue inferior de forma significativa en los exudados
(90 mg/dl) frente los trasudados (p< 0.001) y en los empiemas y paraneumonicos complicados

frente al resto (p<0.001).

La mediana de las proteinas fueron superiores en los exudados (4,60
mg/dl) que en los trasudados (p<0.001). Los derrames tuberculosos mostraron
cifras superiores de proteinas que el resto de exudados pleurales (p < 0.001).

Los valores de LDH también fueron significativamente superiores en los
exudados (786,50 U/I) que en los trasudados (p < 0.005). Los empiemas y
paraneumonicos complicados fueron los que presentaron niveles mas elevados
de LDH (p < 0.001).

Los valores de ADA fueron mayores en los exudados (27 U/L) que en los
trasudados (p < 0.001). Los derrames pleurales tuberculosos mostraron los
valores superiores de ADA (p < 0.001). En el grupo de paraneumonicos, los
valores de ADA fueron superiores en los derrames tipo empiema vy
paraneumonico complicado que en los paraneumonicos no complicados (p =

0.004).

TABLA 7. MARCADORES BIOQUIMICOS EN PLEURA
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EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO |NEOPLASICO [T TRASUDADO
NO COMPLICADO
pH Med 6,91 7,40 7,31 7,42 7,45
Per 25-75 6,89-7,19 7,30-7,45 7,28-7,35 7,39-7,48 7,42-7,53
Rango 6,53-7,40 7,12-7,60 7,16-7,45 7,34-7,59 7,39-7,70
GLUCOSA | Med 12 126 72 107 137
mg/dl Per 25-75 9-95 100-160 55-105 90-139 118-165
Rango 3-173 10-180 28-140 58-377 96-342
PROTEINAS | Med 4,15 4,40 5,30 4,40 1,80
g/dl Per 25-75 3,70-5,23 3,55-5,10 4,83-5,63 3,93-4,80 1,43-2,10
Rango 0,80-6,00 1,70-6,10 4,00-6,20 3,40-5,90 0,50-3,00
LDH Med 3092 519 895 538 136
u/l Per 25-75 | 1863-11607 279-1132 715-1731 384-1691 99-181
Rango 121-20229 133-2167 277-2105 157-2189 54-255
ADA Med 30 16 80 14 7
u/l Per 25-75 24-60 11-29 61-98 10-21 6-18
Rango 11-69 5-89 40-120 5-30 3-21
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e RECUENTO CELULAR EN LIQUIDO PLEURAL (Tabla 8)

El ndmero total de leucocitos y el recuento diferencial, tanto para
granulocitos como para linfocitos, fueron superiores en los derrames pleurales
exudados (3100 cel/ul, 819 cel/ul y 1324,5 cel/ul respectivamente) que en los
trasudados (p < 0.001). Los derrames pleurales tipo empiema y paraneumaonico
leucocitos totales. En el

complicado mostraron los valores superiores de

recuento diferencial de los derrames infecciosos, el grupo de los

paraneumonicos mostraron un predominio de granulocitos (4296 cel/ul (p <

0.001) y los tuberculosos de linfocitos.

TABLA 8. RECUENTO CELULAR EN LIQUIDO PLEURAL

EMPIEMA PARANEUMONICO TUBERCULOSO | NEOPLASICO TRASUDADO
NO COMPLICADO
LEUCOCITOS Med 8250 4800 2500 1500 500
Cel/ul Per 25-75 | 1775-67225 3100-21700 1400-7100 1000-3700 200-1100
Rango 800-199000 100-30900 500-14700 240-12400 100-1400
GRANULOCITOS | Med 7425 2205 308 250 40
Cel/ul Per 25-75 | 1636-44893 861-16275 96-2128 75-708 19-272
Rango 400-70959 30-20394 5-5264 12-1730 2-1050
LINFOCITOS Med 424 2232 1971 980 290
Cel/ul Per 25-75 85-1785 800-7800 1326-5000 460-2448 160-800
Rango 11-4494 60-10506 495-11466 198-9920 60-1100
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e MEDIADORES DE LA INFLAMACION EN LIQUIDO PLEURAL (Tabla 9,

figuras 1, 2, 3)

Los marcadores de inflamacion estudiados (elastasa polimorfonuclear, IL-8

y TNF-alfa) mostraron una mediana significativamente superior en

los

exudados que en los trasudados (p < 0.001), con valores de 234 ug/l, 152

pg/ml y 33 pg/ml respectivamente .

Los empiemas y derrames pleurales paraneumonicos complicados

mostraron las cifras mas elevadas de elastasa y de IL-8 mientras que los

derrames tuberculosos mostraron las cifras mas altas de TNF-alfa (p<0.05).

En el grupo de los derrames pleurales paraneumonicos, los tres

marcadores de

inflamacion fueron significativamente superiores en

los

empiemas y paraneumonicos complicados que en los paraneumoénicos no

complicados (p < 0.001).

TABLA 9. MEDIADORES DE LA INFLAMACION EN LiQUIDO PLEURAL

EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO NEOPLASICO TRASUDADO
NO COMPLICADO

ELASTASA | Med 7286,00 175,00 297,00 32,00 7,00
po/l Per 25-75 | 4818-21236,25 | 67,00-1457,00 | 144,00-748,00 | 11,00-104,00 | 4,50-80,00
Rango | 582,00-39876.01 54 00-3325,00 | 8,00-1570,00 | 2,00-212,00 | 2,00-118,00

IL-8 |[Med 7892,00 17,00 120,00 83,00 10,00
pg/ml  |Per25-75 | 1639-46940 | 1,00-424,00 | 55,50-355,25 |19,00-263,00| 1,00-13,00
Rango | 538 344100 | 1,00-1545,00 | 1,00-663,00 | 1,00-760,00 | 1,00-34,00

TNF-o | Med 89,00 16,00 135,50 14,00 6,00
pg/ml | Per2575 | 33,00-705,0 7,00-35,00 97,25-218,75 | 9,00-24,00 | 3,00-16,00
Rango 2,00-9941,0 | 2,00-153,00 9,00-252,00 | 4,00-50,00 | 1,00-38,00
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FIGURA 1. ELASTASA EN LIQUIDO PLEURAL

2000

10000+

Elastasa pleura

0 — T

Emp.iema TBC
Paraneumonico Neoplasia

90




FIGURA 2. IL-8 EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 3. TNF-oc EN LIQUIDO PLEURAL
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e SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN PLEURA (Tabla 10, figuras 4,5,6,7)

Tanto los activadores de la fibrinolis, u-PA y t-PA, como sus inhibidores,

PAI-1 Ag y PAI-2 Ag mostraron una mediana superior en los exudados (1,33

ng/ml, 15,20 ng/ml, 638,82 ng/ml, 47,55ng/ml respectivamente) que en los

trasudados (p < 0.001, p= 0.014, p= 0.001, p= 0.001 respectivamente).

Los derrames pleurales tipo empiema y paraneuménicos complicados

mostraron los niveles superiores de PAIs y de u-PA e inferiores de t-PA (p=

0.001).

TABLA 10. SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS EN LIQUIDO PLEURAL

EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO NEOPLASICO TRASUDADO
NO COMPLICADO
u - PA Med 1,99 0,83 1,34 1,88 0,34
ng/ml Per 25-75 1,32-5,68 0,55-1,32 1,06-2,27 0,92-7,52 0,21-0,51
Rango 0,08-11,16 0,00-2,25 0,51-3,87 0,52-28,80 0,13-1,15
t—PA Med 573 23,10 15,21 22,00 9,39
ng/mi Per 25-75 2,15-22,90 12,04-38,45 8,08-23,60 14,50-35,85 6,82-13,00
Rango 0,60-34,74 2,76-73,07 4,47-35,20 6,37-49,24 2,88-25,00
PAlI -1 Med 1203,20 104,79 1229,70 232,50 14,90
ng/mi Per 25-75 441,17-2267,20 | 17,24-1234,60 973,24-1725,4 78,88-747,48 11,50-31,60
Rango 35,99-2585,60 0,50-1762,10 24,26-2166,7 35,78-1355,64 5,34-141,00
PAI -2 Med 75,04 27,18 57,89 27,20 7,78
ng/mi Per 25-75 50,17-147,14 8,09-95,06 24,88-104,29 18,10-53,98 3,98-18,32
Rango 1,79-297,42 0,00-267,22 0,00-214,19 1,40-53,98 0,76-27,33
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FIGURA 4. u-PA EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 5. t-PA EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 6. PAI 1 Ag EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 7. PAI 2 Ag EN LIQUIDO PLEURAL
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e SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS EN PLEURA (Tabla 11,

figuras 8,9,10,11)

La MMP-2, MMP-9 y TIMP-1 mostraron una mediana superior en

exudados (1725,25 ng/ml, 58,12 ng/ml y 24850 ng/ml respectivamente) que en

trasudados (p < 0.001).

Los niveles de MMP-2 fueron superiores en los derrames pleurales

paraneumonicos no complicados que en los empiemas y paraneumonicos

complicados (p < 0.001).

cifras mas elevadas de MMP-9 (p = 0.015).

Los empiemas y derrames paraneumoénicos complicados mostraron las

TABLA 11. SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS EN PLEURA

EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO | NEOPLASICO | TRASUDADO
NO COMPLICADO
MMP — 2 | Med 1120,40 1847,90 1923,10 1796,50 1252,30
ng/ml Per 25-75 | 48,42-1465,70 1640,10-2491,30 | 1712,40-2920,30 | 1405,8-2359,60 | 1031,1-1543,20
Rango 0,37-1898,00 1185,40-2632,70 | 1572,20-3489,30 | 1156,90-2740,9 | 754,43-1858,90
MMP —9 |Med 292,90 150,50 47,33 8,86 3,44
ng/ml Per 25-75 | 197,45-401,92 30,72-271,82 38,83-151,37 5,45-57,72 1,92-10,73
Rango 3,53-780,80 1,39-426,27 6,07-257,40 1,42-217,89 0,78-40,65
TIMP — 1 | Med 25900,00 26100,00 31800,00 15100,00 12100,00
ng/ml Per25-75 |  13700-32600 17800,0-29300,00 | 24100,00-35800,0 | 13050,0-25900, | 11600,0-14700
Rango 1,25-36600 8564,70-37600,00 | 11700,0-38100,00 | 11300,0-36500, | 8791,2-22800,0
TIMP — 2 | Med 75,39 52,82 73,19 114,93 52,52
ng/ml Per25-75 | 38,61-171,76 40,91-80,38 44,72-111,87 81,41-158,86 | 47,60-114,86
Rango 26,62-864,02 32,03-133,40 26,40-181,90 46,34-643,20 | 19,71-142,69
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FIGURA 8. MMP-2 EN LiQUIDO PLEURAL
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FIGURA 9. MMP-9 EN LiQUIDO PLEURAL
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FIGURA 10. TIMP-1 EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 11. TIMP-2 EN LIQUIDO PLEURAL
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e SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS EN PLEURA (Tablas 12.1 - 12.7,
figuras 12,13,14,15,16)

En la tabla 12.1 se muestra como los derrames pleurales exudados
presentaron niveles mas elevados de los factores activadores de la
angiogénesis b-FGF y VEGF total y libre y del inhibidor TSP-1 que los
trasudados (p<0.001).

En la tabla 12.2 se observa como los derrames pleurales infecciosos
(empiemas + paraneumonicos complicados + paraneumonicos no complicados
+ tuberculosos) presentaron niveles mas elevados del activador b-FGF que los
derrames neoplasicos (p=0.007). La mediana del factor VEGF fue superior en
los derrames pleurales neoplasicos que en los infecciosos en su conjunto,

aungue las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

En la tabla 12.3 se muestras los valores de las medianas, los percentiles 25-75 y el
rango minimo-maximo de los factores activadores e inhibidores de la angiogénesis segun la
etiologia del derrame pleural. En las tablas 12.4 y 12.5 se expresa el grado de significacion de
la comparacion de medias de los factores activadores e inhibidores de la angiogénesis en

liquido pleural, en los diferentes grupos de estudio.

Los niveles pleurales de los factores angiogénicos b-FGF, VEGF total y
VEGEF libre y de la TSP-1 fueron superiores en el grupo de los empiemas y
paraneumonicos complicados que en el resto de categorias de derrame pleural.

En el grupo de los derrames pleurales paraneumonicos, los empiemas y
paraneumonicos complicados presentaron una mediana superior de los
factores activadores b-FGF, VEGF total, VEGF libre y del inhibidor TSP-1 (p <
0.001) que los paraneumonicos no complicados. La endostatina, por el
contrario, mostré niveles mas elevados en los derrames paraneumonicos no

complicados (p= 0.002).
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La incidencia de complicaciones tardias en forma de paquipleuritis en los
derrames pleurales infecciosos fue del 38,1% (16/42) para los el grupo de
paraneumonicos y empiemas y del 28,6% (6/21) para los tuberculosos (tabla
12.6). Los derrames paraneumonicos con cifras mas altas de los factores b-
FGF, VEGF y TSP-1 presentaron mayor incidencia de paquipleuritis (tabla
12.7). La presencia de paquipleuritis en los derrames tuberculosos no mostro

ningun tipo de asociacion con los factores implicados en la angiogénesis.
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TABLA 12.1. ANGIOGENESIS EN EXUDADOS Y TRASUDADOS

EXUDADOS | TRASUDADOS P
b-FGF (pg/ml) Med 3,00 3,00
Per 25-75 3,00 - 10,63 3,00 - 3,00 <0.001
Rango 3,00-511,82 3,00 - 4,00
VEGF total (pg/ml) |Med 1213,40 97,41
Per 25-75 332,70-4028,07 | 72,90-133,21 <0.001
Rango 9,00-35600,00 29,38-393,57
VEGEF libre (pg/ml) |Med 686,60 28,82
Per 25-75 133,30-3613,25 | 18,67 - 54,36 <0.001
Rango 18,60-26200,00 | 18,60 - 189,70
TSP-1 (ng/ml) Med 4165,48 1088,00
Per 25-75 2781,07-5977,9 | 835,47-1379,15 <0.001
Rango 249,52-23300,0 | 3,91-2086,70
Endostatina (ng/ml) | Med 27,60 26,10
Per 25-75 19,21-37,10 22,51-38,54 ns
Rango 1,95-111,58 5,49-57,19
ns: no significativo
TABLA 12.2. ANGIOGENESIS EN LOS DERRAMES PLEURALES
INFECCIOSOS Y NEOPLASICOS
DERRAMES DERRAMES P
INFECCIOSOS | NEOPLASICOS
b-FGF (pg/ml) Med 3,563 3,00
Per 25-75 3,00-15,32 3,00-4,06 0.007
Rango 3,00-511,82 3,00-9,33
VEGFtotal (pg/ml) Med 1096,60 2166,10 ns
Per 25-75 302,73-4082,50 | 377,26-3990,90
Rango 9,00-26100,00 | 52,32-35600,00
VEGF libre (pg/ml) | Med 618,72 809,02 ns
Per 25-75 131,92-3287,00 | 134,50-5431,30
Rango 18,60-24400,00 | 50,77-26200,00
TSP-1 (ng/ml) Med 4295,40 3998,70 ns
Per 25-75 3029,90-7025,9 | 2760,8-4949,25
Rango 249,52-15300,0 | 1530,0-23300,0
Endostatina (ng/ml) | Med 27,20 30,22 ns
Per 25-75 19,05-36,31 20,60-37,62
Rango 1,95-111,58 12,03-45,50

ns: no significativo
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TABLA 12.3.

ANGIOGENESIS EN LOS GRUPOS ETIOLOGICOS DE DERRAME PLEURAL

EMPIEMA PARANEUMONICO | TUBERCULOSO [ NEOPLASICO TRASUDADO
NO COMPLICADO
b-FGF [Med 35,20 3,00 3,00 3,00 3,00
pg/ml Per 25-75 12,32-133,3 3,00-10,26 3,00-4,83 3,00-7,37 3,00-3,00
Rango 3,00-511 3,00-28 3,00-21 3,00-9 3,00-4
VEGFtotal | Med 6858,70 470,47 959,28 2166,10 97,41
pg/ml Per 25-75 | 2295,4-14500,0 267,11-2419,50 |[547,88-1941,50 | 395,27-5048,10 | 77,12-140,87
Rango 9,00-26100 18,09-5101 9,00-3692 52,32-35600 29,38-393
VEGEF libre | Med 5147,00 326,46 503,90 809,02 28,82
pg/ml Per 25-75 | 597,47-16500,00 74,50-1726,00 75,83-1664,2 136,90-8335,00 18,74-67,40
Rango 18,60-24400 18,60-4933 18,60-4009 50,77-26200 18,60-189
TSP-1 |Med 7426,70 3584,20 3293,10 3998,70 1088,00
ng/mi Per 25-75 | 6016,90-10700,00 2140,90-4994,0 2275,70-4488,80 | 2774,30-5474,7 | 838,98-1471,60
Rango 4295,40-12100 249,52-15300 1537,90-7077 1530,00-23300 3,91-2086
Endostatina | Med 19,20 34,30 26,40 30,22 26,10
ng/ml Per 25-75 11,55-37,37 31,24-43,35 19,66-86,14 20,62-38,16 23,06-41,35
Rango 1,95-58 11,20-89 6,13-111 12,03-38,16 5,49-57
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FIGURA 12. b-FGF EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 13. VEGF total EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 14. VEGF libre EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 15. TSP-1 EN LIQUIDO PLEURAL
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FIGURA 16. ENDOSTATINA EN LiQUIDO PLEURAL
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TABLA 12.4. GRADO DE SIGNIFICACION DE LA COMPARACION DE

MEDIAS DE LOS FACTORES ACTIVADORES DE LA ANGIOGENESIS EN

PLEURA
Comparaciéon entre grupos Significacion (p)
Exudados vs trasudados <0.001
Infecciosos vs neoplasicos 0.007
Paraneumonicos vs neoplasicos 0.001
Empiema y PNC vs neoplasicos <0.001
b-FGF PNNC vs neoplasicos ns
(pg/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumaonicos vs tuberculosos 0.003
Empiema y PNC vs tuberculosos <0.001
PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC <0.001
Exudados vs trasudados <0.001
Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos 0.038
VEGEF total PNNC vs neoplasicos 0.04
(pg/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumaonicos vs tuberculosos ns
Empiema y PNC vs tuberculosos <0.001
PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC <0.001
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Exudados vs trasudados <0.001

Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos ns
VEGEF libre PNNC vs neoplasicos ns
(pg/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs tuberculosos ns
Empiema y PNC vs tuberculoso 0.002
PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC <0.001
ns = no significativo; Paraneumonicos: empiemas + paraneumonicos

complicados + paraneumoénicos no complicados; PNC: paraneumonico

complicado ; PNNC : paraneumaonico no complicado
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TABLA 12.5. GRADO DE SIGNIFICACION DE LA COMPARACION DE

MEDIAS DE LOS FACTORES INHIBIDORES DE LA ANGIOGENESIS EN

PLEURA
Comparacion entre grupos Significacion (p)
Exudados vs trasudados <0.001
Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplésicos <0.001
TSP-1 PNNC vs neoplasicos ns
(ng/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs tuberculosos 0.001
Empiema y PNC vs tuberculoso <0.001
PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC <0.001
Exudados vs trasudados ns
Infecciosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs neoplasicos ns
Empiema y PNC vs neoplasicos ns
Endostatina PNNC vs neoplasicos ns
(ng/ml) Tuberculosos vs neoplasicos ns
Paraneumonicos vs tuberculosos ns
Empiema y PNC vs tuberculoso 0.043
PNNC vs tuberculosos ns
Empiemay PNC vs PNNC 0.002
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TABLA 12.6. PRESENCIA DE PAQUIPLEURITIS EN LOS DERRAMES

PLEURALES INFECCIOSOS

TIPO DE DERRAME PLEURAL PAQUIPLEURITIS
Empiemas y paraneuménicos complicados 12 (57,1%)
Paraneumonicos no complicados 4 (19,0%)
Tuberculosos 6 (28,6%)

TABLA 12.7. ASOCIACION ENTRE EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS Y
LA PRESENCIA DE PAQUIPLEURITIES EN LOS DERRAMES PLEURALES

BACTERIANOS PARANEUMONICOS

SIGNIFICACION (P)

b-FGF 0.048
VEGEF total 0.017
VEGEF libre 0.041
TSP-1 0.029
Endostatina ns

ns: no significativo
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1.3. COMPARACION DE MEDIAS ENTRE PLASMA Y PLEURA

DE LOS FACTORES IMPLICADOS EN LA ANGIOGENESIS

El factor angiogénico VEGF tanto en su forma total como libre presenta diferencias
significativas entre los niveles pleurales y plasmaticos en todos los grupos etiolégicos (excepto
en los trasudados para VEGF libre), con cifras superiores en el espacio pleural. El factor b-
FGF, por el contrario, s6lo muestra diferencias significativas en el grupo de los empiemas ; en
el resto de grupos etiologicos el b-FGF no presenta diferencias entre el liquido pleural y el
plasma.

La TSP-1 muestra valores superiores en plasma que en pleura con diferencias
estadisticamente significativas en todos los grupos de derrame pleural excepto en el de los
empiemas y paraneumoénicos complicados.

La endostatina muestra valores superiores en el liquido pleural que en el plasma en los
exudados, pero la diferencia sélo es significativa en los derrames tuberculosos. En los
trasudados, por el contrario, los niveles de endostatina son significativamente superiores en

plasma que en pleura.

TABLA 13. PLASMA Y PLEURA SEGUN EL DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

Empiema Paraneumonico Tuberculoso Neoplasico Trasudado
pleura/plasma 35,2/3,00 3,00/3,00 3,00/3,00 3,00/3,00 3,00/3,00
b-FGF p <0.001 p=0,241 p=0.314 p=0.333 p =0.017
pleura/plasma 6858,7/155,16 470,47/79,78 959,28/71,49 2166,10/70,01 97,41/42,60
VEGF total p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 p <0.001 p = 0.046
pleura/plasma 5147,0/81,25 326,46/18,60 503,90/18,60 809,02/18,60 28,82/18,60
VEGEF libre p <0.001 p =0.001 p <0.001 p =0.001 p =0.408

pleura/plasma

7426,7/8478,3

3584,2/15800

3293,1/11200

3998,7/14300

1088,0/7762,2

TSP-1 p =0.289 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001 p < 0.001
pleura/plasma 19,20/18,32 34,30/31,67 26,40/19,52 30,22/22,98 26,10/45,39
Endostatina p=0,876 p =0.159 p =0.016 p =0.073 p =0.002
e CORRELACION PLASMA Y LIQUIDO PLEURAL SEGUN EL DIAGNOSTICO

ETIOLOGICO. (Tabla 14)
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No se ha detectado correlacion entre los niveles pleurales y plasmaticos en los

parametros implicados en la angiogénesis (b-FGF, VEGF total y libre, TSP-1) en ninguno de los

grupos etiolégicos. Una excepcion es el factor inhibidor endostatina, que mantiene correlacién

entre los niveles pleurales y plasmaticos en los derrames pleurales tipo empiema,

paraneumonico complicado y paraneuménico no complicado (p < 0.001).

TABLA 14. CORRELACION PLASMA Y LIQUIDO PLEURAL SEGUN EL

DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

Empiema | Paraneumonico | Tuberculoso |Neoplasico Trasudado

P'eugaé%?fma r | -0.089 0.039 0.107 0.070 0.228
; p| 0.701 0.867 0.643 0.764 0.321
p'\*jléfé‘/g'tajﬁ;a r | 0.025 -0.219 0.246 -0.079 0.049
% 1 p| 0915 0.339 0.283 0.733 0.831
p'@%@’g'l?‘bsma r | 0.290 -0.008 0.453 -0.214 0.162
' 1 p| 0.202 0.972 0.039 0.352 0.482
p'eu;%/g'isma r | -0.155 0.022 0.307 0.418 0.217
) p| 0501 0.924 0.176 0.060 0.345
pl'gu(;afg'ﬁ.sma r| 0621 0.695 0.284 0.356 0.404
ndostatina -\ 1 0.003 < 0.001 0.211 0.113 0.069
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2. CORRELACION

Para estudiar la existencia y el grado de asociacion entre los factores
implicados en la angiogénesis con los marcadores bioquimicos pH, LDH, ADA,
proteinas, celularidad y recuento diferencial, marcadores inflamatorios
(elastasa polimorfonuclear, IL-8, TNF-alfa), los del sistema de la fibrinolisis (u-
PA, t-PA, PAI-1 y PAI-2) y el sistema de las metaloproteinasas (MMP-2, MMP-
9, TIMP-1 y TIMP-2) en liquido pleural se ha realizado la correlacion de
Spearman.

La correlacion de Spearman se establece de forma global en todos los
grupos de exudado pleural, en los derrames pleurales infecciosos
paraneumonicos (empiema, paraneumoénico complicado y paraneumonico no
complicado), en los derrames tuberculosos, en los derrames neoplasicos y
finalmente en el grupo control de los trasudados secundarios a insuficiencia

cardiaca.
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2.1. DERRAMES PLEURALES EXUDADOS

2.1.1. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS HABITUALES Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla 15)

Existe correlacion entre los valores bajos de pH y de glucosa y los
valores elevados de LDH y los factores activadores de la angiogénesis y el
inhibidor TSP-1. La endostatina no se correlacion6 con ninguno de los

marcadores estudiados.

TABLA 15. CORRELACION ENTRE Ph, GLUCOSA, PROTEINAS Y LDH Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF |VEGF-l |VEGF-t TSP-1 |Endostatina
r -0,573 | -0,306 | -0,316 | -0,438
Ph p <0.001 | 0.005 0.004 | <0.001
r -0,326 | -0,234 | -0,264 | -0,312
Glucosa p 0.003 0.033 0.016 0.004
r
Proteinas p
r 0,580 0,469 0,444 0,478
LDH p <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.1.2. CORRELACION ENTRE EL RECUENTO CELULAR Y EL SISTEMA

DE LA ANGIOGENESIS (Tabla 16)

El b-FGF fue el Unico que se correlacioné con el numero total de leucocitos (p = 0.002),
y a su vez mostré una fuerte correlacion con el recuento diferencial de neutréfilos. El VEGF y la
TSP-1 se correlacionaron de forma positiva con el recuento diferencial de neutréfilos y de forma

negativa con el recuento de linfocitos. La endostatina no mostré ningun tipo de correlacion.

TABLA 16. CORRELACION ENTRE NUMERO TOTAL DE LEUCOCITOS,
RECUENTO DE NEUTROFILOS Y DE LINFOCITOS Y EL SISTEMA DE LA

ANGIOGENESIS

b-FGF |VEGF-l |VEGF-t | TSP-1 Endostatina
r 0,342
Leucocitos p 0.002
r 0,458 0,245 0,317
Neutroéfilos p < 0.001 0.026 0.004
r -0,338 | - 0,283 | -0,249
Linfocitos p 0.002 0.010 0.024

r : coeficiente de correlacion de Spearman

2.1.3. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES INFLAMATORIOS Y DE ACTIVIDAD

NEUTROFILICA Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla 17)
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La elastasa y la IL-8 presentaron correlacion positiva con los activadores

de la angiogénesis y la TSP-1. El TNF-alfa se correlacioné con el b-FGF vy la

TSP-1.

TABLA 17. CORRELACION ENTRE ELASTASA, IL-8 Y TNF-alfa Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-I | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina
r 0,658 0,353 0,363 0,467
Elastasa p <0.001 | 0.001 0.001 <0.001
r 0,581 0,550 0,612 0,633 - 0,231
IL-8 p <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 0.036
r 0,242 0,333
TNF-alfa p 0.024 0.002

r : coeficiente de correlaciéon de Spearman
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2.1.4. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y EL SISTEMA DE LA

ANGIOGENESIS (Tabla 18)

Los factores angiogénicos y la TSP-1 se correlacionaron fuertemente de forma positiva
con los factores inhibidores de la fibrinolisis y el u-PA y de forma negativa con el activador t-PA.

La endostatina mostré un comportamiento inverso de forma significativa con el t-PA.

TABLA 18. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-l | VEGF-t | TSP-1 | Endostatina
r - 0,232 -0,235 | -0,285 0,277
t-PA p 0.033 0.031 0.009 0,011
r 0,283 0,613 0,500 0,373
u-PA p 0.009 <0.001 | <0.001 | <0.001
r 0,278 0,540 0,500 0,518
PAI-1 Ag p 0.011 <0.001 | <0.001 | <0.001
r 0,357 0,379 0,417 0,454
PAI-2 Ag p 0.001 <0.001 | <0.001 | <0.001

r : coeficiente de correlacion de Spearman

2.1.5. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS Y LA

ANGIOGENESIS (Tabla 19)
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La correlacion entre

MMP-9 y negativa para con la MMP-2. La endostatina mostré una correlaciéon positiva con la

MMP-2 y no se correlacion6 con la MMP-9.

TABLA 19. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LAS METALOPROTEINASAS Y LA

ANGIOGENESIS

los factores angiogénicos y la TSP-1 fue positiva para con la

b-FGF | VEGF-I [ VEGF-t [ TSP-1 | Endostatina
r - 0,410 -0,345 | -0,365 0,403
MMP-2 P < 0.001 0.001 | 0.001 < 0.001
r 0,425 | 0366 | 0,292 | 0,480
MMP-9 p <0.001 | 0.001 | 0.007 | <0.001
r 0,266
TIMP-1 p 0.014
r 0,256 - 0,250
TIMP-2 p 0.019 0.022

r : coeficiente de correlacion de Spearman

2.2. DERRAMES PLEURALES INFECCIOSOS TIPO EMPIEMA Y PARANEUMONICOS

COMPLICADOS Y NO COMPLICADOS

2.2.1.

CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

HABITUALES Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla 20)
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En el grupo de derrames pleurales infecciosos tipo empiema y
paraneumonicos complicados y no complicados se objetiva una fuerte
correlacion entre los factores angiogénicos y el inhibidor TSP-1 con los niveles
bajos de pH y de glucosa y los niveles elevados de LDH. La endostatina no se

correlacion6 con ninguno de los marcadores estudiados.

TABLA 20. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

HABITUALES Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-I | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina

r -0,661 | -0,515 | -0,500 | -0,688
Ph P <0.001 | 0.001 0.001 | <0.001
r -0,395 | -0,362 | -0,395 | -0,378

Glucosa P 0.011 0.020 0.011 0.015

Proteinas P
r 0,612 0,495 0,542 0,599
LDH P <0.001 | 0.001 <0.001 | <0.001
r 0,328
ADA P 0.041

r : coeficiente de correlacion de Spearman

2.2.2. CORRELACION ENTRE EL RECUENTO CELULAR Y EL SISTEMA DE

LA ANGIOGENESIS (Tabla 21)
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El ndmero total de leucocitos en el liquido pleural de los derrames
paraneumonicos se correlacion6 débilmente con el factor angiogénico b-FGF.
El recuento diferencial de neutrofilos mostré una correlacion positiva con los
factores angiogénicos bFGF y VEGF total y la TSP-1. El recuento de linfocitos
mostro una correlacion negativa con el VEGF tanto en su forma total como libre

y con la TSP-1 y positiva con la endostatina.

TABLA 21. CORRELACION ENTRE EL RECUENTO CELULAR Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-I | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina
r 0,389
Leucocitos p 0.012
r 0,452 0,405 0,331
Neutrofilos p 0.003 0.010 0,037
r -0,437 | -0,338 | -0,374 0,330
Linfocitos P 0.005 0,033 0.018 0.038

r : coeficiente de correlaciéon de Spearman

2.2.3. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES INFLAMATORIOS Y DE
ACTIVIDAD NEUTROFILICA Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla

22)
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Los factores activadores de la angiogénesis y el inhibidor TSP-1
mostraron correlacion con los tres marcadores de inflamacion (elastasa
polimorfonuclear, IL-8 y TNF-alfa). La endostatina se correlacio de forma

negativa con la elastasa y la IL-8.

TABLA 22. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES INFLAMATORIOS Y

DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-lI | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina
r 0,752 0,585 0,571 0,712 - 0,319
Elastasa p <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 0.042
r 0,611 0,595 0,675 0,740 - 0,382
IL-8 p <0.001 | <0.001 | <0.001 | <0.001 0.012
r 0,450 0,395 0,356 0,708
TNF-alfa p 0.003 0.010 0.021 | <0.001

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.2.4. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla 23)

Se observo correlacion positiva entre los factores inhibidores de la
fibrinolisis PAI-1 Ag y PAI-2 Ag y el u-PA con los factores angiogénicos b-FGF
y VEGF y con el inhibidor TSP-1. La endostatina mostré correlacion con el

activador t-PA.

TABLA 23. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y EL

SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-l | VEGF-t | TSP-1 | Endostatina
r -0,372 | -0,375 0,540
t-PA p 0.015 0.014 <0.001
r 0,508 0,681 0,557 0,570
u-PA p 0.001 <0.001 | <0.001 | <0.001
r 0,452 0,820 0,749 0,786
PAI-1 Ag p 0.003 <0.001 | <0.001 | <0.001
r 0,350 0,509 0,511 0,493
PAI-2 Ag p 0.023 | 0.001 | 0.001 | 0.001

r : coeficiente de correlaciéon de Spearman
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2.2.5. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LAS

METALOPROTEINASAS Y LA ANGIOGENESIS (Tabla 24)

Se observé una correlacion negativa entre los factores activadores de la
angiogénesis y la TSP-1 y la MMP-2 y positiva con la MMP-9. La endostatina
se correlacion6 de forma positiva con la MMP-2. Los inhibidores de las
metaloproteinasas TIMP-1y TIMP-2 se correlacionaron de forma positiva con el
VEGF y con la TSP-1.

TABLA 24, ENTRE EL SISTEMA DE

CORRELACION LAS

METALOPROTEINASAS Y LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-l | VEGF-t | TSP-1 | Endostatina
r -0,440 | -0,338 | -0,500 | -0,503 0,529
MMP-2 p 0.004 0.029 0.001 0.001 <0.001
r 0,444 0,627 0,512 0,586
MMP-9 p 0.003 | <0.001 | 0.001 <0.001
r 0,540 0,378 0,409
TIMP-1 p <0.001 | 0.013 0.007
r 0,412 0,366 0,456
TIMP-2 p 0.007 0.017 0.002

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.3. DERRAMES PLEURALES TUBERCULOSOS

2.3.1. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

HABITUALES Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla 25)

Se constatd correlacion entre el b-FGF y los niveles bajos de pH vy altos

de LDH.

TABLA 25. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

HABITUALES Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF |VEGF-l |VEGF-t TSP-1 |Endostatina
r - 0,561
Ph p |0.010
r
Glucosa p
r
Proteinas p
r 0,466
LDH p |0.033

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.3.2. CORRELACION ENTRE EL RECUENTO CELULAR, LOS
MARCADORES INFLAMATORIOS Y DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA, EL
SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS, EL  SISTEMA DE LAS

METALOPROTEINASAS Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

No se constatd ninguna correlacion.
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2.4. DERRAMES PLEURALES NEOPLASICOS

2.4.1. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES BIOQUIMICOS

HABITUALES Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

En los derrames pleurales neoplasicos destacé una correlacion positiva
entre el VEGF, tanto en su forma total como libre, y los niveles elevados de

LDH.

2.4.2. CORRELACION ENTRE EL RECUENTO CELULAR Y EL SISTEMA DE

LA ANGIOGENESIS

No se observo ningun tipo de correlacion.
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2.4.3. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES INFLAMATORIOS Y DE
ACTIVIDAD NEUTROFILICA Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS (Tabla

26)

Se objetivo correlacion entre la forma total y libre del VEGF y la IL-8 y el

b-FGF y la elastasa polimorfonuclear.

TABLA 26. CORRELACION ENTRE LOS MARCADORES INFLAMATORIOS Y

DE ACTIVIDAD NEUTROFILICA Y EL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-I | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina
r 0,601
Elastasa p 0.004
r 0,797 0,713
IL-8 p <0.001 | <0.001
r
TNF-alfa p

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.4.4. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y LA

ANGIOGENESIS (Tabla 27)

Los factores activadores de la angiogénesis mostraron una corrrelacion
positiva con el u-PA en los derrames pleurales neoplasicos. EI VEGF libre y la
TSP-1 se correlacionaron con el PAI-1 Ag. El PAI-2 Ag se correlaciond con los

factores angiogénicos y con la TSP.

TABLA 27. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y LA

ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-l | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina
p
t-PA p
r 0,561 0,804 0,613
u-PA p 0.008 <0.001 0.003
r 0,474 0,614
PAI-1 Ag p 0.030 0.003
r 0,476 0,435 0,556 0,596
PAI-2 Ag p 0.029 0.049 0.009 0.004

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.4.5. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LAS

METALOPROTEINASAS Y LA ANGIOGENESIS (Tabla 28)

Los factores activadores de la angiogénesis y la TSP-1se

correlacionaron de forma positiva con el TIMP-1 y el b-FGF con la MMP-9.

TABLA 28. CORRELACION ENTRE EL SISTEMA DE LAS

METALOPROTEINASAS Y LA ANGIOGENESIS

b-FGF | VEGF-l | VEGF-t | TSP-1 |Endostatina
-
MMP-2 p
r 0,461
MMP-9 p 0.036
r 0574 | 0512 | 0521 | 0,488
TIMP-1 p 0.006 | 0.018 | 0.015 | 0.025
r
TIMP-2 p

r : coeficiente de correlacion de Spearman
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2.5. DERRAMES PLEURALES TRASUDADOS

A excepcion de la correlacion entre los niveles de VEGF libre y total con
los valores bajos de glucosa, en los derrames pleurales trasudados
secundarios a insuficiencia cardiaca no se objetivd ninguna correlacion entre
los factores implicados en la angiogénesis y el resto de los marcadores
bioquimicos habituales, el recuento celular, los marcadores inflamagtotorios y
de actividad neutrofilica, el sistema de la fibrinolisis ni el sistema de las

metaloproteinasas.
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DISCUSION
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1. EQUILIBRIO DE LOS FACTORES ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LA

ANGIOGENESIS EN EL LIQUIDO PLEURAL

La angiogénesis 0o neoformacion de vasos es un sistema estrictamente
regulado y que es fundamental durante la reproduccion y el desarrollo
embrionarios. En la vida postnatal y adulta es un proceso limitado y es esencial
en determinados procesos como la reparacion de heridas. Sin embargo, la
disregulacion entre los factores activadores e inhibidores que modulan el
proceso de la angiogénesis da lugar a la angiogénesis patoldgica, que suele
ser persistente y se ha visto implicada en procesos inflamatorios cronicos e
infecciosos y en el crecimiento y progresion tumorales.

En la patogenia de los derrames pleurales es poco lo que se sabe
acerca de la relacion de los factores implicados en la angiogénesis en los
diferentes tipos de derrame pleural y su asociaciébn con otras citoquinas

proinflamatorias.

Factores angiogénicos como el VEGF y el b-FGF son potencialmente buenos
candidatos para la formacién de liquido en el espacio pleural dada su implicaciéon en los
procesos de induccién de neovascularizacion, permeabilidad vascular y hemorragia (205). Los
estudios revisados coinciden en la importancia del VEGF en la patogénesis de la acumulacién
de liquido pleural , especialmente en el contexto de patologia maligna (150,160,161,205,207-
212). La implicacion del b-FGF en la patogenia de los derrames pleurales ha sido menos
estudiada; Strizzi (206) destaca un papel mas relevante del b-FGF en los derrames pleurales
benignos que en los malignos, mientras que un trabajo de Ishimoto (205) cuestiona su
implicacion en la patogenia de la formacion de liquido pleural. No hemos encontrado
referencias en la literatura revisada acerca de la implicacion de factores angiostaticos como la

endostatina y la TSP-1 en la patogenia de los derrames pleurales.

La presencia de receptores para el VEGF en las células mesoteliales

pleurales indica un potente mecanismo para la actividad biolégica de este
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factor en el tejido pleural (230). Los trabajos acerca del VEGF en la patogenia
de los derrames pleurales coinciden, al igual que nuestros resultados, que esta
citoquina angiogénica se halla mas elevada en los exudados que en los
trasudados, siendo producida tanto por células tumorales como por células
inflamatorias y reafirmando su importante implicacion en la formacion de los
derrames pleurales exudados (155,160,161).

La hipoxia es un factor que estimula la neoformaciéon de vasos
(157,158). A nivel pleural, sin embargo, parece que la hipoxia y la isquemia no
juegan un papel demasiado importante como factores potenciadores de la
angiogénesis, excepto en los casos de tromboembolismo pulmonar (160). El
oxido nitrico (que puede ser producido por las células mesoteliales), la
hipoglucemia y la acidosis también son inductores de VEGF
(50,148,161,167,232,233). En nuestro trabajo, podemos observar como los
niveles bajos de pH y de glucosa, caracteristicos de los derrames pleurales tipo
empiema y paraneumonicos complicados, se correlacionan fuertemente con los
niveles de VEGF. Asimismo, y coincidiendo con el trabajo de Momi (213),
hemos constatado una correlacién positiva del VEGF con los niveles de LDH.

En los derrames pleurales exudados el VEGF se correlaciona con el
recuento diferencial de linfocitos y de neutréfilos. Este resultado se enfrenta a
la teoria que defiende que la principal fuente de VEGF en los derrames
pleurales son las células mesoteliales y no los leucocitos (209,214).

En nuestro trabajo hemos podido objetivar como los valores mas bajos
de VEGF los presentan los derrames pleurales trasudados; Cheng (160)
apunta que los valores de VEGF pleurales en los pacientes con insuficiencia

cardiaca son similares a los valores de VEGF de suero de pacientes sanos
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control y por tanto aboga que la produccion de VEGF en este grupo de
pacientes podria ser a nivel de la circulacion sanguinea. En nuestro trabajo, los
niveles de VEGF en los derrames trasudados no presentan ningun tipo de
asociacion con el recuento celular, el pH ni la LDH, y como discutiremos mas
adelante tampoco con los marcadores de actividad inflamatoria, el sistema de
la fibrinolisis ni el de las metaloproteinasas; en cambio si ha mostrado niveles
superiores en el espacio pleural respecto el plasma.

Dentro del grupo de los exudados, y coincidiendo con los resultados de
Thickett (161), los empiemas y paraneumoénicos complicados son los que
presentan los niveles mas elevados de VEGF, tanto en su forma total como
libre. Adicionalmente, hemos encontrado diferencias significativas en los
valores de VEGF entre este grupo y los derrames pleurales paraneumaonicos no
complicados (p < 0.001), y por tanto el VEGF podria ser un parametro util en la
diferenciacion entre ambas categorias de derrame pleural, con la consecuente
implicacion terapéutica. Mohammed (50) observa como los empiemas
contienen niveles 5 veces superiores de VEGF que los derrames
paraneumonicos no complicados.

Los trabajos acerca del derrame pleural maligno coinciden en la
importancia del VEGF en los derrames pleurales neoplasicos y observan
niveles mas elevados de este factor en los derrames pleurales malignos que en
los benignos, a la vez que se correlaciona con la progresién tumoral, el
prondstico, con la respuesta al tratamiento y se propone su utilizacién como un
marcador mas de patologia pleural maligna (160,161,210,213). En nuestro
trabajo la mediana de VEGF en los derrames pleurales neoplasicos fue

superior al del grupo de los derrames infecciosos en conjunto (empiemas y
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paraneumonicos complicados, paraneumonicos no complicados, tuberculosos)
pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. A pesar de
ello, en nuestra serie de derrames neoplasicos destacan tres pacientes con
niveles pleurales de VEGF mucho mas elevados que el resto (>15000 pg/ml),
tratandose de pacientes con cancer de pulmoén. En el trabajo de Yanagawa
(150) se demuestra la importancia del VEGF en los pacientes con cancer de
pulmon, independientemente del tipo histologico y/ o el estadio clinico, mientras
que en aquellos con tumores de otras localizaciones presentan niveles
pleurales de VEGF mas heterogéneos y bajos, sugiriendo que tendrian que
examinarse otros factores en estos casos. Cuando analizamos en nuestra
serie los diferentes grupos etioldgicos, ni los derrames paraneumonicos
bacterianos ni los tuberculosos muestran diferencias con los neoplésicos, en
cambio los empiemas y paraneuménicos complicados presentan niveles mas
elevados de VEGF-total que los neoplasicos (p = 0.038), mientras que los
neoplasicos presentan niveles més elevados de VEGF-total que los derrames
paraneumonicos no complicados (p = 0.04). El grupo de los empiemas y
paraneumonicos complicados presentan niveles significativamente mas
elevados de VEGF que los tuberculosos (p < 0.005), mientras que no existen
diferencias entre los derrames paraneumoénicos no complicados y los
tuberculosos. Asi, y coincidiendo con la propuesta de Thickett (161), los
valores elevados de VEGF (> 1000 pg/ml) sugieren patologia maligna o
empiema.

El b-FGF ha sido menos estudiado a nivel pleural e incluso, como ya
hemos mencionado anteriormente existe un trabajo que cuestiona su

implicacién en la formacion y acumulacion de liquido pleural (205). En nuestro
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trabajo, el b-FGF se comporta de forma similar al VEGF, sugiriendo que si
participa en la patogenia de los exudados pleurales. Adicionalmente, y como
discutiremos mas adelante, se asocia con los marcadores de actividad
neutrofilica y los sistemas de la fibrinolisis y de las metaloproteinasas.

Queremos destacar, y en comparacion con el VEGF, que el b-FGF si
muestra niveles significativamente mas elevados en el conjunto de los
derrames infecciosos al compararlos con los neoplasicos (p = 0.007). Este
resultado podria coincidir con los del trabajo de Strizzi (206), donde se observa
que el b-FGF esta mas elevado en la patologia pleural benigna que en los
derrames malignos. Ademas, en nuestro trabajo hemos observado como el b-
FGF se halla mas elevado en el conjunto de los derrames pleurales
paraneumonicos que en los tuberculosos (p = 0.003). En los exudados
pleurales, el b-FGF también se correlaciona con los niveles bajos de glucosa y
de pH, los valores altos de LDH y con el recuento de neutréfilos. La buena
correlacion que observamos entre el b-FGF y el recuento de neutrofilos (r:
0.458 / p < 0.001). podria sugerir que una de las principales fuentes de b-FGF
en los exudados pleurales podrian ser los leucocitos polimorfonucleares

La endostatina ha demostrado ser un potente inhibidor de la
angiogénesis y del crecimiento tumoral in vivo, pero a nuestro saber, no se ha
estudiado su implicacién en la fisiopatologia de los derrames pleurales. En
nuestro trabajo hemos observado que la endostatina se halla ligeramente mas
elevada en los exudados que en los trasudados sin significancia estadistica.
Tampoco hemos hallado diferencias significativas de los valores de endostatina
entre los derrames pleurales infecciosos y los neoplasicos. La Unica diferencia

destacable la hemos encontrado dentro del grupo de los derrames pleurales

141



paraneumonicos, donde la endostatina, al contrario que los factores
activadores de la angiogénesis VEGF y b-FGF, muestra niveles mas bajos en
los del grupo empiema y paraneumonico complicado respecto a los
paraneumonicos no complicados (p = 0.002).

El segundo inhibidor de la angiogénesis que hemos estudiado ha sido la
TSP-1. El efecto angiostatico de la TSP-1 ha sido demostrado tanto in vitro
como in vivo. A pesar de ello, cada vez existen mas evidencias que la TSP-1
puede ser mas bien un modulador natural de la angiogénesis. Asi, dominaria
una regulacion positiva, es decir una accion fundamentalmente angiogénica, o
negativa, es decir una accién fundamentalmente angiostéatica, dependiendo del
contexto y de la concentracion de la misma (128,172,179-183). No hemos
encontrado referencias previas acerca del comportamiento de la TSP-1 en la
patogenia de los derrames pleurales.

En nuestro trabajo hemos observado como la TSP-1 se comporta de
forma paralela y similar a los factores activadores de la angiogénesis VEGF y
b-FGF. Asi, se encuentra mas elevada en los exudados que en los trasudados
(p < 0.001), en los empiemas y paraneumoénicos complicados que en los
neoplasicos (p < 0.001), y en el grupo de los empiemas y paraneumaonicos
complicados que en los paraneumonicos no complicados (p < 0.001).
Paralelamente, y al igual que los factores angiogénicos, la TSP-1 en los
exudados pleurales se asocia con los niveles bajos de glucosa y de pH, con
los niveles elevados de LDH asi como con el recuento diferencial de neutrofilos
(p = 0.004) y de linfocitos (p = 0.024). Estos resultados apoyan la teoria que
defiende que la TSP-1 es mas bien un modulador que un inhibidor de la

angiogénesis. Asi, en el espacio pleural y en el contexto de los derrames
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exudados la TSP-1 parece comportarse como un factor estimulador de la
angiogénesis, aunque serian necesarios mas estudios y su valoracion en

cultivos celulares para poder corroborar este hecho.

143



2. LOS FACTORES ACTIVADORES E INHIBIDORES DE LA

ANGIOGENESIS EN PLASMA Y LiQUIDO PLEURAL

A nivel plasmatico también hemos podido observar resultados
interesantes de los factores implicados en la angiogénesis dentro del contexto
de pacientes con patologia pleural. El VEGF y la TSP-1 plasmaticos presentan
niveles superiores en exudados que en trasudados (p = 0.003 y p = 0.010
respectivamente), mientras que la endostatina plasmatica es superior en los
trasudados que en los exudados (p < 0.001). No hemos observado diferencias
en los niveles plasmaticos de VEGF, b-FGF, TSP-1 ni endostatina entre los
pacientes con derrame pleural infeccioso vs los pacientes con derrame pleural
maligno. De forma similar, Ishimoto (205) no encuentra diferencias entre los
niveles séricos de VEGF de los pacientes con enfermedades pleurales
inflamatorias y los pacientes con patologia maligna; por el contrario, en el
trabajo de Momi (213), los pacientes con derrame pleural maligno muestran
niveles séricos de VEGF significativamente mas elevados que el resto.

Dentro del grupo de pacientes con derrame pleural paraneumonico, se
han observado diferencias entre aquellos con empiema y derrame
paraneumonico complicado vs los pacientes con derrame paraneumonico no
complicado. Asi, en los pacientes con empiema y derrame paraneumonico
complicado, la mediana de las cifras plasméaticas de VEGF son superiores que
en los pacientes con derrame pleural paraneumonico no complicado (p =
0.036). En cuanto a los factores inhibidores de la angiogénesis, la TSP-1 se
comporta igual que la endostatina y ambas muestran niveles plasméticos mas

elevados en los pacientes con derrame pleural paraneumonico no complicado
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que en aquellos con empiema y derrame pleural paraneumonico complicado (p
=0.014 y p = 0.024 respectivamente).

Respecto a las diferencias que pueden existir entre los niveles pleurales
y plasmaticos de los factores implicados en la angiogénesis, en el trabajo de
Momi (213) vemos como los niveles de VEGF en los pacientes con derrame
pleural paraneumonico, tuberculoso o maligno, estan mas elevados en pleura
que en plasma (p < 0.001). En nuestro trabajo, los valores de VEGF total y libre
en todas las categorias estudiadas de derrame pleural exudado son
significativamente superiores en el liquido pleural que en el plasma. En el grupo
de los trasudados, aunque el VEGF también es superior en el liquido pleural
que en el plasma, las diferencias son menos acusadas que en los exudados.
Con este resultado no podemos confirmar del todo que el VEGF en los
trasudados se produzca en la sangre, tal y como se sugiere en uno de los
trabajos de Cheng (160).

Los valores de b-FGF sélo son superiores en pleura respecto al plasma
en el grupo de los empiemas y paraneumonicos complicados (p < 0.001). En el
resto de categorias, los niveles pleurales y plasmaticos de b-FGF son similares.
Llama la atencién que en el grupo de trasudados los niveles plasméticos de b-
FGF son significativamente superiores que los pleurales (a pesar que la
mediana es de 3 pg/ml en ambos, el rango en plasma oscila entre 3,00 y 19,70
y en pleura entre 3,00 y 4,00 pg/ml). Este resultado refuerza nuestra hipotesis
que a nivel de liquido pleural los leucocitos polimorfonucleares podrian ser una
de las principales fuentes de b-FGF.

Los valores pleurales de endostatina son ligeramente superiores

respecto al plasma en todos los grupos de exudado pleural, pero sélo en los
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tuberculosos esta diferencia es significativa (p = 0.016). En los trasudados, en
cambio, la endostatina es superior en plasma que en el liquido pleural de forma
claramente significativa (p = 0.002).

Al analizar la TSP-1 hemos observado tanto en los exudados como en
los trasudados que los niveles estan mas elevados en el plasma que en el
liquido pleural, con una diferencia estadisticamente significativa (p < 0.001)
excepto en el grupo de los empiemas y paraneumonicos complicados (p >
0.05).

Al analizar la asociacion de los factores angiogénicos y angiostaticos
entre plasma y liquido pleural no encontramos correlacion en ninguno de los
grupos etiolégicos para VEGF, b-FGF y TSP-1. La endostatina, en cambio,
mantiene correlaciéon entre los niveles pleurales y plasméticos en el grupo de
los derrames pleurales tipo empiema y paraneumonicos complicados (p <
0.003) y paraneuménicos no complicados (p < 0.001). La ausencia de
correlacion entre los niveles pleurales y plasmaticos de VEGF, b-FGF y TSP-1
sugiere una respuesta compartimentalizada de estos factores a nivel del

espacio pleural.
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3. ASOCIACION ENTRE LOS FACTORES ACTIVADORES E INHIBIDORES

DE LA ANGIOGENESIS Y LOS MARCADORES INFLAMATORIOS Y DE

ACTIVIDAD NEUTROFILICA, EL SISTEMA DE LA FIBRINOLISIS Y DE LAS

METALOPROTEINASAS EN LiQUIDO PLEURAL

La inflamacién y la angiogénesis estan fuertemente relacionadas y pueden
considerarse codependientes la una de la otra; de hecho la inflamacién puede promover la
angiogénesis a través de la liberacion de factores angiogénicos y de enzimas proteoliticos
(174,188,196,229). Durante el desarrollo de los derrames pleurales exudados, mecanismos
inflamatorios y fibrinoliticos han demostrado contribuir a la acumulacién de liquido y los
enzimas proteoliticos de membrana han demostrado tener un papel esencial en la inflamacion.
En este sentido, se ha observado la importancia del balance entre los enzimas proteoliticos y
antiproteoliticos en la patogenia de las enfermedades pleurales. En este campo cabe destacar
el sistema de las metaloproteinasas, que destruyen la matriz extracelular, abriendo camino a la
neoformaciéon de vasos a través de un sistema estrictamente regulado como es la
angiogénesis.

Citoquinas como el TNF-alfa y la IL-8 son factores angiogénicos y tienen la capacidad
de estimular los neutréfilos a producir VEGF, mientras que el TGF-B se muestra como la
citoquina mas potente y consistente en la liberacion del VEGF por parte de las células
mesoteliales pleurales (155,161,214-216). Adicionalmente, el factor tisular, expresado en las
células mesoteliales pleurales inflamadas, ha sido identificado como un factor regulador de la
angiogénesis y con capacidad de inducir la produccion de VEGF (137-139,231).
Adicionalmente, el VEGF puede modular la respuesta procoagulante al TNF (133). La elastasa
polimorfonuclear influye indirectamente en la angiogénesis facilitando la migracion celular
endotelial y posterior proliferacion vascular (151,152,164). En el trabajo de Momi (213) se
observa una correlacién positiva entre el VEGF y las citoquinas proinflamatorias  IL-1,
sICAM-1 y TNF-a en los exudados pleurales, mientras que en los trasudados no se observa
ninguna correlacién. Nuestros resultados ponen de manifiesto una correlacién positiva entre los
marcadores inflamatorios elastasa polimorfonuclear, IL-8 y TNF-a y los factores angiogénicos

en la patogénesis de los derrames pleurales exudados. Asi vemos como en los exudados

147



pleurales el VEGF (total y libre) se correlaciona con la elastasa y la IL-8, y el b-FGF y la TSP-1
con la elastasa, la IL-8 y el TNF-alfa. El factor angiostatico endostatina se correlaciona de
forma negativa con los marcadores de actividad inflamatoria estudiados, pero de forma

significativa Gnicamente con la IL-8 (p = 0.036).

Al analizar los diferentes grupos etiolégicos, hemos visto como en los
derrames paraneumonicos (empiema, paraneumonicos complicados vy
paraneumonicos no complicados), el VEGF, el b-FGF y la TSP-1 se
correlacionan de forma positiva con los tres marcadores de actividad
inflamatoria estudiados, mientras que el factor inhibidor endostatina se
correlaciona de forma negativa con la elastasa y la IL-8. En los derrames
malignos observamos correlacién positiva entre el VEGF y la IL-8 y entre el b-
FGF y la elastasa polimorfonuclear.

En definitiva, estos resultados ponen de manifiesto que existe una
asociacion entre los marcadores inflamatorios y el sistema de la angiogénesis
en la patogenia de los exudados pleurales.

La degradacion de la matriz extracelular es imprescindible para la
angiogénesis y requiere tanto del sistema de la fibrinolisis como del sistema de
las metaloproteinasas. Estudios realizados por nuestro grupo han puesto de
manifiesto la importante relacion que existe entre el sistema de la fibrinolisis y
el de las metaloproteinasas en la fisopatologia de los derrames pleurales (123).
No hemos encontrado estudios previos que valoren la relacion entre el sistema
de la fibrinolisis ni el de las metaloproteinasas con el sistema de la
angiogénesis en la patogenia de los derrames pleurales. Los resultados del
presente trabajo ponen de manifiesto una asociacién entre los sistemas de la
fibrinolisis y de las metaloproteinasas con la angiogénesis en la fisiopatologia

de los exudados pleurales.
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Hemos observado que en los exudados pleurales existe una asociacion
entre el sistema de la angiogénesis y el sistema de la fibrinolisis. EI VEGF, el b-
FGF y la TSP-1 presentan una correlacion positiva con los factores inhibidores
del plasmindgeno PAI-1 y PAI-2, que en parte son los responsables del
depostio de fibrina al inhibir su degradacién. Por otro lado, existe una
correlacion negativa entre los factores VEGF, b-FGF y TSP-1 con el activador
tisular del plasmindgeno t-PA, que es el que permite la degradacion de la
fibrina. La endostatina se comporta de forma inversa. Este comportamiento se
mantiene en el grupo de los derrames pleurales paraneumaonicos, es decir, se
mantiene una asociacion positiva entre los factores activadores de la
angiogénesis y los inhibidordes de la degradacién de la fibrina y una asociacion
negativa con el t-PA que es el que permite su degradacion, lo cual puede
conducir a la presencia de complicaciones locales en forma de paquipleuritis.
En los derrames tuberculosos sélo encontramos una asociacion significativa
entre la TSP-1 y el PAI-1 y en los derrames pleurales neoplasicos también
destacO una correlacion positiva entre los factores angiogénicos y los
inhibidores de la fibrinolisis.

La distribucién de las metaloproteinasas juega un papel clave en la
degradacion de la matriz y su asociacion con los factores angiogénicos es
importante en los procesos de neovascularizacion. La MMP-9 ha demostrado
estimular la liberacion de VEGF desde las reservas extracelulares (162).
Estudios realizados por nuestro grupo sugieren que la MMP-9, al igual que la
MMP-1 y MMP-8, juega un papel importante en la fisiopatologia de los
derrames pleurales exudados, especialmente en los paraneumoénicos

complicados y empiemas (123). Asi, hemos observado que las
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metaloproteinasas MMP-1, MMP-8 y MMP-9 estimulan la degradacion del la
matriz extracelular y presentan una asociacion positiva con los marcadores de
actividad inflamatoria y los inhibidores de la activacion del plasmindgeno. La
MMP-2, por el contrario, se asocia de forma negativa con la elastasay la IL-8
y de forma positiva con el factor tisular activador del plasminégeno t-PA (123).
En el presente estudio hemos observado como en los derrames pleurales
exudados existe una correlacion positiva entre los factores VEGF, b-FGF y
TSP-1y la MMP-9 y una correlacion negativa con la MMP-2. La endostatina se
correlaciona de forma positiva con la MMP-2. En el grupo de los derrames
pleurales paraneumonicos existe el mismo patron de correlacion ;
paradojicamente en este grupo el VEGF y la TSP-1 también se correlacionan
de forma positiva con el TIMP-1 y el TIMP-2, ambos factores con actividad
antiangiogénica. En los derrames pleurales tuberculosos y neoplasicos no
hemos encontrado resultados destacables.

4. RELACION DEL SISTEMA DE LA ANGIOGENESIS CON LA PRESENCIA

DE COMPLICACIONES PLEURALES LOCALES EN LOS DERRAMES

PLEURALES PARANEUMONICOS

Hemos observado niveles muy elevados de VEGF, b-FGF y TSP-1 en
los derrames pleurales tipo empiema y paraneumonicos complicados.
Adicionalmente, en el conjunto de derrames pleurales paraneumaoénicos hemos
observado su asociacion con los niveles bajos de pH y de glucosa y los valores
elevados de LDH, los marcadores inflamatorios y de actividad neutrofilica
(elastasa polimorfonuclear, TNF-a, IL-8), el sistema de la fibrinolisis y el de las
metaloproteinasas, todos ellos implicados en la aparicion de complicaciones

locales en los derrames pleurales infecciosos.
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En la evolucion de los derrames pleurales bacterianos, desde una fase
inicial estéril hasta la fase final organizativa, se produce una invasion del
espacio pleural por células inflamatorias y bacterias asi como un depoésito de
fibrina que favorecera la formacion de adherencias y loculaciones entre las dos
hojas pleurales. La activacion de factores de la coagulacion con depdésito de
fibrina y la proliferacion de fibroblastos dara lugar a la formacion de membranas
inelasticas que comportaran importantes secuelas anatomicas y funcionales
del pulmon y la caja toracica. En todo este proceso intervienen substancias con
actividad inflamatoria entre las que se pueden incluir las citoquinas
angiogénicas, que actuarian sobretodo a nivel de permeabilidad vascular y
neoformacion de vasos.

La presencia de paquipleuritis residual se traducira radiolégicamente en
forma de engrosamiento pleural, y se considera un indicador de complicaciones
pleurales tardias en los derrames pleurales infecciosos, tanto paraneumaonicos
como tuberculosos (41,42,234-236).

En nuestra serie de derrames pleurales paraneumoénicos (n = 42)
observamos la presencia de paquipleuritis (engrosamiento pleural > 10 mm en
la radiografia posteroanterior de térax al finalizar el tratamiento) en el 38,1% de
los casos.

Al analizar la relacion del sistema de la angiogénesis con la presencia de
paquipleuritis residual hemos observado que los derrames pleurales
paraneumonicos con cifras mas altas de factores angiogénicos VEGF total y
libre, b-FGF y de TSP-1 presentaron mayor incidencia de paquipleuritis. Asi,
podriamos considerar que los factores VEGF-total, VEGF-libre, b-FGF y TSP-1

son predictores de la presencia de paquipleuritis en los derrames pleurales
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paraneumonicos. No es asi en los derrames pleurales tuberculosos donde no
hemos encontrado ninguna asociacion entre los niveles de factores

angiogénicos y la presencia de paquipleuritis al finalizar el tratamiento.
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CONCLUSIONES
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1. Los derrames pleurales exudados muestran valores significativamente mas
elevados de los factores implicados en la angiogénesis VEGF, b-FGF y
TSP-1 que los trasudados, siendo el grupo de los empiemas vy
paraneumonicos complicados los que presentan los niveles mas altos. Asi
mismo, no existe correlacion entre los niveles pleurales y plasmaticos,

sugiriendo una respuesta compartimentalizada a nivel del espacio pleural.

2. En los exudados pleurales existe una correlacion positiva entre los factores
VEGF, b-FGF y TSP-1 y los niveles bajos de glucosa y de pH, los niveles
altos de LDH, los marcadores de actividad inflamatoria elastasa, IL-8 y
TNF-alfa, los inhibidores del plasminogeno PAI-1 y PAI-2 y la
metaloproteinasa-9, y de forma negativa con el factor activador del

plasminégeno t-PA y la metaloproteinasa-2.

3. Los DP bacterianos paraneumonicos con cifras mas altas de VEGF, b-FGF
y de TSP-1 presentan mayor incidencia de paquipleuritis y asi pueden ser

factores predictores de la presencia de complicaciones pleurales tardias.

4. Con este trabajo se aportan datos novedosos acerca del papel del sistema
de la angiogénesis en la fisiopatologia de los derrames pleurales y de su
asociacion con la inflamacion y con otros sistemas implicados como son la

fibrinolisis y la matriz extracelular.
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RESUMEN
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INTRODUCCION

Los derrames pleurales son una patologia comun, aunque su
fisiopatologia no esta del todo aclarada. A pesar de los avances en el manejo
diagnéstico y terapéutico, todavia existen derrames pleurales que quedan sin
filiar o bien se diagnostican de forma tardia o incorrecta. En la patogenia de los
exudados pleurales, sobre todo en los paraneumonicos y empiemas, existe una
importante respuesta inflamatoria donde actuan citoquinas y marcadores de
actividad inflamatoria como la elastasa, la IL-8 y el TNF-alfa. Asimismo,
estudios fisiopatologicos previos han evidenciado la importancia del sistema de
la fibrinolisis, la matriz extracelular y el sistema de las metaloproteinasas.

El sistema de la angiogénesis se ha visto implicado en mudltiples
procesos inflamatorios y neplasicos, pero ha sido poco estudiado en el espacio

pleural.

OBJETIVOS

La disregulacion en el sistema de la angiogénesis podria estar implicado
en la fisiopatologia de los derrames pleurales. Con el presente trabajo nos
propusimos estudiar el sistema de la angiogénesis, el equilibrio entre sus
activadores e inhibidores en la fisiopatologia de los derrames pleurales y su
asociaciéon con los marcadores inflamatorios y de actividad neutrofilica, el
sistema de la fibrinolisis y la matriz extracelular. Nuestros objetivos fueron los

siguientes:
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4. Analizar los niveles pleurales y plasmaticos de los factores activadores de la
angiogénesis (VEGF total y libre, b-FGF) y de los factores inhibidores de la
angiogénesis (endostatina, TSP-1) en los diferentes grupos etiologicos de

derrame pleural exudado.

5. Estimar la asociacion entre los factores activadores e inhibidores de la
angiogénesis y los marcadores bioquimicos habituales (pH, glucosa, LDH),
el recuento celular, los marcadores de actividad neutrofilica e inflamacion
(elastasa polimorfonuclear, IL-8, TNF-a), el sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-
PA, PAI-1 Ag, PAI-2 Ag) y el sistema de las metaloproteinasas y sus
inhibidores tisulares (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2) en las diferentes

categorias de derrame pleural.
6. Estudiar la asociacion entre los factores implicados en la angiogénesis y la

presencia de complicaciones pleurales en forma de paquipleuritis en los

derrames pleurales infecciosos.

PACIENTES Y METODO

Se incluyeron 21 pacientes de cada uno de los siguientes grupos
etiologicos de derrame pleural: empiema o derrame pleural paraneuménico
complicado, paraneumoénico no complicado, tuberculosos, neoplasicos y
trasudados secundarios a insuficiencia cardiaca. Se determinaron en sangre y
liquido pleural los marcadores bioquimicos habituales (glucosa, proteinas,

ADA, LDH, pH), celularidad (leucocitos totales, recuento diferencial de
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neutroéfilos y de linfocitos), marcadores inflamatorios y de actividad neutrofilica
(elastasa, IL-8, TNF-alfa), sistema de la fibrinolisis (u-PA, t-PA, PAI-1, PAI-2),
sistema de las metaloproteinasas (MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2) y sistema
de la angiogénesis (VEGF total y libre, b-FGF, endostatina y TSP-1). Se utilizé

el paquete estadistico SPSS.

RESULTADOS

1. Los DP exudados muestran valores mas elevados de factores activadores de la
angiogénesis (VEGF total y libre) y b-FGF que los trasudados (p < 0.001). Los DP
paraneumonicos presentan niveles mas elevados de b-FGF que los neoplasicos (p =
0.007). La mediana de los niveles pleurales de los factores angiogénicos son superiores en
los DP tipo empiema y paraneumonicos complicados que en los DP paraneumonicos no

complicados (p < 0.001).

2. El factor inhibidor de la angiogénesis endostatina no muestra diferencias
significativas en los diferentes grupos etiologicos de DP excepto en el grupo
de los DP paraneumonicos. La mediana de los niveles pleurales de
endostatina en los DP tipo empiema y paraneumonico complicado (19,2
ng/ml) es inferior que en los DP paraneumoénicos no complicados (34,3
ng/ml) (p = 0.002). La TSP-1 muestra niveles significativamente superiores
en los exudados que en los trasudados (p< 0.001) y en los DP
paraneumonicos que en los tuberculosos y neoplasicos (p = 0.001). La
mediana de los valores de TSP-1 en los DP tipo empiema vy
paraneumonicos complicados son superiores que en los DP

paraneumonicos no complicados (p < 0.001).
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3. En los exudados pleurales existe una correlacion positiva entre los factores
VEGF, b-FGF y TSP-1 y los niveles bajos de glucosa y de pH y los niveles
altos de LDH, la IL-8, la elastasa y el TNF-alfa.

4. En los exudados pleurales existe una asociacion positiva entre VEGF, b-
FGF y TSP-1 vy los inhibidores de la activacion del plasminégeno PAI-1 Ag y
PAI-2 Ag y la MMP-9 y una asociacion negativa con el t-PA y la MMP-2.

5. Excepto para la TSP-1, los factores implicados en la angiogénesis
presentan niveles superiores en el espacio pleural que en el plasma.
Excepto para la endostatina en el grupo de los derrames paraneumaonicos,
no se evidencia correlacion entre los niveles pleurales y plasmaticos de los
factores implicados en la angiogénesis.

6. Los derrames pleurales bacterianos paraneumonicos con cifras mas altas
de factores angiogénicos presentan mayor incidencia de complicaciones

tardias en forma de paquipleuritis.

CONCLUSIONES

1. Los derrames pleurales exudados muestran valores significativamente mas
elevados de los factores implicados en la angiogénesis VEGF, b-FGF y
TSP-1 que los trasudados, siendo el grupo de los empiemas vy
paraneumonicos complicados los que presentan los niveles mas altos. Asi
mismo, no existe correlacion entre los niveles pleurales y plasmaticos,
sugiriendo una respuesta compartimentalizada a nivel del espacio pleural.

2. En los exudados pleurales existe una correlacion positiva entre los factores

VEGF, b-FGF y TSP-1 y los niveles bajos de glucosa y de pH, los niveles
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altos de LDH, los marcadores de actividad inflamatoria elastasa, IL-8 y
TNF-alfa, los inhibidores del plasminogeno PAI-1 y PAI-2 y la MMP-9, y de

forma negativa con el factor activador del plasminégeno t-PA y la MMP-2.

Los DP bacterianos paraneumonicos con cifras mas altas de VEGF, b-FGF y de TSP-1
presentan mayor incidencia de paquipleuritis y asi pueden ser factores predictores de la

presencia de complicaciones pleurales tardias.

Con este trabajo se aportan datos novedosos acerca del papel del sistema
de la angiogénesis en la fisiopatologia de los derrames pleurales exudados
y de su asociacion con la inflamacién y con otros sistemas implicados como

son la fibrinolisis y la matriz extracelular.
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