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RESUMEN TESIS

Antecedentes

El paciente critico se encuentra en una situacion especial de hipercatabolismo
y con un proceso inflamatorio sistémico que deriva en un gasto extra que puede llevar
a deficiencia de micronutrientes antioxidantes como el cobre, y por tanto los
requerimientos varian en estado critico. Una carencia de este tipo aumentaria el estrés
oxidativo y agotaria las reservas en antioxidantes, y si no se corrige a tiempo, puede
desencadenar un incremento en la morbimortalidad del paciente y un empeoramiento

en la evolucién durante su estancia en la UCI.

Por ello, se hace necesario y obligatorio, incluir en el protocolo establecido en
la Unidad, la evaluacion nutricional de los pacientes criticos, especialmente en
nutrientes antioxidantes como el cobre, para paliar los posibles efectos adversos
consecuencia de sus carencias, realizandose la determinacién de manera rutinaria,

agil y operativa, con la finalidad de corregir a tiempo una posible deficiencia.

Objetivo
El objetivo del presente trabajo es evaluar el estado nutricional en cobre de
pacientes criticos que presentan SRIS, y optimizar el diagnéstico de deficiencia en

cobre por el método de QD.

Estructura de la Tesis Doctoral

La estructura de la presente tesis se basa en 3 partes:

1. Un estudio inicial de valoracion nutricional general y, concretamente, en el
mineral antioxidante cobre. Los resultados muestran valores de aporte
insuficiente en un alto porcentaje de la poblacion critica, encontrando
diferencias significativas con el grupo control sano, y presentando
deficiencia de cobre a nivel plasmético y eritrocitario en un elevado

porcentaje de los pacientes, que evolucionan negativamente durante su
23



2.

estancia de 7 dias en UCI, siendo el cobre en eritrocito el biomarcador mas

real en caso de deficiencia.

A continuacion se ha realizado un estudio de estrés oxidativo a partir de la
determinacion de enzima antioxidante dependiente de cobre, la superdxido
dismutasa, y el poder antioxidante total, asi como su correlacion con el
estado nutricional de cobre. Los resultados muestran valores de
antioxidantes significativamente menores en los pacientes criticos respecto
a los sujetos control, que empeoran durante el periodo de estancia en UCI
controlado. También, se ha realizado un estudio de dafio en el ADN
mediante el ensayo comet, y también hemos observado su asociacion con

el estado antioxidante en el paciente critico al final del estudio.

Finalmente, se ha realizado una puesta a punto del método Quantum Dot
aplicado a muestras de sangre de paciente critico, con la finalidad de
optimizar el proceso de determinacién de cobre en el &mbito hospitalario, y
hacerlo mas agil y operativo, con la finalidad de corregir a tiempo posibles
deficiencias en éste mineral. Para ello se ha realizado un estudio
comparativo con otros métodos de determinacion de cobre. Los resultados
ponen de manifiesto que el Quantum Dot es un método util y eficaz en la
determinacion de cobre en muestras biolégicas en una poblacién que, por
su situacion critica, requiere de protocolos efectivos que permitan el
diagnoéstico de deficiencias que podran ser corregidas a tiempo de evitar

SuS consecuencias negativas.

Conclusién final

Dado los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos concluir que

existe una necesidad de determinar de una manera rapida y eficaz el cobre, como el
a nivel hospitalario dado el alto coste que en la actualidad conlleva, tanto
econémico como en tiempo, lo que contribuird a la deteccion de deficiencias
nutricionales en cobre en pacientes en los que su situacion clinica deriva en
alteraciones y sintomatologia que generalmente se atribuye a otras causas 0 se

desconocen.
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La carencia de estudios recientes de valoracion de estado nutricional de
cobre,tanto en personas sanas como en pacientes hospitalizados, hace obligatorio el
desarrollo de estudios que describan la situacion actual de la prevalencia de

deficiencia de cobre en la poblacion.
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THESIS ABSTRACT

Background

The critically ill patient is in a special situation, with hypercatabolism and a
systemic inflammatory process (Systemic Inflammatory Response Syndrome, SIRS),
that leads to an extra expense that can lead to deficiency of antioxidant micronutrients
such as copper, and so the requirements vary in critical condition. A lack of this type
increase oxidative stress, and antioxidant reserves deplete, and if not corrected in time,
can trigger an increase in patient morbidity and poorer evolution during their stay in the
ICU.

Therefore, it is necessary and mandatory in the protocol established in the Unit,
the nutritional assessment of critically ill patients, especially in antioxidant nutrients
such as copper, to mitigate the potential adverse effects resulting from its
shortcomings, so the determination carried routine, agile and operational, in order to

correct a possible deficiency in time.

Objective
The aim of this study is to evaluate copper nutritional status in critically ill
patients who have SIRS, and optimizing the diagnosis of copper deficiency by

Quantum Dot (QD) method.

Thesis Structure

The structure of this Thesis is based on 3 parts:

1. An initial study of nutritional assessment generally, and specifically in the
antioxidant mineral copper. The results show insufficient supply values in a high
percentage of the critical care population, finding significant differences with the
healthy control group, and having copper deficiency in plasma and erythrocyte
in a high percentage of patients, which negatively evolve during their 7 days of
stay in ICU, being erythrocyte copper a more real biomarker for diagnosis of

deficiency.
27



2. Then it has made a study of oxidative stress by the determination of copper-
dependent antioxidant enzyme, superoxide dismutase, and total antioxidant
power and its correlation with copper nutritional status. The results show
significantly lower values of antioxidants in critically ill patients compared to
control subjects, which worsen during thecontrolled ICU stay. Also, it has made
a study of DNA damage by comet assay; we also observed its association with

antioxidant status in critically ill patients at the end of the study.

3. Finally, it has been made an overhaul in application of the Quantum Dot method
to samples in plasma and erythrocyte of critically ill patient, in order to optimize
the process of determination of copper in the hospital, and make it more agile
and operational, with the purpose of correcting any copper deficiency. For this
we have made a comparative study with other methods for determination of
copper. The results show that the Quantum Dot is a useful and efficient method
for determination of copper in biological samples in a population, which, for their
critical situation requires effective protocols that allow the diagnosis of failures

that can be corrected in time avoid negative consequences.

Final Conclusion

Given the results obtained in the present study, we can conclude that there is a
need to determine copper by a quick and efficient method, as the QD, in hospitals,
because of the high cost that currently involves both economic and in time, that
contribute to the detection of copper nutritional deficiencies in patients whose clinical
condition results in alterations and symptoms generally attributed to other causes or

unknown.
The lack of recent studies assessing copper nutritional status in both healthy

individuals and in patients hospitalized mandates the development of studies that

describe the current status of the prevalence of copper deficiency in the population.
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JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En Espafia, al igual que en la mayoria de los paises desarrollados, se ha
producido un notable cambio en los habitos alimentarios como consecuencia del
espectacular desarrollo econdmico y de las profundas transformaciones que se vienen
produciendo en el aspecto sociocultural (Sanchez et al, 2010; Varela et al, 1995;
MAPA, 2000). Los resultados obtenidos en numerosos estudios ponen de manifiesto
una clara relacion entre las enfermedades crénicas y los habitos alimentarios. Es por
ello por lo que la alimentacién en el hombre constituye uno de los grandes campos de

investigacion en los paises desarrollados (Thomson, 2004).

La Evaluacion del Estado Nutricional de un determinado colectivo es, sin duda
alguna, una excelente forma de relacionar los habitos de una poblacion con su estado
de salud (Mataix et al, 2009). Ademas, los resultados obtenidos permitirdn disefiar y
planificar politicas nutricionales encaminadas a conseguir modelos de consumo

alimentario mas saludable.

El paciente critico presenta una situacion hipercatabdlica y de alto grado de
estrés quirargico, traumatico o shock séptico, que puede derivar en malnutricion y
complicarse con otras enfermedades o disfunciones. La lesiébn o la aparicion de
complicaciones pueden dar lugar a la generalizaciébn del proceso iniciandose el
conocido Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS), donde la generacion
de radicales libres de oxigeno es intensa. Esta reaccibn metabdlica consume la
reserva proteica organica determinando la disfuncién de multiples dérganos que

conlleva una altisima mortalidad.

El paciente en estado critico presenta en general una alteracion de los niveles
de micronutrientes y entre ellos de algunos minerales indispensables para las

funciones metabdlicas del organismo, como es el caso del cobre.

El cobre es un ion metalico esencial para el organismo y el mantenimiento de la
salud, que se encuentra presente en todos los tejidos del cuerpo humano,
generalmente, formando parte de enzimas e interviene en el equilibrio de otros
minerales como el cinc. Es esencial como protector frente el estrés oxidativo, en el

sistema inmunoldgico y en la expresion génica en numerosos genes. El mantenimiento
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de las concentraciones fisiolégicas de cobre es esencial para prevenir enfermedades
tales como la artritis reumatoide, la osteoporosis o la enfermedad de Wilson, asi como

para evitar o corregir una posible deficiencia y las alteraciones que desencadena.

Asi, teniendo en cuenta lo anteriormente expuesto, se ha realizado en una
poblacién adulta sana y enferma critica, la evaluacion del estado nutricional de cobre y
el posible riesgo de sufrir deficiencia, centrandonos en la optimizacion en la
determinacion analitica de cobre en sangre por diferentes métodos entre los que se
incluyeron los empleados de forma habitual,como la espectroscopia de absorcion
atémica (FAAS) y espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-MS), cuyos resultados se comparan con los obtenidos aprovechando
las propiedades fluorescentes de nanomateriales semiconductores, como los Quantum
Dots (QD), que basicamente se resumen en un ancho espectro de absorcién, un
estrecho espectro de emision, el rango de emision emisién dependiente del tamafio
asi como un tiempo de vida relativamente largo y un photobleaching inapreciable. A
esto habria que afadir la ventaja que supone desde un punto de vista del andlisis
rutinario el uso de una técnica mas sencilla, menos costosa y con un menor consumo

de tiempo.

Por otro lado, la asociacion del estatus de cobre con otros pardmetros
bioquimicos, como los biomarcadores de estrés oxidativo, con el dafio en ADN y
pardmetros clinico-nutricionales, nos puede proporcionar informacién de la importancia
de monitorizar y mantener los niveles de cobre tanto en poblaciones en situaciones

fisiologicas como patologicas cronicas y agudas.

Hipotesis del estudio:

Los pacientes criticos con SRIS presentan deficiencia de cobre desde el
ingreso en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), y empeoran durante su estancia,
tanto debido a su aporte insuficiente como a su situacion hipercatabdlica y de alto
estrés oxidativo, causando dafio en ADN y complicando su morbimortalidad y
evolucion, de ahi la importancia de optimizar la metodologia de evaluacion del estatus

en este mineral.
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Segun lo anteriormente comentado, los objetivos del presente estudio son:

o Valorar el estado nutricional general de pacientes criticos ingresados en
la UCI, comparando con un grupo de personas sanas.

e Valorar el estado nutricional en cobre de pacientes criticos y su
evolucion durante 7 dias en UCI, mediante la determinacion por diferentes métodos
analiticos: FAAS, QD, ICP.

e Estudiar la asociacion con otros parametros clinico-nutricionales y
biomarcadores de estrés oxidativo, asi como con el dafio de ADN.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

A través del tiempo, la ciencia se ha encargado de demostrar la importancia de
la nutricién para el buen funcionamiento del cuerpo humano. La nutricion es una de las
areas mas complejas a nivel de la salud, ya que son muchos componentes los que

estan involucrados, y porque cada persona tiene necesidades individuales.

La nutricion suele definirse como la suma total de los procesos implicados en
la ingesta y utilizacion de sustancias alimentarias por parte de los seres vivos, es decir,

la ingestidn, la digestion, la absorcion y el metabolismo de los alimentos.

El objetivo de los alimentos que tomamos es proporcionarnos la diversidad de
nutrientes que necesitamos, siendo éstos sustancias especificas que realizan una o

mas funciones fisiol6gicas o biomecanicas en nuestro cuerpo.

El estado nutricional es la situacién en la que se encuentra una persona en
relacion con la ingesta y adaptaciones fisiologicas que tienen lugar tras el ingreso de
nutrientes. La evaluacién del estado nutricional serd, por tanto, la accién y efecto de
estimar, apreciar y calcular la condiciéon en la que se halla un individuo segun las

modificaciones nutricionales que se hayan podido producir.

La evaluacion nutricional mide indicadores de la ingesta y de la salud de un
individuo o grupo de individuos, relacionados con la nutricion. Es importante, por tanto,
porque pretende identificar la presencia, naturaleza y extensiébn de situaciones
nutricionales alteradas, las cuales pueden oscilar desde la deficiencia al exceso. Para
ello se utilizan métodos médicos, dietéticos, exploraciones de la composicion corporal
y examenes de laboratorio que identifiquen aquellas caracteristicas que en los seres
humanos se asocian con problemas nutricionales. Con ellos es posible detectar a

individuos malnutridos o que se encuentren en situacién de riesgo nutricional.
De este modo, con una correcta evaluacién del estado nutricional podremos

corregir a tiempo estas situaciones antes de la aparicibn de afecciones o

empeoramiento de las ya existentes.
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1. EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIONAL

La evaluacion del estado nutricional de un individuo tiene como objetivo poder
diagnosticar determinadas situaciones tanto de deficiencias como de excesos, que son
los responsables de la aparicién de sintomas que normalmente se atribuyen a otras

causas o se desconocen.

La situacion de deficiencia nutricional que se detecta en un individuo mediante
la valoracién nutricional, puede aparecer en diferentes grados, que se manifiestan en

diferentes signos que complican progresivamente el estado de salud.

1.1. Situacion de déficit nutricional

Segun el grado de deficiencia nutricional en el que se encuentre el individuo, se
emplearan protocolos de tratamiento nutricional o clinico diferentes, siempre que sea
posible corregir. En la figura 1 se muestran las diferentes fases en el establecimiento

de la deficiencia severa.

1.2. Valoracion bioquimica del estado nutricional

La evaluacién bioquimica pretende conocer a nivel plasmatico o celular las
concentraciones o cantidades de los nutrientes y la situacién de las funciones

metabdlicas en las que estan implicados (Mataix et al, 2007).

La evaluacién puede ser distinta segun el estado nutricional del individuo. En la
situacion de deplecién de los depédsitos tisulares o celulares hasta limites del
agotamiento, no existen niveles disminuidos de nutrientes como para que se vea

afectado el metabolismo y la funcionalidad celular.
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Figura 1. Fases en el establecimiento de una deficiencia

En esta situacion, la determinacion de los niveles de reserva, se puede realizar
tanto en tejidos de deposito como el higado o el tejido adiposo(lo que exige biopsia,
por lo que descartamos este método en algunos casos), como a nivel celular, ya que
existen células en distintos tejidos donde pueden medirse las concentraciones de un
nutriente, pero elegiremos por accesibilidad las células sanguineas como hematies y

leucocitos.

Los niveles circulantes (en sangre) del nutriente indican en general una posible
deficiencia, ya que disminuyen cuando hay una ingesta reducida y una demanda

celular existente que impide que el nivel aumente.

La deficiencia nutricional conduce a una disminucién del nivel de un nutriente o

algin metabolito en orina, ya que existen menores niveles circulantes en sangre y
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puede también aumentar la reabsorcién tubular renal del nutriente en cuestion; por

ejemplo: tiamina, riboflavina.

Se encuentran en pleno desarrollo las determinaciones de oligoelementos. Las
determinaciones de otras vitaminas como biomarcadores del estado nutricional del
individuo, ya sea sano o enfermo, mediante métodos mas complicados como es el
método enzimatico mediante el cual se analiza el piridoxal fosfato, hace casi inviable la
puesta en practica de su empleo dentro de los protocolos de actuacion rutinarios en la

valoracién del estatus nutricional.

En situaciones en las que los niveles corporales son inferiores a los
requerimientos, la consecuencia de la deficiencia nutricional es una menor eficacia de
las rutas metabdlicas, lo que puede traducirse en un malfuncionamiento en su

totalidad, o durante el tiempo adecuado. Se ponen en funcionamiento vias alternativas.

1.2.1.Determinaciones caracteristicas (Mataix, 2007)

Determinacion de niveles de reserva: Aparece una disminucibn mas acusada de

depdsitos o niveles celulares del nutriente.

Determinacion de niveles de metabolitos: Aumentan los niveles de metabolitos
previos al lugar donde el nutriente ejerce su funcibn metabdlica y/o se incrementan
algunos metabolitos de rutas alternativas a partir de aquéllos previos a la etapa

afectada.

Determinacién de actividades enzimaticas: Nutrientes como vitaminas actian como
coenzimas, pudiendo diversas enzimas tener la misma vitamina como coenzima, lo
gue nos permite elegir método de evaluaciéon vitaminico segin la enzima mas
adecuada; la deficiencia del nutriente afecta especialmente a la actividad enzimatica
en el sentido de disminucion, por lo que la mediciéon de actividad enzimatica es muy

atil en la valoracién de algunas deficiencias nutricionales.

Las actividades enziméticas se miden en células sanguineas por su relativa

facil accesibilidad.
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Determinacion de niveles sanguineos de componentes con significacion
fisiol6gica: Método basado en la estimacion de sustancias con funciones fisiolégicas
concretas y cuya sintesis depende directamente de un adecuado aporte de nutrientes;
es el caso de la determinacion de proteinas plasmaticas como medida de la cantidad

de la proteina visceral, creatina respecto a la proteina muscular, etc.

Determinacién de lesiones celulares relacionadas directamente con un déficit
nutricional: Es el caso del estudio de formas eritrocitarias anormales de la médula
0sea en las deficiencias de hierro, vitamina B, y folatos. Gran parte de estos métodos
indican una funcion alterada y complementan a los anteriores métodos, que detectan

ingestas reducidas o deplecion celular de un nutriente concreto.

1.2.2. Marcadores especificos en la evaluacidn bioquimica del estado nutricional
(Mataix, 2007)

PROTEINAS

e Proteina corporal:

Incluye proteina muscular y proteina visceral, ambas se ven influenciadas por la

nutricion; en la valoracion nutricional se requieren métodos diferentes:

- indicando ingesta reducida — urea urinaria.

- indicando funcion alterada 6 deplecion celula» balance de N, creatinina
urinaria, albumina, transferrina, prealbumina y proteina transportadora de
retinol sérico.

- métodos suplementarios — aminoacidos plasmaticos en ayunas.

e Proteina visceral:

La medicién de su pérdida o recuperacion es muy importante especialmente a
nivel hospitalario; se acude a la medicidon de proteinas plasmaticas sintetizadas en

higado. La eleccion de éstas se hace en funcion de su vida media (corta) y que la
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concentracion en sangre no sea muy elevada, asi sus niveles se ven afectados

sensiblemente tanto en la pérdida de proteina visceral como de replecion.

La albumina es de sintesis exclusivamente hepéatica. Su vida media es de 20
dias, por lo que carece de utilidad como marcador de desnutricibn aguda, sin
embargo, tiene gran valor en el prondstico. Para su correcta valoracion hay que tener
en cuenta situaciones (postoperatorio, quemaduras, enteropatias con pérdida proteica,
proteinuria, hepatopatias, hipotiroidismo, hiperhidratacion, etc.) que disminuyen sus
niveles. Las transfusiones (sangre o plasma) aumentan los niveles séricos de

albdmina.

La transferrina es de vida media mas corta, 7-10 dias. La sintesis es
fundamentalmente hepatica, transporta hierro y sus niveles dependen de la ferritina.
Su concentracién puede variar por diversas situaciones. Disminuye en procesos
agudos, anemia de procesos crbnicos, anemia perniciosa, sobrecarga de hierro,
hepatopatias, sindrome nefrético, enteropatia con pérdida de proteinas y tratamiento
esteroideo. Puede haber niveles aumentados en anemia ferropénica, tratamiento

estrogénico e hipoxemia.

En cuanto a la prealbumina, su vida media es de 2-3 dias, es un buen
indicador nutricional excepto en situaciones de insuficiencia hepatica y estrés agudo

(infecciones, traumatismos, etc.). Sus niveles aumentan en la insuficiencia renal.

La proteina ligada al retinol (PLR) tiene una vida media muy corta (10-12
horas). Observamos niveles alterados en las mismas situaciones que la prealbumina.
Ambas proteinas son buenos marcadores de las alteraciones nutricionales agudas y
de gran utilidad en la valoracién de la eficacia a corto plazo del soporte nutricional

instaurado.

e Proteina muscular:

indice creatinina-altura

La creatinina es un metabolito de la creatina. Su eliminacion urinaria es
proporcional a la masa muscular corporal total. El indice creatinina-altura (ICA) valora

el compartimento proteico muscular y compara la creatinuria de un paciente en 24
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horas con la atribuida teéricamente a un paciente de altura semejante y peso ideal

ICA (%) = (creatinuria en 24 h/creatinuria ideal)*100.

Debido a las variaciones diarias en la creatinuria y la dificultad que siempre
entrafia la recogida de orina de 24 horas es recomendable realizar la recogida tres

dias y determinar la media.

Consideramos desnutricion leve (ICA<80%), moderada (ICA=60%-80%) vy
grave (ICA % 60%). Es un parametro que disminuye en la insuficiencia renal y que
aumenta con el ejercicio intenso, la ingesta de carne poco cocida y en los tratamientos

con esteroides.

Balance nitrogenado

El balance nitrogenado (BN) se utiliza para valorar los requerimientos proteicos
y el efecto del soporte nutricional (Mataix et al, 2007). El nitrégeno urinario, sobre todo

en forma de urea, representa la mayor parte del nitrdgeno eliminado.

BN= (IP/ 6.25)- (NU+4).
BN= balance de nitrégeno (g/dia).
IP= ingesta proteica (g/dia).

UN= nitrégeno ureico (g/dia).

El valor 4 resulta de la suma de 2 g de pérdidas nitrogenadas por heces y
sudor, y 2 g de nitrégeno no proteico (acido Urico, creatinina). Un balance negativo nos

indica deplecién proteica, mientras que si es positivo conlleva una replecion proteica.
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2. COBRE

Los iones metalicos son componentes fundamentales de aproximadamente un
30-35% de las proteinas (Frausto da Silva y Williams, 2001) de modo que la presencia
de los metales es indispensable en practicamente la totalidad de los procesos
biolégicos: metabolismo, transferencia energética, expresion de genes, sefiales
celulares, formacién del endo y exoesqueletos y transferencia electronica (Kaim y
Schwederski, 1994; Frausto da Silva y Williams, 2001).

El cobre es un ion metalico esencial para el organismo y el mantenimiento de la
salud, que se encuentra presente en todos los tejidos del cuerpo humano,
generalmente, formando parte de enzimas e interviene en el equilibrio de otros

minerales como el cinc.

2.1. Participacién del cobre en diferentes procesos

El cobre es esencial como protector frente el estrés oxidativo, en el sistema
inmunoldégico yen la expresion génica en numerosos genes (Wachnik, 2006). El
mantenimiento de las concentraciones fisiolégicas de Cu®* es esencial para prevenir
enfermedades tales como la artritis reumatoide, la osteoporosis o la enfermedad de
Wilson, asi como para evitar o corregir una posible deficiencia y las alteraciones que

desencadena.

La alteracion de la homeostasis celular en relacion con el contenido de cobre
parece ligada a enfermedades neurodegenerativas (Halliwell y Gutteridge, 1984; Hu et
al, 1990; Barceloux, 1999; Hand book of Metalloproteins, 2001; Tapiero et al, 2003;
Bruijn et al, 2004; Barnham et al, 2004; Brown y Kozlowski, 2004).

El Cu* es, desde el punto de vista fisioldgico, un importante ion metélico que
juega un papel central en la sintesis de la hemoglobina, elastina, colageno y es, asi
mismo, fundamental en la defensa frente al exceso de radicales libres en el organismo
y de colesterol (Wachnik, 2006). EI mantenimiento de las concentraciones fisiologicas
de Cu®" es esencial para prevenir enfermedades tales como la artritis reumatoide, la

osteoporosis o la enfermedad de Wilson. Esto justifica la necesidad de determinar la

44



concentracion de cobre sobretodo para detectar la aparicion de estas patologias lo

mas tempranamente posible.

2.1.1. Cobre vy estrés oxidativo

El cobre presenta un rol antioxidante esencial a través de diferentes enzimas
implicadas en el estrés oxidativo, ayudando a neutralizar radicales libres producidos
durante los principales procesos metabdlicos que se llevan a cabo en el organismo.
Las principales enzimas implicadas en la proteccion del dafio oxidativo y que son

dependientes de cobre son las siguientes:

- Superéxido dismutasa (SOD): protege del dafio causado por la oxidacion.

Existen elevadas concentraciones en cerebro, tiroides e higado.

- Lisil-oxidasa: es necesaria para mantener la estabilidad del tejido conectivo.
Una menor actividad de esta enzima puede provocar una serie de

anormalidades estructurales en muchos tejidos.

- Citocromo C oxidasa: cataliza la reduccién de oxigeno a peroxido de hidrogeno
durante la respiracion celular. Presenta una mayor actividad en corazoén,

cerebro e higado.

Sin embargo, la potente capacidad 6xido-reductora del cobre, esencial para las
funciones metabdlicas del organismo, puede originar efectos téxicos (Camakaris et al,
1999; Barnham et al, 2004; Davis y O’Halloran, 2008; Que et al, 2008). Esta posible
actividad toxica hace imprescindible que la célula regule la presencia de cobre de
forma que sélo pueda desarrollar sus funciones beneficiosas. Asi, controlando la
homeostasis del cobre, se evita que intervenga en la produccion de un exceso de
especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (Barnham et al, 2004; Schlief y Gitlin,
2006; Cobine et al, 2006; Turski y Thiele, 2009).
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2.1.2. Cobre y Sistema Nervioso

En el sistema nervioso el cobre es necesario para la formacion vy
mantenimiento de la mielina. A su vez, las enzimas dependientes de este mineral son
importantes para la sintesis de neurotransmisores. También estd implicado en la

sintesis de noradrenalina.

Pickart et al (2012) indican que, ademas de la incuestinable esencialidad del
cobre, la alteracion en los niveles i6nicos de cobre pueden incrementar el dafio
oxidativo.Se sabe que la proteina precursora amiloide (APP) implicada en el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer, puede convertir el Cu (ll) en Cu (l), incrementando de

manera potencial el dafio oxidativo (Prodan et al, 2009; Juhasz-Pocsine et al, 2007).
Ademas, muchos autores sugieren que la deficiencia de cobre es un factor que
contribuye en la enfermedad de Alzheimer y, posiblemente, otros des6rdenes

neurodegenerativos (Doraiswamy et al, 2004; Akatsu et al, 2012)

2.1.3. Cobre vy Sistema cardiovascular

El cobre se considera importante para la mantener la integridad del corazon. Un
déficit de éste puede dar lugar a cambios anatomicos relacionados con el colageno,
produciéndose degeneracion de arterias, distension cardiaca, aneurismas

ventriculares.

Se ha observado que hombres que consumen una dieta pobre en cobre presentan

mayor frecuencia de arritmias cardiacas.
Afecta, ademas, al metabolismo del colesterol de modo que una baja
concentracién de cobre en la dieta dara lugar a unos mayores niveles de LDL-

colesterol y menores niveles de HDL-colesterol.

Por otro lado interviene en una normal coagulacidon sanguinea ya que ciertos

factores sanguineos dependen del cobre y permiten un correcto funcionamiento.
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Un desequilibrio en el metabolismo del cobre puede derivar en la aparicion de
hipercolesterolemia (Klevay, 2000). Por otra parte, aunque el mecanismo no es
conocido con detalle, hay una clara evidencia de que el ion cobre puede oxidar in vitro
a las lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Steinbrecher et al, 1984; Heinecke et al,
1986; Leake y Rankin, 1990; Kritharides et al, 1995; Xing et al, 1998) de forma similar
a como ocurre en la oxidacién celular (Berliner y Heinecke, 1996). Incluso es conocido
gue el ion cobre es en ese sentido ain mejor oxidante que el hierro (Esterbauer et al,
1992). Estos datos de la oxidacion in vitro unidos a la presencia del ion cobre en las
lesiones ateroescleréticas (Smith et al, 1992; Swain y Gutteridge, 1995; Lamb et al,
1995), asi como el hecho de que el cobre unido a la proteina transportadora
ceruloplasmina, pueda catalizar la oxidacién de LDL (Ehrenwald et al, 1994; Lamb y
Leake, 1994; Leake, 1997), sugieren la implicacibn del cobre en procesos

ateroescleréticos (Berliner y Heinecke, 1996; Ferns et al, 1997;Steinberg, 1997).

2.1.4. Cobre, hierro y anemia

El cobre ayuda a convertir el hierro férrico en hierro ferroso, forma mas
facilmente absorbible en el organismo. Por otro lado ayuda al transporte de hierro
desde los tejidos y hacia éstos. Por esto, a veces, la causa de anemia no es el déficit

de hierro sino de cobre.

Ademas, promueve la formacion de hemoglobina y glébulos rojos para el

transporte de oxigeno. Tiene una funcién importante en la hematopoyesis.

2.1.5. Cobre vy Salud sea

A través de la enzima lisil-oxidasa, dependiente de cobre, se consigue un tejido
conectivo mas flexible y resistente debido a la formacién de puentes entrecruzados.
También refuerza la masa Osea. De este modo, una deficiencia de cobre puede
provocar ciertas anormalidades en el esqueleto, osteoporosis y otras deformidades en

venas, corazon, etc.
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2.1.6. Cobre y Sistema Inmunoldgico

El sistema inmunolodgico requiere de la presencia de cobre para llevar a cabo
todas sus funciones. Por tanto, un déficit de cobre puede dar lugar a un efecto sobre
poblaciones de leucocitos, concretamente de neutréfilos y macréfagos, y por otro lado,

provocar neutropenia.

2.1.7. Otros procesos

El cobre interviene en la transformacion de melanina para la pigmentacion de la
piel y ademés influye sobre la expresién de muchos genes. Presenta también un rol

importante en la cicatrizacion de heridas.

2.2. Metabolismo del cobre

La homeostasis del cobre se produce regulando su excrecion y no su
absorcion. La mayoria del cobre presente en los alimentos se encuentra en estado

Cu?*. Su digestion es necesaria para liberar el cobre antes de su absorcion.

El cobre se absorbe a nivel del intestino delgado y, en menor grado, en el
estdmago. La eficiencia de la absorcién intestinal es del 55-75% vy la fraccién de cobre
gue se absorbe es regulada para mantener la homeostasis. La mayor parte de la
excrecion se produce por via biliar, pero pequefias cantidades se excretan también por

orina, sudor y menstruacién (Mason, 1979).

La absorcion (figura 2) se produce a través delos transportadores ATP7A y
ATP7B, expresados en los enterocitos, y es transportado al higado, principal 6rgano
en la homeostasis del cobre, unido a la albumina o “transcupreina” en forma de Cu®',
pero debe reducirse a Cu” antes de su reabsorcién hepatica. En el higado se incorpora
a la ceruloplasmina, saliendo al exterior unido a ésta e introduciéndose de este modo
en los tejidos periféricos. La ceruloplasmina se une a sus receptores en la superficie
de las células, entrando el cobre en su interior una vez haya sido liberado de su

proteina de union.
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Existen dos mecanismos implicados: un sistema de transporte activo
saturable, y una difusion pasiva que se activa cuando los niveles de ingesta son
elevados. Normalmente, la absorcion intestinal varia, aumentando cuando la ingesta
de cobre disminuye y a la inversa. Por tanto, el porcentaje de cobre absorbido
depende de su disponibilidad en la dieta y de la situacion en que se encuentren los
depodsitos enddgenos del organismo. La eficiencia de absorcién cambia con el fin de
regular esos depdsitos, en un proceso mediado principalmente por la excreciéon. Como
ya he mencionado anteriormente, esta excrecion se lleva a cabo principalmente por la
bilis, de manera que la cantidad de cobre excretado es directamente proporcional a la

reserva de los hepatocitos.

El transporte es independiente de la energia y esta estimulado por el pH &cido

a nivel extracelular y por las altas concentraciones de potasio (K").

Cerabro

Cobre de ‘

la dieta
ATPTA

; @ ATPTA
——p- Placenta Feto
ATPTA / =
- s ATP7A
" Ceruloplasmina -
e \
ATP7B 1 b gléndula mamarnia
(3 ]
" ATP7B

/ *-;. \

Leche

Figura 2. Metabolismo del cobre en el organismo.

Los factores dietéticos que influyen negativamente en la absorcion de cobre
son la presencia de fitatos, la fibra, las dosis grandes de gluconato célcico, el

molibdeno, y grandes dosis de vitamina C.

Ademas, existe una serie de condiciones que predisponen a la malabsorcion de

cobre. Durante décadas se han documentado casos de deficiencia de cobre adquiridas
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bajo condiciones clinicas que producen un descenso en la absorcién del cobre,
secundaria al sindrome de malabsorcion. Allen et al (1984) y, posteriormente, Botash
et al (1992), demostraron que uno de los factores mas importantes que pueden
predisponer a una malabsorcion de cobre es una ingesta excesiva de cinc. Debido a
las propiedades fisicoquimicas tan similares entre cobre y cinc, una elevada ingesta de
cinc o una elevada relacion Zn/Cu, se reconoce que interfieren en el metabolismo del
cobre. Posibles mecanismos incluyen que esta interferencia puede llevarse a cabo a
nivel del “borde en cepillo” del enterocito. Por otro lado, Hascke et al (1986)
observaron una interaccién entre el hierro y el cobre y, mas recientemente, Barclay et
al (1992) prestaron atencion a la importancia de las interacciones entre estos dos

minerales.

Por otro lado, en el riidén se filtra a nivel glomerular y se reabsorbe en los
tubulos (en casi su totalidad), excretAndose sélo un 1%. Existen condiciones que
predisponen a la pérdida excesiva de cobre. Esta pérdida puede afectar al estatus de
cobre bajo varias circunstancias clinicas. Estudios de Pedraza-Chaverri et al (1994)
indicaban que las pérdidas urinarias de cobre unido a ceruloplasmina, probablemente
juegan un rol significativo en la predisposicion de pacientes con sindrome nefrético a la

deficiencia de cobre.

2.3. Fuentes y biodisponibilidad

Las mayores concentraciones de este mineral las podemos encontrar en
cereales integrales, frutos secos, algunos tipos de queso y leguminosas. También
existe en menor cantidad en higado, pescado y marisco, verduras, frutas, cacahuete y
chocolate. En la tabla | podemos observar los alimentos con mayor contenido en cobre

por 100 g de alimento.

Los suplementos de cobre no deben contener mas del 100% de la ingesta
diaria recomendada y siempre ha de ser bajo prescripcibn médica ya que existen

algunas patologias asociadas al exceso de cobre en el organismo.

50



Pan integral 320 Esparragos 100
Pan blanco 170 Higado 2822
Pasta 120 Setas 11
Sémola 189 Foie-gras 390
Queso Emmental 1170 Almejas, ostras 343
Cacao en polvo 1100 Anchoas 210
Chocolate leche 400 Atln 130
Galletas Maria 120 Higos secos 312
Acelgas 250 Almendras 1107
Peras 113 Avellanas 1530
Berenjenas 112 Cacahuete 670
Espinacas 128 Nueces 2250

Tabla I. Contenido de cobre en pg por 100 g de alimento.

2.4. Requerimientos

A través de los alimentos y mediante el consumo de una dieta equilibrada, se
pueden aportar unos 2 mg/dia. La ingesta media segun el Instituteof Medicine (2002),

esta estimada en 1-1.6 mg/dia.

Las recomendaciones, segin Food and Nutrition Center of the Institute of
Medicine, varian dependiendo de la edad fisiologica de los individuos. De este modo

se propuso la siguiente tabla (Tabla Il):

0-6 meses 0.20 -

7-12 meses 0.22 -

1-3 afios 0.34 1.0
4-8 afos 0.44 3.0
9-13 afios 0.70 5.0
14-18afios 0.89 8.0
> 19 afios 0.90 10.0
Embarazo 1.00 10.0
Lactancia 1.30 10.0

Tabla Il. Recomendaciones de cobre (Food and Nutrition Center of Institute of Medicine).
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Por otro lado, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la

recomendacién corresponderia a 1-1.4 mg/dia en adulto sano.

En cuanto a las Recommended Dietary Allowances o Ingestas Diarias
Recomendadas (RDA), podemos diferenciar tres grupos diferentes de poblacién. La
RDA para adulto sano es de 0.9 mg/dia, 1 mg/dia en embarazadas y 1.3 mg/dia en

lactantes.

De este modo, la ingesta maxima tolerable (UL) asciende a 10 mg/dia en el

caso de la mujer y a 12 mg/dia en el caso del hombre.

2.5. Deficiencia de cobre

El contenido corporal de cobre en el adulto es de aproximadamente 50-120 mg
(Turnlund et al, 2005). El cobre se encuentra en altas concentraciones en higado, y
cerebro, y, en menor cantidad, en rifién, corazén y pancreas (Mason, 1979), 6rganos
de gran actividad metabdlica. En el musculo lo encontramos en menor cantidad pero
constituye una buena reserva ya que supone una masa considerable,
aproximadamente un 40%. También podemos encontrarlo en bazo, huesos, sistema
nervioso central y algunas proteinas plasmaticas. Mas del 90% de cobre de la sangre
se encuentra unido a la ceruloplasmina. El resto estd unido a la albumina y a

aminoacidos.

El cobre se encuentra en menor cantidad que otros minerales, como el hierro o
el cinc, pero es de gran importancia y biodisponibilidad ya que el organismo tiene

mucha capacidad para absorber este mineral.

Un adulto sano presenta un contenido corporal de, aproximadamente, 1.4-2.1
mg/kg de peso. En cuanto a los niveles sanguineos de cobre, podemos encontrar en
plasma entre 0.70-1.40 mg/L en hombres y 0.85-1.55 mg/L en mujeres. En eritrocitos
la cantidad varia, 10-20 mmol/L. Por otro lado, en érganos se encuentran cantidades

de, aproximadamente, 6.4 mg/kg.
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Teniendo en cuenta la biodisponibilidad del cobre, su absorcion, distribucion y
eliminacion, podemos definir una serie de afecciones o patologias debidas al déficit de

este mineral, que se detecta principalmente en higado.

La deficiencia de cobre normalmente es consecuencia de la disminucién de los
depositos de cobre en el nacimiento, una inadecuada ingesta dietética de cobre, una
pobre absorcion, elevados requerimientos inducidos por un rapido crecimiento o unas

pérdidas incrementadas.

También existen condiciones que pueden requerir un aumento de las necesidades
de este mineral, como por ejemplo, quemaduras, diarreas, enfermedad intestinal,
enfermedad renal, enfermedad del pancreas, extirpacion del estbmago, estrés a largo

plazo, etc.

Las enfermedades relacionadas con el cobre estan asociadas fundamentalmente a
su deficiencia. Actia como cofactor critico cuando se incorpora a cuproenzimas
especificas que catalizan reacciones de transferencia de electrones necesarias para la
respiracion celular, oxidacion del hierro, formaciéon de pigmentos, biosintesis de
neurotransmisores, defensa antioxidante y formacion de tejido conectivo. La
deficiencia de cobre esta asociada a manifestaciones clinicas especificas (Madsen et

al, 1998) como anemia, neutropenia y anormalidades Oseas.

Dentro de las enfermedades ligadas a deficiencia de cobre debemos mencionar la
Enfermedad de Menkes, enfermedad genética de caracter autosémico recesivo ligada
al cromosoma X, que se traduce en una mala absorcién de cobre, aumento de las
pérdidas urinarias y transporte defectuoso hacia los distintos érganos, tejidos y células.
Los principales signos de esta patologia son un retraso en el crecimiento, defectos en
la pigmentacién y queratinizacion del cabello, degeneracion de la elastina y deterioro
mental progresivo.Se caracteriza ademas por la falta de enzimas que permiten la
absorcion y el transporte de cobre al interior de las células. Se produce una
acumulacion de este metal a nivel intestinal pero los niveles de ceruloplasmina son

bajos.

La deficiencia de cobre adquirida produce un conjunto de manifestaciones

hematoldgicas que incluyen la anemia, granulocitopenia y desplazamientos hacia la
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izquierda de las curvas de maduracion granulociticas y eritrocitarias con precursores
vacuolados y sideroblastos anillados en la médula 6sea (Dunlap et al, 1974;
Summerfield et al, 1992; Fiske et al, 1994; Willis et al, 2005).

Las manifestaciones neurolégicas en humanos producidas por la deficiencia de
cobre adquirida han sido objeto de estudio desde hace relativamente poco tiempo. La
patologia mas comun es una mielopatia que se presenta con movimientos espasmicos
y ataxia sensorial (Schleper y Stuerenburg, 2001; Kumar et al, 2003a, 2003b, 2004a,
2004b, 2004c, 2004d, 2005, 2006; Hedera et al, 2003; Greenberg y Briemberg, 2004,
Prodan et al, 2004; Rowin y Lewis, 2005). Asi mismo, se han descrito otras
manifestaciones tales como neuropatia periférica aislada (Gregg et al, 2002),
desmielinizacién del sistema nervioso central (Prodan y Holland, 2000; Prodan et al,
2004), miopatia (Kumar et al, 2004b) y neuritis 6ptica (Gregg et al, 2002). La
asociacion de estas patologias a la deficiencia adquirida de cobre, no esta establecida

de una forma inequivoca.

En resumen, la deficiencia de este mineral puede originar:

- Anemia.

- Hipercolesterolemia, potenciando asi una patologia cardiovascular.

- Alteraciones 6seas.

- Reduccién de glébulos rojos.

- Pérdida de color del cabello.

- Piel palida por falta de pigmentacién.

- Calvicie.

- Mala cicatrizacion de las heridas.

- Fibrosis miocérdica.

- Cirrosis hepatica.

- Raquitismo.

- Disminucién de la enzima citocromo C oxidasa en higado, musculo y tejido
nervioso, ya que esta enzima desempefia una funcion en la mielogénesis por
fosforilacion oxidativa.

- Disminuciéon de la catalasa, aumentando de este modo la producciéon de

perdxido de hidrégeno, potencial cancerigeno.
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En casos extraordinarios, algunos individuos pueden estar genéticamente
predispuestos a un trastorno relacionado con el cobre. Sin embargo, existe una
preocupacion por una deficiencia marginal de cobre, es decir, niveles que no son tan
severos como para causar manifestaciones clinicas, ya que ésta podria impedir una
salud normal en formas tan sutiles como menor resistencia a las infecciones,
problemas en el sistema reproductor, fatiga general o debilitamiento o impedimento de

la funcién cerebral.

La deficiencia de cobre provoca una acumulacion de perdxidos lipidicos
arteriales, debido posiblemente al descenso de la actividad de la Cu/Zn-SOD
(Magalova et al, 1994). Muchos de los efectos patolégicos de la sobrecarga de cobre,
sin embargo, son un dafio oxidativo de las membranas o macromoléculas (Fernset al,
1997). La ingesta de cobre ha demostrado efectos tanto pro-oxidantes como
antioxidantes; la ceruloplasmina, principal proteina que contiene el cobre plasmatico,
puede actuar a su vez como antioxidante (AO) o pro-oxidante, dependiendo de las
condiciones ambientales (Ferns et al, 1997). Por tanto, el rol definitivo del cobre en los

procesos oxidativos es todavia un tema de debate.

La hipétesis del Zn/Cu propuso un aumento del riesgo aterosclerético en

situacion de deficiencia de cobre debido a hipercolesterolemia (Klevay, 2000).

Por otro lado, existen una serie de situaciones que provocan un déficit de este

mineral, como son:

- Pacientes alimentados a través de nutricién parenteral.

- Pacientes con dialisis renal.

- Niflos prematuros.

- Problemas genéticos.

- Consumo excesivo de cinc, hierro o antiacidos.

- Diarrea croénica, lo que disminuye la actividad de la ceruloplasmina en el suero
paralelo a una disminucién de cobre (sobre todo en lactantes).

- Enfermedad de Menkes, caracterizada por una disminucion en la absorcion de
cobre.

- Kwashiorkor o marasmo, produciendo deficiencia en higado y sangre.
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- Infantes alimentados con leche de vaca (ingesta menor a 48 mg/dia/kg peso de
cobre).
- Nefrosis, con exceso de pérdida urinaria de ceruloplasmina.

- Sindrome de malabsorcién intestinal.

3. PACIENTE CRITICO

“Se denomina paciente critico aquel enfermo cuya condicién patologica afecta a
uno o0 MAas sistemas, que pone en serio riesgo actual o potencial su vida y que
presenta condiciones de reversibilidad, que hacen necesaria la aplicacién de técnicas

de monitorizacion, vigilancia, manejo y soporte avanzado”.

Hace mas de 2.300 afios los médicos egipcios percibieron que algunos de sus
enfermos sufrian deficiencias nutricionales. Estos curadores administraban a sus
pacientes enemas e irrigaciones nutritivas. Los médicos griegos adoptaron las mismas
costumbres y administraron de irrigaciones rectales compuestas por vino, suero, leche,

tisana y caldo de escanda.

Aquapendente (1617) describié la alimentacion forzada y dibuj6 una sonda

nasogastrica.

En 1879, Bliss expuso los beneficios de la alimentacién por via rectal a través de

una sonda rectal y una jeringa.

En 1770, Hunter sin embargo defendia la via gastrica o coldnica.

En 1939, Elman y Weiner describieron la nutricién parenteral con una solucion de

hidrolizado de caseina administrada a través de una puncién venosa.

Wilmon et al en 1968 y Daily et al en 1970 disefiaron los procedimientos para la
administracibn de nutrientes con ayuda de sistemas venosos de alto flujo. Esta
estrategia evitaba las trombosis y esclerosis que impedia a los clinicos administrar

soluciones de hidrolizado de caseina a través de las venos periféricas (Klein, 1997).
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Aunque ninguna de las vias parecia adecuada para satisfacer las necesidades
nutricionales de forma completa, la idea de combinar distintos métodos anticipaba los
progresos a los que asistimos en la actualidad. Por el contrario, los esfuerzos de
Bistrian et al produjeron cambios mas rapidos. Estos autores demostraron la
necesidad de evaluar el estado nutricional de los pacientes hospitalizados y su trabajo
despert6 la conciencia de que la nutricion influia beneficiosamente en la recuperacion

de los pacientes (Casanova et al, 1997; Monterrey et al, 2001; Garcia, 1997).

La combinacion de las técnicas de identificacion de los pacientes que necesitan
soporte nutricional con las herramientas que permiten una intervencion satisfactoria
permitié el disefio de una estructura sobre la cual establecer una investigacién clinica
en nutricion. De los beneficios de la via parenteral para la administracién de nutrientes,
las investigaciones evolucionaron hacia una apreciacion de las ventajas fisiol6gicas y
nutricionales de la alimentacién enteral. Las soluciones de proteinas hidrolizadas
administradas por via endovenosa fueron sustituidas por soluciones formadas casi
exclusivamente por aminoacidos purificados. Esto sucedié en un momento en el que
se defendia el uso de soluciones enterales complejas o de oligopéptidos, con
preferencia a las preparaciones enterales elementales (Bernstein, 1994; Woodcock et
al, 2001; Gémez, 2001).

En la actualidad las normas y el 42% de las recomendaciones para la nutricion
parenteral y enteral en adultos y nifios se basan en estudios clinicos controlados y
aleatorizados. Otro 26% de las normas se apoyan en estudios no controlados y las

practicas restantes proceden del consenso o de la opinidn de expertos (Blesa, 2001).

3.1. Situacién clinica y nutricional del paciente

El paciente critico es un individuo que presenta unos requerimientos
metabolicos aumentados. Una nutricion adecuada se torna un factor indispensable en
todo proceso terapéutico. En la UCI de los hospitales, los pacientes presentan estados
hipermetabdlicos y catabdlicos intensos, y un grado elevado de estrés quirdrgico,
térmico, traumatico o séptico. Sus padecimientos de base pueden estar complicados
con otras enfermedades o disfunciones y fallo de multiples érganos, lo que obliga al

empleo de diversas formas de apoyo para mantener la vida. La provision correcta y
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oportuna de energia y nutrientes es fundamental para estos individuos ya que pueden
salvarles la vida. La mayoria de las indicaciones dietéticas expresan sélo conceptos
generales, pues se disefian mediante estandarizacién, sin tener en cuenta aspectos

individuales del paciente.

Centrandonos mas en los micronutrientes, su deficiencia estd presente a
menudo en pacientes hospitalizados. La deficiencia se produce debido a una
administracion inadecuada o inapropiada, unos requerimientos alterados o
incrementados, un aumento de las pérdidas, afectando a diversos procesos
bioquimicos, provocando la disfuncién de 6rganos, mala cicatrizaciéon y un estado

inmunoldgico alterado, con secuelas perjudiciales.

El disefio de un apoyo nutricional apropiado pone a prueba el conocimiento y el
real ingenio del médico y el equipo de profesionales de la salud responsables de la

atencion de estos pacientes.

Existen una serie de valoraciones que se llevan a cabo en el paciente critico
con el objetivo de conocer el estado clinico y nutricional en el que se encuentra. Estas
valoraciones corresponden a SRIS/SEPSIS, Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) y Score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II (APACHE II).
Estos, posteriormente, habran sido utilizados como criterios de inclusion de los

pacientes en nuestro estudio.

3.1.1. Tipos de valoraciones del estado clinico v nutricional del paciente

SRIS/Sepsis

El SRIS se caracteriza por ser una reaccion proinflamatoria anormal y
generalizada que se presenta en érganos a distancia de la agresion inicial. Una vez
iniciada la respuesta inflamatoria, se ponen en marcha mecanismos compensatorios,
siendo la evolucion dependiente del balance entre SRIS y los mecanismos
compensatorios de la respuesta inflamatoria, pudiendo desencadenar en un sindrome

de Disfuncién/Fracaso Multiorganico (DMO/FMO) o incluso la muerte.
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Las causas del SRIS son muy variadas, desde infecciones (en cuyo caso se

denomina sepsis) hasta traumatismos, procesos inflamatorios, etc.

Este sindrome es reconocido clinicamente por la presencia de 2 6 mas de los

siguientes sintomas:

- Temperatura >38°C 0<36°C.

- Frecuencia cardiaca >90 latidos/min.

- Frecuencia respiratoria >20 respiraciones/min.

- Recuento de glébulos blancos >12.000 células/mm?® <4.000 células/mm?®

0>10% de formas inmaduras.

SOFA

Este es uno de los métodos de evaluacibn mas utilizado a la hora de

determinar la existencia de DMO ya que éste evalla la morbilidad de los pacientes,

teniendo una finalidad descriptiva. Es facil de calcular, de manera individualizada, el

grado de disfuncién organica de forma cuantitativa y obtenida periédicamente, por

medio del estudio de seis érganos (tabla ll).

Respiratorio:

) > 400
PaO, / FiO,
Coagulacion:
>150
Plaquetas x 1000
Hepatico: <12
Bilirrubina (umol/L) (< 20)
No
Cardiovascular ) )
hipotension
Neuroldgico:
15
Glasgow
Renal:
Creatinina mg/dl (: 111%))

(umol/L) o diuresis / 24h

<400

<150

12-1.9
(20 - 32)

TAm
<70 mm Hg

13-14

1.2-1.9
(110 - 170)

<300

<100

20-59

(33 -101)

*Dopas< 5
Dobuta

(cualquier dosis)

10-12

2.0-3.4
(171 - 299)

<200
con soporte

respiratorio
<50

6.0-11.9
(102 — 204)
*Dopa >5
6A<0.1
6NA<0.1

6-9
35-4.9

(300 —440) 6
< 500 mL/dia

<100
con soporte

respiratorio
<20

=12
(= 205)
*Dopa > 15
6A>0.1
6NA>0.1

<6
25,0

(>440) 6
< 200 mL/dia

Tabla Ill. Puntuacion SOFA
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APACHE I

El APACHE Il es un sistema de valoracion prondstica de mortalidad que

consiste en detectar los trastornos fisiologicos agudos que atentan contra la vida del

paciente, y se fundamenta en la determinacién de las alteraciones de variables

fisiolégicas y de pardmetros de laboratorio cuya puntuaciéon es un factor predictivo de

mortalidad, siendo este indice valido para un amplio rango de diagndsticos, facil de

usar y gue puede sustentarse en datos disponibles en la mayor parte de las UCI

(Tabla IV).
39— 38.5- 36 — 34— 32- 30—
>41.0 Temperatura Central (°C) <29.9
40.9 38.9 38.4 35.9 33.9 31.9
>160 130- 110- 70 — Presion arterial media 50 — P
<
159 129 109 (mmHg) 69
140- 110- 70 - . . . 40 —
> 180 Ritmo cardiaco (latidos/min) 55 - 69 <39
179 139 109 54
35— 25— 12 - . . . 10 -
>50 Frecuenciarespiratoria 6-9 <5
49 34 24 11
Oxigenacion (mmHg)
Si FiO,> 0.5, considerar la
350- 200- 61 —
> 500 <200 AsDO; 55 - 60 <55
499 349 . : 70
>70 Si FiO,< 0.5, considerar la
PaO,
>7. 7,60 — 750- 7,33- _ 725- 7.15-
pH arterial <7,15
70 7.69 7,59 7,49 7.32 7.24
160- 155- 150- 130 - ) 120 - 111 -
> 180 Sodio (mMol/L) <110
179 159 154 149 129 119
6.0 — 55— 35— ) 25—
>7.0 Potasio (mMol/L) 3-34 <25
6.9 5.9 5.4 2.9
Creatinina (mg/100mL)
2-— 15- 0.6 — )
>3.5 (doble puntuacién en fallo <0.6
34 1.9 1.4 )
renal crénico)
50 — 46 — 30— ) 20 —
> 60 Hematocrito (%) <20
59.9 49.9 45.9 29.9
20 - 15 - 3- ) 5
> 40 Leucocitos (x10°/L) 1-29 <1
39.9 19.9 14.9

Tabla IV. Puntuacion APACHE II.

El indice APACHE Il calculado en el momento del ingreso o al final del dia de

intervencién del

paciente,

nos proporciona

correspondiente al momento de la determinacion.
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Ademas, en este sistema de valoracion, se puntian aspectos como la edad del
paciente (Tabla V) y el estado de salud previo del paciente, es decir, el motivo de

ingreso en UCI.

<44 0 puntos
45 - 54 2 puntos
55-64 3 puntos
6574 5 puntos
=275 6 puntos

Tabla V. Puntuacién APACHE Il segun edad.

Estado de salud previo: si el paciente antes de ingresar en el hospital, tiene historia de
insuficiencia severa de Organos o0 de compromiso inmunitario, se asignara una

puntuacion de la siguiente manera:

- Pacientes no quirtrgicos o postoperatorios de cirugia urgente: 5 puntos.

- Pacientes con postoperatorios de cirugia programados: 2 puntos.

3.2. Valoracién clinica del estatus nutricional

Bristrian et al (2006) utiliz6 técnicas de valoracién sencilla para demostrar la
epidemia de malnutricion que afectaba a los pacientes hospitalizados. Estas técnicas
sirvieron para alertar a los médicos sobre la posibilidad de complicaciones evitables.
Entre los métodos utilizados para identificar grados de malnutricion se encuentran los

antropomeétricos, los bioquimicos y los inmunolégicos.
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3.2.1. Valoracion bioquimica

Pretende estimar, a nivel plasmético o celular, las concentraciones o
cantidades de nutrientes, y las situaciones de las funciones metabdlicas o corporales
en las que estan directamente implicados. La determinacion bioquimica puede ser

distinta segun el estadio de nutrientes de los pacientes.

La fase donde la ingesta de nutrientes es reducida, conduce a una depleciéon
de los depdsitos corporales o margenes celulares de reserva pero no existen audn
niveles disminuidos de nutrientes como para que se vean alterados el metabolismo y

las funciones celulares.

Los métodos estan conducidos a determinar:

- Niveles de reserva.

- Niveles circulantes.

- Niveles de excrecioén urinaria.

- Niveles de actividades enziméaticas.

- Niveles de sustancias con significado fisioldgico.

- Lesiones relacionadas con deficiencia nutricional.

Existen una serie de limitaciones en esta evaluacién bioquimica:

- Algunos métodos de determinacion de vitaminas y minerales son imprecisos.

- No existen niveles de referencia para algunos analitos.

- Una evaluacion o disminucion en los niveles plasmaticos o celulares de
muchos nutrientes e incluso de funciones especificas, puede deberse a
situaciones no nutricionales.

- Muchos parametros se pueden enmascarar en caso de deficiencia o exceso.

Generalmente, las determinaciones bioquimicas en sangre se realizan en suero
pero, para una evaluacion completa, las determinaciones pueden realizarse por

separado en plasma y eritrocitos.

Los parametros mas comunmente utilizados son:
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- Hemograma.

- Pardmetros bioquimicos en sangre: glucemia, perfil lipidico, urea, creatinina,
proteinas totales.

- Metabolismo del hierro.

- Vitaminas.

- Minerales.

- lones.

- Paradmetros bioguimicos en orina.

Las herramientas bioquimicas hoy existentes para la valoracion de la nutricién,
se basan en la capacidad del organismo para sintetizar proteinas lo que, a su vez,

depende de una nutricion adecuada.

¢ Variables bioguimicas indicativas del estado de las proteinas musculares:

- Indice creatinina/altura: Mide el catabolismo muscular. Sus valores estan

influenciados por la cantidad y contenido proteico de la dieta y por la edad. En
el paciente critico el indice creatinina/altura detecta la malnutricién al

ingreso, pero carece de valor prondstico o de seguimiento de forma aislada.

- 3-Metil-histidina: Es un aminoacido derivado del metabolismo muscular

proteico. Sus valores aumentan en situaciones de hipercatabolismo vy
disminuyen en ancianos y en pacientes desnutridos. En el paciente critico es
un parametro de seguimiento nutricional, renutricién y catabolismo

muscular.

- Excrecion de urea: Es un método habitual de medicidn del catabolismo

proteico. También estima la pérdida de creatinina y acido Urico. Sus valores
presentan variaciones en relacion con el volumen intravascular, el aporte
nitrogenado y la funcion renal. En el paciente critico es un indice de la

intensidad de la respuesta metabdlica al estrés.
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Balance nitrogenado: Es un buen pardmetro de renutricion en pacientes
postoperados con estrés o desnutricion moderada. En el paciente critico, no es
valido como parametro de desnutricion y seguimiento nutricional, pero si como

indice de prondstico nutricional.

e Variables bioquimicas indicativas del estado de las proteinas viscerales:

Albumina: Es el pardmetro bioquimico méas frecuentemente utilizado en la
valoracion nutricional. Una reduccion significativa de los valores de albumina se
asocia con un incremento en la aparicion de complicaciones y en la mortalidad.
Los valores de albumina al ingreso de los pacientes criticos tienen valor
pronostico. No obstante, dichos valores son poco sensibles a los cambios
agudos del estado nutricional (por la elevada vida media de la albumina: 20
dias). La albumina sérica tampoco es un buen parametro de seguimiento
nutricional, aunque sus valores pueden relacionarse con la extension de la

lesion.

Prealbdmina: Su vida media corta (2 dias), la convierte en un parametro de
evolucion y seguimiento en el paciente critico, habiéndose apreciado que la
prealbumina es el pardmetro mas sensible a los cambios en el estado
nutricional. No obstante, sus valores estan interferidos por factores no
relacionados con el estado nutricional: disminuyen en la infeccion y en la

insuficiencia hepéatica y aumentan en el fracaso renal.

Transferrina: Presenta una baja sensibilidad y especificidad cuando se analiza
de forma individual. Sus niveles plasméticos estan aumentados en la anemia
ferropénica y disminuidos en la enfermedad hepética, sepsis, sindrome de
malabsorcion y alteraciones inespecificas inflamatorias. El déficit cronico de
hierro, la politransfusion y las alteraciones en la absorcién intestinal, lo
invalidan como parametro nutricional en el paciente critico. Su vida media es
de (8-10 dias).
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- Somatomedina: Se trata de un péptido de bajo peso molecular, cuya sintesis
esta regulada por la hormona de crecimiento y el factor | de la insulina. Mide la
intensidad de la respuesta metabdlica de la agresion y es un buen parametro
de seguimiento nutricional. La complejidad en su determinacion y su elevado

coste limitan su uso.

e Otras proteinas:

La proteina C, alfa-1-antritripsina, alfa-1-glicoproteina, alfa-2-macroglobulina, la
fibronectina, el fibrinbgeno y la haptoglobina, son proteinas inespecificas cuyo valor
puede encontrarse relacionado con la intensidad de la respuesta metabdlica. No
obstante, pueden alterarse también por un gran numero de situaciones no

relacionadas con el estado nutricional.

3.2.2. Valoracién inmunoldgica:

De la desnutricion se sabe que deprime la produccién de anticuerpos, la
funcién de las células fagociticas y los niveles de complemento. El recuento total de
linfocitos es uno de los parametros (tiles para evaluar la malnutricion y sus efectos en
el paciente (Cristobal, 1999).

En todo caso, como no existe una prueba perfecta, el juicio clinico debe
basarse en las medidas antropométricas y en la valoracién clinica subjetiva para
determinar la probabilidad de malnutricion. Esta determinacién se hace antes de
proceder a estudios bioguimicos e inmunoldgicos, que permiten confirmar

posteriormente la evaluacién clinica.

3.2.3. Contenido corporal de cobre:

La medida del estatus nutricional de elementos traza u oligoelementos en
plasma se invalida con la presencia de respuesta inflamatoria sistémica. En la practica

diaria, el estatus de micronutrientes se determina normalmente midiendo los
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elementos traza y las vitaminas en el plasma. Sin embargo, las concentraciones
plasmaticas de elementos esenciales pueden fluctuar independientemente del estatus
nutricional (Galloway et al, 2000).El incremento de las concentraciones de cobre por la
ceruloplasmina, proteina principal que contiene cobre en plasma, es un marcador
positivo de la fase aguda (Di Silvestro, 1989).

Eleanor et al manifestaron la inadecuacion de la medicién de cobre en plasma
para evaluar el estado nutricional durante una respuesta inflamatoria aguda, y en

cambio apoya el potencial de los eritrocitos como medio para medir dicho estatus.

e FEvaluacion del estatus de cobre:

En la deficiencia severa de cobre, el cobre sérico y los niveles de
ceruloplasmina se encuentran bajos y reflejan el estatus de cobre del cuerpo. Sin
embargo, en una deficiencia marginal, estos paradmetros son normales y no reflejan el
estatus real de cobre del organismo. Ademas, la ceruloplasmina es un reactivo de fase
aguda; en presencia de procesos antiinflamatorios, sus niveles, asi como los de cobre
pueden estar elevados, incluso con deficiencia marginal de cobre (Turnland, 2005;
Mason, 1979). Los niveles de cobre en pelo, ufias y saliva han sido propuestos como
indices del estatus de cobre pero se consideraron poco fiables. La citocromo oxidasa y
la superdxido dismutasa en eritrocitos se consideran medidas potenciales de la

adecuacion de cobre, pero no han sido estudiados con detalle (Turnland, 2005).

3.3. Requerimientos nutricionales especificos en el paciente critico

El aporte de los requerimientos energéticos y proteicos a los pacientes
criticos es complejo, ya que hay que tener en cuenta tanto las circunstancias clinicas
del paciente como su momento evolutivo. Es importante considerar no sélo el aspecto
cuantitativo del aporte de estos macronutrientes, sino la calidad de los mismos,

seleccionando entre las diversas posibilidades disponibles.

El papel de los micronutrientes, hasta hace poco considerado de segundo

orden, se muestra cada dia mas importante en los pacientes criticos.
66



3.3.1. Energia

A partir de numerosos estudios sobre el gasto energético se ha estimado un

aumento sobre el gasto energético basal del 20% al 60% (Planket al, 1998).

Las estimaciones de las necesidades energéticas en los enfermos criticos con
sepsis han ido evolucionando desde el concepto de “infra-alimentacionpermisiva” en

los primeros dias de ingreso en UCI (Heylandet al, 2003).

Varios estudios (Frankenfield et al, 1997)sobre pacientes con politraumatismo
y buen estado nutricional previo, encuentran que aportes isonitrogenados y con
aporte calérico superior, igual o inferior al gasto energético en reposo no previenen el
catabolismo proteico, sugiriendo, de acuerdo con otros estudios (Muller et al, 1995;
Streat et al, 1987), que no parece necesario aportartodo el gasto energético medido, al
menos durante las primeras fases del estrés, ya que no se consigue disminuir las
pérdidas nitrogenadas con aportes cal6ricos por encima del mismo, produciéndose
depdsitos de grasas y apareciendo complicaciones metabdlicas secundarias a la

sobrealimentacion.

En pacientes en los que se determina el gasto energético mediante calorimetria
indirecta, se recomiendacomenzar con un aporte energético alrededor del 80% durante
los primeros 7-10 dias tras la fase de estabilizacion, dado lo préximos que estan el
gasto energético en reposo y el gasto energético total durante esta primera fase
(Weissman et al, 1995; Frankenfield et al, 1997). Posteriormente se deberia aumentar
elaporte energético pero sin sobrepasar en las primeras semanas el 120-130% del
gasto energético, dado el aumento del mismo durante la segunda semana y la fase de

convalecencia (Uehara et al, 1999).

En pacientes con desnutricion previa importante y sin altos niveles de agresion
se pueden utilizar aportes en el rango mas alto.En pacientes donde no se pueda
medir el gasto energético son aplicables las recomendaciones de la American
College of Chest Physicians (ACCP) (Cerra et al, 1997) y de la American Society
for Enteral and Parenteral Nutrition (ASPEN, 2002).
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Estas recomendaciones abarcan todo tipo de paciente critico, estando contem-

pladas diferentes situaciones clinicas y metabdlicas, por lo que no son muy ajustadas.

Una recomendacion valida seria la de aportar una cantidad de 25-30 kcal/kg
de peso. El peso a utilizardeberia ser el previo a la agresion o el peso ajustado en
caso de obesidad. La American Gastroenterological Association (AGA, 2001)
recomienda que el aporte energético se haga en relacion al indice de Masa Corporal
(IMC) segun la Tabla VI.

indice de Masa Corporal Necesidades Energéticas
(Kg/m?) (Kcal/Kg/dia)
<15 35-40
15-19 30-35
20- 29 20-25
>30 15 — 20 (sin exceder >2000Kcal /dia en

pacientes criticos)
Tabla VI.Recomendaciones de aporte energético en funcién del IMC
Recogido de: Ortiz et al, 2005

El aporte energético puede hacerse también en relacion al aporte nitrogenado.
La proporcion Kcal NP/gN, media es de 110-130 Kcal/gN,. No obstante, si el paciente
se encuentra en grados de estrés avanzados, con presencia de disfuncién

multiorganica, esta relacion puede descender hasta 80 cal/gN..

3.3.2. Proteinas

El paciente critico es un paciente hipercatabdlico que presenta intensa
destruccion proteica. Por tanto el aporte proteico es absolutamente necesario. Aunque
las pérdidas nitrogenadas puedan ser muy altas, especialmente en pacientes
traumatizados y quemados, no se recomiendan aportes muy elevados dadoque ello
podria conducir a un aumento de la degradacion proteica neta. Un aporte de 1.5
g/kg/dia reduce el catabolismo proteico en un 70%, pero si se incrementa a 2.2
g/kg/dia, la degradacion proteica neta se ve incrementada. Por tanto, parece que la
elevacion del aporte proteico por encima de un determinado nivel critico incrementaria

la tasa de catabolismo (Campbell, 1997).
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En situacion de estrés metabdlico se incrementan la pérdida de nitrégeno, y los
aminodcidos liberados del musculo esquelético se emplean para la gluconeogénesis y
sintesis de otras proteinas necesarias para el sistema inmunoldgico y reparacion de

otros tejidos afectados.

Los requerimientos de proteinas para pacientes en situacion de estrés
metabdlico pueden oscilar entre 0.8-2 g/kg/dia, y en pacientes con sepsis se estima
gue las proteinas a administrar se encuentran entre 1.5-2 g/kg/dia (Martindale et al,
2009; Shaw et al, 1987). Sin embargo los requerimientos pueden ser mas altos en los
pacientes con pérdidas de nitrdgeno excesivas, en los pacientes con quemaduras
graves o con heridas grandes abiertas, y ademas la cantidad y calidad de las proteinas
pueden ser alteradas en los pacientes con insuficiencia renal aguda o hepatica
(Gottschlich, 2009). Ademas en situaciones de estrés, las necesidades proteicas son
proporcionalmente mayores a las de energia, es decir, que el porcentaje de la energia
procedente de las proteinas, es mayor en personas con estrés metabdlico que en las

personas sanas.

El 15-20% de las calorias totales diarias deben serdadas en forma de
proteinas. Debe iniciarse con aportes de 1.2-1.5 g/kg/dia, ajustdndose de acuerdo

con controles periédicos de balance nitrogenado y cambios en la urea plasmatica.

Existen diferentes soluciones de aminoacidos que pueden ser utilizadas en la
nutricién parenteral del paciente critico: soluciones estandar, soluciones enriquecidas
en aminoacidos de cadena ramificada, formulas hepaticas. Respecto a la nutricién
enteral, el aporte puede llevarse a cabo mediante proteinas intactas, hidrolizados

proteicos, aminoacidos libres o mezclas de todos ellos en diferentes proporciones.

Situacion clinica Necesidades proteicas diarias (g/kg de peso
ideal/dia)
Normal 0.8
Estrés metabdlico 1.0-1.5
Fracaso renal agudo sin dialisis 0.8-1.0
Hemodialisis 12-14

Tabla VII.Recomendaciones de proteinas en nutricién parenteral segin la situacion clinica.
Ortiz et al, 2005
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En la Tabla VII se recogen las recomendaciones para el aporte proteico en

funcion de la situacion clinica (segun la AGA).

3.3.3. Carbohidratos

La oxidacién de la glucosa aumenta en los pacientes con sepsis y hasta cierto
punto puede proporcionar la ruta adecuada para la administracion exégena de
glucosa. Wolfe (1997), en una serie de estudios realizados, concluyé que el aporte de
calorias no proteicas a los pacientes con sepsis deberia ser en gran parte a través de
proteico (Wolfe, 1997).

La administracion de hidratos de carbono deberia de suministrar el 50-60% de
la energia total, para evitar la oxidacidn excesiva de glucosa y contribuir la litogénesis.
En términos absolutos, no debe realizarse un aporte superior a 7 g/kg/dia de hidratos
de carbono, ya que un aporte excesivo de hidratos de carbono eleva las

concentraciones de glucosa en sangre (200mg/dL) (Gottschilch, 2009).

La glucosa continta siendo el principal substrato calérico en el paciente critico
en general, aun cuando en algunas situaciones de agresion la fuente energética sea
mixta (hidratos de carbono y grasa). Los hidratos de carbono constituyen entre el 50-
70% de las calorias no proteicas en el metabolismo. Una perfusiénde glucosa a 4
mg/kg/min sélo suprime la gluconeogénesis al 50% y ademas suprime el catabolismo
proteico en un 10-15%; por lo tanto se recomienda que elaporte de glucosa no

sobrepase el valor de 5 g/kg/dia.

El aporte de glucosa debe ajustarse para intentar que los niveles de glucemia
sean inferiores a 140 mg/dL, recurriendo a la administracion de la cantidad necesaria
de insulina. Esta recomendacion estaria basada en los resultados de algunas
publicaciones que indican una mayor morbimortalidad en los pacientesque tienen
niveles de glucemia elevados (Van den Berghe et al, 2007), aunque es cierto que el

valor 6ptimo de glucemia en pacientes criticos estd aun por definir.

En un estudio realizado en pacientes criticos sometidos a ventilacion mecanica

(Vvan Den Berghe et al, 2007) analizé la influencia del mantenimiento de las
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concentraciones de glucosa en sangre entre 80-110 mg/dl, sobre més de 1500
pacientes poniendo de manifiesto que un control de la glucemia durante la estancia en
UCI disminuyé los niveles de mortalidad, y ademds, se produjo un 46% menos de
episodios de septicemia en comparacion con los pacientes que tuvieron

concentraciones de glucosa en sangre superiores.

3.3.4. Lipidos

Los lipidos exdgenos pueden utilizarse con eficacia como fuente de energia
durante la sepsis, aunque la composicion Optima de varias fuentes de lipidos sigue
siendo polémica. Hay dos caracteristicas de los lipidos que los hacen una fuente de

energia valiosa para los pacientes con sepsis (Gottschilch, 2009):

e Son muy energéticos, aportando 9 kcal/lg, lo que permite administrar mas
calorias en poco volumen, siendo esto una gran ventaja en los pacientes con

restriccion de volumen.

o Poseen un coeficiente respiratorio inferior al de los hidratos de carbono, por lo
gue la oxidacién de los lipidos puede reducir las concentraciones sanguineas de

diéxido de carbono.

Otras funciones importantes de los lipidos para el soporte nutricional son:

- Transporte de vitaminas liposolubles.

- Formacion de estructuras en las membranas celulares.
- Precursores de eicosanoides.

- Produccion de citosinas.

- Interaccién con la expresion génica.

Dado que en el hombre no existe la desaturasa hepéatica, que produce las
series de acidos grasos n-3 y n-6, tanto el acido linoleico como el linolénico son acidos
grasos esenciales. El aporte de lipidos es, por tanto, imprescindible para evitar el
déficit de acidosgrasos esenciales (debe aportarse al menos un 2% de las calorias en
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forma de &cido linoleico y un 0.5% como acido linolénico) y para mantener la
estructura de las membranas celulares y la funcidon de éstas en la modulacion de las

sefales intracelulares (Ortiz et al, 2005).

En el soporte nutricional se emplean actualmente triglicéridos de cadena larga
pertenecientes alas series n-3, n-6 y n-9, bien de manera individual o en combinacion
con triglicéridos de cadena media en una proporcion 50:50, o como lipidos

estructurados.

Se deben aportar lipidos alcanzando hasta el 40% del aporte calérico no
proteico. La cantidad minimaseria la de 1 g/kg/dia, con el fin de evitar déficit de acidos
grasos esenciales. El aporte de grasas no debe exceder la cantidad de 1.5 g/kg/dia. El
aporte de lipidos debe suspenderse si los niveles plasmaticos de triglicéridos son

superiores a 400 mg/dL.

3.3.4. Vitaminas y minerales

Se desconoce, por el momento, cudles y en qué cantidad exacta son

necesarios en paciente critico.

Se considera que el Zn es necesario para el proceso reparador de las heridas
y que su déficit acarrea diferentes aspectos de inmunocompetencia. En situaciones
de agresién, es necesario afiadirlo en cantidades elevadas en la nutricion artificial.
Puede administrarse hasta 13 mg/dia, aunque un aporte de 4.5-6.0 mg/dia, mas un
suplemento de 12.2 mg/dia si el paciente presenta pérdidas intestinales importantes,
debe ser suficiente. Un exceso de aporte de Zn puede producir interferencias en el

metabolismo del Cu.

Respecto al Cu, se considera que aportes de 2-3 mg/dia podrian ser
suficientes en los pacientes que reciben nutricion enteral. No obstante, hay que tener
en cuenta que existen situaciones, como la sepsis y el trauma, donde los valores

plasméaticos de Cu se encuentran elevados en las fases iniciales.
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Otros elementos traza que deberian incorporarse al soporte nutricional son el

manganeso (0.8 mg/dia), el cromo (0.1 mg/dia) y el selenio (hasta 120 mg/dia).

Respecto a las vitaminas, se consideran imprescindibles los aportes de
vitamina A, complejo B, C y E. No obstante, los requerimientos de vitaminas no estan
establecidos para la nutricion artificial del paciente critico. Las diferentes
recomendaciones publicadas (RDA, ASPEN) podrian infravalorar las necesidades de

vitaminas para estos pacientes (Ortiz et al, 2005).

3.4. Soporte nutricional y cobre en paciente critico

A pesar de que la severidad de la enfermedad es el Unico predictor mas
importante de la supervivencia en pacientes criticos, existen muchas preguntas acerca
de la contribucién de otros factores a los resultados de los pacientes. Dos factores son
el papel del estado nutricional y el papel de los suplementos nutricionales, y la relacion

de la suplementacion con los resultados clinicos ha producido resultados diversos.

Consecuentemente, aungque los investigadores generalmente coinciden en que
el estatus nutricional es importante en los pacientes criticos, las guias actuales son
bastante amplias, y el momento, tipo, y cantidad de suplementos puede variar
considerablemente debido a la amplia gama de procesos metabdlicos durante la
enfermedad, y la amplia variacién en las respuestas de los pacientes a una misma

enfermedad.

La relacién entre el estatus nutricional y los resultados de los pacientes es de
particular interés en pacientes criticos cronicos, es decir, pacientes que sobreviven a la
fase de tratamiento de la enfermedad critica pero que tienen hospitalizaciones
prolongadas, debido a su dependencia de los soportes de cuidados intensivos. Incluso
después de que las condiciones clinicas y hemodindmicas de estos pacientes llegan a
ser estables, el pobre estatus funcional, fundamentalmente manifestado por la
dependencia de ventilacibn mecénica, sugiere que los pacientes pueden también
experimentar un fracaso organico, que se define como un nivel de funcionamiento

menor al esperado, asociado con déficits nutricionales.
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Asi, los factores tales como los suplementos nutricionales, tienen el potencial
para influir en la recuperacion y evolucién, pero se sabe relativamente poco sobre el

estado nutricional de pacientes crénicos en estado critico.

Una nutricibn pobre compromete la funcion de la respuesta inmune y de
muchos sistemas, y deteriora la curacion de la herida. En el postoperatorio, la nutricion
insuficiente o tardia se ha asociado con mayores tasas de complicaciéon y mortalidad
(Howard y Ashley, 2003). Estos efectos perjudiciales de una nutricion deficiente
sugieren que el apoyo nutricional del perioperatorio puede influir positivamente en los

resultados de estos pacientes.

El soporte nutricional mejora los resultados clinicos en el paciente critico y la
comprension de sus efectos ha avanzado significativamente en los Gltimos afios. Los
beneficios de la nutricion en los pacientes criticos han sido demostrados en varios
estudios y revisiones (Heyland et al, 1998; Braunschweig et al, 2001; Lewis et al,
2001). En la literatura, se atribuyen una variedad de beneficios potenciales a la
nutricion asociada a la cirugia y la enfermedad critica. Las mejoras fisioldgicas
asociadas a la terapia nutricional conducen a una mejora de la cicatrizacién de
heridas, como se ha demostrado en una variedad de estudios (Heyland et al, 2001,
Schroeder et al, 1986).

El resultado de un paciente mejorado se ha atribuido también a la nutricién
enteral durante el postoperatorio. Esto incluye la disminucién de las complicaciones,
una reduccion de los costos del hospital y una menor estancia hospitalaria, ademas de
una mayor seguridad en comparacion con la nutricion parenteral (Heyland, 1998;
Bozzetti et al, 2011; Huckleberry ,2004; Howard et al, 2003).

Los pacientes criticos son especialmente susceptibles a desarrollar una
deficiencia de micronutrientes, a pesar de lo que se percibe como un reemplazamiento
adecuado. También es importante tener en cuenta estas deficiencias como un
componente del sindrome de realimentacion, que se produce en individuos con
desnutricion severa con terapia de nutricibn parenteral o enteral sin una

suplementacion adecuada de micronutrientes.

74



Si un paciente ha agotado sus depésitos debido a caquexia, sufre pérdidas
severas como resultado de una quemadura, o simplemente presenta una enfermedad
critica que debilita sus reservas en los dias siguientes, los niveles de micronutrientes
deberan ser restaurados y preservado cualquier resto de reservas. Cualquier paciente
gue presente una deficiencia de micronutrientes mientras esté siendo atendido en una
unidad de cuidados intensivos, no ha recibido una buena atencién (Berger et al, 2006).
La suplementacidn con micronutrientes debe comenzar el primer dia de aporte
nutricional y continuar diariamente. Una suplementacién adicional es necesaria cuando

existe una deficiencia identificada.

Hay un consenso general sobre la preferencia de la NE frente a la NP cuando
el intestino se considera con un funcionamiento adecuado y que la NE debe iniciarse
dentro de las 24-48 h desde la admision en UCI (Heyland et al, 2003; Doig et al, 2005;

Kreymann et al, 2006). La NE, por lo tanto, debe iniciarse tan pronto como sea posible.

La NE se administra tipicamente a través de una sonda nasogastrica y en la
mayoria de los casos, coinciden los objetivos nutricionales (Doig et al, 2005); sin
embargo, la alimentacion nasogastrica puede llevar a problemas relacionados con la
motilidad gastroduodenal y una pobre absorcién que se desarrolla en la enfermedad
critica (Dive et al, 1994; Heyland et al, 1996; Ritz et al, 2001).

Cuando se produce una intolerancia a la NE, las opciones incluyen farmacos

procinéticos, alimentacion del intestino delgado o NP suplementaria.
Los médicos deben considerar cuidadosamente la composicion del soporte
nutricional con respecto al contenido de lipidos, antioxidantes, micronutrientes y otros,

dependiendo de la condicién del paciente y si se utiliza la NE o NP.

3.4.1. Soportes nutricionales que pueden aportar cobre al paciente critico

Los requerimientos de micronutrientes en pacientes criticos son desconocidos
(Elia et al, 1995). Un descenso en los niveles séricos puede no indicar una actual
deficiencia, sino una redistribucion. El descenso de los niveles séricos puede ser
actualmente una respuesta adaptativa y beneficiosa (Solomons y Ruz, 1998). La

ASPEN ha establecido guias para la administracion de aditivos de elementos trazas
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via parenteral (ASPEN, 2002). Sin embargo, la composicion de las preparaciones
comerciales de elementos traza disponibles se encuentra lejos de la ideal,
especialmente para uso a largo tiempo. En el estudio se observd que los niveles
tisulares de cobre, manganeso y cromo estan elevados, lo que sugiere que podrian ser

aprobados y estar disponibles otros preparados de estos elementos (Lyon et al, 1989).

La suplementacién de micronutrientes, como los elementos traza y los
antioxidantes, esta basada en el conocimiento de que los pacientes criticos presentan
balances de micronutrientes negativos y una produccion de radicales libres de oxigeno
incrementada (Berger et al, 2007). Mientras que los pacientes criticos han sido
considerados para justificar los suplementos de los oligoelementos, ahora parece ser
una razon para suplementar a la mayoria de los pacientes de la UCI con un conjunto
de micronutrientes, incluyendo selenio, cinc y cobre para disminuir las complicaciones

infecciosas y la mortalidad (Heyland y Dhaliwall, 2005; Berger y Shenkin, 2006).

3.4.2. Suplementacién de cobre en Nutricién Parenteral (NP)

La ruta més fiable de administracion de micronutrientes es la intravenosa o
parenteral. La suplementacion de cobre es esencial en nutricion parenteral para evitar
los efectos adversos de la deficiencia. La recomendacion para el cobre (RDA) es de
1100 ng, mientras que la dosis diaria en nutricibn parenteral es de 300-1500 pg
(Menéndez AM, 2012)

Las primeras guias de suplementacién de cobre en NP fueron formuladas por
el comité experto de la Asociacion Médica Americana (Expert Panel for Nutrition
Advisory Group, 1979). Las recomendaciones estaban basadas en la ingesta oral, la
absorcion gastrointestinal y las consideraciones fisiolégicas generales, porque en
aquel momento no existian datos especificos sobre dosis apropiadas de cobre para
pacientes que recibieran NP. Se sugirié6 un amplio rango de suplementacion entre 0.5
y 1.5 mg/dia para adultos (Expert Panel for Nutrition Advisory Group, 1979).
Posteriormente, estudios basados en adultos que recibian NP y mantenian la ausencia
de nutricion oral, indicaban que la suplementacion media Optima de cobre en
soluciones de NP ascendié a 300ug/dia (Shike et al, 1981).
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Un exceso de cobre en la suplementacion de las soluciones de NP puede

acumularse en el higado y en otros tejidos, y puede causar dafios.

Guias posteriores sobre la suplementacion de cobre en soluciones de NP para
adultos, adoptan los resultados del balance de estudios mencionados anteriormente
(Shike et al, 1981). El comité experto de la ASPEN recomiendaba una dosis diaria de
300-500 pg/dia para adultos (ASPEN, 2002).

Basandose en la literatura disponible, la suplementacion con cobre deberia ser
prescrita para pacientes que reciben NP en una dosificacién de 300 ug/dia, con una
dosis menor en pacientes con enfermedad hepética (aproximadamente 150 ug/dia), y
una dosis mayor en aquéllos con prolongadas y excesivas pérdidas de fluidos

gastrointestinales (400-500 nug/dia).

3.5. Estrés oxidativo en paciente critico

El estrés oxidativo se reconoce cada vez mas como un elemento central en la
fisiopatologia subyacente de la enfermedad critica, especialmente, del fallo orgéanico.
Este estrés oxidativo estAd causado por especies reactivas de oxigeno (ROS) y
especies reactivas de nitrégeno (RNS). Aunque estas especies se producen
constantemente en circunstancias normales, los pacientes criticos pueden incrementar
drasticamente su produccién. Algunas fuentes de estrés oxidativo durante la
enfermedad critica incluyen la activacién de células fagociticas del sistema inmune,
produccion de éxido nitrico por el endotelio vascular, liberacion de iones Fe (lll) y Cu
(I, y metaloproteinas, e isquemia/reperfusiéon inducidos por dafios en los tejidos. Las
ROS han desempefiado claramente papeles en la sefializacion, la modulacion, la
proliferacién, la apoptosis y la proteccién celular. Sin embargo, las ROS, también son
capaces de atacar a las proteinas, polisacaridos, acidos nucleicos y acidos grasos
poliinsaturados, que resulta en un dafio celular y disfuncién de los tejidos (Lovat y
Preiser, 2003). En la enfermedad critica, las ROS pueden ser producidos a partir de
una disfuncion mitocondrial, como se observa claramente en el shock séptico (Brealey
et al, 2002). Ademas, las ROS pueden desencadenar la liberacion de citoquinas de las
células inmunes, activar cascadas inflamatorias, y aumentar la expresion de moléculas

de adhesion, probablemente mediadas a través de la induccion de la expresion del
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factor nuclear xf (Grimble, 1994). La inflamacion y la lesién tisular resultan en una
acumulacion de granulocitos en los 6rganos, lo que perpetda y aumenta la respuesta

inflamatoria y el consiguiente dafio tisular.

Los pacientes criticos tienen niveles reducidos de antioxidantes, eliminadores
de electrones libres o cofactores en plasma, y una actividad disminuida de sistemas
enzimaticos involucrados en la detoxificaciéon de ROS (Therond et al, 2000). El balance
pro-oxidante/antioxidante presenta una relevancia funcional durante la enfermedad
critica ya que esta involucrado en la patogénesis del fallo multiorganico (Alonso de la
Vega et al, 2000; Motoyama et al, 2003; Goode et al, 1995; Metnitz et al, 1999).
Ademas, la capacidad antioxidante de los pacientes con sepsis puede estar
comprometida por un aumento de la utilizacién de las proteinas de unién plasmaticas
como parte de una respuesta inflamatoria aguda y por una inadecuada nutricion
(Goode et al, 1995).

Recientes estudios clinicos han informado sobre los efectos de la
administracion profilactica de antioxidantes, como un componente de apoyo
nutricional, o como intervencion individualizada, a los pacientes en riesgo de
complicaciones relacionadas con la oxidacioén (Bulger y Maier, 2001). La generacion
incrementada de radicales libres y el dafio en pacientes criticos estan asociados con

una mayor morbilidad y mortalidad (Roth et al, 2004).

En humanos existe un sistema complejo de defensa enddgeno disefiado para
proteger los tejidos de la lesion celular inducida por las ROS. Enzimas especiales
como la SOD, catalasa, ceruloplasmina y glutationperoxidasa (GPx) (incluyendo sus
cofactores Zn, Cu, Mn, Se y Fe), y vitaminas, como la vitamina E, C y B-carotenos,
forman una red de mecanismos de defensa. En pacientes criticos, donde las reservas
de antioxidantes estan reducidas, existen unas concentraciones bajas de captadores
intracelulares de electrones libres, y presentan una actividad reducida de los sistemas
enzimaticos implicados en la detoxificacion de ROS (Therond et al, 2000).Los niveles
circulantes de antioxidantes disminuyen rapidamente después de la cirugia o trauma y
permanecen por debajo de los niveles normales durante varios dias, o incluso
semanas (Metnitz et al, 1999). Cuanto mas grave sea el trauma, el sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o sepsis, parece ser que el agotamiento de

antioxidantes es mayor (Alonso de Vega et al, 2002; Motoyama et al, 2003). Estas
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observaciones descritas no son mas que un fendmeno, asi como bajas reservas
enddgenas de los antioxidantes se asocian con un aumento en la generacion de
radicales libres, un aumento de la respuesta inflamatoria sistémica, lesion celular
posterior, y un aumento de la morbimortalidad adin mayor en el estado critico (Metnitz
et al, 1999; Goode et al ,1995).

Las ROS tienen una vida media muy corta, sin embargo, se puede medir en
aumento del estrés oxidativo por la presencia de subproductos lipidicos, ADN o la
oxidacion de proteinas. Se han revisado recientemente marcadores quimicos del
estado antioxidante y estrés oxidativo (Crimi et al, 2006; Mishra et al, 2005; Roth et al,
2004). Existen limitaciones para cada uno de los ensayos utilizados para la
determinacion in vivo de las defensas antioxidantes, el estrés oxidativo y el dafio
relacionado, como ensayos sobre la capacidad antioxidante total, resonancia de spin
electrénico y ensayo Comet. Ademas, muchos ensayos son costosos Yy nho estan
disponibles para fines clinicos. Recientemente, la relaciéon entre el ADN mitocondrial y
el ADN nuclear, se ha propuesto como marcador indirecto de la funcién mitocondrial y
el estrés oxidativo (Hammond et al, 2003). Por el momento, el enfoque mas realista es
la determinacion de una combinacién de biomoléculas oxidadas y antioxidantes

endoégenos.

Debido a que el estado antioxidante se agota en la sepsis, mientras el paciente
se enfrenta a un estrés oxidativo elevado, la justificacion de la intervencién parece
solida. Consiste en restaurar el estado antioxidante endégeno con la suplementacion
enteral o parenteral con dosis farmacoldgicas de nutrientes con propiedades
antioxidantes, o proporcionar componentes exdégenos con propiedades antioxidantes si
se producen de manera natural o por la industria farmacéutica. La evidencia de que los
suplementos antioxidantes contribuyen a limitar el dafio de 6rganos y tejidos causado
por mediadores de sepsis, es cada vez mayor. De hecho, la mejor manera de combatir

la sepsis parece ser evitar el fracaso (Baue, 2006).

Centrdndonos en el cobre, este mineral participa en reacciones de
oxidorreduccioén en las que esta implicado el oxigeno. Existen tres enzimas principales
dependientes del cobre que desempefian un papel en la defensa antioxidante: la
catalasa, la SOD y la ceruloplasmina. A parte podemos encontrar otras como la lisil

oxidasa y la citocromo C oxidasa.
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3.5.1. Ceruloplasmina

La ceruloplasmina, también conocida como ferroxidasa, es la principal proteina
transportadora de cobre en la sangre. Es una enzima sintetizada en el higado que
contiene seis atomos de cobre en su estructura. La ceruloplasmina transporta el 90%
del cobre en plasma. Presenta una actividad oxidasa dependiente de cobre, la cual
esta asociada con la posible oxidacién de Fe* (ferroso) a Fe** (férrico), por lo que

ayuda a su transporte en el plasma, estando asociada a la transferrina.

Tras la incorporacion al hepatocito, el cobre puede pasar a formar parte de la
ceruloplasmina, la cual se secreta en la sangre para el transporte de cobre a los
tejidos o para ser excretado en la bilis. Ademas actia como un desactivador de

radicales libres.

La mayoria de los cambios en las concentraciones plasmaticas de cobre se
asocia con cambios en la cuproenzima ceruloplasmina. A menudo se afirma que esta
proteina representa mas del 80% del cobre en plasma. Sin embargo, estudios mas
recientes sugieren que aproximadamente el 60-72% del cobre en plasma esté ligado a
la ceruloplasmina (Wirth y Under, 1985).Tanto la actividad de la enzima como la
cantidad de proteina inmunorreactiva son mayores en las mujeres. Ya que la
ceruloplasmina es una proteina de fase aguda, también se incrementa en casos de
infeccibn aguda o crénica (Barber y Cousins, 1988), haciéndolo de manera
proporcional a la gravedad de la reaccion de fase aguda. La funcién de la

ceruloplasmina durante la infeccién, puede ser transportar cobre con el fin de estimular
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la sintesis de enzimas dependientes de éste, y/o inactivar los radicales libres
generados durante la inflamacion. Se observa también un incremento en su actividad
durante elestrés inflamatorio (Denko, 1979). La ceruloplasmina esta disminuida en la
desnutricién, nefrosis, sindrome de Menkes (Danks et al, 1972) y hepatitis crénica
(Spechler y Koff, 1980). La actividad enzimética de la ceruloplasmina se ha encontrado
gue esta disminuida en algunos hombres y mujeres alimentadas con dietas pobres en
cobre (Milne et al, 1990; Milne et al, 1988). En estados postprandiales, el 60-95% del

cobre circulante se encuentra incorporado a la ceruloplasmina.

Es probable que una apoceruloplasmina libre de cobre o una forma inactiva de
la ceruloplasmina con un nimero reducido de atomos de cobre esté presente durante

la privacién de cobre (Milne et al, 1988; Matsuda et al, 1974).

3.5.2. Superdéxido Dismutasa

La SOD pertenece a la familia de las metaloenzimas que catalizan procesos de
dismutacion. Esta relacionada con la proteccién frente al dafio oxidativo y téxico de las

células y sus membranas.

De todas las lesiones oxidativas que se producen, la mas importante es la que se
da en el material genético o ADN, ya que abarca fendbmenos letales y mutagénicos.
Normalmente, los dafios que sufren se reparan de manera eficiente, pero si éstos se
acumulan en una cantidad superior a la capacidad de reparacion aumentaran las
patologias y los problemas que las acompafian. Una forma de esta enzima es la
encargada de solucionar estos problemas. Requiere Zn y Cu para que se encuentre en
forma activa (Cu/Zn-SOD).

La Cu/Zn-SOD esta localizada en el citosol de la mayoria de los tejidos y es
una parte integral del mecanismo de defensa del organismo contra las consecuencias

del metabolismo del oxigeno (figura 3).
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Figura 3. Intervencién de la SOD en el metabolismo del oxigeno.

Esta enzima se encuentra en todas las células y es la que permitié conocer la
intervencion de los radicales libres en la biologia humana. Los radicales libres no son
los Udnicos responsables de los problemas organicos; también se debe a la

acumulacion de diversas toxinas en el organismo.

En cuanto a la estructura, decir que se trata de una enzima dimérica y cada
subunidad contiene un atomo de Cu y otro de Zn, para posibilitar la eliminacién celular
de aniones superéxidos muy téxicos para el organismo (Zbronska et al, 1995). La

encontramos en el citoplasma de las células.

La SOD actia como antioxidante y cataliza la reaccion de dismutacion,
reaccion por la que dos moléculas de sustrato idéntico tienen destinos diferentes. En

este caso, una molécula se oxida y otra se reduce.

Existen otras dos formas para esta enzima; una que contiene manganeso y se

encuentra en bacterias y otra que contiene hierro y se encuentra en plantas.
La enzima SOD actia neutralizando el radical anibnsuperéxido, convirtiéndolos

en peréxido de hidrégeno, en concentraciones inferiores a 10 unidades, y siempre en

presencia de cobre.
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Pero con el paso del tiempo, y debido al debilitamiento practicamente inevitable

de estas enzimas antioxidantes, los tejidos del organismo tienden a oxidarse.

e Superéxido dismutasa y cobre:

La SOD se considera el scavenger o eliminador de radicales libres superoxido
més conocido. De manera fisioldgica, su accion en el metabolismo hepatico es la de

formar perdxido de hidrégeno a partir de la xantina y el anion superoéxido.

Los radicales libres, en condiciones fisiol6gicas, son totalmente neutralizados
por antioxidantes naturales como la SOD. Esta neutraliza radicales superdxido (O,-)

convirtiéndolos en peréxido de hidrogeno (H,O,) en presencia de cobre:

20._2 + 2 H ------------------- 9 OZ + H202

La respiracion celular, a modo de resumen, se puede explicar a través de la

reaccion de Fenton, representada a continuacion (Figura 4):

20, ———— = ATP + 2 {‘az—[supc‘rdxldo]
cltocromo-

oxidasa +2H

+ 50D - In

Hy Oy (peréxido de hidrégeno
=agua oxigenada

+0, [0 Fe
+ catalasa

OH- ———

: 50 [0X agues
GPH + se OztHz (oxigeno + agua)

Figura 4. Intervencion del Cu en la reaccion de Fenton.
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Estas enzimas, al actuar como antioxidantes, retrasan o evitan el proceso de
oxidacion celular. El antioxidante, al interaccionar con el radical libre le cede un
electron, y a su vez, se oxida, transformandose en un mineral mas débil, no toxico,

produciéndose una reaccion en cascada.

El radical anion superéxido roba un electron a un elemento antioxidante y éste,
a su vez, se transforma en un radical libre mas débil, que roba un electrén a otro

antioxidante, y asi sucesivamente hasta neutralizar la accién téxica del radical.

La energia que se produce durante estas reacciones se almacena en forma de
ATP, a nivel de las uniones trifosfato, hidrolizando estas uniones cuando el organismo
precisa de energia. El ejercicio fisico, por ejemplo, origina una mayor produccién de
ATP vy radicales libres, y es por esto que se aconseja una carga suplementaria de

antioxidantes después del ejercicio.

o Papel de la superédxido dismutasa:

La SOD es una superdxido dismutasa Cu/Zn dependiente. Es una enzima que
normalmente se encuentra en el interior de la célula y su funcién biolégica, en
condiciones normales, es la de proteger a la célula frente a la agresion de los radicales
libres generados durante los procesos de respiracién celular. La SOD, por tanto, es

capaz de unir dos radicales oxigeno para formar 6xigeno y peroxido de hidrégeno.

¢ Mecanismo de accion de la superéxido dismutasa:

Su mecanismo consiste en dismutar los radicales superoxido que se forman
durante los procesos celulares y que son altamente toxicos para la célula,
convirtiéndolos en oxigeno y perdxido de hidrégeno. En el organismo existe SOD en el
citoplasma de todas las células eucariotas, encargandose de eliminar estas ROS
formadas en el funcionamiento normal de la célula; por el contrario, no existe SOD
extracelular, por lo que las roturas celulares que provocan la liberacion al medio

extracelular de ROS, origina lesiones sin que el organismo pueda defenderse.
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Por otro lado, la SOD presenta otros mecanismos de accién, como la
intervencion en procesos de envejecimiento celular, por lo que puede estar

relacionada con procesos de apoptosis y de replicacion viral.

En contraste con las concentraciones séricas de cobre o ceruloplasmina, la
actividad de la Cu/zZn-SOD no parece estar afectada por la edad, el género o el uso de
hormonas (Milne y Nielsen, 1993; Fisher et al 1990; Saik et al, 1982). Estudios
recientes, sin embargo, han sugerido que algunas condiciones que producen un estrés
oxidativo tienden a aumentar la actividad de la Cu/Zn-SOD, incluso durante los

periodos de baja ingesta de cobre (Nielsen et al, 1990; Nielsen y Milne, 1992).

La mayoria de los ensayos disponibles para la actividad de la Cu/Zn-SOD se
basa en la medicion indirecta de la actividad (Milne, 1994). Este tipo de ensayo
consiste en un sistema de generacidon de la SOD y un indicador que se mide
espectrofotométricamente. La adicion de Cu/Zn-SOD inhibe el cambio de absorcion
del indicador en un grado proporcional a la cantidad de enzima presente. Flohé y
Otting (Flohé y Otting, 1984), y Beyer y Fridovich (Beyer y Fridovich, 1987) mostraron
varios ensayos indirectos de actividad de Cu/Zn-SOD; ninglin método parece estar
favorecido, pero son métodos basados en la reduccion del citocromo C. Muchos de
estos ensayos son propensos a interferencias (Spitz et al, 1989) y se indica la
precaucion en la seleccion del procedimiento apropiado. Muchos de estos
procedimientos se han prestado a la automatizacion (Wheeler et al, 1990).
Recientemente, los métodos de analisis de SOD estan basados en su deteccion por
guimioluminiscencia (Corbisier et al 1987), la medicidon directa de sus cambios (Bolann
y Ulvik, 1991), o a la formacién de H,O, (producto de conversién del radical anién

superoxido por la SOD) (Segura-Aguilar, 1993).

3.5.3. Dafio oxidatico en el ADN

Los radicales libres juegan un papel importante en un gran ndmero de
enfermedades humanas. La generacion excesiva de radicales libres in vivo, por

fuentes enddgenas o exégenas, pueden dafiar biomoléculas, incluyendo el ADN.
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Los radicales libres pueden reaccionar con el ADN, tanto a nivel del esqueleto

azucar-fosfato, como con las bases.

En las células humanas se producen, por célula y dia, un gran numero de

dafos oxidativos en el ADN debido al metabolismo celular oxidativo.

e Ensayo Comet:

La electroforesis en gel de células individuales, o ensayo Comet, es
frecuentemente utilizado para medir el dafio en el de ADN. Este ensayo fue
desarrollado por primera vez porOstling y Johansson en 1984, como una metodologia
gue permitia estimar el dafio en el material genético de las células. En la mayoria de

estudios se emplean linfocitos de sangre como modelo celular.

El ensayo comet es un método simple para medir roturas del acido
desoxirribonucleico en células eucariotas. El concepto subyacente de este ensayo es
gue el ADN intacto conserva una asociacion altamente organizada con las proteinas
del nucleo. Cuando se dafian, esta organizaciéon se interrumpe. Las cadenas de ADN
pierden su estructura compacta y se expanden hacia fuera del nucleo. Cuando se
aplica un campo eléctrico al ADN, que tiene carga neta negativa, es atraido hacia el
anodo cargado positivamente. Los fragmentos no dafiados son demasiado grandes y
no abandonan el nucleo, mientras que los fragmentos mas pequefios estan mas libres
para moverse en un periodo dado de tiempo. Por lo tanto, la cantidad de ADN que sale
del nacleo es una medida de la cantidad de dafio en el ADN de la célula. Tal medida
se puede llevar a cabo utilizando un marcador fluorescente como es el bromuro de

etidio que se intercala en las cadenas de ADN.

En el andlisis de imagenes se realiza la medida global de la intensidad de
fluorescencia del ADN nuclear y del ADN gue ha migrado, y compara ambas sefiales.
Cuanto mayor es la intensidad de fluorescencia del ADN gue ha migrado, mayor es el
dafo. La estructura general se asemeja a un cometa (de ahi el nombre del ensayo)
con una cabeza circular correspondiente al ADN intacto que permanece en el ndcleo y
una cola de ADN dafiado. Cuanto mas larga y brillante sea la cola, mayor es el nivel

de dario.
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El ensayo comet es una técnica versétil para la deteccion de dafios y, con los
ajustes del protocolo, se puede utilizar para cuantificar la presencia de una amplia
variedad de lesiones que alteran el ADN. Se trata de una técnica extremadamente
sensible. Esta sensibilidad debe ser manejada con cuidado, ya que es también
vulnerable a los cambios fisicos que pueden afectar a la reproducibilidad de los

resultados. La forma mas comin de este ensayo es la version alcalina.

4. DETERMINACION DEL ION COBRE EN PERSONAS SANAS Y PACIENTES
CRITICOS

Las variaciones en la composicion y situacion del cobre celular ha sido objeto
de atencién dada sus posibles consecuencias fisiolégicas y patolégicas. Asi han
surgido métodos para monitorizar cobre en células vivas para dilucidar los complejos
mecanismos en los que el cobre interviene tanto en personas sanas como enfermas
(Bertini y Rosato, 2008; Domaille et al, 2008; Haas y Franz, 2009). En relacion con
este aspecto, un avance significativo lo constituyen los indicadores de cobre (Dujols et
al, 1997; Yang et al, 2005; Zeng et al, 2006; Viguier y Hulme, 2006; Liu y Lu, 2007,
Zhou et al, 2009; Lin et al, 2009; Khatua et al, 2009; Ballesteros et al, 2009; Huang et
al, 2009) que permiten obtener imagen de los flujos y contenidos de este ion en células
vivas aunque hay poco indicadores de cobre que se empleen satisfactoriamente en la
investigacion bioldgica (Yang et al, 2005; Zeng et al, 2006; Yu et al, 2008; Swamy et
al, 2008; Jung et al, 2009; Zhao et al, 2009).

Varios métodos son los empleados para la determinacion de Cu(ll) incluyendo
analisis mediante fluoréforo organico (Viguier y Hulme, 2006; Xiang et al, 2006),
espectroscopia de absorcion atdmica (AAS) (Gonzales et al, 2009), espectrometria de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) (Becker et al, 2005),
espectrosopia de emision atémica (ICP-AES) (Liu et al, 2005) y métodos
electroquimicos (Ensafi et al, 2006; Karimi et al, 2006). En general, la sensibilidad de
estos métodos es alta aunque la mayor parte de ellos son caros y requiere aparataje y
una metodologia con un cierto grado de sofisticacion, lo que constituye una clara

limitacion para su uso como técnicas rutinarias, especialmente en clinica.
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4.1. Semiconductores

El estudio del estado sdélido admite varias aproximaciones. La teoria de
orbitales moleculares puede resultar adecuada para entender la conductividad
eléctrica en los solidos. La aplicacion de los supuestos mecanocuénticos propios de la
teoria de orbitales moleculares permiten describir a los metales de los grupos | y I,
gue forman estructuras de alta coordinacion con un alto solapamiento de orbitales
moleculares, como una sucesion de bandas ns y np que forman un continuo
energético de tal manera que no habria diferencia entre ellas pudiéndose resumir en
una banda ns/np de modo que si contiene N &tomos, pueden albergar un total de 4N
niveles de energia con capacidad para admitir hasta 8N electrones. Sin embargo, al
pasar a elementos del grupo IV, la situacién cambia. El silicio y el germanio presentan
estructuras soélidas con una coordinacion tetraédrica. La disminucion de la
coordinacién asegura gque todos los electrones se sitlien en orbitales enlazantes pero
provoca una separacion de las bandas ns y np. Dado que en este caso para N atomos
el niumero de electrones es 4N y que la configuracion para estos elementos seria
ns’np®, los 4N electrones pueden distribuirse en la banda de menor energia que
guedaria totalmente llena, mientras que la otra banda quedara vacia. La primera de
estas bandas seria la banda de valencia y es la que seria responsable de la
estabilidad de los enlaces entre los atomos, mientras que la otra banda quedaria vacia
y seria la banda de conduccion. Entre ellas quedara un intervalo de energias que no
estaria disponible para los electrones y que seria una banda prohibida o “band gap”.
Elementos como el Si o el Ge no deberian conducir la corriente eléctrica ya que
carecen de electrones libres que sirvan de transportadores de carga. Sin embargo, no
actian como aislantes ya que al aumentar la temperatura se produce la promocién de
electrones a la banda de conduccion lo que le convierten en conductores de la
electricidad. Este comportamiento justifica el nombre de semiconductores que se les
aplica. Otros semiconductores son el resultado de la combinacion de dos elementos

generalmente de los grupos II/V o II/IV (Smart, y Moore, 2005).

4.2. Quantum Dots

En la literatura cientifica se recoge (consultar por ejemplo Drummen, 2010)
como principales referencias en la cronologia de los QD, la tecnologia de cristales

semiconductores desarrollada a principio de los 80 por Louis Brus en los laboratorios
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Bell (Rossetti et al 1983) y por Alexei I. EKimov (Ekimov et al, 1985) del Instituto de
Fisica Técnica A.F. loffe en San Petersburgo. Con posterioridad (1988) se acufa el
término “quantum dot” que se aplica a nanomateriales semiconductores fluorescentes
cuyos excitones (pares electron excitados-hueco) estan confinados espacialmente en
un ambito de radio inferior al radio de Bohr excitonico lo que implica tamafios tipicos
comprendidos entre 2 y 10 nm. El término “quantum dots” se puede traducir como
“punto cuantico” aunque en la presente Memoria se ha preferido preservar la

denominacién original asi como su abreviatura (QD).

El tratamiento clasico de Bohr del atomo de hidrégeno conduce a la conclusion
de que el electron méas préximo al niicleo se mueve en una 6rbita de radio 0,52 A que
se conoce como radio de Bohr (a,). Una aproximacién basada en considerar al par
electron-hueco de forma semejante al &tomo de hidrégeno, permite igualmente definir
en el caso de los semiconductores, un radio de Bohr para el exciton (a,) que resulta

ser algo mayor que a, y que matematicamente se expresa como (Brus, 1986).

a = £a,
m*/m,
Donde
m*= memh
m, +m,

siendo ¢ la permitividad del medio, m* la masa reducida del exciton y m, la masa del
electrén en reposo. La masa reducida esta determinada por las masas efectivas del
electron (m¢*) y del hueco (my*). Valores de tipicos a, son CdS (2.7 nm); ZnSe (4.5
nm); CdSe (5.4 nm); ZnTe (5.5 nm); CdTe (6.7 nm); GaAs (13 nm) (Pelant y Valenta,
2012).

Cuando las dimensiones del semiconductor superan el valor del radio de Bohr
para el exciton, la interaccion de un fotdbn con el semiconductor puede aportar la
energia suficiente para superar el “band gap” de modo que se produce la promocion
de un electrén desde la banda de conduccion a la banda de valencia. El lugar que deja
libre el electron es un hueco que presenta carga positiva. Los electrones

promocionados por efecto de la luz no tienen, en principio, ninguna restriccién por lo
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gue pueden moverse bajo un gradiente de potencial eléctrico dando origen a una
corriente fotoinducida. De la misma forma en la banda de valencia, los electrones
pueden moverse para ocupar los huecos existentes. Por tanto, electrones y huecos se

convierten en transportadores de carga.

Sin embargo, si las dimensiones del semiconductor llegan a ser iguales o
menores que el radio de Bohr del exciton, la situacién cambia. El confinamiento que
supone estas limitaciones para los atomos presentes en el nanocristal supone la
transformacion de las bandas desde un continuo energético a una serie discretas de
niveles electrénicos de excitacion caracterizados por diferentes energias y por
funciones de onda limitadas espacialmente, de un modo semejante a lo que ocurre a
una particula confinada entre limites de energia potencial infinita (particula en una
caja). Asi aparece representado en el siguiente diagrama (Figura 5), en donde se
observa como las bandas en el semiconductor se resuelven en niveles de energia
debido a la cuantizacion al pasar de las dimensiones finitas del semiconductor a las

dimensiones tipicas del QD (por debajo del valor de ay).

W\

\\\ banda de conduccién
SN

O— -G
[A‘Eg(QD) AE, | Band gap

g

Y

7 banda de valencia
///

‘/ / semiconductor
//

/

ap

=
+

(

Quantum dot

Figura 5. Particula confinada entre limites de energia potencial infinita.
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La diferencia de energia entre el nivel de energia mas alto de la banda de
valencia y el mas bajo de la banda de conduccion determina el valor del “band gap” y
puede ser calculado en una primera aproximacion a partir de la ecuacién tedrica

propuesta por Brus (Brus, 1984).

h2 \(1 1 1.8e° .
AE o =AE, . +| — || = +— |-————0.248E

en donde AEgqpes la energia del “band gap” del QD, AEys la correspondiente al
semiconductor, R es el radio del QD, me* y my* las respectivas masas efectivas del
electron y del hueco;ela permitividad del semiconductor y Ry* la constante de

Rydberg.

La anterior ecuacion da como resultado un valor mayor para la energia en la
separacion de bandas en el caso del QD en relacidén con el semiconductor de la misma
composicion (AEgop>AEgys). Los términos incluidos en el segundo miembro de la
ecuacion determinan esa diferencia, especialmente el término (h?/8R?) [(1/m¢*)-/1my*)]
que se deriva de considerar la separacion de carga en el exciton de forma similar al

problema de una particula confinada entre paredes de energia potencial infinita.

La anterior ecuacion establece una relacion inversa entre el tamafio del QD y el
“band gap”. Asi, por ejemplo, al aumentar el tamafio del QD (aumento de R) disminuye
la diferencia entre las energias para (AEgop>AEys). Esto significa un desplazamiento
de la banda de absorcion hacia el rojo. El efecto contrario se obtendra si se disminuye
el tamafio del QD lo que se traduce en un aumento de la diferencia entre las energias
del “band gap” del QD y del semiconductor, de modo que la banda de absorcion se
desplazard hacia el azul. Este efecto se superpone al término de interaccion
columbimétrica en el que la diferencia energética del “band gap” se relaciona con R™.
Es evidente que la combinacion de los efectos de confinamiento cuantico originan

cambios en las propiedades de los QDs haciéndolos dependientes del tamafio.
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Las condiciones impuestas a la aproximacion de Brus no siempre han resultado
suficientes para justificar los datos experimentales. Esto ha motivado que se hayan
realizado otros intentos para conseguir una mejor coincidencia entre las energias
tedricas y los datos experimentales encontrados para los QD de mas pequefio tamafo
(Alivisatos, 1996; Zhang, 1997; Empedocles y Bawendi, 1999; Sapra y Sarma, 2004;
Meulenberg et al, 2009)

Aunque, en general, los aspectos esenciales de los procesos de absorcion en
QDs son conocidos, no sucede otro tanto con los procesos emisivos de los que
guedan importantes cuestiones por dilucidar. Basicamente, la fluorescencia en los
QDs esta originada por la existencia del excitbn que, en si mismo, representa una
separacion de cargas. Asi pues, la recombinacién del electron en la banda de
conduccién con un hueco en la banda de valencia puede producirse con liberacién de

energia en forma de emisién foténica.
El diagrama que se muestra a continuacion (Figura 6), muestra una
interpretacion de los eventos que acompafia a la absorcion en los QDs (Juzenas et al,

2008). Es un esquema simplificado similar al de Jablonski que ofrece una

interpretacion sencilla de los procesos que pueden acompafiar la emisién en un QD.

.
A reduced
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hv=5-1¢eV II |2& E E“T; -IT .—gl—zl A
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Figura 6. Reprinted from Advanced Drug Delivery Reviews, 60 (15), Petras Juzenas et al., Quantum dots
and nanoparticles for photodynamic and radiation therapies of cancer, 1600-1614, Copyright (2008), with
permission from Elsevier
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De un modo similar a como se describen en el diagrama de Jablonski los
estados electronicos en las moléculas orgénicas, en este caso se consideran tres
niveles que representan estados energéticos de los QDs. Siguiendo el esquema
mostrado en la parte inferior del diagrama (parte Il) se observa que los tres niveles
incorpora un nivel nuevo “c” que es conocido como estado exciténico “oscuro” (dark) o
“trampa” (trap) que puede ser poblado a partir de una transicion no radiativa desde el
estado excitado “b” (Bawendi et al, 1992). De este modo, la absorcion de un fotén de
energia adecuado puede provocar un excitdbn que constituye un estado excitado del
QD que puede dispersar energia por emision de un fotén o sin emision produciéndose
en ambos casos la recombinacion del par electron-hueco. Pero puede igualmente
disipar energia en una transiciéon no radiativa al estado “c” que es un estado de vida
media larga comparable al estado triplete en algunas moléculas organicas pudiendo
incluso si la energia implicada asi lo permite, provocar la transferencia energética al

oxigeno molecular y provocar la aparicion de oxigeno singlete.

Dependiendo de las dimensiones del QD, la emisién fluorescente puede
abarcar desde el ultravioleta hasta el infrarrojo cercano (200-1350 nm) en una relacién
inversa (Wilson et al,1993) de modo que los QD de tamafio relativamente grande, a los
gue le corresponden un ‘band gaps’ pequefio, tendran una emisién a longitudes de
onda larga (rojo) mientras que al disminuir el tamafio del QD, e incrementarse el ‘band
gaps’, las emisiones se desplazan a longitudes de onda mas pequefias (azul). El
tamafio de la nanoparticula puede ser controlado durante el proceso de sintesis
(Zhong, 2009).

Como ya se ha indicado, se pueden preparar QD a partir de elementos
semiconductores de los grupos IlI-V (In, Ga), pero un nimero importante de los QD se
obtienen empleando elementos correspondientes s los grupos II-IV (CdTe, CdSe, CdS,
ZnSe, ZnS, PbS, PbSe, PbTe, SnTe). Sin embargo, para los diversos usos de los QD,
tan importante como el nlacleo semiconductor es la combinacién ndcleo/recubrimiento.
Para la mayor parte de las aplicaciones de los QD, se emplean en disoluciones
coloidales, por ello en la obtencion de QD es la producciébn de nanocristales
semiconductores ademas de los objetivos generales como son fluorescencia alta, se
busca igualmente que sean faciles de sintetizar, preferiblemente que sean solubles y
estables en medio acuoso y, en aquellos casos que asi se requiera, que sean

bioldgicamente compatibles.
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En general, las propiedades épticas de los QD estdn determinadas por sus
elementos que lo constituyen, el tamafio de la particula, su distribucién y su quimica
superficial, concretamente los enlaces en superficie que permiten el recubrimiento de
la nanoparticula (Dabbousi et al, 1997). El pequefio tamafio condiciona su
comportamiento como nanoparticulas cuyos atomos se excitan y emiten de una forma
simultanea incrementando el flujo foténico, de ahi 1) su relativamente alto rendimiento
cuantico de fluorescencia al que unen 2) una reducida destruccion fotogquimica
(fotoblanqueo, photobleaching) (Bruchez et al, 1998; Chan and Nie, 1998) debida a su
composicién inorganica y 3) , en general, una alta fotoestabilidad (Dabbousi et al,
1997; Wu et al, 2003), ademéas de 4) un tiempo de vida relativamente largo, que
permite discriminar la sefial fluorescente del QD de la de otros fluoréforos presentes
en las estructuras biolégicas, asociado a un coeficiente de absorcion molar alto
(Leatherdale et al, 2002). Por otra parte, 5) los QDs presentan anchas banda de
absorcion a la vez que estrechas y simétricas bandas de emisiébn. Ambas
circunstancias puede aprovecharse para la excitacion simultdneas de varios QD que
emiten a diferentes longitudes de onda lo que facilita el andlisis por multiplexacién con
interesantes aplicaciones en biologia y biotecnologia (Daham et al, 2001). Estas
propiedades O6pticas son en su conjunto muy superiores a las que poseen los
fluoréforos organicos utilizados como sondas (Resch-Genger et al, 2008, para una

revision detallada).

Tal como ha sido sefialado reiteradamente en la literatura cientifica (Medintz et
al, 2005; Li et al, 2007; Zhong, 2009) las propiedades de los QDs han significado un
revulsivo en muchos aspectos de la investigacion biolégica. Los QD han probado su
utilidad en biomedicina tanto en la obtencion de imagenes de estructuras celulares (‘in
vitro’ y ‘in vivo’) (Biju et al, 2008; Bentolila et al, 2009) como en el analisis de
reacciones bioquimicas fundamentalmente en relaciébn con la dinamica de los
procesos celulares. Dentro de las aplicaciones en biomedicina podria citarse
igualmente el uso de QD en analisis inmunohistoquimico mediante multiplexacion
(Mattoussi et al, 2000; Sutherland, 2002) o hibridacién 'in situ', técnicas que
combinadas con el analisis multiespectral permiten la localizacién y cuantificacion de la
expresion génica en tejidos (Byers y Hitchman, 2011). Asi mismo, la funcionalizacion
de QD para producir bioconjugados permite caracterizar dianas especificas y

combinadas con técnicas histoquimicas resultan una herramienta adecuada para la
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deteccion e identificacion de los perfiles moleculares asociados a la infeccién con
algunos organismos patdégenos (Agrawal et al, 2005; Bentzen et al, 2005; McVeigh,
2006). Estas metodologias han sido aplicadas al disefio de sensores en diversas areas
que incluyen hibridacion de ADN (Goldman et al, 2002; Kim et al, 2007; Cui et al, 2008;
Marin, S. y Merkogi, 2009) proteinas y antigenos (Gao et al., 2004; Choi et al., 2006;
Genin et al, 2008), células cancerosas (Cai et al, 2006; Hu et al, 2006; Yong, 2009) y
virus (Deng et al, 2007; Zhang et al, 2007). A lo anterior podria sumarse el uso de QD
en analitica clinica (Zrazhevskiy y Gao, 2009; Smith y Nie, 2009). Algunas de estas
aplicaciones como biosensores se han adaptado a nuevos estrategias tecnoldgicas

como es el uso de sistemas con microflujos (microfluidic system) (Vannoy et al, 2011).

Uno de los campos relacionados con los sensores es la determinacion de
iones. Un nanosensor fluorescente con capacidad para interaccionar con iones de
interés fisioldgico, debe poseer una alta sensibilidad y selectividad incluso en
presencia de concentraciones altas de otros iones. Algunos QD han sido estudiados
con esta finalidad (Zhang et al, 2011; Chen y Rosenzweig, 2002; Liang et al, 2004, Li
et al, 2005; Ghosh et al, 2009).

Recientemente, las nanoparticulas formadas con el nlcleo semiconductor de
CdTe se han propuesto para la deteccion y andlisis de diversos compuestos. Asi,
CdTe quantum dots estabilizados con &cido tioglicdlico, ciesteamina y L-cisteina han
sido usados para la deteccion de protoporfirina IX (Zhang et al, 2011) mientras
gueCdTe-QD estabilizados con &cido tioglicdlico se han utilizado para detectar la
actividad enzimatica de la lactatodehidrogenasa y para determinar la concentracién de
glucosa (Yang et al, 2011). Asi mismo, varios trabajos se han centrado en el uso de
CdTe-QD para la cuantificacibn de metales bioldgicamente relevantes (Chen y
Rosenzweig, 2002; Liang et al, 2004; Li et al, 2005; Ghosh et al, 2009; Priyam et al,

2009; Koneswaran y Narayanaswamy, 2009).

Los QD son, en general un muy buen material para la determinacién de Cu(ll) a

muy baja concentracion. Pero no son los Unicos.

En el campo de la deteccion de iones metalicos de interés fisioldgico, se han
conseguido resultados excelentes con el uso de nanoparticulas poliméricas o de silice

como material de soporte para incorporar covalentemente combinaciones de agentes
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qguelantes de iones con fluoréforos (Méallet-Renault et al, 2006) o diferentes tipos de
fluoroforos (Frigoli et al, 2009) que permiten llegar a niveles de deteccion de 20 nM. Un
limite incluso inferior (10nM) se llega a alcanzar mediante un método
espectrofotométrico empleando con nanoparticulas de oro estabilizadas con citrato (Lu
et al, 2012).
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Sujetos y Metodologia
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SUJETOS Y METODOLOGIA

El estudio general se bas6 en un modelo de estudio multicéntrico
observacional prospectivo analitico, con seguimiento, en los pacientes criticos,
durante su estancia en UCI a lo largo de una semana de estancia, comparando con un

grupo control de individuos sanos de caracteristicas similares.

En el organigrama siguiente (figura 7), se muestran los pasos llevados a cabo
desde la seleccién de los sujetos tanto controles como pacientes criticos, hasta la

obtencién de los resultados.

1. SUJETOS DEL ESTUDIO Y CRITERIOS DE INCLUSION

1.1. Grupo control

La seleccién de la muestra del grupo control se realizdé en base a dos criterios
fundamentales: personas adultas mayores de 18 afios, sanas, y que no tomaran

ningun tipo de suplemento nutricional.

La poblaciébn de referencia seleccionada para el grupo control, estuvo
constituida por un colectivo de personas sanas adultas, con edades comprendidas
entre los 21 y 76 afos, de los cuales 43 fueron hombres y 58 mujeres, todos

pertenecientes a la provincia de Granada.
El criterio de inclusién se basé en la aceptacién de los sujetos a participar en el

estudio (Anexo 1), ademas de la ausencia de cualquier tipo de patologia que pudiera

afectar su situacion nutricional.
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SELECCION DE SUJETOS

GRUPO COMTROL *

VRN

hMedidas Recogida Dlan
antropomeética de
muestras
Cuestionario / \
Mutricional
hedida= Estudia
antropomeétrica de dafio
l en DHA,
Evaluacidn da Determinzcion Recogida
l= ingesta de de parametros de
nutrientes clinico- muestras
rnidtrizionales
[Cu) l
L A Deter minacicn
W de parametros

clinico-

OBTEMNCION DE RESULTADROS nutricional es

v ANALISIS ESTADISTICO

—

SOFORTE
MUTRICIOMAL

EwALUACION DE
APORTE DE
HUTRIEHTES

COHNCLUSION "

Figura 7. Disefio del estudio

PACIENTE CRITICO

T

Diaz
Medidas Estudio de
antropomeética danao en
CMA
Recogida
de
muestras

|

Determinacian de
parametros
clinico-
nutricionales

——

OBTENCION DE RESULTADOS
v ANALISIS ESTADISTICO



1.2. Grupo criticos

Los sujetos incluidos en el grupo de pacientes criticos pertenecian a las
Unidades de Cuidados Intensivos de los Hospitales del area de Granada: De Granada
Capital, el Hospital Universitario Virgen de las Nieves, Hospital Universitario San
Cecilio y Hospital Traumatologico. Hospital General de Baza y Hospital Santa Ana de
Motril.

Para la recogida de muestras de los pacientes ingresados en el Hospital en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) los pacientes debian cumplir los siguientes

criterios minimos de inclusion:

Ser pacientes mayores de 18 afios.

e  Cumplir un APACHE* con puntuacién minima de 15.

o Estar en presencia de SIRS*.

¢ Ser alimentado mediante nutricion artificial, ya sea Nutricion Enteral
o Nutricion Parenteral.

e Los pacientes se debian encontrar en situaciones clinicas que les
impidieran alimentarse por via oral, como es el caso de la presencia
de alteraciones neurolégicas (accidentes cerebrovasculares,
lesiones degenerativas neuroldgicas, tumores del sistema nervioso
central, infecciones...) lesiones musculares o esqueléticas (distrofia
muscular, miastenia grave...).

e Estar en situaciones que afectan a la boca o el tracto digestivo alto
gue impidan parcial o totalmente, o contraindiguen el paso de
nutrientes por esta via a las demas porciones del sistema digestivo
(neoplasias, traumas, obstrucciones benignas, cirugia, fistulas del
tracto digestivo alto, trastorno funcional en el eséfago y duodeno).

e La permanencia en la Unidad de Cuidados Intensivos debia de ser

al menos de 7 dias para el estudio de la evolucién nutricional a lo

largo de la estancia en la unidad.

* Tanto SIRS como APACHE Il se calcularon utilizando la informacion del hospital. Se evaluaron las constantes

vitales y se analizé la situacién critica del paciente.

Unicamente se incluyeron en el estudio aquellos pacientes de los que se
obtuvo el consentimiento informado para la “Evaluacion del estado nutricional y Estrés

oxidativo” por parte del paciente o del familiar, teniendo en cuenta que este estudio
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posee aprobacion del Comité Etico y del Comité de Investigacion del Centro de

ejecucion del mismo (Anexos 2 y 3).

Los pacientes no se podian encontrar en situacidbn de aislamiento (por
enfermedades altamente contagiosas), ni presentar alergias, cancer, SIDA... al ser

situaciones patolégicas que alteran gravemente los parametros bioquimicos.

1.3. Tipo de muestreo

Para la obtencién de las muestras, se utiliz6 un muestreo no probabilistico
consecutivo, ya que se incluyeron todos los sujetos y pacientes que cumplieron los

criterios de aceptacion para entrar en el estudio.

Una vez concluida la fase de estabilizacion hemodinamica, se realiz6 a todos
los pacientes la extraccion total de 20 mL de sangre a primera hora de la mafana,

repitiendo este proceso a los 7 dias del ingreso.

1.4. Recogida de datos

Tal y como se muestra en el diagrama, a todos los sujetos controles
participantes en el estudio se les realizé la recogida de sus datos personales, estilo de
vida, etc. Ademas, en el momento de la cita, se les realiz6 una encuesta nutricional

para valorar la ingesta de alimentos y nutrientes.

La valoracion del estado nutricional se realizé con el empleo de tres

herramientas:

1) Andlisis y valoracion de la ingesta dietética
2) Estudio y valoracién antropométrica

3) Valoracion de los parametros bioquimicos

En el caso de los pacientes criticos, a todos, tanto en el momento de inclusion
en el estudio (previo a la intervencion nutricional), como al séptimo dia de seguimiento,

se les recogi6 toda la informacion correspondiente a:
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- Paradmetros bioguimicos, valorados a partir de muestras de sangre.

- Medidas antropométricas.

La evaluacion de ingesta de nutrientes se realiz6 de manera continuada a lo largo
de la estancia en UCI, durante el tiempo que el paciente se encontraba dentro del

periodo de estudio (7 dias).

2. METODOLOGIA

2.1. Analisis y valoracidn de la ingesta dietética

Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente a los
antecedentes bibliograficos, en la valoracion del estado nutricional a través de la
ingesta cuando se trata de grupos de poblacion, una de las herramientas mas Utiles
son la encuesta de frecuencia y consumo de alimentos junto con un recordatorio de
24,48 6 72 horas.

En este estudio se realiz6 una encuesta de frecuencia de consumo junto con
un recordatorio de 24 horas. Ambas técnicas fueron aplicadas con el fin de conocer
con la mayor exactitud posible los habitos alimentarios de los sujetos, empleando para
ello 4lbumes fotograficos para estimar el tamafio de las raciones e ingredientes de los

platos utilizados habitualmente en nuestro pais.

En este punto de la entrevista, ademas de recoger toda la informacion
correspondiente a los habitos nutricionales, se recogié informacién relativa al estilo de
vida de los individuos y los habitos de consumo, como son la practica o no de ejercicio
fisico, si el sujeto es fumador, si consume alcohol, si toma algun tipo de medicamento,

etc.

El software empleado para la transformacion de los distintos alimentos e
ingredientes en nutrientes, fue el programa Nutriber® (Mataix et al, 2009), obteniendo
asi toda la informacion correspondiente al consumo cal6rico, de macronutrientes y de

micronutrientes.
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En el caso de los pacientes, uno de los requisitos fundamentales para su
inclusion en el estudio, fue el de ser alimentados mediante un soporte de nutricién
artificial. Desde el momento de la inclusion de los pacientes en el estudio y durante un
periodo de tiempo de 7 dias, realizamos un seguimiento y registro diario de la cantidad
y tipo de soporte nutricional administrado al paciente, de modo que se realiz6 una

evaluacion del aporte de nutrientes.

La eleccién del soporte nutricional en los pacientes ingresados se realizé
siguiendo el protocolo utilizado en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Virgen de la Nieves (Granada) disefiado por la Unidad de Nutricion del mismo hospital
(Tabla Viil).

Kabiben periférico

Glucerna Select

Structokabiben Pulmocare
Formula IlI* NEPRO
Formula IV* Oxepa
Formula V* Peptisorb
Formula VII* Diason
Complemento polimineral Addamel Osmolite
Complemento polivitaminico Cernevit Novasource Diabet
Volumen

Suero Glucosado 5%

Suero Fisiolégico

Suero Glucosalino

Tabla VIII .Férmulas y suplementos administrados a los pacientes durante su
estancia en UCI. *Realizada en la farmacia del hospital Virgen de las Nieves.

Desde el momento en el que se realizé la inclusion de un paciente en el
estudio, se realiz6 a cada uno de ellos un seguimiento observacional hasta el séptimo
dia de estancia. Durante todo este tiempo se recogié a diario toda la informacion
referente al aporte nutricional, de modo que no solo se registraba el tipo de nutricion

(enteral o parenteral) si no también, el volumen, la velocidad de administracion, el uso
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0 no de suplementos nutricionales, el tipo o tipos y cantidad de los sueros
administrados (suero fisiolégico, glucosado...) o cualquier otro complemento o

medicamento que pudiera influir en la valoracién del aporte de nutrientes.

La seleccion del soporte nutricional, se realizé de acuerdo a un gran numero de
variables, ya que existen formulas especiales comercialmente disefiadas en funcién
de:

e Los distintos grados de estrés.

e La presencia de estados patolégicos especificos previos al ingreso
(diabetes, hipertension...).

e La patologia general.

e Estado del tracto digestivo.

e Oftros.

Tanto los soportes nutricionales como cualquier tipo de complemento
(medicamento o nutricional) poseen una composicién detallada de todos los nutrientes,
de modo que con esta informacion y conociendo el volumen de férmula administrada,
se calculé a cada paciente la ingesta real diaria de cada uno de los nutrientes, asi

como de la energia.

La nutricién artificial (enteral o parenteral) es un método adecuado de
alimentacion cuando los enfermos no pueden, no quieren o no deben alimentarse por

via oral.

De tal modo que una vez realizada la valoracion del paciente, y eleccién del
tipo de nutricion (enteral, parenteral o mixta), la seleccién de una férmula u otra se

realiz6 principalmente en funcién de las siguientes variables:

1) Los requerimientos energéticos.
2) El grado de hipermetabolismo (nivel de estrés).

3) Estado nutricional previo.

1. Calculo de los requerimientos energéticos: Para su determinacion se

podian seguir dos vias distintas, una mediante la realizacién del célculo del
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gasto energético, o bien empleando como referencia los limites establecidos en

las recomendaciones de la ESPEN:

- Durante la fase aguda de la enfermedad critica, no se deben exceder de las
20-25 Kcal/Kg/dia.

- Durante la fase de recuperacion anabdlica, el objetivo se establecié entre 25-30
Kcal/Kg/dia.

- En el caso de pacientes con desnutricion severa el objetivo nutricional sera el

de un aporte >30 Kcal/Kg/dia.

2. El grado de hipermetabolismo (nivel de estrés): El grado de estrés
metabdlico se determind en funcion de cinco parametros, dentro de los cuales
se establecieron distintos niveles de gravedad, tal y como se indica en la Tabla
IX.

Situacion Clinica Ayuno Cirugia mayor Politraumatismo Sepsis
Nltrogeno uréico <5 5_10 10— 15 15 - 20
(gr/dia)

Glucemia (mg/dia) 100 + 20 150 + 25 200 + 25 250 + 50
_Resm;tenma ala NO NO NO/SI si
insulina

Indice de consumo 90 + 10 130+ 10 140+ 10 160+ 10

de O, (ml/mn.m?)

Tabla IX.Valoracién y clasificacion del grado de estrés.
Recogido del Protocolo para Nutricion Parenteral, Hospital Virgen de la Nieves, 2006

3. Estado nutricional previo: Esta valoracion se debe realizar en el momento del
ingreso del paciente en la unidad de cuidados intensivos; en la medida de lo
posible es preferible que cada persona sea comparada con sus propios valores
y no con unos valores estandar de referencia; por este motivo, los métodos

empleados més representativos fueron los siguientes:
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Peso real comparado con el peso ideal
Porcentaje de pérdida de peso

Peso actual, habitual e ideal
Circunferencia de la mufieca

Determinacion de la complexion

-~ ® 20 T o

Circunferencia muscular del brazo

Determinacion del pliegue tricipital

= @

indice de Masa Corporal (IMC)

En el caso de la nutricién enteral, la eleccién de la féormula se realiza

principalmente en base a dos aspectos:

Realizacién de una revision de las distintas formulas de nutricion enteral,
estudiando de cada una de ellas, tanto la composicién y proporcién tanto de los
macronutrientes como de los micronutrientes, seleccionando la férmula mas
adecuada segun la patologia del paciente (poliméricas, oligoméricas,

especiales...).

Estudiar la existencia de incompatibilidades entre la administracion de la

alimentacion por via enteral con la via de administracion de medicamentos.

En el caso de la nutricion parenteral, la seleccién de la dieta, se realizé en

funcién del grado de estrés y el peso del paciente, tal y como se refleja en la Tabla X

(en el caso de las férmulas elaboradas por el servicio de farmacia del hospital).

PESO (kg) GRADO DE ESTRES

1 2 3 4
40 - 50 | | 1] 1]
51 — 60 | \Y, \Y, \Y
61— 70 \Y, \Y, \Y V- Vi
71-80 \Y, \Y VI VI

Tabla X. Seleccién de la dieta en funcién del peso del paciente y el
grado de estrés.Recogido de: Protocolo para Nutricion Parenteral,
Hospital Virgen de la Nieves, 2006.
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Asimismo, en el caso de la Nutricion Parenteral, la seleccion de la via de
administraciéon (periférica o central) se realizé en funcién de la osmolaridad de la

férmula, de tal modo que:

eVia central: subclavia, yugular interna o femoral para pacientes con
necesidades nutricionales que requieren concentraciones superiores a 800

mOsm/L.

oVia periférica: brazo (cubital o radial) o antebrazo (basilica o cefalica) para
pacientes con necesidades nutricionales que requieren concentraciones

superiores a 800 mOsmiL,

En base a los puntos anteriores, las formulas y suplementos que se
administraron a los pacientes, y de los que se ha realizado la valoracion del aporte

nutricional se describen en la Tabla XI.

NUTRICION PARENTERAL NUTRICION ENTERAL

Kabiben periférico Glucerna Select
Structokabiben Pulmocare
Formula llI* NEPRO
Formula IV* Oxepa
Formula V* Peptisorb
Formula VII* Diason

Complemento polimineral Addamel Osmolite

Complemento polivitaminico )
) Novasource Diabet
Cernevit

Volumen
Suero Glucosado 5%
Suero Fisiolégico

Suero Glucosalino

Tabla XI. Férmulas y suplementos asministrados a pacientes durante
su estancia en UCI.
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2.2. Determinaciones antropométricas

Ademas de la valoracion nutricional, se determinaron medidas antropométricas
basicas a todos los sujetos pertenecientes al grupo control. Dichas determinaciones

antropométricas fueron:

Talla: mediante el empleo de un tallimetro y expresado en cm.
Peso: con una balanza de contrapeso y expresado en Kg.
Pliegues cutaneos: se realiz6 mediante el uso de un lipocalibre capaz de

apreciar variaciones de 0.2 mm.

A partir de las determinaciones de la talla y el peso, se determiné el IMC de los
sujetos, que combinado con otros datos antropométricos como la medida de los
pliegues, nos proporcionara la informacioén necesaria para la evaluacién del estado
nutricional, recogiendo una informacién mas precisa en cuanto al contenido de grasa

corporal.

2.3. Tratamiento de la muestra

Tanto en el grupo control como en el de pacientes criticos, la extraccion de
sangre se realiz6 a primera hora de la mafiana en ayunas mediante tubos de vacio

(Venoject®) con anticoagulante para facilitar la separacion del plasma de la muestra.

En el caso de los pacientes criticos, la muestra se recogié segun el protocolo
del hospital, preservando en todo momento al paciente de cualquier tipo de invasion
extraordinaria a la indicada por el médico intensivista y previo consentimiento
informado. En todos los casos, la muestra se sangre se extrajo por personal

cualificado y autorizado.

La sangre, una vez recogida, se llevo a los laboratorios de INyTA y se procedio
a la separacion tanto de plasma como de eritrocitos, dividido en alicuotas que se

emplearon para su analisis posterior.

La separacion de alicuotas de plasma y eritrocito se realiz6 mediante la
siguiente técnica:
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1. Centrifugamos el lote de tubos en centrifugas de refrigeracion durante 15 minutos a

3000 rpm.

2. Extraemos el plasma con una pipeta Pasteur, separando alicuotas con un volumen

de 250 mL de plasma en cada tubo Eppendorff.

3. Una vez que tenemos las alicuotas de plasma, lavamos con
solucion salina la sangre restante y volvemos a centrifugar en

las mismas condiciones.

4. Eliminamos la solucion salina sobrenadante y extraemos
eritrocitos también en forma de alicuotas de 250 mL en tubos

Eppendorff.

5. Almacenamos a -80°C las diferentes alicuotas para su

posterior analisis.

()
@q Sangre

centrifugada

Células blancas
y plaquetas

Globulos rojos

Todo el proceso se realiz6 en condiciones de oscuridad y en frio, con la

maxima rapidez para evitar la oxidacion de las muestras.

2.4. Analisis bioquimico

En ambos grupos, se realizaron determinaciones bioquimicas de los niveles

plasmaticos de:

e Proteinas totales
e Albdamina

e Prealbumina

e Transferrina

e Ferritina

e Colesterol total

e Colesterol HDL

e Colesterol LDL

e Glucosa
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¢ Homocisteina

En cuanto al andlisis bioquimico de los pacientes criticos, no sélo se
determinaron los pardmetros relacionados con el estado nutricional, si no que ademas
se determinaron numerosas variables asociadas tanto a la situacion antioxidante de

los pacientes, como al estado inflamatorio de los mismos.

2.5. Mineralizacion por via humeda

Para la realizacion de una mineralizacion por este método, se introdujo en un
vaso de precipitado 0.5 mL de muestra (eritrocitos o plasma) tapandolo con vidrio de
reloj invertido. Una vez situados los vasos en el bafio de arena, se afadié acido nitrico

hasta el cese de emisidén de vapores nitrosos (rojos).

Posteriormente se afiadieron entre 1-2 mL de acido perclérico hasta que se
produjo una emision de vapores blancos, momento en el cual se finaliza el proceso de

mineralizacion.

Una vez frias las disoluciones se les afiadieron 1 mL de &cido clorhidrico 5 N,
llevando la solucion de cada una de las muestras a un matraz de cristal. A
continuacion, se enrasd con agua bidestilada hasta obtener un volumen final de 25

mL, sin filtrar.

Finalmente se envasaron y codificaron las disoluciones, almacenandolas a

temperatura ambiente hasta el momento de determinacion del mineral (cobre).

2.6. Determinacion de cobre

Una vez hecha la mineralizacion se procede a medir el cobre con
Espectrofotbmetro de Absorcién Atémica (PERKIN ELMER AANALYST 300,
NORWALK, CT, USA) (Figura 8), con llama de aire-acetileno. Se empled una lampara
de cobre de catodo hueco con un slit de 1,9 mm y longitud de onda de 324.8 nm. Todo
el material fue previamente lavado con acido nitrico al 20% y enjuagado con agua
bidestilada. Se realizé6 un control de calidad del método empleando un control de
referencia (BCR, liver bovine, Germany), obteniendo una fiabilidad del 96%.
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La solucion mineralizada se mide, en el caso del cobre, directamente, sin diluir,
utilizando el espectrofotometro que esta conectado a un ordenador, y que leera toda la

informacion procedente de la muestra.

Figura 8. Espectrofotometro de Absorcion Atdmica

2.7. Determinacidon de la actividad de la SOD

Para medir la enzima Superoxido dismutasa (SOD) se utilizo el kit BIOXYTECH
SOD-525 (Spectofotometric Assay for Superoxide Dismutase for Research).

La técnica SOD-525 se basa en medir SOD mediante un incremento de auto-
oxidacion a 5, 6, 62, 11B-tetrahydro-3,9,10-tri-hidroxi venzo[c]fluorene en una solucién

alcalina con un méaximo de absorbancia de 525 nm.

La lectura se hace con lector de placas (BIO-TEK INSTRUMENTS, INC.,
VERMONT, USA) (Figura 9).

Figura 9. Lector de placas.
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2.8. Poder Antioxidante Total

La determinacion del Poder Antioxidante Total (PAO) se realizé mediante una
medida indirecta colorimétrica, en la que se evaluo la capacidad de los antioxidantes

como sustrato en la reaccién de reduccién del Cu?" a Cu*.

En esta reaccion se pusieron en contacto todas las muestras con una solucion
de Cu?, de tal modo gue ante la presencia de antioxidantes, éstos realizaran una
reduccion de Cu®* a Cu*; dicha reduccion producira una reaccién colorimétrica que
sera posteriormente evaluada mediante la medicién de la absorbancia a 490 nm,
determinando asi la capacidad antioxidante de la muestra, midiendo no s6lo moléculas
antioxidantes hidrofilas como la Vitamina C o glutation, si no también, moléculas

hidréfobas como la Vitamina E, entre otras.

Para el analisis realizamos dos pasos previos para la preparacion de la

muestra y reactivos de la siguiente manera:

- Por un lado, antes de comenzar el procedimiento, se realizé una dilucién previa de

la muestra.

- Paralelamente se procede a la preparacion de la mezcla para el andlisis tanto de
la muestra como del estdndar necesario para la posterior elaboraciéon de la curva

patrén.

- Una vez preparados, tanto las muestras como los reactivos, el procedimiento de

analisis comprendié cuatro puntos:

1. Se montd la placa de 96 pocillos con las muestras por duplicado, el blanco y
los estandares para la confeccion de la curva patron con 200 yuL de mezcla en
cada pocillo y posterior lectura a 490 nm.

2. Una vez realizada esa primera lectura, se afiadieron 50 pL de solucion de Cu®*
a cada pocillo e incubamos durante 3 minutos.

3. Transcurridos esos 3 minutos, se procedié a una segunda lectura de la placa a
490 nm.
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4. Por ultimo, una vez realizada esa segunda lectura, se afiadieron en este punto
50 pL de Solucién de Parada (Stop Solution) realizando una nueva lectura a

490 nm lo més rapidamente posible.

2.9. Ensayo Comet

Para determinar el dafio de ADN por estrés oxidativo, se realizd el ensayo
comet para lo cual incluy6é el previo aislamiento de leucocitos y la electroforesis
alcalina que a continuacion se describen. Para realizar este ensayo se seleccionaron
al azar 12 individuos de la poblacién critica y se determiné tanto al inicio como a los 7
dias de estancia en UCI. Para realizar el analisis de los datos se emplearon los valores
de Tail Moment obtenidos. El Tail Moment se define como el producto de la longitud de
la cola y la fraccion de ADN total en dicha cola. A mayor Tail Moment, mayor sera el
dafo del ADN.

2.9.1. Aislamiento de leucocitos

Consiste en una centrifugacion en gradiente de densidad. Mezclamos la misma
cantidad de sangre total y tamp6n fosfato (PBS) libre de Ca®* y Mg?*. Ponemos 4 mL
de lymphoprep en tubos de ensayo y afiadimos 2 mL de la mezcla anterior, dejandola
caer suavemente por las paredes del tubo de modo que ésta quede suspendida
encima del lymphoprep. A continuacion centrifugamos a 2500 rpm durante 15 minutos.
Tras esta centrifugacion observamos claramente el gradiente de densidad formado,
encontrando, por orden, en el fondo los eritrocitos, el lymphoprep, una nube de
leucocitos y el plasma. Retiraremos dicha nube y la almacenaremos con una
disolucién de PBS y dimetil sulfoxido (DMSO) al 10% en tubos Eppendorf a -80°C.

2.9.2. Electroforesis alcalina

El ensayo comet se empled para analizar el dafio en el ADN de linfocitos
aislados con lymphoprep. Las células fueron mezcladas con 65mL de PBS libre de
Ca®" y Mg®* con un 0.7% de agarosa de baja fusion (LMA), y se esparcio rapidamente
sobre una placa previamente condicionada con un 1% de agarosa de fusion media

(NMA) disuelta en PBS libre de Ca** y Mg**. Después de la solidificacion de la LMA
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tras 15 minutos sometida a 4°C, se afiadié 75 mL mas de LMA a la placa. Después de
mantener otro 15 minutos las placas a 4°C, para romper las células embebidas y para
permitir que el ADN se separe, se introdujeron las placas durante 2 horas en una
solucion de lisis muy fria, previamente preparada con 1% de N-lauril sarcosinato de,
2.5 M de NaCl, 100 mM de Na,EDTA, 10mM de Tris-Hcl, pH 10 con Triton X-100 y
10% de DMSO. Después de la lisis, las placas se introdujeron en un bafio de
electroforesis. Esta se llevo a cabo bajo unas condiciones de 20 V y 300 mA durante
20 minutos y a 4°C. Después de la electroforesis, las placas fueron generosamente
lavadas con tampon de neutralizacion (Tris-Hcl 0.4M, pH 7.5) para neutralizar el

exceso alcalino y eliminar los detergentes.

Para su lectura en el microscopio de fluorescencia, las placas fueron tintadas

con bromuro de etidio, afiadiendo 10 mL de éste antes de su lectura.

2.10. Determinacion de cobre por QD

2.10.1 Sintesis de OD

El procedimiento que se ha seguido para la obtencion de CdTeQD-Lcys se
encuentra descrito en la literatura (Zhang et al, 2003; Priyam et al, 2007; Ghosh et al,
2009). Se pesaron 134.5 mg de H,TeO,.2H,0 (0,6 mmol) (>99% Alpha Aesar, USA) a
los que se afiadieron 0.7 mL de agua bidestilada. La mezcla se mantuvo 2 minutos en
ultrasonido y, posteriormente, se le hizo pasar nitrégeno durante 10 minutos. Tras el
barboteo con nitrégeno se afiadieron 90.2 mg (2.4 mmol) de borohidruro de sodio
(NaBH,, Sigma, Spain). A continuacion calentd la mezcla de reaccion a una
temperatura 69-70 °C produciéndose un cambio de color a blanco-transparente. En
ese momento se dejé el recipiente conteniendo la mezcla de reaccion en hielo y se

mantuvo asi durante dos horas.

Por otra parte, se pesaron 0.3619 g de nitrato de Cd [Cd(NO3),.4H,0] (1.19
mmol) (Sigma, Spain) y 0.4615 g (2.94 mmol) de clorhidrato de cisteina (Sigma, Spain)
y se disolvieron en aproximadamente 30 mL de agua bidestilada. Se afadi6 NaOH
hasta un pH proximo a 11.62 y se enrasO0 con agua bidestilada a 50 mL (pH final
11.55). Para las medidas de pH se utilizé un potenciémetro Crison calibrado con los
tres tampones habituales. Esta disolucion se mantuvo una hora bajo paso de argén

(ver figura siguiente).
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Por otro lado, se barbote6 nitrégeno a través de 450 mL de agua bidestilada
durante 1 hora. Cinco minutos antes de que se cumplieran las dos horas, se retir6 el
compuesto obtenido en la primera fase de la sintesis y se atemperé a temperatura
ambiente. El contenido presenta un aspecto de solido de color blanco-amarillento.
Cuando se aprecia que se ha producido la fusién del sélido, se extraen 0.5 mL y se
adicionan rapidamente a la disolucién de Cd y cisteina para evitar la oxidacion de
NaHTe (Zheng et al, 2004). A continuacion el matraz conteniendo la mezcla de

reaccion se sumergio en el bafio de glicerina a 108 °C.

La mezcla de reaccion se mantuvo a reflujo durante 25
minutos al cabo de los cuales se extrajo el matraz del bafio
de glicerina y se dejo enfriar el contenido a temperatura
ambiente (ver figura adjunta). Luego, la mezcla se diluy6

con los 450 mL de agua que se habia barboteado con N..

Al dia siguiente se hace una filtracion a través de filtros
Millipore 0.45 p y el filtrado se reparte en vacutainers y se

conservan a 4°C en la camara fria. Las muestras de los

vacutainer se centrifugaron rutinariamente a 2500 rpm

durante 20 minutos antes de su uso.
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2.10.2 Obtencidn de las muestras bioldgicas vy pretratamiento

Las muestras biolégicas proceden de extracciones de sangre realizadas a
individuos sanos y a ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos. El volumen de
la extraccion fue de 10 mL y se realizaron en vacutainers (Venoject®, Terumo Ltd.,
UK) conteniendo 170 I.U. de heparinato de litio liofilizado. Estas muestras se trataron
para separar plasma de eritrocitos para lo que se procedié6 mediante centrifugacion a
3000 rpm durante 15 minutos. Se separa el plasma y la fraccion de eritrocito se
suspende en una disolucion salina 0,9%, se agita y se vuelve a centrifugar en las
mismas condiciones. Se separa el sobrenadante y los eritrocitos se reparten en
eppendorf conteniendo voliimenes de 0.5 mL cada uno. De la misma forma se hizo

con las muestras de plasma.

Para el andlisis fluorimétrico se llevé a cabo un tratamiento diferenciado de las
muestras de plasma y eritrocito. En el primer caso se diluyeron al 50% y se disolvio
urea hasta alcanzar una concentracion 8 M. Luego se mantuvieron en agitacion
durante 90 min. Se conservaron a 6°C. Las muestras de eritrocitos se diluyeron
también al 50% con HCI 4.10° M y se mantuvieron a 0°C durante 15 minutos. Luego a
1 mL de la disolucién diluida de eritrocito se le afiadié 0.180 mL de etanol y 0.090 mL
de cloroformo y se centrifugd a 13400 rpm durante 30 minutos (Nahita 2507/100,
Auxilab, Spain). Todo esto se realiz6 en el interior de la camara fria con una
temperatura de 6°C. En los casos en que el sobrenadante permaneciera de color rojo,
se separd y se mantuvo a 80°C durante 2 minutos. Luego se dejo enfriar y se
centrifugd a 13400 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se sometié de nuevo al
tratamiento a 6°C con alcohol/cloroformo y se centrifugd de nuevo a 13400 rpm
durante 30 minutos. El sobrenadante sin coloracién se guard6 a 6°C para ser utilizado

en los préximos 30 minutos.

2.10.3. Medidas de absorcion

Los espectros de absorcion y las curvas de calibrados para las medidas de
absorcion se realizaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer (Perkin Elmer, Spain)

provisto de un sistema de termostatacion Peltier.
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2.10.4. Andlisis por microscopia electrénica de barrido

Las disoluciones de QD fueron analizadas por microscopia electronica de
trasmision de alta resolucion (HRTEM) y HAADF FEI TITAN G2. El aparato pertenece

a los Servicios Técnicos de la Universidad de Granada. :

2.10.5. Medidas por ICP-MS

Se realizaron medidas para la determinacién de cobre por espectrometria de
masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo y filtro de iones por cuadrupolo
ICP_MS NEXION 300D. Este aparato esta localizado en los Servicios Técnicos de la

Universidad de Granada.

2.10.6. Medidas de fluorescencia

Las medidas de fluorescencia se realizaron en estado estacionario en un
fluorimetro Cary Eclipse (Varian-Agilent) utilizando cubetas de 1x1 cm y muestras
termostatadas con un sistema Peltier. Las muestras fueron excitadas a 325 nm usando
rendijas de excitacion y de emision de 10 nm. Para la calibracion de la posicién de la
microplaca se utilizé sulfato de quinina (90%, Aldrich Chem.) 2.10° M en HSO, 0.015
M. Tras la calibracién se registraron los espectros de emision de la disoluciéon de
quinina en 12 pocillos. Cuando la dispersion, expresada como desviacion estandar, en
el maximo de emision de la quinina fue superior al 0.01% se procedio a la recalibracion
o al cambio de microplaca. La determinacion del contenido en Cu (ll) se realizé
utilizando disoluciones de CuCl, de concentraciones comprendidas entre 1.107 M y
4.107 M todas ellas obtenidas por dilucién de una disolucion estandar 0.3 M (Fluka,
USA). El procedimiento tipico en la preparacion de muestras conteniendo CdTeQD-
Lcys, comienza por la dilucién del quantum dots en tampon MOPS 6.10° M pH 7.4, de
modo que la disolucion resultante tenga una absorbancia de 0.15 a 325 nm. La
dilucion necesaria para obtener esta absorbancia es conocida a partir de los
resultados obtenidos en el registro de los espectros de absorcion con diferentes
diluciones de CdTeQD-Lcys. De la disolucion de CdTeQD-Lcys resultante se toman
2.9 mL y se completan hasta 3 mL afiadiendo 0.1 mL de la disolucion conteniendo

cobre (muestras biol6gicas o disoluciones estandar de cobre).
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3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para la expresion de los datos se ha utilizado el procedimiento de estadistica
descriptiva, indicAndose los resultados de las variables numéricas como media
aritmética, desviacion estandar (X + SD), y los resultados de las variables categéricas
en frecuencias (%). Como paso previo a la ejecucion de un modelo paramétrico o no,

se acepto la hipotesis de distribucion normal mediante el test de Kolmogorov-Smirnov.

En el estudio de los datos o variables numéricas, se ha utilizado el test de
muestras independientes para las comparaciones entre los grupos y el test para
muestras relacionadas, para evaluar la significacién estadistica del cambio producido

en las distintas variables numéricas durante el estudio.

Para todo ello, se ha utilizado el analisis estadistico de la varianza (ANOVA),
habiéndose empleado el test de la t de Student para los métodos paramétricos, tanto
en el caso de muestras independientes, como de muestras relacionadas; el test de
Kruskal-Wallis para los no paramétricos de muestras independientes; y el test de

Willcoxon, como test no paramétrico para muestras relacionadas.

Para estudiar los datos o variables categoéricas y establecer comparaciones
entre los grupos, se ha empleado el test de Mann-Whitney, ya que debido al caracter

cualitativo de dichas variables no podemos asumir normalidad.

El analisis de regresion lineal se utilizé para la busqueda de correlaciones

bivariadas, utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson.

La estimacién del grado de asociacion entre cada uno de los parametros
plasmaticos analizados y los resultados clinicos se realizé mediante un andlisis de

regresion logistica.

4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La inadecuacion del soporte nutricional suministrado por la casa comercial, el
retraso por diferentes motivos en su instauracion, las pérdidas extras de nutrientes por
complicaciones del tratamiento o por la propia enfermedad de base, la administracion
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de farmacos que interfieren en el proceso de nutricion, las deficiencias organizativas,
son causas que derivan en una mala asistencia nutricional en el paciente critico que
ingresa en la UCI (Arias, 2006).

Casi toda la metodologia empleada para determinar la composicion corporal
tiene valor limitado en el paciente critico, ya que muchos de los pacientes graves estan
sometidos a ventilacibn mecanica, hemodialisis o0 han necesitado de la infusién de
gran cantidad de liquidos para su reanimacion, que lleva a la obtencién de resultados
erroneos, por ejemplo de valores de biocimpedancia por retencion de liquidos,
inflamacién o edemas, o valores de masa magra por degradacion proteica muscular
durante la situacion de estrés metabdlico e inmovilidad a la que esta sometido el

paciente critico.

Por otro lado, los pacientes que ingresan en la UCI, en su mayoria, no
alcanzan el dia 7 de estancia o dejan de tener soporte nutricional artificial, debido a
diferentes causas, como, principalmente, la mortalidad, o también la ingesta de
alimentos o la intolerancia en la administracién del soporte enteral o parenteral, el
traslado a planta, etc. Todos son factores que no permiten el estudio de la evolucién

del paciente durante su estancia en la unidad.
Asi mismo, la seleccién del paciente segun criterios de inclusién se hace ardua

y la aceptacion a participaren el estudio resulta complicada al ser los familiares los que

deben ser informados y tomar la decision.
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Resultados del Estudio
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RESULTADOS DEL ESTUDIO

1. ESTUDIO EN LA MUESTRA TOTAL

1.1. Caracteristicas generales de la muestra

Las caracteristicas generales de la muestra finalmente empleada para el
estudio se reflejan en la Tabla XII.

En general, las variables estudiadas guardan valores de normalidad y, por
tanto, son comparables entre grupos, tanto caso-control, como en el estudio de
evolucion del paciente en la UCI. No existen diferencias significativas en la edad y el
IMC entre el grupo control y el grupo de paciente critico. Por otro lado, dentro de los
parametros clinicos, observamos diferencias estadisticamente significativas en los
niveles de albumina, prealbumina, ferritina, transferrina, colesterol total, colesterol HDL
y colesterol LDL.

: CRITICOS VALOR
PARAMETRO CONTROLES SRR
Punto 0 Punto 7

Hombres: 43 Hombres: 44
Muestra (N) : : 49

Mujeres: 58 Mujeres: 31
Edad (afios) 54 + 14 61.3+11.03 58 + 10
IMC 24.8+ 3.4 27.2+8 NR 18 -24
APACHE - 17.1 £ 6.53 9.1 + 3.6** -
SOFA 8.31+3.52 58+3
Albumina (g/dL) 4.55 + 22.6* 2.74 £ 0.59 2.70+0.75 35-5
Prealbimina (mg/dL) 26.8 £ 9.59 * 12.7+6.8 17.3+10.7 19.5 -35.8
Hierro (ng/dL) 83.3+30.1* 34.5+35.0 41.1 + 30.9 60-180
Ferritina (ng/dL) 146.9 + 63.5* 697.9 £ 972.1 529.3 + 450.2 20 — 250
Transferrina (mg/dL) 249.8 + 22.1* 141.5+59.4 148.1 £ 51.3 170 - 370
Colesterol Total (mg/dL) 206.2 + 42* 108.2 + 38.5 136.5 + 45.9 ** 110 - 200
Colesterol HDL(mg/dL) 47.2 +12.1* 24.5+17.9 20.7£10.4 40 - 60
Colesterol LDL(mg/dL) 125.6 £ 33.7* 41.9 + 28.7 69.1 + 44.6 ** 70 - 150
Triacilglicéridos TAG)

141.6 + 59.9 198.4 + 148.2 196.5 + 100.6 50 - 200

(mg/dL)

Tabla XII. Caracteristicas generales de la muestra;*Criticos vs Control p < 0.05 ;**Criticos-0 con Criticos-7, p<0.05
NR= No realizado por causas intrinsecas al pacien
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Respecto a la evolucion del paciente critico durante los 7 dias de estancia en
UCI, también observamos diferencias significativas en el valor de SOFA y APACHE, y
entre los niveles de colesterol total y colesterol LDL obtenidos en el dia O respecto a

los obtenidos el dia final de estudio.

1.2. Ingesta de energia, nutrientes y cobre

Nuestros resultados de ingesta de nutrientes y energia se describen en la

Tabla XIlIl, tanto en la poblacién control como en la poblacion de pacientes criticos.

%RDA
TOTAL

M +SD RDA % RDA M +SD RDA % RDA
d=1913 + 564.0 4= 85.0 d=1470 + 775.5 3=80.7
1684 + 448.6 d52250 0=85.0 0=1096 + 500.0 g51820 0=65.2
$= + . _ 2= . 2= + . _ $=69.
0= 1982 ©=1680
Total=1781+ 608.8 Total=82.2  Total=1283 + 668.9* Total=73.3
3=77.3 +30.7 4=138.0 3=42.0 + 39.3 3=46.2
d=56 d=91
0=65.2+21.3 s 0=138.6 0=39.1 + 14.6 o ©=46.6
Total= 69.4 + 25.9 - Total=134.5  Total =40.6 + 29.0 - Total=46.6
3=25.0 + 16.3 3=275 4=100.6
d=91
0=355 + 4.56 o 0=42.3 ©=189.2
Total= 26.6 + 15.4 - Total=30.4  Total=112.9
§=24.5 + 63.2 3=26.9
d=91
©=46.1 £ 70.9 0=54.9
0=84
Total=31.4 + 64.1 Total=35.9
3=97.0+28.8 3=155.1 3=61.6 +30.3 =123
4=50-75 3=50
0=79.1+29.9 0=150.7 ©=43.3+ 17.0 ©=92.0
0=42-63 0=47
Total=84.3 + 38.6 Total=146.6  Total=52.4 + 15.7* Total=92.5
7=309 -
(@)
d=221.4+63.1 d=65.6 3=65.6 + 41.0 3=26.2
365 4= 250
©=190.9 +52.9 ) 0=67.0 0=77.3+£50.7 ) 0=33.4 ‘
0= 261 - 0= 231 3=77.0
Total= 200.6 + 65.6 Total=64.5  Total=87.9 + 72.8 Total=30.8
309 0=68.1
3=126.8 + 117 4=50.7 Total= 67.2
0=80.1 + 70.2] g5 280 0=34.7
)=80.1 + 70.2ju =34,
¥ ) 0= 231 ¥
Total=104.4 + 98.2 Total=36.4

Tabla XIIl. Aporte de energia y macronutrientes en sujetos controles y pacientes criticos.

Al realizar el test de comparacion de medias, se observan valores
significativamente superiores en los niveles de energia y lipidos en los sujetos
controles con respecto a los pacientes criticos. Igualmente, los sujetos controles
muestran mayor adecuacion de ingesta que los sujetos criticos, en los que se

observaun aporte insuficiente de energia y carbohidratos. Es de mencionar que, en el
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aporte proteico se ha incluido el de proteinas, aminoacidos y nitrégeno, y en el

glucidico, el de hidratos de carbono y glucosa.

M + SD % sujetos < 2/3 RDA M + SD % sujetos < 2/3 RDA
937.5 +£948.3
1229+ 1736 52.6 46.9
916.1 + 725.5
1662 + 2453 46.2 41.2

699.4+ 734.7*
928 + 875* 57.1 53.3

Tabla XIV. Aporte de cobre (M = SD) y sujetos (%) con aporte insuficiente de cobre.
* Hombres vs Mujeres p<0.05

En la Tabla XIV se muestran los valores de aporte de cobre tanto en la
poblacién control como en la poblacion de pacientes criticos. Se observa que el 52.2%
de la poblacion control presenta una ingesta insuficienteen este mineral (menor a 2/3
de la RDA, 1100 ng/dia).

Al hacer el estudio comparativo por sexo, se observan diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre hombres y mujeres tanto en el grupo

control como en la poblacion critica, presentado las mujeres valores inferiores.

En cuanto al aporte de minerales antioxidantes, se observa una asociacion
significativa entre el aporte de cobre y el aporte de otros minerales en paciente critico

como cinc, hierro, magnesio, manganeso y selenio, segln aparece en la Tabla XV.

r=0.957 r=989 r=0.716 r =972 r=0.973
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001

Tabla XV. Correlacion entre el aporte de Cu y la ingesta de otros minerales antioxidantes.

1.3. Valores de cobre en plasmay eritrocito

Nuestros resultados referentes a los niveles de cobre en plasma vy eritrocito,
tanto en paciente critico como en los sujetos control, tanto al inicio como al final del
estudio vienen reflejados en la Tabla XVI, haciendo referencia también a los

biomarcadores del estatus antioxidante SOD y PAO.
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1.4. Estudio comparativo control-critico

Podemos observar valores significativamente inferiores (p<0.05) de Cu
plasmatico y eritrocitario en paciente critico respecto a los del grupo control. Con
respecto al estatus antioxidante, observamos igualmente valores significativamente
menores (p<0.05) en la actividad de la enzima SOD y niveles de PAO en paciente

critico respecto a la que se observa en el grupo control.

DIA 0 DIA 7 DIA 0 DIA 7 DIA 0 DIA 7 DIA 0 DIA 7

12.8+3.40 11.2+3.60 6.70+3.30  7.10£2.80  1.53+0.30 1.65+0.32 830.8+336.7  843.1+320.4

3.83£1.54*  3.83+1.46** 3.89+1.59° 3.49+1.41* 1.35+0.62° 1.15+0.40 597.1+224.1° 530.5+207.6*

Tabla XVI. Resultados de Cu, SOD y PAO en sujetos control y paciente critico.
Control vs Paciente Critico dia 7 *p<0.05, *p<0.001
Paciente Critico Dia 0 vs Dia 7 °p<0.001

1.5. Estudio de individuos deficientes en Cu

En la tabla XVII se muestra el porcentaje de individuos deficientes en Cu, tanto

a nivel plasmético como eritrocitario.

Los individuos controles deficientes en Cu encontrados en nuestro estudio son

el 10.8% a nivel plasmatico y el 15.4% a nivel eritrocitario.

Estableciendo como valores normales de cobre en plasma 45-157 ug/dL, al
analizar el porcentaje de individuos criticos deficientes en cobre, se observa que al
inicio de la estancia en UCI, el 11.1% de los pacientes es deficiente en cobre,

incrementando al séptimo dia de estancia al 17.3%.
Al estudiar el cobre intraeritrocitario y estableciendo los niveles de referencia en

0,0030-0.0110 mg/L, encontramos que el 32.3% al inicio, y el 35.4% al final, de los

pacientes presenta deficiencia de cobre.
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1.6. Evolucion en la UCI

Al aplicar el test de la T de student para comparacién de medias, se observan
diferencias significativas en los niveles de cobre en eritrocito al inicio respecto al final

de la estancia en UCI en el paciente critico (p<0.001).

Asi mismo, al estudiar los biomarcadores de estatus antioxidante, se observan
diferencias significativamente menoresal finalfrente al inicio de la estancia en UCI,
tanto en la actividad de la enzima SOD como en los niveles de PAO (p<0.001, en

ambos casos).

DIA 0 DIA 7 DIA 0 DIA 7
10.8 9.5 15.4 14.3
11.1 17.3 32.3 35.4

Tabla XVII.Porcentaje de individuos deficientes en cobre plasmatico y eritrocitario.

1.7. Estudio de correlacion entre pardmetros en Criticos

Al realizar el andlisis de correlacionbivariante de Pearson (Tabla XVIII)
encontramos correlaciones significativas negativas entre los niveles de cobre
plasmatico con el SOFA (r=-0.380, p=0.014), y entre el cobre eritrocitario y los valores
en la escala APACHE (r=-0.328, p=0.037) y el SOFA (r=-0.323, p=0.017).

) ) r=0.504 ) ) ) )
p =0.001
r=-0.380 . . ) } ) ; rSdies
p =0.014 p =0.001
) ) ) r=0.341 ) r=-0417  r=0352 )
p =0.005 p=0016  p=0.045
r=-0.323 r=-0.328 ) ) r=-0287 r=-0.320 ) )
p =0.017 p =0.037 p=0034 p=0041

Tabla XVIII. Correlaciones entre los niveles bioquimicos de Cu y otros parametros nutricionales.
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Por otro lado, se observa una significacion estadistica significativa al
correlacionar los niveles de PAO con los niveles plasmaticos de cobre en el paciente
critico al inicio de la estancia en UCI (r=0.504, p0.001). Dicha correlacién no existe al

final de la estancia en UCI.

También observamos una asociacion significativa entre los niveles de cobre en
eritrocito con la actividad de la enzima antioxidante SOD (r=0.341,p=0.005) al final de

la estancia.

Con respecto a los parametros involucrados en el metabolismo del hierro, se
observa asociacion significativa negativa del cobre eritrocitario con el hierro (r=-0.287,
p=0.034) y con la vitamina By, (r=-0.320, p=0.041). Igualmente, se observa asociacion
significativa negativa entre los niveles plasmaticos de cobre y los niveles de vitamina

B1, (r=-0.417, p=0.016), asi como con los niveles de &cido folico (r=-0.352, p=0.045).

Igualmente, se observa asociacion significativa negativa entre los niveles de
cobre eritrocitario y cinc eritrocitario al inicio de la estancia del paciente en la UCI (r=-
0.354, p=0.001).

2. ESTUDIO EN SUBGRUPO

Como se describid en el apartado de metodologia se realizé6 un estudio de
dafio en DNA en un subgrupo homogéneo constituido por 12 pacientes elegidos
aleatoriamente, mediante el método COMET para evaluar la posible influencia del

estrés oxidativo sobre la alteracion del material genético.

2.1. Resultados de comet y estrés oxidativo

En la siguiente tabla (Tabla XIX) se representan los valores medios y la
desviacion estandar (SD) de los parametros Tail Moment, cobre en eritrocito y PAO,
tanto al inicio de la estancia en UCI del paciente critico, como al final (7 dias) de la
misma. Al hacer el andlisis comparativo de medias mediante el test de ANOVA de un
factor, no se observaron diferencias significativas en dichos parametros al evaluar la

evolucién del paciente durante su estancia.
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10.2+5.11 8.65 +£0.31
3.00+2.00 4.00£ 2.00
2076 £ 1212.7 2443 +1027.7

Tabla XIX. Subgrupo pacientes criticos dia 0 vs dia 7.

Al realizar el estudio de asociaciones, el analisis bivariante de Pearson mostré
altas significaciones negativas al asociar el tail moment tanto con el cobre eritrocitario
(r=-0.839, p=0.001), como con el PAO (r=-0.884, p<0.001). Asi mismo, también se
observaron correlaciones significativas entre cobre eritrocitario y PAO (r=0.857,
p<0.01).

Como se observa en los resultados, existe una asociacion altamente
significativa negativa entre el tamafio de la cola y el contenido de cobre en eritrocito
(p<0.001; r=-0.837). Asi mismo, también observamos una asociacion altamente
significativa negativa entre el tamafio de la cola y el PAO (p<0,001; r=-0,884). Por otro
lado, existe una asociacion altamente significativa positiva entre el contenido de cobre
eritrocitario y el PAO (p<0.001; r=0.857).

3. RESULTADOS DE QD

3.1. Sintesis y caracterizacion de los CdTe QD-Lcys

En la Figura 19 se muestran los espectros de absorcién y fluorescencia de
CdTeQD-Lcys en medio acuoso tamponado con MOPS (pH 7.4). Debe destacarse la
presencia de un maximo de absorcién hacia 497 nm. Por otra parte, la emisién se

caracteriza por una estrecha banda de fluorescencia con un maximo a 530 nm.
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Figura 19. Espectros de absorcion y emision de disoluciones
tamponadas (MOPS, pH 7.4) de CdTeQD-Lcys

De acuerdo con el procedimiento detallado en el apartado de “Sujetos y
Metodologia”, el proceso de sintesis se efectla empleando una proporcion de los
precursores Cd*":L-cisteina:Te* 1:2:0.5; la temperatura de la reacciéon 108°C y el
tiempo de reaccion 25 minutos. La muestra obtenida se ha analizado por HRTEM
obteniéndose una imagen de los QD cuyo tamafio promedio estad comprendido entre 2
y 4 nm (Figura 20a). Un analisis de los componentes de la disolucion se presenta en la
Figura 20b.

HREM. CIC
Univ. Granadaj

T

Figura 20a. Imagen obtenida en el andlisis de HRTEM de la disolucion acuosa de
CdTeQD-Lcys.
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Figura 20b. Analisis de los elementos componentes de la disolucidon acuosa
de CdTeQD-Lcys analizada por HRTEM.

3.2. Fluorescencia de CdTeQD-Lcys

Todas las muestras de CdTeQD-Lcys fueron guardadas en oscuridad en la
camara fria (6°C). Tal como se observa en la Figura 21, durante los primeros dias
después de la sintesis, disoluciones de CdTeQD-Lcys en medio tamponado por MOPS
(pH 7.4) muestran significativos incrementos en la intensidad de fluorescencia. Esta
tendencia continla durante 10-15 dias, después de este periodo de tiempo la
fluorescencia se estabiliza en valores de intensidad alrededor de un valor promedio
con una Vvariacion de + 15%. Todas las muestras utilizadas 15 dias después de la
sintesis presentaban una buena coincidencia en el perfil del espectro de emisién asi
como en la posicibn del maximo. Una vez transcurrido >50 dias se observa un

desplazamiento hacia el azul de aproximadamente 2 nm.
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Figura 21. Efecto del tiempo transcurrido tras la sintesis sobre la fluorescencia medida en el

méaximo de emision para disoluciones tamponadas de CdTeQD-Lcys en MOPS (pH 7.4) preparadas
a partir de dos muestras diferentes (circulos rellenos y vacios) guardadas a 6 °C.
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Figura 22. Variacion de la intensidad de fluorescencia medida en el méximo de la banda de emision
con disoluciones de CdTeQD-Lcys en presencia de diferentes concentraciones de MOPS (pH 7.4).
Las medidas se repiten con las mismas disoluciones en distintos intervalos de tiempos
transcurridos después de la preparacion de las disoluciones (circulos llenos): 5-6 min, (circulos
vacios): 70-73 min.

Se ha comprobado que un aumento de la concentracion de MOPS va
acompafado de un aumento de la respuesta inflamatoria de CdTeQD-Lcys. Asi ocurre
cuando se varia la concentraciéon de MOPS 1 mM y 50 mMobservandose un aumento
>20% de la fluorescencia de CdTeQD-Lcys por comparacion con la disolucion no
tamponada (Figura 22).Entre 6 mM y 20 mM se obtienen medidas bastante estables
de la fluorescencia de CdTeQD-Lcys que disminuyen ciando la concentracion del
tampoén se incrementa por encima de 20 mM. Se observa igualmente que la respuesta
a la presencia del tampén se repite pasada mas de una hora de la preparacion de las

muestras.
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De otro lado, la presencia de KCI provoca un descenso de la fluorescencia de
CdTeQD-Lcys que es apreciable a concentraciones relativamente bajas de la sal
(Figura 23).
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Figura 23. Variacion de la intensidad de fluorescencia medida en el méximo de la banda de emision
con disoluciones de CdTeQD-Lcys (MOPS 6 mM pH 7.4) en presencia de diferentes
concentraciones de KCI. Las medidas se repiten con las mismas disoluciones en intervalos de
tiempos distintos transcurridos después de la preparacion de las disoluciones (circulos llenos): 4-6
min, (circulos vacios): 1-2 min

La influencia de la temperatura en la fluorescencia de CdTeQD-Lcys en MOPS
pH 7.4, se muestra en la Figura 24. Las muestras se toman de la cAmara fria (6°C) y
se diluyen en el tampon tal como se indica en el apartado de Metodologia.
Posteriormente se distribuyen 2.9 mL de esta dilucion en los diferentes pocillos de
placas previamente calibradas con disolucion de sulfato de quinina 0.015 M, y a los
gue se agrega 0.1 mL de agua bidestilada. Tras la preparacion se toma la temperatura
de las disoluciones al inicio y al final de la serie de medidas en la placa. Asi se
obtienen cuatro grupos de medidas a 530 nm en los que se comprueba que la
temperatura cambia entre los siguientes intervalos i) 13.3 °C - 23.6 °C; ii) 23.6 °C -
25.8 °C; iii) 25.8 °C — 26.5 °C; and iv) 26.5 °C - 26.8 °C siendo 12 minutos el tiempo
empleado en efectuar las medidas en cada grupo. El cambio inicial de temperatura
(10°C/12 min) origina un pronunciado descenso de la fluorescencia. Con posterioridad,
un cambio de temperatura mas suave (3°C/42 min) da lugar a un ligero aumento de la
fluorescencia.
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En otro experimento las muestras tomadas de la camara fria (6°C), se diluyen

en el tampdn y se distribuyen en los pocillos a la temperatura ambiente y se deja

alcanzar los 21°C (15 mi

distintos tiempos. En la

estandar en los tres grupos de medidas fluorescencia a 530 nm realizados con la
misma muestra en un tiempo total de 28 minutos. El promedio de la intensidad relativa
de fluorescencia resulta ser 792 con una desviacion estandar de + 2.4%. EI maximo de

la emisién (530 nm) varia sé6lo un 0.1% en las medidas efectuadas. También en este

caso aunque de forma su
fluorescencia que parece

durante el desarrollo del e
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nutos), a partir de ese momento se realizan las medidas a

Figura 25 se muestran los valores medios y la desviacion

ave, la tendencia observada en el tiempo es un aumento de

descartar el deterioro de los QD por pérdidas de ligandos

Xperimento.
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Figura 24. Intensidades de fluorescencia medidas a 530 nm con disoluciones
de CdTeQD-Lcys (MOPS pH 7.4) en funcion de la temperatura. Las mismas
disoluciones son medidas sucesivamente en cuatro periodos de tiempo.
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Graéfica 25. Intensidades de fluorescencia medidas a 530 nm con disoluciones de
CdTeQD-Lcys (MOPS pH 7.4) en funcién del tiempo transcurrido desde la
a disolucién. Las mismas disoluciones son medidas sucesivamente
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de tiempo.
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3.3. Desactivacion de la luminiscencia de QD por iones Cu(ll)

La fluorescencia de CdTeQD-Lcys disminuye al aumentar la concentracion de
Cu(ll) en el medio como se puede observar en los cambios espectrales mostrados en
la Figura 26. En la citada Figura se observa como al aumentar la concentracion de
Cu(ll) se produce un descenso de la fluorescencia sin que varie el perfil del espectro
de emision. En la Figura 27 se muestra la comprobacion de que la desactivacion de la
fluorescencia de CdTeQD-Lcys se ajusta a la ecuacion de Stern-Volmer.

180

120 4

60

Fluorescence intensity (A.U.}

Wavelength {nm)

Figura 26. Efecto de concentraciones crecientes de cobre en la
emision de CdTeQD-Lcysen disolucion acuosa tamponada (MOPS pH 7.4)
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Figura 27. Ajuste de los datos experimentales de la desactivacion
de la fluorescencia de CdTeQD-Lcys por Cu(ll) segun la ecuacion

de Stern-Volmer. Los resultados del ajuste aparecen insertos en la
grafica.
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3.4. Determinacion fluorimétrica de Cu(ll) en plasma y eritrocitos
utilizando CdTeQD-Lcys

Se ha utilizado CdTeQD-Lcys para la determinacion fluorimétrica de Cu(ll) en
muestras biolégicas de individuos pertenecientes a los grupos estudiados en el
andlisis del estrés oxidativo asociado a deficiencia de cobre para pacientes de UCI. Se
han utilizado un numero de muestras representativo de los grupos control y de

pacientes criticos a efectos de comparacion.

Las muestras biolégicas analizadas en este apartado se sometieron al
pretratamiento descrito en el apartado metodologico antes de su uso en la
determinacion de Cu(ll). Las determinaciones de Cu(ll) en muestras biolégicas se
realizaron en la misma placa y de forma simultanea con las medidas necesarias para
obtener Ksy, utilizando para ello muestras de CdTeQD-Lcys a concentracion constante
en tampon MOPS pH 7.4 y en presencia de concentraciones de Cu(ll) de
concentraciones comprendidas entre 0.1 iIM y 0.4 IM. Los resultados del andlisis se

muestran en la Figura 28 y aparecen resumidos en la Tabla XIX.

El E2 E3 E1C E2C
79+24 76+14 81x06 22+x14 31+11
FAAS
84+03 92+10 104%0.7 3.1£15 3.3+1.0
ICP-MS

52+08 55+13 6310 2.6x£1.2 3.5+0.9

Tabla XIX. Concentraciones de Cu(ll) en eritrocitos procedentes de muestras extraidas a individuos
sanos (E1, E2, E3) and pacientes criticos (E1C, E2C) en el primer dia de estancia en la UCI.
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Figura 28. Resultados de la determinacién de Cu(ll) en plasma (P1,P2,P3) y eritrocitos (E1,E2,E3) de individuos sanos
y de enfermos de UCI (E1C,E2C) en su primer dia de hospitalizacién. (Simbolos rellenos) datos de fluorescencia de
CdTe-QD en microplacas; (circulos no rellenos) datos de FAAS; (cuadrados no rellenos) datos de ICP-MS; (cruces)
datos de fluorescencia de CdTE-QD en cubetas convencionales.
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Discusion de los Resultados
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DISCUSION DE LOS RESULTADOS

1. ESTUDIO DE VALORACION DE ESTADO NUTRICIONAL EN COBRE Y ESTRES
OXIDATIVO

1.1. Ingesta de cobre

Como se comentd en el apartado de resultados, un 52.2% de la poblacion

control presenta ingesta deficiente en Cu.

Al realizar la evaluacién del aporte de cobre en paciente critico, se han tenido
en cuenta los mismos requerimientos que en una poblaciéon adulta sana y se han
recogido tanto los niveles aportados por el soporte enteral, como por el parenteral. En
la actualidad las recomendaciones de cobre para paciente critico s6lo vienen referidas
a la nutricion parenteral y se establecen entre unos limites muy amplios de 300-1300
ug/dia, datos mostrados en la Tabla XIV. Hay que tener en cuenta que el cobre por via
enteral se absorbe de en un 55-75%. Teniendo en cuenta que los requerimientos de
cobre por via oral son de 1.1 mg/dia en poblacién sana adulta, si tenemos en cuenta
una absorcién del 55-75%, pasarian a sangre 0.6-0.8 mg/dia. Segun esto, se observa
gue existe un aporte por debajo de estos niveles en un 46.9% de la poblacién critica
(Gréafica 1).

60% -
50% -
40% -
30% -

Controles

20% - Criticos
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0% T T 1

Total Hombres Mujeres

-10% -

Gréfica 1. Porcentaje de sujetos y pacientes con ingesta de Cu<2/3RDA.
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Tanto en la poblacién critica como control, las mujeres presentan valores de

ingesta significativamente mas bajos que los hombres (p<0.05).

Turnlund et al (1994) indicaron una reduccién en las concentraciones de cobre
en hombres con una ingesta a partir de productos bajos en cobre (0.4 mg/dia) durante
42 dias. Por otro lado, otros estudios (Milne et al, 1985; Solomons et al, 1986)
indicaron el mantenimiento de las concentraciones plasmaticas de cobre en un rango
de 6.7-8.6% en personas sanas y personas que consumian dietas con un contenido
adecuado de cobre durante mas de 12 meses. Sin embargo, Milne et al en 1990,
demostré que las concentraciones plasmaticas de cobre eran mas variables (+20%)
cuando los sujetos estaban alimentados con una dieta baja en cobre que durante

periodos en los que la ingesta de cobre era adecuada.

Diversos autores recomiendan la suplementacién de cobre en NP para evitar
los efectos adversos de su deficiencia. Diversos autores recomiendan la
suplementacion de cobre en nutricion parenteral para evitar los efectos adversos de su
deficiencia.Dicha recomendacion esta basada en la valoracion de la ingesta oral, la
absorcion gastrointestinal y las condiciones fisiolégicas generales del individuo,
sugiriendo el rango de suplementacién de 0.5-1-5 mg/dia para adultos (Expert Panel
for Nutrition Advisory Group, 1979). Skine et al (1981), indicaron una cantidad media

Optima de cobre en soluciones de NP de 0.3 mg/dia.

Shankar et al (2010) recomiendan una suplementacién de un 50% y un 200%
adicional en el porcentaje de RDA de cobre en cirugia géastrica y bariatrica,
respectivamente (0.9 mg/dia). Estas recomendaciones de incremento en la ingesta de
cobre después de una cirugia son confirmadas por otro autores (Prodan et al, 2009;
Juhasz-Pocsine, 2007).

1.2. Estudio comparativo sujetos control y pacientecritico

Como se comentd en el apartado de resultados existen diferencias
estadisticamente significativas tanto en los niveles plasméaticos como eritrocitarios de
Cu en paciente critico, respecto a los niveles del grupo control (p<0.01).
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En cuanto al estatus antioxidante, los valores obtenidos en el estudio muestran
que la actividad de la enzima SOD en los pacientes criticos es significativamente
menor que en el grupo control. Igualmente, como se coment6 anteriormente, se han
observado diferencias significativas con el grupo control (p<0.01) en los niveles de

PAOQO, siendo menores en paciente critico (Grafica 2).

14 -
12 -

10 -

6 - Control (N=100)
Critico (N=75)

O T T T 1

Cuplasma Cu eritrocito SOD PAO (*100)
(microM) (microM) (USOD/mL) (nM)

Gréfica 2. Diferencias de parametros entre control y critico. Control vs Paciente Critico *p<0.05,
*%
p<0.001.

En numerosos estudios (Reiser et al, 1985; Milne et al, 1990; Klevay et al,
1984; Milne y Johnson, 1993; Milne y Nielsen, 1996) se ha demostrado la sensibilidad
de la Cu/zZn-SOD eritrocitaria a cambios en el estatus de cobre. Reiser et al (1985)
observaron una caida significativa en la actividad de dicha enzima en sujetos que

ingerian 1.03 mg/dia de cobre.

Se ha demostrado que en situaciones de elevado estrés oxidativo, tiende a
aumentar la actividad de la Cu/Zn-SOD, incluso durante los periodos de baja ingesta
de cobre (Nielsen et al, 1990; Nielsen et al, 1993).

Estudios previos han confirmado que la condicién critica de los pacientes
admitidos en la UCI estad asociada con el empeoramiento del estrés oxidativo. La
ingesta de vitaminas antioxidantes por debajo del 66% de las RDA y una alteracién en
los niveles enddgenos de sustancias con capacidad antioxidantes, estan relacionados
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con imbalances redox en pacientes criticamente enfermos, recomendando la

monitorizacion y ajuste en la ingesta de antioxidantes (Abilés et al, 2006).

Nuestro estudio demuestra que el paciente critico presenta una menor
disponibilidad de antioxidantes que puedan ejercer su funcién protectora frente a
radicales libres. Por tanto, podemos deducir que dicha situacion puede ser
consecuencia de la falta de aporte de nutrientes antioxidantes en situaciones en las
gue las reservas enddgenas se agotan, causando inflamacién sistémica y alterando la

morbimortalidad del paciente critico.

1.3. Estudio de evolucion del paciente critico

Como se mostr6 en el apartado de resultados, se observan diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de cobre en eritrocito al inicio con
respecto al final de la estancia en UCI (p<0.001). Asi mismo, se observan diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de actividad de la enzima SOD vy los
niveles de PAO al inicio y al final de la estancia en UCI (p<0.001 en ambos casos)
(Gréfica 3).

14 -

12 -

10 -

8 - Dia O controles

6 - | Dia 7 controles
O Dia 0 criticos

4 -
[@ Dia 7 criticos

2 .

0 T T T 1

Cu plasma Cueritro  SOD(USOD/mL) PAO (nM)
(microM) (microM) (*100)

Gréfica 3. Evolucién en los niveles plasmaticos y eritrocitarios de cobre y de marcadores de
estatus antioxidante en controles y paciente critico. Paciente Critico Dia 0 vs Dia 7 °p<0.001.
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En el eritrocito, el principal reservorio de cobre es la enzima antioxidante Cu/Zn-
SOD que acumula cerca del 95% del cobre total. Ademds, los transportadores de
cobre en plasma son la albumina y la macroglobulinas, siendo la ceruloplasmina la
proteina que presenta seis puntos de union con el Cu (ll) (Sato y Gritlin, 1991) a la

cual se une la mayoria del cobre en plasma.

La deficiencia de cobre induce a una disminucion de la actividad de la SOD v,
consiguientemente, a una alteracién de los sistemas de defensa antioxidante (Bureau
et al, 2003; Uriu-Adams y Keen, 2005).

En nuestros resultados hemos observado que existe una deficiencia de cobre,
tanto a nivel plasmatico como eritrocitario, siendo mas acusado en este Ultimo
compartimento, tendiendo a aumentar durante la estancia del paciente en la UCI. Por
tanto, resulta I6gico que los niveles de biomarcadores antioxidantes también se vean
afectados y evolucionen de manera negativa durante la estancia de 7 dias evaluada

en este estudio.

Como se mostrd en el apartado de resultados, los niveles plasméaticos de cobre
en el paciente critico disminuyen durante la estancia en UCI, observandose un
incremento de un 6.2% en los sujetos deficientes al final del estudio. Haciendo
referencia a los niveles de cobre en eritrocito, observamos que al final de la estancia

en UCI el 35.4% de los pacientes presentan deficiencia de cobre.

Como se observa en la Grafica 4 el porcentaje de individuos, controles vy
criticos, deficientes en cobre plasmatico y eritrocitario varia de manera significativa a lo
largo del estudio, siendo estos cambios mas acusados en el caso del cobre

intracelular.
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Gréfica 4. Porcentaje de individuos deficientes en cobre plasmatico y eritrocitario.

Menéndez et al (2005) realizaron un estudio en 11 pacientes que no recibian
suplementacién de micronutriente, observdndose que las concentraciones plasmaticas
de cobre disminuyeron durante un primer periodo de 12 horas, manteniéndose bajas
hasta las 24 horas, aumentando después durante el resto del estudio, hasta un 30%.
Las concentraciones eritrocitarias de cobre son mas fiables en la evaluacion del
estatus de estos elementos en pacientes comprometidos nutricionalmente. Asi, se
mnifiesta la inadecuacion del cobre en plasma para evaluar el estado nutricional
durante una respuesta inflamatoria aguda, aporyando el papel clave de los eritrocitos

como medio para medir dicho estatus.

1.4. Correlaciones entre parametros en paciente critico

En los resultados obtenidos, observamos que existe asociacion
estadisticamente significativa al correlacionar los niveles de PAO con los niveles
plasmaticos de cobre en la poblacion total (controles mas paciente critico al inicio de la
estancia en UCI) (r=0.504, p=<0.001) (Grafica 5a). Dicha correlacién no existe en la

poblacién de criticos al final de la estancia en UCI.

La asociacion entre los niveles de PAO y los niveles plasméaticos de cobre en la
poblacién total también se demuestra en otros estudios (Bureau et al, 2003; Uriu-
Adams y Keen, 2005), lo que es ldgico teniendo en cuenta que en los niveles de poder

antioxidante total se incluye el cobre como mineral antioxidante. El hecho de que la
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correlacion desaparezca cuando se considera la poblacion critica por separado en el
estudio de asociacién, posiblemente es debido a que en el paciente critico dichos
niveles estan alterados como consecuencia de la situacion oxidativa hipercatabodlica y

altamente deficiente en cobre a la que esta sujeta esta poblacion.

Ademas, por otro lado, se observa una asociacion significativa entre los niveles
de cobre en eritrocito y la actividad de la enzima antioxidante SOD (r=0.341, p=0.005)
al final de la estancia (Gréfica 5b). Este hecho confirma que el cobre intracelular forma
parte en su mayoria de la estructura enzimatica de la SOD. De ahi esa alta correlacion

entre ambas, tal y como lo demuestra la Grafica 5a.

F Lnzar=n,102
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Gréfica 5. Asociacién entre los niveles de Cu plasmatico y los niveles de PAO en la poblacion
total (a), y niveles de Cu en eritrocito con SOD en pacientes criticos (b).

Por otro lado, encontramos correlaciéon significativa negativa entre los niveles
de cobre plasmatico con el SOFA (r=-0.380, p=0.014), y entre los niveles de cobre
eritrocitario y los valores en la escala APACHE (r=-0.328, p=0.037) y el SOFA (r=-
0.323, p=0.017).

Diversos autores (Berger et al, 2008) indican que la intervencion con
antioxidantes no reduce en principio la disfuncién de 6érganos, pero si lo hace de
manera significativa con la respuesta inflamatoria en pacientes sometidos a cirugia
cardiaca y traumas, lo que puede probar sus efectos beneficiosos en condiciones de

una intensa inflamacién, como sucede en los pacientes criticos estudiados.
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Con respecto a los pardmetros involucrados en el metabolismo del hierro, se
observa una asociacién significativa negativa entre los niveles plasmaticos de cobre y
los niveles de vitamina By, (r=-0.417, p=0.016) (Grafica 6a). Ilgualmente, se observa
una asociacion significativa negativa entre los niveles de cobre eritrocitario y los
niveles de hierro (r=-0.287, p=0.034) (Gréfica 6b), y vitamina B, (r=-0.320, p=0.041).
Ademas, existe una asociacion significativa negativa entre los niveles plasméaticos de

cobre y los niveles de &cido folico (r=-0.352, p=0.045) (Grafica 6c).

Existen estudios que muestran los niveles deficientes de B, y fdlico en
poblacién critica a lo largo de la estancia en UCI (Abilés et al, 2008). Podriamos
considerar que dicha asociacién se hace negativa como consecuencia de alteraciones

de estos biomarcadores nutricionales en la situacion critica.
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Gréfica 6. Asociacion entre los niveles de Cu y diferentes biomarcadores nutricionales: Biz, Fe,
acido félico y Zn.
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Igualmente, se observa asociacion significativa negativa entre los niveles de
cobre eritrocitario y cinc eritrocitario al inicio de la estancia del paciente en la UCI
(r=-0.354, p=0.001) (Gréfica 6d). Este hecho queda confirmado por diferentes autores
(Menéndez et al, 2005; Solomons et al, 1983; Prasad et al, 1978) dado que ambos
forman parte de la Cu/Zzn SOD citosdlica, ademas de entrar en competencia en

diferentes procesos metabdlicos como iones divalentes.

1.5. Andlisis de regresién

Al realizar el analisis estadistico de regresién, teniendo en cuenta a los sujetos
criticos deficientes y no deficientes en cobre eritrocitario, se observa que los pacientes
deficientes presentan 4.4 veces mas riesgo de mostrar un SOFA superior a 8 (p=0.04)
(Gréfica 7).

Estudios preios del equipo (Abilés et al, 2006) han demostrado un incremento
del estrés oxidativo en pacientes criticos durante la estancia en UCI asociado a la
ingesta de nutrientes antioxidantes de manera independiente a los indicadores de
gravedad (sobre todo SOFA y APACHE).

La alta correlacion encontrada entre los pardmetros SOFA y Cu eritrocitario
confirma el posible valor prondstico de la deficiencia de cobre como biomarcador de la

evolucion y morbimortalidad del paciente durante su estancia en UCI.

sofarec

oo
1,00

209

Count

cueritrodef7

Gréfica 7. Analisis estadistico de regresion.
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2. ESTUDIO DE DANO EN EL ADN

Al hacer el andlisis comparativo de medias (test de ANOVA de un factor) en el
subgrupo seleccionado para estudiar el dafio en el ADN mediante el ensayo Comet,no
se observaron diferencias significativas en los pardmetros Tail Moment, cobre
eritrocitario y PAO al evaluar la evolucion del paciente durante su estancia en UCI
(Gréfica 8).

12 4

10 -

DIAO
4 - DIA7

Tail Moment Cu eritro(/1000) PAO(*1000)
(microM)

Gréfica 8. Subgrupo pacientes criticos dia0y 7.

Si se pueden observar altas significaciones estadisticas negativas al asociar el
parametro Tail Moment tanto con los niveles de cobre eritrocitario (r=-0.839, p=0.001)
(Gréfica 9a), como con los nivelesde PAO (r=-0.884, p<0.001) (Gréfica 9b). Asi mismo,
también se observaron correlaciones significativas entre los niveles de cobre
eritrocitario y los niveles de PAO (r=0.857, p<0.01) (Gréfica 9c).
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Gréfica 9: Asociacion entre los niveles de Cu y diferentes marcadores de dafio oxidativo en el subgrupo.

Los resultados obtenidos en referencia al dafio en el ADN indican que la
deficiencia de cobre en el paciente critico puede derivar en un aumento del estrés
oxidativo hasta niveles que dafien la estructura del material genético, de ahi que en
nuestros resultados aparezca una asociacion entre el parametro Tail Moment y los
niveles de marcadores de estrés oxidativo, y de éstos con los niveles de cobre

eritrocitario, tal y como lo confirman diversos autores (Pickart et al, 2012).

4. DETERMINACION DE COBRE POR QD

3.1. Sintesis y caracterizacion de los CdTe QD-Lcys

La preparacién de QD se atiene, en general, a dos métodos basicamente. Por
un lado, una sintesis organometalica a alta temperatura (Peng y Peng, 2001) y, por
otro, una sintesis en medio acuoso a baja temperatura (Gaponik et al, 2002). Este

altimo método presenta notables ventajas entre las que cabria sefalar la
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simplicidaddel método y la solubilidad de las nanoparticulas en medio acuoso junto a

una alta luminiscencia y una distribucién estrecha de tamafios.

El espectro de absorcion se caracteriza por la aparicion de un maximo de
absorcion hacia 497 nm que puede considerarse como indicativo de que las
nanoparticulas presentan una estrecha distribucion de tamafos. De otro lado, la
emision fluorescente presenta un maximo a 530 nm. EI FWHM medido en el espectro
de fluorescencia es de 37 nm, bastante proximo al encontrado por Ghosh et al (36 nm)
en medidas de photoluminiscencia (Ghosh et al, 2009) y ligeramente superior al
reportado por Yu et al (29 nm) (Yu et al, 2003).

La reduccion del tamafio de los QDs provoca cambios sustanciales en sus
propiedades sin cambiar la composicion quimica (Alivisatos, 1996). Ademas, el
tamafo de los QDs puede ser controlado por la proporcién de los precursores, la
temperatura y el tiempo de reacciébn. En el presente trabajo la proporcion de
precursores fue Cd*":L-cisteina:Te” 1:2:0.5; la temperatura de la reaccion 108°C vy el
tiempo de reaccion 25 minutos. Segun los datos aportados por Priyam et al. (Priyam et
al, 2007) un tiempo de reflujo de 25 minutos a 108°C debe dar como resultado una alta
concentracion de CdTeQD-Lcys de un tamafio préximo a 3 nm. Los resultados
encontrados en el analisis por HRTEM dan un valor en el rango comprendido entre 2-4
nm, y confirma la presencia de los metales que forman la nanoparticula asi como la de

NaCl como subproducto de la sintesis.

Por otro lado, se puede calcular un valor promedio para el diametro de la
nanoparticula, tomando el valor experimental del “absorption edge”. Para ello se
realiza previamente una transformacion de las unidades de la abcisa en el espectro de
absorcion a unidades de energia (eV). Posteriormente se obtiene la derivada de la
curva de absorcién para obtener la energia correspondiente al maximo (Figura 29)
resulta asi un valor de 2.47 eV y, como referencia, el valor de 1.57 eV correspondiente
al “absorption edge” de peliculas nanoestructuradas de CdTe obtenidas en presencia
de 02<0.1% (Arizpe-Chavez et al, 2000).
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Figura 29.(Gréfica superior) Representacion en funcion de la energia de
la radiacion del espectro de absorcion obtenido con una disolucién tamponada
(MOPS, pH 7.4) de CdTeQD-Lcys. (Gréfica inferior) Espectro derivada del anterior

Asi es posible determinar el “band gap shift” (AEg = Eg(nanocrystal) —Eg
(referencia)) que puede ser interpolado en la representacion gréfica de la ecuacion
(Sapra and Sarma, 2004)

AE, =5.77e /%% +1.33e /%7

obteniéndose un tamafo promedio de 2.8 nm lo que coincide aceptablemente con el
valor calculado en HRTEM y que es un valor claramente inferior 6.27 nm al calculado
para el radio de Bohr excitonico (a,) segun la ecuacion de Brus (Brus, 1986) y

utilizando los datos de masas efectivas para el electrén (0.096 m,); y para el hueco
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(0.84 me) (Berger, 1997) asi como la constante dieléctrica para el CdTe (10.392)
(Zanio, 1978). Estos datos confirman que las dimensiones de CdTeQD-Lcys deben

provocar el confinamiento cuantico del exciton.

Se puede calcular teéricamente (Yu et al, 2003) el coeficiente de absorcion

molar a 497 nm de CdTeQD-Lcys a partir de la ecuacion
£=10043.(D)*"

en la que D representa el didmetro de la nanoparticula. La estimacion basada en esta
ecuacion da como resultado un valor préximo a 1.00x10° cm™.M™* por lo que la
concentracion de CdTeQD-Lcys empleada en las medidas de fluorescencia es
aproximadamente 0.3 uM. Teniendo en cuenta las diluciones realizadas para dichas
medidas la concentracion las muestras de CdTeQD-Lcys conservadas a 6°C seria 2
puM.

En los CdTe QD estabilizados por tioles, la disposicion de los iones en el QD es
tal que Te” esta orientado hacia el interior del QD y Cd** hacia la superficie siendo a
este ion al que une el ligando a través del grupo tiol (Murray et al, 2000). Se puede
estimar el nimero moléculas de CdTe (N) presentes en cada CdTeQD-Lcys segun la
ecuacion (Zhang et al, 2011).

N =,0VNA
Y7,

en donde en donde p es la densidad del material, V es el volumen ocupado por una
esfera de radio R, ¢ es la masa molar del material y N el nimero de Avogadro.
Paraun valor promedio de 3 nm encontrado para CdTeQD-Lcys, la aplicaciéon de la
anterior ecuacion da como resultado un valor N = 260 moléculas de CdTe v,
admitiendo que en la superficie (Ns) del QD el nimero de iones Cd** viene dada por
(Zhang et al, 2011)

NS — N2/3

el numero de sitios disponibles en la superficie para unirse al ligando es de 41

moléculas.

Teniendo en cuenta el niumero de moléculas de CdTe por QD (260 moléculas)

calculado anteriormente, en el caso de producirse una transformacion del 100% de la
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cantidad inicial de Te* (0,59 mmol/50 mL), se obtiene un valor de 4.5 uM la
concentracion maxima esperada para CdTeQD-Lcys lo que significa que el
rendimiento en la obtencién de CdTeQD-Lcys est& proximo al 50% teniendo en cuenta

el valor de la concentracion (2 uM) estimado antes a partir de los datos espectrales.

Las muestras obtenidas de la sintesis que fueron conservadas en vacutainers a
6 °C mantienen niveles de fluorescencia aceptable por un periodo de dos a tres
meses. Debe advertirse que se aprecian significativos incrementos en la fluorescencia
de la muestras en los primeros 15 dias cuando se analizan en disoluciones
tamponadas con MOPS (pH 7.4). Sin embargo, los espectros registrados con
posterioridad a esos 15 dias presentan una buena coincidencia en el perfil del
espectro y en la posicion del méaximo: esta circunstancia motivd que todas las
muestras fueran utilizadas a partir de 15 dias de su sintesis. Por otraparte, debe
indicarse igualmente que en los espectros registrados pasados mas de 50 dias desde
la sintesis, se advierte una desviacion de 2 nm hacia el ultravioleta que podria ser
atribuida a una disminucion del tamafio medio de las nanoparticulas como
consecuencia de la desorcion de ligandos de la superficie del QD. La pérdida de
ligandos puede disminuir el tamafio del ndcleo y aumentar la energia de la primera

transicion electronica (Yu et al, 2003).

3.2. Fluorescencia de CdTeQD-Lcys

La fluorescencia de CdTeQD-Lcys tiene un valor maximo a pH 7.4 en medio
acuoso tamponado con MOPS lo que ocurre igualmente en medios tamponados con
Tris-HCI (Zhao et al, 2010). Sin embargo, para las pruebas realizadas en esta Memoria
se ha escogido MOPS, porque, a diferencia de otros tampones, no tiene tendencia a
unirse al ion Cu** a pH proximo a la neutralidad y a 4°C (Roland et al, 2001). Ademas,
en presencia de MOPS se observa un aumento de la fluorescencia de CdTeQD-Lcys
(Figura 22) lo que sugiere que la respuesta fluorescente esta aparentemente unida a
un aumento de la capacidad amortiguadora del tampon necesaria para mantener el pH
en 7.4. Dentro del margen comprendido entre 6 y 20 mM se obtienen medidas
bastante estables de la fluorescencia de CdTeQD-Lcys que se reproducen transcurrida
hora de preparadas las muestras. La presencia de KCI provoca un quenching que es
apreciable a concentraciones relativamente bajas de la sal (Figura 23). Por esta raz6n
la fuerza i6nica de las disoluciones analizadas en esta Memoria, estan determinadas

solo por la concentracion del tampon MOPS. También se produce un descenso de
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fluorescencia si se afilade cantidades mayores de 1 mM de L-cisteina a las
disoluciones de CdTeQD-Lcys aun cuando los nanocristales recubiertos de tioles
hidrofilicos mejoran su estabilidad en presencia de un exceso de tioles libres (Ddllefeld
et al, 2002; Gaponik et al, 2002). Este comportamiento pudiera estar justificado por el
hecho de que, como se ha indicado anteriormente, el proceso de sintesis de CdTeQD-
Lcys contiene ya un exceso de L-cisteina libre dado que el nimero de ligandos

necesarios para el recubrimiento superficial es relativamente pequefio.

Hay otra cuestion de interés que se puede igualmente observar en las Figuras
4y 5y que se refiere a la estabilidad de CdTeQD-Lcys. En ambas representaciones
graficas se aprecia que los resultados no se reproducen completamente ya que hay
cambios de la intensidad de fluorescencia cuando se mide la misma disolucion a
diferentes tiempos. En el caso de las disoluciones con diferentes cantidades de MOPS
la repeticion de las medidas supone una disminucion de la fluorescencia en todos los
casos (Figura 22) mientras que en presencia de diferentes cantidades KCI ocurre a la
inversa, todas las disoluciones presentan aumentos de fluorescencia al repetir la
medida. Por otro lado, se ha comprobado que se produce igualmente cambios de la
intensidad de fluorescencia con la temperatura. Asi, muestras mantenidas a 35 °C
durante 5 dias presentan una disminucion en la intensidad de fluorescencia del 50%

cuando se compara con la misma muestra conservada a 6°C.

En principio, la estabilidad de los QD parece estar relacionada con la
concentracion. Se ha sefalado (Dollefeld et al, 2002) que nanoparticulas
semiconductoras con metales de los grupos (lI-VI), estabilizadas con tioles son mas
estables cuando la concentracion es lo suficientemente alta ya que, en caso contrario,
se produce una continua desorcién de ligandos con la correspondiente disminucién del
numero de particula y el cambio en sus propiedades espectrales. Para el caso de
nanoparticulas de CdS estabilizadas con tioles este comportamiento se traduce en una
disminucion de la absorcion de la banda a mayor longitud de onda cuando la
concentracion de la nanoparticula era 1 puM incrementandose notablemente la
estabilidad cuando la concentracion era 2 uM (Ddllefeld et al, 2002). En el presente
trabajo la conservacion de las muestras a 6°C se efectla con concentraciones
préximas a 2 uM por lo que cabria esperar que se mantuvieran estables, como asi
ocurre, durante un periodo de tiempo relativamente largo. Sin embargo, en todos los
experimentos las concentraciones calculadas de CdTeQD-Lcys son del orden de 0.3-

0.4 uM, por lo tanto, las disminuciones observadas en la fluorescencia en funcion del
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tiempo (Figura 4) podrian estar relacionadas con una menor estabilidad del QD por la

desorcion del ligando, proceso que se ve favorecido al aumentar la temperatura.

Para el andlisis de las muestras bioldgicas se optd por la medida que en placa
gue permitia una considerable reduccion del tiempo de medida. Todas las
determinaciones se realizaron tras comprobar el correcto ajuste de la posicion de las
placas mediante medidas de la fluorescencia emitida por una disolucion de sulfato de
quinina 0.015 M. Se aceptaron los ajustes que daban lugar a desviaciones estandar no
superiores al 0.01 % en el maximo de fluorescencia para un conjunto de 12 medidas.
La influencia de la temperatura en la fluorescencia de CdTeQD-Lcys en MOPS pH 7.4,
se muestra en la Figura 24. Se ha monitorizado los cambios de fluorescencia que se
producen cuando la temperatura cambia. Se observa que la fluorescencia disminuye
como respuesta a un relativamente rapido aumento de temperatura (0.8 °C/min),
posteriormente la intensidad de fluorescencia se estabiliza (2-26 min) para aumentar
posteriormente. Los cambios de fluorescencia no son muy pronunciados aungque
podria constituir un factor de dispersién de resultados si la temperatura no se fija

adecuadamente.

La repeticiéon de la prueba manteniendo la temperatura a 21 °C ofrece valores
con una aceptable reproducibilidad en un intervalo de tiempo (28 min) superior al
necesario para el andlisis de placas. La desviacién estandar es de + 2.4% para las
medidas realizadas en el maximo de emisién cuya posicién, por otra parte, sélo varia
un 0.1 %. Debe destacarse que la tendencia observada en estas pruebas es el
crecimiento paulatino de fluorescencia que pudiera considerarse como una evidencia
experimental de que no se produce un deterioro de las muestras por pérdida de

ligandos durante el tiempo del andlisis.

3.3. Desactivacioén de la luminiscencia de QD por iones Cu(ll)

La presencia de Cu (II) en el medio produce una disminuciéon de la
fluorescencia de CdTeQD-Lcys (Figura 26). Este proceso puede ser utilizado para la
determinacion de Cu (Il) en disolucién aprovechando que CdTeQD-Lcys interacciona
con los iones Cu (Il) de forma selectiva en presencia de otros iones mono y divalentes
(Ghosh et al, 2009). Aunque no es factible una interferencia por degradacion
fotoquimica de la muestra en las condiciones de irradiacion empleadas en los

experimentos, existe sin embargo, dos aspectos a considerar por su posible influencia
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en las determinaciones analiticas. Concretamente la oxidacion de la L-cisteina y, como
consecuencia de ello, la aparicion de especies oxidantes. Se puede calcular que en el
proceso de obtencion descrito para CdTeQD-Lcys estan presentes aproximadamente
1300 moléculas de L-cisteina por cada QD de modo que hay un exceso suficiente para
ocupar los 41 puntos de union en la superficie del QD mediante enlaces entre iones
Cd** y el grupo tiol de la L-cisteina. La cantidad restante de cisteina (ca. 97%) en el
seno de la disolucién representa una proporcion lo suficientemente alta para que
pueda sufrir un proceso de oxidacion en presencia de Cu®* con mayor probabilidad
gue los tioles ligados a la superficie del QD. El proceso de oxidacioén se produciria de

acuerdo con la reaccién global (Pecci et al, 1997).
RSH +0, —%" > RSSR+ H,0,

Es de esperar, pues, que esta reaccion provoque una disminucion de L-cisteina
libre pero no cambios significativos en la concentracion de Cu (ll) dado su caracter de
catalizador. No obstante, la reacciébn genera peréxido de hidrégeno que puede
producir la destruccion de CdTeQD-Lcys. De hecho, se ha sefalado que H,O,
destruye nanocristales de CdTe a pH basicos (Wang et al, 2005). Sin embargo, a pH
neutro los efectos de H,O, sobre la fluorescencia de CdTe-QD parecen estar limitados
a concentraciones superiores a 0.25 mM (Yuan et al, 2008). En la presente Memoria,
la concentracibn de L-cisteina en las muestras conservadas a 6 °C es de
aproximadamente 5.9 mM. La preparacion de las muestras utilizadas en las medidas
fluorimétricas suponen una dilucién de forma que la concentracion de L-cisteina baja
hasta 0.94 mM. Tomando como referencia el estudio de Pecci (Pecci et al, 1997)
realizado a 25 °C y pH 7.4, en donde se produce 0.32 moles de peréxido de hidrogeno
por cada mol de cisteina, la cantidad que podria formarse de per6xido de hidrogeno en
nuestras condiciones experimentales deberia ser aproximadamente 0.29 mM un valor
bastante préximo al limite sefialado por Yuan et al, de modo que improbable una
interferencia significativa del peréxido de hidrégeno en las medidas de fluorescencia
realizadas en nuestros analisis, de modo que la desactivacion observada es atribuida

a la presencia de Cu (Il) en disolucion.

Para explicar la desactivacion de la fluorescencia de QDs se han propuesto
diferentes mecanismos que incluyen efectos de filtro interno (Cui et al, 2012),
recombinaciéon no radiativa (Qu y Peng, 2002) transferencia electronica (Chen y
Rosenzweig, 2002), formacién de un enlace entre el QD-desactivador (Bo y Ping, Z.,

2005), reaccion con oxigeno singlete (Yang et al, 2011) entre otros. Con
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independencia del mecanismo, los resultados obtenidos en medidas de fluorescencia
en estado estacionario, parecen ajustarse en un alto nUmero de casos a la ecuacion
de Stern-Vomer

0o

%=1+ Kg [CU™ ]

en donde F° y F son las intensidades de fluorescencia en ausencia de Cu(ll) y en
presencia de Cu (Il) respectivamente, siendo Ksy la constante de Stern-Vomer. Esta
ecuacion esti basicamente relacionada con procesos que implican un encuentro entre
la especie fluorescente y el desactivador bien en estado fundamental (desactivacion
estatica) o en estado excitado (desactivacion dinamica). En algun caso, por ejemplo si
la concentracién de desactivador es alta, la representacion gréafica de F°/F vs [Cu®']
puede mostrar un perfil ascendente como resultado de la existencia simultdnea de las
desactivaciones estética y dindmica (Koneswaran y Narayanaswamy, 2009). Cuando
s6lo un tipo de desactivacion es operativo, la ecuacion predice un comportamiento
lineal Asi ocurre en el analisis de la desactivacién de la fluorescencia de CdTe QD
estabilizados con L-cisteina, debida a la presencia de Cu Il) (Ghosh et al, 2009). En
este trabajo, los resultados obtenidos en las medidas de fluorescencia en estado
estacionario y resueltas en el tiempo, son atribuidos a una desactivacion estatica. En
la presente Memoria, utilizando el mismo tipo de QD, se ha comprobado que los datos
experimentales se ajustan bien a la ecuacion de Stern-Volmer (Figura 27). Repetidas
determinaciones dan un valor promedio para la constante Ksy de 930000 M™ con una
variacion de 7% expresada como desviacion estandar. Este valor es superior al
encontrado por Ghosh et al. y ello probablemente debido al incremento de
fluorescencia provocado por el tampon MOPS. Por otra parte, el valor de Ksy es similar
al encontrado por Zhang et al (Zhang et al, 2008) para CdSe/CdS quantum-dots
estabilizado con cisteina y mayor que el calculado para CdTe quantum dots
estabilizados con acido mercaptopropionico con un diametro medio de 3 nm (Bo y
Ping, 2005). Ademas la linealidad obtenida para la ecuacion de Stern Volmer permite
apreciar una desactivacion de la fluorescencia del 8.5% en presencia Cu (ll) 0.1 iM, lo
que significa la posibilidad de medir en un rango algo inferior al encontrado con CdSe
guantum dots estabilizados con acido 2-mercaptoetanosulfénico en micelas de cloruro
de dodeciltrimetilamonio (Fernandez-Arguelles et al, 2005) e incluso con el método
colorimétrico basado en la autoagregaciéon de nanoparticulas de Au funcionalizadas
con bases de Schiff (Wang et al, 2012). No obstante, en una reciente publicacién las
particulas de Au han mostrado un excelente comportamiento para la deteccién de Cu
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(II) llegando a alcanzar el limite de deteccion hasta 20 nM (Lu et al, 2012) aunque su
aplicacion a la determinacién en eritrocitos, que es tratada en esta Memoria, presenta
previsiblemente algun problemas derivado de la interferencia de los grupos hemo con

la absorbancia de los coloides de oro.

3.3. Determinacion fluorimétrica de Cu (ll) en plasma y eritrocitos
utilizando CdTeQD-Lcys

Se ha utilizado CdTeQD-Lcys para la determinacion fluorimétrica de Cu (ll) en
muestras biologicas de de individuos pertenecientes a los grupos estudiados en el
analisis del estrés oxidativo asociado a deficiencia de cobre para pacientes de UCI.
Los datos expuestos en apartados anteriores indican que los dafos oxidativos en el
DNA se manifiestan en el primer dia de estancia en UCI y se correlacionan con
descensos en la concentracién de Cu y un descenso de la actividad antioxidante.
Nosotros hemos probado la utilidad de la emision CdTeQD-Lcys para cuantificar Cu
(I en muestras bioldgicas de un pequefio grupo de individuos perteneciente a este

mismo estudio global.

Todas las muestras biolégicas analizadas se sometieron a un pretratamiento
antes de su uso en la determinacién de Cu (ll). En el eritrocito, el principal reservorio
de cobre segun Gartner y Weser (Gartner y Weser, 1983) es la Cu/Zn superdxido
dismutasa (Cu/Zn-SOD) que acumula hasta aproximadamente un 95% del cobre total
en el eritrocito. Sefialan estos autores la presencia en el eritrocito de otras tres
proteinas que se reparten un 5% del cobre total. Sin embargo la union del Cu (Il) a la
proteina es relativamente fuerte lo que supone una dificultad para hacer accesibles los
iones. En este sentido se ha recomendado el tratamiento con &cido clorhidrico para
debilitar el enlace del ion a la proteina (Assfalg et al, 2003; Mulligan et al, 2008; Sabel
et al, 2010). La acidificacion de las muestras de eritrocito se ha llevado a cabo en la
presente Memoria (ver seccion de Metodologia) con anterioridad a la extraccién de las

proteinas hemo mediante alcohol/cloroformo de acuerdo con el método Tsuchihashi.

En el caso del plasma los transportadores de Cu son albumina y
macroglobulinas pero es la ceruloplasmina, cuya funciéon no parece ser transportadora
(Hellman y Gitlin, 2002), la que aparece de forma mayoritaria en el plasma (95%)

(Harvey et al, 2009). Esta proteina tiene seis puntos de enlace con los iones Cu (Il)
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(Sato y Gitlin, 1991). De otro lado, se ha descrito (Sedlak y Wittung-Stafshede, 2007)
que a pH 7 y 23 °C en presencia de urea (4-5 M), se produce un desplegamiento
reversible de la ceruloplasmina que da lugar a una forma intermedia cuya estructura
secundaria presenta una mayor exposicion de arométicos al medio, lo que lleva
aparejado la pérdida de dos 4tomos de cobre y la reduccion de su actividad catalitica.
Sin embargo, los datos experimentales confirman que, en esas condiciones, un cluster
de tres atomos de cobre permanece intacto. La posterior adicion de una mayor
cantidad de urea (concentracion aprox. 6-7 M) desencadena el desplegamiento
completo de la proteina lo que produce la pérdida de todos los atomos de cobre. El
plegamiento de la apoproteina conduce a un glébulo fundido sin actividad catalitica.
De acuerdo con estos datos, en este trabajo, aunque también se hicieron pruebas con
guanidina, la mayor parte de las experiencias se realizaron por tratamiento con urea
8M.

Se analizaron muestras procedentes de eritrocitos procedentes de tres
individuos sanos pertenecientes al grupo de control y de dos sujetos pertenecientes al
grupo de criticos. Las concentraciones de Cu (ll) encontradas para los tres individuos
sanos tienen valores promedio que se sitian alrededor de 8 uM (Tabla XIX), menores
gue los valores citados en la literatura en donde se indica como valor normal de Cu (ll)
10.9 + 1.2.uM en eritrocito (Hatano et al, 1982). Las determinaciones fluorimétricas de
Cu (Il) en eritrocitos dan resultados intermedios entre los encontrados en FAAS y ICP-
MS, siendo estos ultimos inesperadamente bajos. En conjunto, hay una aceptable
concordancia de resultados cuando se comparan las tres técnicas utilizadas
(fluorescencia, FAAS, ICP-MS). La aproximacién entre los valores obtenidos en FAAS
y ICP-MS con los encontrados utilizando CdTeQD-Lcys, permiten afirmar que las
medidas fluorimétricas son adecuadas para la deteccién y cuantificacién de Cu (Il) con
la ventaja afiadida de la facilidad de utilizacion de esta técnica en comparacion con las

otras dos.

Por otra parte, se puede constatar igualmente que el contenido en Cu (ll) en las
dos muestras de eritrocitos analizadas de pacientes de UCI, esta claramente por
debajo de los valores encontrados para los individuos sanos en concordancia con los

datos expuestos en la Tabla XIX.

La aplicacion de las medidas de fluorescencia al estudio del plasma presenta
una mayor limitacion que en el caso del eritrocito. Aunque en el presente trabajo el

plasma ha sido tratado con urea 8 M, lo que aseguraria la desnaturalizacion
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irreversible y subsiguiente pérdida de los iones Cu en la ceruloplasmina (Sedlak y
Wittung-Stafshede, 2007) y albumina (Leggio et al, 2009), los valores claramente mas
bajos encontrados en la técnica fluorimétrica, tal como se puede apreciar en la Figura
10 (datos correspondientes a P1, P2 y P3), indican que otros factores afectan a la
medida imposibilitando, por tanto, la aplicacion de la técnica con el tratamiento del
plasma en un solo paso. Existen evidencias que ponen en duda la utilidad de la
ceruloplasmina como biomarcador en la deficiencia en cobre (Lassi y Prohaska, 2011),
por este motivo no se realiz6 ningun intento posterior por mejorar la metodologia

empleada en el caso de las muestras de plasma.
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Conclusiones del Estudio
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CONCLUSIONES DEL ESTUDIO

Valoracién del estado nutricional en cobre de la poblacion general de estudio.

PRIMERA. Nuestros resultados muestran un aporte de cobre por debajo de los 2/3 de
las recomendaciones para esta mineral, en cerca del 50% de los pacientes criticos que
han formado parte del estudio, mostrando diferencias estadisticamente significativas

respecto a la ingesta de cobre en grupo control.

SEGUNDA. La valoracion bioquimica de cobre en plasma, muestra que el 17% de los
pacientes ingresados en UCI durante 7 dias, presenta deficiencia en este mineral,
empeorando a lo largo de su estancia, mostrando diferencias significativas con el

grupo control.

TERCERA. Al determinar cobreen eritrocito, nuestros resultados muestran que un
35.4% de los pacientes criticos muestran valores deficientes, empeorando de manera
significativa a lo largo de la estancia en UCI, y siendo significativamente diferentes a

los valores en el grupo control.

Valoracién de estrés oxidativo

CUARTA. Los resultados de nuestro estudio muestran significacion estadistica al
comparar los niveles de antioxidantes la poblacion critca respecto a la control,
observandose una evolucién negativa significativa en los pacientes criticos a lo largo

de su estancia en la UCI.

QUINTA. Los resultados obtenidos en la valoracion del dafio en DNA muestran niveles
peores en los pacientes al final del periodo de estancia, estando asociados de manera

negativa significativa con los niveles de antioxidantes.

SEXTA. Al realizar el analisis estadistico de regresion se observa, teniendo en cuenta
a los sujetos criticos deficientes y no deficientes en cobre eritrocitario, que los
pacientes deficientes presentan 4.4 veces mas riesgo de mostrar un SOFA por encima
de 8, observandose una alta correlacion entre el valor SOFA vy los niveles de cobre en

eritrocito, confirmando el alto valor pronostico de la deficiencia de cobre como
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biomarcador de la evolucion y morbimortalidad del paciente durante su estancia en
UCI.

CONCLUSION FINAL

SEPTIMA. Dados los resultados obtenidos en el presente estudio, podemos concluir
gue existe una necesidad de determinar de una manera rapida y eficaz el cobre, como
el QD, a nivel hospitalario dado el alto coste que en la actualidad conlleva, tanto
econdmico como en tiempo, lo que contribuira a la deteccion de deficiencias
nutricionales en cobre en pacientes en los que su situacién clinica deriva en
alteraciones y sintomatologia que generalmente se atribuye a otras causas 0 se

desconocen.

La carencia de estudios recientes de valoraciéon de estado nutricional de cobre,tanto
€n personas sanas como en pacientes hospitalizados, hace obligatorio el desarrollo de
estudios que describan la situacién actual de la prevalencia de deficiencia de cobre en

la poblacién.
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CONCLUSIONS OF THE STUDY

Copper Nutritional Assessment in general population.

FIRST. Our results show a contribution of copper below two thirds of the
recommendations for this mineral, in about 50% of critically ill patients who have been
part of the study, showing statistically significant differences regarding the intake of

copper in control group.

SECOND. The biochemical assessment of plasma copper, shows that 17% of patients
admitted to the ICU for 7 days, are deficient in this mineral, showing worsening through

the stay, showing significant differences with the control group.

THIRD. In reference to copper in erythrocyte, our results show that 35. 4% of critically
ill patients show deficient valuesthat deteriorate significantly throughout the ICU stay,

and being significantly different from the values in the control group.

Oxidative stress assessment

FOURTH. The results of our study show statistical significance when comparing
antioxidant levels in critcal relative to the control population, showing a significant

negative trend in critically ill patients during their stay in the ICU.

FIFTH. The results in the assessment of DNA damage show worst levels in patients at
the end of the period of stay, being significantly negatively associated with the levels of

antioxidants.

SIXTH. When performing statistical regression analysis, our results show, considering
copper deficient and no-deficient critical subjects, that deficient have 4.4 times the risk
of showing a SOFA above 8, showing a high correlation between the value SOFA and
erythrocyte copper levels. That confirms the high prognostic value of copper deficiency

as a biomarker of evolution and morbidity of the patient during their ICU stay.
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FINAL CONCLUSION

SEVENTH. Given the results in the present study, we can conclude that there is a need
to determine copper quick and efficient method, as the QD in hospitals, because of the
high cost that currently involves both economic and in time, that contribute to the
detection of copper nutritional deficiencies in patients whose clinical condition results in

alterations and symptoms generally attributed to other causes or unknown.
The lack of recent studies assessing copper nutritional status in both healthy

individuals and in hospitalized patient mandates the development of studies that

describe the current status of the prevalence of copper deficiency in the population.
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Anexo 1

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Para satisfaccion de los Derechos del Paciente, como instrumento favorecedor del correcto uso de los
Procedimientos Diagnésticos y Terapéuticos, y en cumplimiento de la Ley General de Sanidad.

(o T 1 - VST , como participante candidato/a (o
[ 1 5 12 F= VTR DNIL.........seveeeeeeene..., COMO SU

representante), en pleno uso de mis facultades, libre y voluntariamente, EXPONGO:

Que he sido debidamente INFORMADO/A por D./DAa......cc.cccoveeieerneeiennnnenn , en entrevista personal
realizada el dia ...../...../....., de que es conveniente que se me efectle la valoracion del estado nutricional.
Que he recibido explicaciones tanto verbales como escritas (Anexo), sobre la naturaleza y propdsitos del
procedimiento, beneficios, riesgos, y medios con que cuenta la UGR para su realizacion, habiendo tenido
ocasion de aclarar las dudas que me han surgido.

MANIFIESTO: Que he entendido y estoy satisfecho de todas las explicaciones y aclaraciones recibidas

sobre el proceso médico citado

Y OTORGO MI CONSENTIMIENTO para que me sea realizado La : valoracion del estado nutricional,

Entiendo que este consentimiento puede ser revocado por mi en cualquier momento antes de la
realizacién del procedimiento.

Y, para que asi conste, firmo el presente documento

Granada, a de de

Firma del paciente y N°D.N.I. Firma del investigador Informante
(O su representante legal en caso de incapacidad)

En caso de negativa por parte del paciente a firmar el consentimiento. Firma del testigo.

D.N.I.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIONAL

Si usted participa de éste estudio, sera sometido a mediciones que permitirdn conocer su situacion, se
evaluara la alimentacion que recibe actualmente, valorando la adecuacion de la misma.

También se estudiara, dentro de la analitica que se le realizara diariamente, indicadores bioquimicos de
minerales para lo que se necesita obtener una cantidad extra de la que se le extraera rutinariamente.
Estos procedimientos no suponen ningin riesgo para su estado clinico actual, no se realizara ninguna
intervencion medicamentosa ni nutricional derivada de éste estudio.

Los resultados obtenidos nos permitiran conocer mejor la situacién clinica-nutricional que presenta. Su
participacién contribuird enormemente a ampliar los conocimientos cientificos que se tienen hasta ahora y
posibilitard mejorar la calidad del tratamiento brindado.

Si en algin momento quiere abandonar el estudio, podra hacerlo libremente y sin perjuicio de tratamiento

en el futuro
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	COPIA TESISrev2 ULTIMA NUESTRA
	Esta Tesis Doctoral ha sido realizada bajo la dirección de:
	Granada, 2013
	Y para que así conste, y en cumplimiento de las disposiciones vigentes, firman la presente Tesis Doctoral a 21 de junio de 2013.


	1. Centrifugamos el lote de tubos en centrífugas de refrigeración durante 15 minutos a 3000 rpm.
	2. Extraemos el plasma con una pipeta Pasteur, separando alícuotas con un volumen de 250 mL de plasma en cada tubo Eppendorff.
	/3. Una vez que tenemos las alícuotas de plasma, lavamos con solución salina la sangre restante y volvemos a centrifugar en las mismas condiciones.
	4. Eliminamos la solución salina sobrenadante y extraemos eritrocitos también en forma de alícuotas de 250 mL en tubos Eppendorff.
	5. Almacenamos a -80ºC las diferentes alícuotas para su posterior análisis.
	Todo el proceso se realizó en condiciones de oscuridad y en frío, con la máxima rapidez para evitar la oxidación de las muestras.
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