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IL-1 RAcP:     Proteína accesoria del receptor de interleuquina-1 
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1.1.-FISIOLOGÍA DE LA INFLAMACIÓN 

El daño de tejidos o la infección de los mismos producen la activación de la respuesta 

inflamatoria. Para que se produzca un proceso inflamatorio, deben existir previamente 

estímulos que lo produzcan; tales estímulos pueden ser microorganismos, endotoxinas-

exotoxinas, tejidos necróticos, proceso de isquemia-reperfusión o lesiones de tejidos 

blandos (1). Entre estas últimas, se incluyen las lesiones de los tejidos por una incisión 

quirúrgica, así como las producidas por traumatismos o quemaduras que actúan como 

estímulos no específicos que activan la respuesta inflamatoria. La magnitud e intensidad 

de la respuesta inflamatoria es un reflejo biológico de la intensidad y magnitud de la 

agresión, de forma que una herida quirúrgica limpia provoca una respuesta inflamatoria 

local modesta mientras que infecciones sistémicas o las heridas producidas por 

traumatismos, estimulan una respuesta inflamatoria más severa. 

 

1.1.1.-Fases de la inflamación 

La respuesta inflamatoria puede estructurarse en 2 fases: 

   Fase 1: Iniciada tras producirse el estímulo inflamatorio, es la fase de los iniciadores: 

En ella se produce la activación de la coagulación, activación de plaquetas, activación 

de mastocitos (que producen histamina que actúa como vasodilatador), activación del 

sistema de contacto (por el cual se produce, vía prekalicreina-kalicreina-bradiquinina, el 

óxido nítrico (NO), que al igual que la histamina produce vasodilatación), y por último 

la cascada del complemento (cuya activación origina una serie de proteínas que pueden 

lisar gérmenes patógenos y que tienen funciones vasoactivas y de quimioatracción, 

además de estimular la activación de los otros cuatro iniciadores) (2).  

   Fase II: Respuesta fagocítica o fase efectora; como consecuencia de la activación de 

los iniciadores, se produce un ambiente procoagulante. Los leucocitos 

polimorfonucleares neutrófilos (PMNs) contribuyen a este ambiente en la 

microcirculación, activando la agregación plaquetaria, la cascada de coagulación e 

inhibiendo la fibrinolisis (2). Además se disminuye o cesa el flujo en la zona afectada. 

Este proceso puede formar parte de la estrategia normal de contención, en respuesta a 

una lesión o infección local, puesto que elimina las vías de entrada de bacterias, toxinas 

y quimioatrayentes a la circulación sistémica. Para llegar a la Fase II, es necesario que 

se supere un umbral de concentración de quimioatrayentes que se ve favorecido por la 

vasodilatación, disminución de la velocidad del flujo sanguíneo, aumento de la 
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permeabilidad, edema, etc., originados en la Fase I. Estos quimioatrayentes difunden del 

foco local y actúan sobre células endoteliales capilares, PMNs y monocitos al 

interaccionar sobre receptores de membrana, activándolos. El factor de necrosis tumoral 

alfa (TNF-α) y la interleuquina 1 (IL-1) son considerados mediadores proinflamatorios 

primarios que inducen otros mediadores proinflamatorios secundarios denominados 

quimioquinas. Hay dos grupos principales de quimioquinas: la subfamilia CXC 

quimiotáctica para los PMNs, y la subfamilia CC quimiotáctica para los monocitos (3).  

 
1.1.2.-Células y mediadores implicados en el proceso inflamatorio 

1.1.2.1.-PMNs 

   Los PMNs son las primeras células en llegar al lugar de la lesión, y los eventos que se 

producen como consecuencia o acompañando a esta llegada, tales como la migración de 

monocitos y la generación de edema, pueden depender de esta acumulación inicial de 

PMNs (4). Además, los constituyentes de los PMNs no son sólo citotóxicos, sino que 

también se pueden liberar proteínas de la matriz en forma de fragmentos quimiotácticos 

amplificando así la respuesta inflamatoria (4). Los PMNs son atraídos por un gradiente 

quimiotáctico, incrementando su adherencia al endotelio de los órganos diana 

interaccionando con él a través de receptores celulares y siendo secuestrados en su 

parénquima (5-7). De este modo, son reclutados de forma temprana en el lugar de la 

lesión donde se origina un proceso ordenado de fagocitosis liberando especies reactivas 

de oxígeno (ROS) y enzimas proteolíticas. Los ROS actúan produciendo oxidación de 

proteínas o peroxidación lipídica de las membranas celulares, mientras que las enzimas 

granulares presentes en los PMNs actúan por procesos independientes del oxígeno que 

permiten la digestión directa de las bacterias (8). Debido a la actividad fagocítica y la 

liberación de estas sustancias, se produce una licuefacción formada por células 

necróticas del individuo y PMNs muertos en un ambiente proteico, que constituye el 

pus. Por otro lado, la liberación por parte de los PMNs de ROS, hidrolasas ácidas y 

otros productos lisosómicos, produce daño endotelial y estimulación adicional de la 

microcirculación que conduce a una activación adicional de la cascada inflamatoria (9).  

 

1.1.2.2.-Monocitos 

   La segunda población celular crítica que participa en la Fase II de la inflamación son 

los monocitos, que son atraídos por mecanismos similares a los de los PMNs, estando 

su respuesta modulada por la intensidad de la señal de los quimioatrayentes. Por tanto, 
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los PMNs son los primeros en llegar al foco inflamatorio seguidos de los monocitos, 

que, debido a su mayor tamaño, tienen más difícil y lenta su diapédesis, es decir, su 

paso a través de las paredes de los vasos. Entre los principales activadores de los 

monocitos se encuentran los lipopolisacaridos de la membrana bacteriana (LPS), IL-1 y 

el factor activador del complemento C5a. Los monocitos, que son atraídos al foco de la 

lesión y se diferencian a macrófagos, estimulan una gran respuesta proinflamatoria, 

liberándose gran cantidad de citoquinas diferentes, involucradas en la inflamación y 

defensa del organismo. La activación de los macrófagos de los tejidos conlleva la 

generación de ROS, oxidación del ácido araquidónico por la vía de la lipoxigenasa y 

cicloxigenasa generándose leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos (10). Estos 

últimos se consideran, junto con el NO, mediadores secundarios. Todos estos 

mediadores ejercen efectos autocrinos, paracrinos y endocrinos que activan 

completamente la respuesta fagocítica, siendo importante su actividad para la función 

fagocítica de los PMNs. Además, los monocitos presentan los antígenos a los linfocitos 

T y B que ayudan a erradicar los microorganismos y son, junto con las células 

endoteliales, los principales productores de mediadores inflamatorios. 

 

1.1.2.3.-Moléculas de adhesión 

   El ambiente de citoquinas (especialmente TNF-α e IL-1) y otros mediadores 

moleculares quimioatrayentes como los factores activadores del complemento (C3a y 

C5a), formil péptidos (como la formil-metionil-leucil-fenilalanina: FMLP y formil-

neoleucil-leucil-fenilalanina: FNLP), así como la histamina, que se producen por la 

activación de PMNs y macrófagos, actúan sobre el endotelio, el cual se activa y 

comienza la expresión de diversas moléculas y receptores en su superficie, necesarios 

para que se produzca la adhesión y el paso de los leucocitos a través de los endotelios 

vasculares (migración transendotelial), así como la síntesis y secreción de citoquinas 

adicionales y mediadores inflamatorios secundarios incluyendo prostaglandinas, 

leucotrienos, tromboxanos, factor activador de plaquetas (PAF), ROS, NO y proteasas 

(catepsina y elastasa) (8, 11).  

   Tanto los leucocitos como las células endoteliales presentan moléculas de adhesión en 

sus membranas, de forma que al activarse, las células interaccionan entre sí a través de 

estas moléculas y sus ligandos correspondientes. Hay diferentes tipos de moléculas de 

adhesión entre las que encontramos las selectinas y las integrinas. Las P-, E-, y L-

selectinas son glicoproteinas responsables de la adherencia inicial y desplazamiento de 
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los leucocitos sobre el endotelio activado, en un proceso denominado “rolling”. 

Destacan las moléculas de adhesión leucocitaria endotelial (ELAM) implicadas en el 

asentamiento leucocitario en órganos y tejidos. Por su parte, las integrinas son 

glicoproteínas entre las que destacan las β2-integrinas denominadas CD11x/CD18; 

donde la “x” se sustituye por otra letra en función de la célula en que la encontramos: la 

“a” en leucocitos de origen linfoide, “b” en mieloides, “c” y “d” en monocitos y 

macrófagos. Las integrinas permiten una adhesión más fuerte de leucocitos con sus 

ligandos endoteliales correspondientes, las inmunoglobulinas del endotelio, entre las 

que se encuentran las moléculas de adhesión celular vascular (VCAM), moléculas de 

adhesión intercelular (ICAM), moléculas de adhesión endotelio-plaquetaria (PECAM-1) 

y moléculas de adhesión celular de la mucosa (MadCAM-1) (12, 13).  

 

1.1.3.-Citoquinas 

1.1.3.1.-Introducción 

   La citoquinas son proteínas producidas por diversos tipos de células que actúan como 

mediadores intercelulares y que ejercen sus efectos a través de la interacción con 

receptores de membrana específicos (14). Desempeñan funciones muy diversas en el 

organismo tanto a nivel local como sistémico y tienen acciones pleiotrópicas, es decir, 

que ejercen múltiples efectos en diferentes células diana. Entre sus funciones destaca el 

desarrollo de los procesos inflamatorios y su resolución, así como un papel fundamental 

en la proliferación y apoptosis celular. A nivel sistémico actúan sobre el eje 

hipotalámico-adrenal y producen la activación del sistema nervioso simpático 

estimulando la gluconeogénesis hepática, lipólisis periférica y degradación de proteínas. 

De este modo, el organismo dispone de aminoácidos para la demanda metabólica que 

genera el proceso inflamatorio (15). 

  

1.1.3.2.-Clasificación 

   A través de experimentos in vitro con clones de linfocitos T de ratón, las citoquinas 

más importantes implicadas en la inflamación se han clasificado clásicamente como 

Th1 y Th2 en función del tipo celular que las produce de forma predominante (16). 

Entre las Th1 se encuentran la interleuquina 2 (IL-2) e interferón gamma (IFN-γ), que 

inducen  la respuesta inmune humoral e inmunidad mediada por células. Las células 

Th2 producen interleuquina 4 (IL-4), interleuquina 5 (IL-5) y probablemente 
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interleuquina 6 (IL-6) e interleuquina 10 (IL-10), ayudando a la respuesta inmune 

humoral. Además el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-

CSF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) son sintetizadas por ambos tipos de 

clones aunque en mayor cantidad (5 veces más) por las Th1 (16, 17).  El fenotipo de 

secreción de citoquinas no está ligado a una especificidad particular del receptor de un 

antígeno y depende probablemente del estado de diferenciación de las células. Además, 

la respuesta apropiada puede ser Th1 o Th2 según el agente infeccioso (16).  

   Las citoquinas también se pueden clasificar en proinflamatorias y anti-inflamatorias: 

Entre las proinflamatorias destacan  IL-1, IL-6 y TNF-α y en menor medida IL-2, IL-8, 

IL-12, IL-18 e IFN-γ. Las principales citoquinas anti-inflamatorias son IL-4, IL-10, IL-

11, IL-13 y destaca además el papel anti-inflamatorio del receptor soluble de la IL-1 

(IL-1RII soluble) (18). 

 
1.1.3.3.-Características de las citoquinas  

Interleuquina-1 (IL-1): 

   Esta citoquina activa PMNs, regula la expresión de moléculas de adhesión y 

promueve la quimiotaxis. IL-1 es producida principalmente por monocitos y 

macrófagos, pero también por células NK, células endoteliales, PMNs y células T, y 

estimula  a otras células para que produzcan más citoquinas (efecto endocrino, paracrino 

y autocrino) (19, 20). 

   Posee propiedades fisiológicas similares a las de TNF-α pero menos capacidad para 

producir shock. Al igual que TNF-α, es importante en la reparación de las lesiones y su 

adecuada actividad es esencial para mantener una correcta inmunidad a largo plazo. Es 

un potente inductor de los factores estimuladores de colonias de 

granulocitos/macrófagos (GM-CSF) y macrófagos (M-CSF), y de la síntesis de 

proteínas de la fase aguda. Una liberación elevada de IL-1 produce una excesiva 

marginación de PMNs activados a la pared vascular, estimula la actividad procoagulante 

del endotelio y la unión de leucocitos. A diferencia de TNF-α, su administración no es 

letal, pero produce muchos de los fenómenos hematológicos y metabólicos agudos que 

se asocian con la sepsis (21).  

   Se distinguen dos tipos de IL-1: alfa y beta. La IL-1α se encuentra predominantemente 

asociada a membrana y ejerce sus efectos por contacto celular. La IL-1β es más fácil de 

detectar en la circulación donde produce efectos o alteraciones similares al TNF-α, 

siendo sus efectos sinérgicos. La vida media de IL-1 es aún más corta que la del TNF 
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(6-10 min.), lo cual hace aún más difícil su detección en los procesos agudos en los 

cuales se libera. IL-1 produce el clásico efecto de  respuesta febril, por la estimulación 

local de la actividad de las prostaglandinas en el hipotálamo anterior (22).  

   La actividad de IL-1 se encuentra mediada por receptores, destacando IL-1RI que 

necesita de una proteína accesoria (IL-1 RAcP) para interaccionar con él, de forma que 

la señal produce la activación de la trascripción mediada por NF-κβ (23). Al igual que el 

TNF-α, la IL-1 tiene  receptores solubles, destacando la forma soluble de IL-RI que 

aumenta la actividad de la IL-1 al retirar al antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra). El 

receptor IL-1RII, por el contrario, suprime, tanto en su forma de membrana como 

soluble, la actividad de IL-1, al tratarse de un receptor “señuelo” (24). 

 
Interleuquina-2 (IL-2): 

   Se trata de una citoquina de origen linfoide que pertenece al grupo de los mediadores 

proinflamatorios (25). Es el principal promotor de la proliferación y diferenciación de 

linfocitos T, producción de inmunoglobulinas y mantenimiento de la integridad 

inmunológica del sistema digestivo o “barrera intestinal”. También estimula la 

producción de una cascada de interleuquinas, interferones, y TNF-α (25). Es difícil de 

detectar, en agresiones agudas, debido a su corta vida media. La disminución en la 

expresión de actividad IL-2 se encuentra asociada a una disminución de la competencia 

inmunológica, y existen evidencias que sugieren que la apoptosis de linfocitos 

contribuye a dicha inmuno-competencia (25).  

 

Interleuquina-4 (IL-4) 

   Es producida principalmente por células T, mastocitos y basófilos. Sus efectos más 

destacados incluyen la proliferación de linfocitos B e inmunidad mediada por 

inmunoglubolina E (Ig-E). Se ha demostrado su efecto inhibitorio sobre la producción 

de citoquinas proinflamatorias por parte de los macrófagos, incluyendo IL-1, TNF-α e 

IL-6, y además promueve la producción de IL-1ra (26). Parece ser que como 

consecuencia de lesiones graves y sepsis puede producirse un fenotipo inmune definido 

por la producción de IL-4 por parte de células T  CD4 + (26). 

   Incrementa de forma sinérgica la expresión de antígenos de las células endoteliales 

inducida por TNF-α e IL-1, pero inhibe el incremento que éstos y el IFN-γ producen en 

la expresión de moléculas de adhesión (9, 26).  
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Interleuquina-6 (IL-6): 

   Es una familia de al menos seis fosfoglicoproteínas. Es producida por 

monocitos/macrófagos, células endoteliales y también por los linfocitos T y B, 

fibroblastos, queratinocitos y otros tipos celulares (12). La fuente de IL-6 tras las 

agresiones no se conoce bien, pero el intestino y las heridas parecen producirla en 

respuesta a las lesiones. Se ha sugerido el intestino como una fuente de IL-6 tras la 

cirugía y traumatismos (27), lo cual se ha confirmado en modelos experimentales 

animales (28, 29). Por otra parte, IL-6 parece ser producida en lugares alejados de forma 

posterior a la agresión, incluyendo el pulmón (30). Ejerce sus acciones al unirse a un 

receptor de membrana compuesto por una subunidad de unión de 80 KDa y una 

glicoproteína encargada de la transducción de la señal, de 130 KDa (12).  

   TNF-α e IL-1 son potentes inductores de la producción de IL-6 en diversos tipos de 

tejidos, incluido el tubo digestivo. Los niveles de IL-6 permanecen elevados durante 

más tiempo que las citoquinas antes mencionadas, por lo que son más fácilmente 

detectables, siendo sus niveles proporcionales a la extensión del tejido dañado durante 

la intervención más que a la duración del propio proceso quirúrgico (30). 

   La inflamación sistémica y una respuesta procoagulante a la infección se encuentran 

estrechamente relacionadas. Las citoquinas inflamatorias, como IL-6, son capaces de 

activar la coagulación e inhibir la fibrinolisis (12). Así mismo, IL-6 actúa como factor 

estimulador de células B, factor de crecimiento de hibridoma/plasmocitoma, factor 

estimulador de hepatocitos y factor de diferenciación de células T citotóxicas. Actúa 

sinérgicamente con IL-1 en la proliferación de timocitos, y en combinación con TNF-α 

aumenta la proliferación de células T y promueve la activación y acumulación de 

PMNs. La administración de IL-6 no ocasiona compromiso hemodinámico (31). 

   IL-6 es también un importante mediador en la producción de proteínas de la fase 

aguda de origen hepático, durante la agresión y la convalecencia, esenciales para la 

respuesta inmune, la coagulación y la respuesta metabólica. Además, causa fiebre y 

activa el eje hipotálamo-hipofisario-adrenal (32). 

   La producción y secreción de IL-6 puede ser inducida por una amplia variedad de 

estímulos incluyendo bacterias Gram positivas y Gram negativas, virus, LPS, TNF-α, 

IL-1β, IFN-γ y factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), si bien durante 

la sepsis, se encuentra inducida por endotoxina, TNF-α o IL-1β (12). 

 
 



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

9 

Interleuquina-10 (IL-10): 

   Fue descubierta en 1989 como un producto de las células Th2, que suprimía la 

producción de IFN-γ producido por las Th1. Es liberada por macrófagos y células T en 

respuesta a diversos estímulos incluyendo las endotoxinas, si bien su producción se 

encuentra retrasada respecto a la de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-α, 

siendo la expresión de IL-10 inducida por éstas e inhibida por sí misma de modo 

autocrino (33-35). 

   Se trata de una citoquina  anti-inflamatoria, efecto que ejerce frente a varios tipos 

celulares entre los que se encuentran macrófagos y células endoteliales. Concretamente 

la IL-10 media, en parte, en la expresión génica de la síntesis de citoquinas produciendo 

una inhibición en la producción de IL-1α, IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8 por parte de 

monocitos y PMNs  estimulados con endotoxina (36). Además promueve la liberación 

de receptores de TNF (p55 y p75) y la expresión de IL-1ra (receptor de IL-1 con acción 

antagonista) e inhibe la translocación de NK-κB.  

   IL-10 es, por tanto, un componente normal del proceso inflamatorio y actúa 

disminuyendo su duración y magnitud. Esta afirmación se consolida por el hecho de que 

ratones carentes de IL-10 (“ratones knockout”) y ratones normales tratados con 

anticuerpos anti-IL-10 presentan una respuesta inflamatoria muy acentuada en respuesta 

a endotoxina o peritonitis (37, 38). Así mismo, se ha demostrado que la neutralización 

de IL-10 durante una endotoxemia, incrementa la producción de TNF-α por los 

monocitos y la tasa de mortalidad, mientras que su restitución reduce los niveles de 

TNF-α y los efectos negativos asociados a este factor (36, 39). 

   IL-10 es una de las citoquinas más frecuentemente encontrada en la circulación; la 

modulación de su actividad puede tener efectos beneficiosos pero también adversos en 

el desenlace. De forma endógena y administrada exógenamente, principalmente en 

modelos de shock endotoxémico y bacteriémico, reduce la magnitud de la respuesta 

inflamatoria y mejora el desenlace. Sin embargo, puede exacerbar la disfunción de 

células T, macrófagos y células NK (33), alterar su apoptosis, su función antimicrobiana 

e incrementar la mortalidad en otros modelos menos agudos de sepsis. Las propiedades 

anti-inflamatorias potenciales de IL-10 deben ser sopesadas cuidadosamente por su 

posible efecto inmunosupresor al considerar su uso en pacientes con inflamaciones 

agudas y síndrome séptico (40). El fenómeno anti-inflamatorio de IL-10 no puede 

separarse del efecto de inmunosupresión, y hay evidencias que muestran que la 

inmunosupresión que se observa tras la sepsis o en lesiones térmicas, está asociada 
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frecuentemente a una disminución de las respuestas mitógenas de linfocitos T y una 

apoptosis incrementada de los mismos (40). 

 
Interferón-γ (IFN- γ) 

   Es una citoquina producida principalmente por linfocitos T y macrófagos. Puede 

actuar sinérgicamente con TNF-α para producir actividad citotóxica y citostática; de 

forma sinérgica incrementa la liberación de TNF-α promovida por IL-2 y facilita la 

producción de anticuerpos por las células B. IFN-γ aumenta la adhesión de linfocitos a 

las células endoteliales, induce cambios morfológicos en éstas y estimula la activación y 

acumulación de PMNs. Así mismo, aumenta la capacidad fagocítica de éstos y la 

función antimicrobiana de los macrófagos promoviendo su maduración e incrementando 

su actividad (41). 

   IFN-γ produce además, un aumento de la proliferación de linfocitos e incrementa la 

producción de IL-1, IL-6 y TNF-α y la expresión de moléculas de adhesión y receptores 

celulares del TNF-α (41). Es esencial para la supervivencia en algunos casos de 

agresiones por bacterias y hongos. La administración de IFN-γ a pacientes sépticos 

puede mejorar algunos aspectos de la función inmune de las células (42) aunque otros 

estudios no han mostrado una disminución de las infecciones o mortalidad en pacientes 

quemados (43).  

 
Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α): 

   TNF-α es la primera y más potente citoquina en responder en el individuo tras 

producirse una lesión o infección aguda. Las principales fuentes de producción de TNF-

α son monocitos/macrófagos y también linfocitos T, abundantes en la zona peritoneal y 

esplénica (destacando las células de Kupffer) (9, 21). 

   La vida media del TNF-α circulante es de 14-18 minutos, y es degradado en diversos 

órganos incluyendo hígado, piel, tracto gastrointestinal y riñón (21). 

   TNF-α se encuentra involucrado en el reclutamiento y maduración de monocitos, 

macrófagos y PMNs, produciendo un efecto paracrino que permite la recuperación de 

las lesiones. Entre estos efectos paracrinos se encuentra la hemostasis, el incremento de 

la permeabilidad y proliferación vascular y la síntesis de colágeno (44). Por otra parte, 

promueve procesos metabólicos que contribuyen a mejorar la producción de nutrientes 

y proteínas de la fase aguda (19). 
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   Entre los efectos negativos de TNF-α se encuentran el colapso circulatorio y el daño 

de órganos sólidos. Estos efectos dependen de múltiples factores; el efecto 

procoagulante del TNF-α favorece los fenómenos trombóticos de la microcirculación, 

que puede llevar a la necrosis celular y a un aumento de la permeabilidad. Además, el 

TNF-α contribuye a producir una depresión miocárdica y al acúmulo de macrófagos y 

PMNs activados en los lugares de inflamación o lesión (45). 

   TNF-α ejerce sus efectos a través de los receptores específicos de membrana TNFR-1 

y TNFR-2. En condiciones fisiológicas a través de TNFR-1 se producen los principales 

efectos biológicos del TNF-α, incluyendo las respuestas inflamatorias, activación de 

NF-kB y apoptosis. También se apunta a este receptor como responsable de la actividad 

toxica de TNF-α (41). 

   Los receptores solubles del TNF-α (sTNFR) se encuentran también elevados en las 

inflamaciones agudas, compitiendo así con la unión del TNF-α a sus receptores de 

membrana. Esto supone una regulación endógena  a una posible respuesta inflamatoria 

exagerada, pero además de este efecto antagonista, los sTNFRs pueden servir como 

transportadores o reservorios de TNF-α en la circulación. 

   Altos niveles de TNF parecen tener un papel importante en la disfunción orgánica y 

en la mortalidad en modelos experimentales de shock endotóxico e infecciones 

bacterianas, pero no parece tener un papel importante en la mortalidad tras un modelo 

de sepsis inducida por punción del ciego tras su ligadura (CLP), tal y como observaron 

Ayala y col. en 1996 e Hiramatsu y col. en 1997 en sus experimentos, bloqueando el 

TNF-α en ratones (46, 47). Por tanto, otros mediadores deben contribuir a los cambios 

que se producen en la apoptosis y la inflamación tras CLP.  

 

1.1.4.-Estrés oxidativo: Especies reactivas de oxígeno (ROS) 

   La definición clásica de radical libre lo describe como cualquier especie química que 

existe de forma independiente, que contiene uno o más electrones desapareados. Dichos 

electrones desapareados confieren a la molécula una alta reactividad con otras 

moléculas para aparear dicho electrón, generando un producto más estable (48). Entre 

las moléculas denominadas de forma genérica radicales libres, se incluyen las especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y algunos óxidos de nitrógeno. Los ROS son oxidantes 

producidos tanto en individuos sanos como en situaciones de enfermedad, y tienen 

funciones de defensa, intervienen como señales celulares y participan en la inflamación. 
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Las principales fuentes de ROS son los leucocitos y las células endoteliales. Su 

liberación se produce principalmente a través de la acción enzimatica de NADPH 

oxidasa, xantin-oxidasa, citocromo p450 reductasa, lipoxigenasa y prostaglandina 

sintetasa entre otras (49). Entre las situaciones en que se producen, se encuentra la 

respiración aeróbica de la mitocondria y metabolismo del ácido araquidonico, los 

procesos de isquemia y reperfusión y el “estallido respiratorio” de los leucocitos, como 

se denomina a una serie de eventos que incluyen un aumento del consumo de oxígeno, 

aumento de la actividad de la via de las hexosas monofosfato y aumento de la 

producción de diversas sustancias con propiedades antimicrobianas que derivan del 

metabolismo del oxígeno como por ejemplo el peróxido de hidrógeno y el radical 

superóxido. Estas situaciones incluyen el shock producido en la revascularización de 

miembros, intestino o corazón isquémicos, así como pancreatitis, transplante de órganos 

e inflamaciones sistémicas (48, 50). Además, como consecuencia de los procesos 

inflamatorios, se produce la activación de las células del sistema inmune, 

principalmente PMNs y células endoteliales, que son las principales fuentes de ROS, los 

cuales, una vez liberados, intervienen como mediadores a través de la generación de 

sustancias quimiotácticas y la inducción de la expresión de moléculas de adhesión (48). 

Además, producen daño tisular directo y, al actuar promoviendo la generación de 

citoquinas  estimulan las células endoteliales que producen más citoquinas amplificando 

la señal inflamatoria y finalmente produciendo daño adicional en los tejidos, que pueden 

estar alejados del lugar del daño primario (49). 

   Por otra parte, los ROS de los PMNs modifican sus propias membranas celulares 

quedando así marcados para su retirada por los macrófagos (51). 

   De este modo, cuando el equilibrio se rompe por una producción excesiva de agentes 

oxidantes o por una disminución de la capacidad antioxidante del organismo, se pueden 

producir daños oxidativos en un proceso conocido como “estrés oxidativo” (48). 

 

1.1.4.1.-Sistemas antioxidantes del organismo 

   Hay una serie de mecanismos endógenos que sirven para proteger el organismo de la 

acción de los agentes oxidantes, entre los que se encuentran antioxidantes circulantes 

como la albúmina, intracelulares como el glutation reducido (GSH), y actividades 

enzimáticas específicas como superóxido dismutasa (SOD). Así pues, frente a los ROS 

hay mecanismos de defensa antioxidante enzimáticos y no enzimáticos. Entre los no 
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enzimáticos se incluyen las vitaminas E y C, el ácido α-lipoico, la vitamina A (β-

carotenos) y el GSH. Entre los sistemas enzimáticos se encuentran la SOD, catalasa y  

glutation peroxidasa (GPX). Estas enzimas requieren metales como cofactores: hierro 

para la catalasa, selenio para la GPX y cobre, zinc o manganeso para la SOD, por lo que 

las trazas de metales se pueden considerar con acción antioxidante en cuanto que 

forman parte de los centros activos de estos sistemas enzimáticos (52). 

 

1.2.-APOPTOSIS E INFLAMACIÓN 

1.2.1.-Introducción 

   El término apoptosis o muerte celular programada define un programa codificado 

genéticamente, cuyas características morfológicas, bioquímicas y moleculares son 

diferentes de las de la necrosis (53). Igualmente, son diferentes desde el punto de vista 

de su mecanismo de acción ya que la necrosis es simplemente el resultado pasivo de una 

agresión a la célula, mientras que la apoptosis forma parte integral de sus procesos 

fisiológicos normales (53), es más, se trata de un proceso esencial para la vida, 

interviniendo en la gestación y el desarrollo del organismo (54). Del mismo modo, la 

apoptosis tiene lugar como proceso normal en la renovación de células de los tejidos 

(regeneración del epitelio intestinal y descamación de las células de la piel lesionada por 

el sol, entre otros), en la involución de órganos por la falta de hormonas tróficas, en la 

muerte celular tras la deprivación de factores de crecimiento o estímulos específicos y 

en células que han sufrido daños subletales (55). Además, la apoptosis se encuentra 

relacionada con diversas situaciones patológicas: así, la apoptosis de ciertas neuronas 

del cerebro contribuye a enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson, mientras que 

el fallo para iniciar la apoptosis por daños severos de su ADN, en las células que se 

dividen, contribuye al cáncer (56). Alteraciones en las señales de muerte celular, en 

receptores citoplasmáticos o de membrana y en los genes que controlan la apoptosis se 

encuentran involucradas en la patogénesis de malformaciones congénitas (57). 

   Entre los cambios morfológicos que se observan en la célula durante la apoptosis, y 

que permiten su diferenciación de la necrosis, se incluyen la fragmentación del ADN 

por acción de las endonucleasas, formándose fragmentos de 180-200 KDa (58), 

condensación de la cromatina, compactación de las organelas (citoconcentración), 

dilatación del retículo endoplásmico, alteraciones de la membrana y disminución del 

tamaño de la célula y del retículo endoplásmico, que se transforma en vesículas 
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(cuerpos apoptóticos). Otros eventos producidos durante la apoptosis son la elevación 

de los niveles citosólicos de Ca2+ y una perdida de la regulación del pH que provoca una 

acidificación intracelular (53). La apoptosis, in vivo, culmina con la retirada de los 

cuerpos apoptóticos por otras células, evitando las complicaciones derivadas de la 

liberación del contenido celular. No provoca una respuesta inflamatoria, es decir, que 

los componentes residuales de la célula muerta son ingeridos por las células fagocíticas 

sin la intervención de los neutrófilos. Estos cambios morfológicos pueden ocurrir en una 

secuencia predecible y reproducible, que puede completarse en 30-60 minutos (59) 

   La necrosis, por el contrario, es una respuesta patológica que implica un incremento 

dramático del volumen de la célula, que finalmente lleva a la lisis. Es un tipo de muerte 

celular inducida por la exposición a compuestos o tratamientos nocivos (60, 61). Así, se 

produce la liberación del contenido celular, incluyendo proteasas y lisosomas al espacio 

extracelular, produciendo más activación de las células inflamatorias y alteraciones de 

la inflamación (51).  

   La apoptosis se produce como consecuencia de señales biológicas codificadas 

genéticamente en todas las células eucarióticas conocidas. Las células se mantienen 

vivas por una serie de señales como son factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, 

contacto con otras células etc., de manera que contienen a la célula para que ésta no 

entre en apoptosis, mientras que otras células no podrán competir con sus células 

vecinas, y entrarán en apoptosis debido a la falta de factores de supervivencia (54). Las 

señales de supervivencia del ambiente en que se encuentra la célula y sus sensores 

internos de la integridad celular, normalmente mantienen el control de la maquinaria de 

la apoptosis de la célula. Cuando esta célula pierde el contacto con las que la rodean o 

sufren un daño irreparable interno, la célula inicia la apoptosis. Igualmente, en una 

célula que simultáneamente recibe señales contradictorias para estimular o atenuar su 

ciclo de división, también se dispara la apoptosis (62, 63).   

 

1.2.2.-Mecanismos y componentes de la apoptosis celular 

   La apoptosis esta regulada por dos vías principales: la primera implica a los miembros 

de la superfamilia de los receptores de TNF, y la segunda está bajo el control de los 

miembros de la familia de genes de Bcl-2, que incluye miembros pro y antiapoptóticos 

(64). La primera de estas vías se produce a través de receptores de membrana, 

denominados receptores de muerte, que al interaccionar con sus ligandos 
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correspondientes originan señales intracelulares que activan proteínas que por diferentes 

mecanismos ejecutan la apoptosis de la célula. Esta vía se inicia principalmente por los 

receptores de TNF-α (TNFRs) y por otro tipo de receptor de la familia de TNF 

denominado Fas (CD95), que pueden directamente activar una cascada de proteasas 

denominadas caspasas, siendo la caspasa-8 la caspasa iniciadora (62). La segunda es la 

denominada la vía intrínseca de la apoptosis, implica a la mitocondria y a los miembros 

de la familia Bcl-2, y lleva a la actuación de una cascada de caspasas, por la activación 

de caspasa-9 como caspasa iniciadora aunque en esta vía existen mecanismos de 

apoptosis independientes de las caspasas (59). Por tanto, estas dos vías no son 

independientes y pueden converger en la activación de la cascada de las caspasas. 

 
1.2.2.1.-Vía extrínseca: Apoptosis por factores y receptores de muerte 

   En la definición clásica de apoptosis, las células están programadas para morir de 

forma autónoma. Sin embargo, la identificación de factores y receptores de muerte 

celular que regulan la apoptosis indican que ésta puede estar también controlada por un 

“factor” externo en algunas circunstancias (65).  

   Esta vía se basa por tanto, en la interacción de receptores de membrana con sus 

ligandos correspondientes ya sean solubles o asociados a membranas celulares. 

Destacan el receptor Fas (también denominado CD95 o Apo-1) y su ligando FasL 

(CD95L) (61, 66). Además, existen otros ligandos y receptores que también pertenecen 

a la superfamilia del TNF. Entre los ligandos se encuentran las linfotoxinas, el ligando 

de CD30, el ligando de 4-1BB, el ligando de CD40, el ligando de CD27, y TRAIL 

(ligando de inducción de apoptosis relacionado con TNF) y entre los receptores se 

encuentran TNF-RI, TNFRII, el receptor de la linfotoxina-β, CD40, CD30, CD27 y 

otros identificados posteriormente, destacando DR-3, Apo-3 (cuyo ligando es el 

TWEAK), DR4 y DR5 (con el mismo ligando: TRAIL), DR6 y CAR1 (65, 66). 

 

1.2.2.1.1-Fas (CD95) 

   La proteína Fas, también denominada CD95 o Apo-1 es el receptor del ligando FasL. 

Se trata de una proteína de membrana tipo I de 48 KDa, compuesta de 319-335 

aminoácidos, caracterizada por tener dominios extracelulares ricos en cisteína (67). Se 

encuentra expresada en varios tejidos y células, incluidos el timo, hígado, corazón, 

riñón, ovarios y pulmones (67, 68), en células NK (69), células T y B activadas y 

células T y B malignas (61).   
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   La unión de FasL y Fas o la unión a Fas de anticuerpos agonistas anti-Fas, induce la 

apoptosis de células que expresan Fas en su superficie (68). Parece ser que al igual que 

ocurre con el TNF y sus receptores, la unión de FasL produce la unión de los tres 

dominios del receptor Fas (trimerización de Fas), y su región citoplasmática trimerizada 

produce entonces la transducción de la señal (65). Una vez producida la trimerización, 

se origina el ligamiento de otras partes del receptor, denominadas dominios de muerte 

(DED). A continuación, una proteína citoplasmática, FADD (Factor asociado a 

dominios de muerte, también denominado MORT1), se une a través de su propio DED, 

a los DED ya ligados del receptor (62). Las señales que se originan a continuación se 

producen a través de una molécula denominada FLICE, que en realidad es caspasa-8 

(70, 71). Esta proteína tiene dos dominios DED en la zona N-terminal, mediante los 

cuales se une a FADD. Parece que FADD interacciona con la procaspasa-8, que por 

autoprocesamiento se activa pasando a caspasa-8 (72), que activa caspasas efectoras 

posteriores como la caspasa-9 o caspasa-3 produciéndose la apoptosis (62, 72). La 

figura 1 muestra los diferentes componentes que participan en la transducción de la 

señal, producida por la interacción de los receptores de muerte con sus ligandos 

correspondientes. 

Figura 1.-Cascada de activación de las caspasas por interacción con receptores 

de la familia TNF. 
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1.2.2.1.2.-FasL (CD95L) 

   Es el principal ligando de la familia de TNF. Es una proteína de membrana tipo II, de 

40 KDa, que tiene un extremo N-terminal en el citoplasma y uno C-terminal que se 

extiende por el espacio extracelular y que es similar al de los otros miembros de la 

familia (62). CD95L es una molécula homotrimérica. Cada trímero de CD95L se une a 

3 receptores de CD95, e induce su trimerización para traducir la señal (73, 74). 

   FasL se encuentra expresado en linfocitos T activados y células NK, y de forma 

constitutiva en células endoteliales, en tejidos como los testículos y los ojos y en PMNs 

(75-79). Los órganos linfoides (timo, nódulos linfáticos, bazo), pulmones e intestino 

delgado expresan pequeños niveles de ARN mensajero (ARNm) de FasL, sugiriendo un 

papel de FasL en el sistema inmune en general y en la inmunidad de mucosas (75).  

   La acción de Fas y FasL se representa esquemáticamente en la figura 2. Fas y FasL 

juegan un importante papel principalmente en 3 tipos de apoptosis fisiológica:  

   A.-Eliminación periférica de células T maduras activadas al final de la respuesta 

inmune. 

   B.-Eliminación de células diana como aquellas infectadas por virus o células 

cancerígenas mediante células T citotóxicas y células NK. 

   C.- Eliminación de células inflamatorias en lugares “inmunoprivilegiados” como el 

ojo y los testículos (62, 80).  

   Además, el FasL presente en células endoteliales puede ejercer un efecto 

ateroprotector por su habilidad para inducir la apoptosis de células mononucleares que 

intentan invadir la pared del vaso en ausencia de un estímulo inflamatorio (81). Por 

tanto, Fas actúa produciendo la apoptosis de las propias células inflamatorias y como 

mecanismo para eliminar otras células por parte de las células T citotóxicas (CTLs). La 

identificación de FasL como molécula citotóxica viene a completar el mecanismo de 

lisis enzimática (sistema perforina/granzima B) utilizado por los CTLs y células NK 

para eliminar las células diana, siendo ambos los principales mecanismos para la 

citotoxicidad mediada por CTLs (66). Los linfocitos T CD8+ y NK emplean ambos 

sistemas mientras que los linfocitos T CD4+ usan preferentemente el sistema del FasL. 

También es posible que las CTLs utilicen otro factor/es de muerte como TNF-α o 

TRAIL en el caso de estar bloqueados los otros dos sistemas (66).  
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Figura 2.- Apoptosis mediada por linfocitos T, vía Fas/FasL.  

 
 
1.2.2.1.3.-Fas y FasL solubles 

   Del mismo modo que la proteolisis del TNF asociado a la membrana produce TNF 

soluble, el FasL asociado a la membrana, por acción de una metaloproteasa, sufre una 

liberación proteolítica para originar una citoquina soluble de 26-29 kD que tiene una 

estructura trimérica, denominada FasL soluble (sFasL) (82). sFasL es funcional, aunque 

parece que FasL actúa de forma local por interacción célula-célula en situaciones 

fisiológicas, mientras que la forma soluble se libera para atenuar el proceso (83). 

Schneider y col., en 1998 (84), observaron que en contraste con la forma unida a la 

membrana, el ligando soluble es pobremente activo, sugiriendo un modelo en el que la 

actividad apoptótica del FasL de membrana es disminuida por su procesado y 

liberación, asegurando que el sFasL no causaba daño tisular (84), al contrario de lo que 

se pensó en un principio (61, 74). Sin embargo, no se puede excluir que elevados 

niveles locales de sFasL, en conjunción con otros agentes citotóxicos, puedan producir 

la muerte celular (84).  Además sFasL puede mediar el “suicidio” autocrino de células T 

y este mecanismo puede ser responsable de la supresión de la respuesta inmune y la 
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tolerancia periférica por perdida de células T (85). Algunos trabajos muestran que la 

forma soluble de FasL en humanos induce la apoptosis de forma eficiente en algunas 

células que expresan Fas. Suda y col., en 1996, (86) observaron que la forma soluble de 

FasL eliminaba las células de forma selectiva; los linfocitos T de sangre periférica 

potencialmente útiles no son eliminados mientras que sí lo son las peligrosas células T 

senescentes activadas. Kim y col., en  el año 2000, observaron que sFasL producido por 

PMNs así como el TNF-α, incrementaban de forma significativa la apoptosis y la 

activación de caspasa-3 de células del epitelio gástrico infectadas con H. pylori (87).  

   Por otro lado, niveles elevados de sFasL se han detectado en el suero de pacientes que 

padecen diferentes enfermedades inflamatorias tales como lupus eritematoso, artritis 

reumatoide y síndrome de Sjogren (88) y en otras enfermedades como leucemia (82), 

linfohistiocitosis, miocarditis (89, 90), enfermedad hepática de los alcohólicos (91), 

fallo cardíaco congestivo (81) y en suero de pacientes con leucemia linfocítica y 

linfomas de células NK (82). También se ha demostrado que sFasL actúa como factor 

quimiotáctico para los PMNs humanos en ensayos de migración in vitro aunque por vías 

de señalización diferentes a las de la apoptosis (73). 

   Existe asimismo, una forma soluble de la molécula Fas, denominada Fas soluble 

(sFas) (92). La hipótesis más extendida es que sFas bloquea la apoptosis al competir con 

Fas por la unión a FasL, bloqueando así la apoptosis inducida por éste (92).  

   Al igual que ocurría con ciertas citoquinas, niveles elevados de sFas se han 

relacionado con el fallo de órganos y la supervivencia (93, 94) y han sido detectados en 

el plasma de pacientes con procesos inflamatorios generalizados (95, 96). Además, 

pueden modular la actividad apoptótica de PMNs, inhibiéndola o retrasándola durante el 

estado inflamatorio (97). 

 

1.2.2.1.4-Caspasas  

1.2.2.1.4.1.-Introducción 

   Son proteasas con cisteina en su estructura, que actúan sobre los grupos de ácido 

aspártico de las proteínas. Las caspasas son sintetizadas en forma de proenzimas 

inactivas que presentan tres dominios (uno amino terminal, una subunidad grande y una 

subunidad pequeña), que se activan de forma específica y secuencial. Dicha activación 

puede producirse por la interacción con otras caspasas, pero también pueden regular su 

propia activación al actuar directa o indirectamente sobre su propio precursor, 

originándose una activación exponencial. Además, hay inhibidores, que pueden actuar 
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sobre las procaspasas, o proteínas implicadas en la activación de las caspasas, o pueden 

estar inhibidas por su confinamiento en lugares específicos. Sus reacciones proteolíticas 

son muy específicas, actuando sobre una serie de sustratos concretos (98).  

   Hay que tener en cuenta que las vías en las que están implicadas las diferentes 

caspasas son diferentes en función tanto del tipo de estímulo como del tipo de célula 

donde se producen; por ejemplo, la caspasa-9 es importante para la activación de la 

caspasa-3 inducida por radiación UV en células del SNC, mientras que en el caso de 

timocitos y esplenocitos, la caspasa-9 y la caspasa-3 parecen tener vías independientes 

al ser activadas por radiación UV. Por tanto, hay células o estímulos en los que la 

muerte celular incluye la participación de ambas caspasas, ninguna de ellas, o alguna de 

forma independiente (99, 100).    

 

1.2.2.1.4.2.-Caspasa 3 y sus sustratos 

   La caspasa-3, también denominada CPP32, APOPAIN o YAMA, es una de las 

caspasas efectoras más importantes y mejor caracterizada. La enzima activa es un 

heterodímero con subunidades de 17 y 12 KDa derivados de una proenzima de 32 KDa 

(101). Se encuentra ampliamente distribuida, con una alta expresión en líneas celulares 

de origen linfocítico, lo cual sugiere que tiene un importante papel en la apoptosis en el 

sistema inmune. 

   Es uno de los ejecutores clave de la apoptosis, y una vez activada actúa sobre otras 

caspasas,  siendo la responsable parcial o total de la rotura proteolítica de muchos 

sustratos que presentan una región similar a la encontrada en su sustrato más estudiado, 

la poly ADP-ribosa polimerasa (PARP) (102). Entre los sustratos de caspasa-3 se 

encuentran además del PARP, la DNA protein-quinasa (DNA-PK: enzima reparadora 

del ADN), U1-70 KDa y las ribonucleoproteínas heteronucleares C1 y C2 (proteínas 

nucleares implicadas en las modificaciones postranscripcionales del ARNm), proteínas 

reguladoras de esteroles (SREBP), el inhibidor de la disociación del D4-GDP 

(reguladora de las GTPasas que controlan los cambios morfológicos de citoesqueleto y 

membranas de células linfoides y mieloides), la proteína denominada “huntingtin” 

(producto génico de la enfermedad de Huntington, en la que hay una alteración de la 

apoptosis) y proteínas de retinoblastoma (Rb: proteína reguladora del ciclo celular, con 

una conocida función antiapoptótica) (103-109). 

   Por tanto, una de las funciones centrales de la caspasa-3, u homólogos similares, en la 

apoptosis es la inducción de la degradación del DNA (104) y la condensación de la 
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cromatina al producirse la interacción de FasL o TNF-α (99). Para la apoptosis nuclear, 

es necesaria la intervención de uno o más componentes citoplasmáticos, además de las 

caspasas mencionadas, que ayudan a la caspasa-3 a entrar en el núcleo, donde actúa 

sobre sustratos, aunque también es posible que sea el sustrato de la caspasa-3, situado 

en el citoplasma, el que cause la degradación del ADN al ser activado por caspasa-3 y 

entrar en el núcleo (110). 

   Además de en el núcleo, la caspasa-3 también se une a sustratos del citoplasma, como 

la citoqueratina 18, aunque debe haber otros factores implicados como demuestran 

experimentos realizados en ratones deficientes en caspasa-3 (111). 

   En células que sobreexpresan caspasa-3 se ha demostrado en experimentos in vitro, 

que la proteína antiapoptótica Bcl-2 puede ser un sustrato de esta caspasa-3, en la 

apoptosis inducida por Fas o por déficit de IL-3, disparándose la apoptosis. Además, la 

interacción con Bcl-2 puede producir un fragmento que promueve la apoptosis, 

activándose caspasas que ocupan un lugar anterior en la cascada, contribuyendo a su 

amplificación (112-114). 

 

   El sustrato de la caspasa-3, PARP, es una proteína nuclear implicada en 

modificaciones postranscripcionales fundamentales en muchos procesos como son la 

reparación del ADN, estabilidad de la cromatina, proliferación celular y muerte celular 

(115). Kaufmann y col., en 1993 (103) observaron que esta proteína de 116 KDa era 

procesada específicamente liberándose un fragmento de 85 KDa, y otro de 25 KDa, en 

muchas formas de apoptosis, incluyendo la inducida por quimioterápicos en líneas 

celulares y por dexametasona en timocitos. Se comprobó además, que tanto los 

receptores de TNF-α como Fas, provocaban esta misma liberación. En experimentos in 

vitro, se ha observado que las caspasas-2, -4, -6, -8, -9 y -10, añadidas en altas 

concentraciones, pueden disociar el PARP aunque parece que caspasa-3 y-7 son 

responsables principales de la segmentación del PARP durante la apoptosis (102). De 

este modo, el PARP liberado puede utilizarse como marcador de la actividad caspasa y 

la apoptosis.  

 
1.2.2.2.-Via intrínseca de la apoptosis 

1.2.2.2.1.-Mitocondria y apoptosis 

   Además de la cascada proteolítica de las caspasas que se ha mencionado 

anteriormente, otro evento implicado a continuación de la activación de la caspasa-8 es 
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la liberación de citocromo c de la mitocondria. La  activación de caspasa-8 produce su 

interacción con la proteína Bid, una proteína proapoptótica de la familia Bcl-2, 

produciéndose la liberación de citocromo c (116-118). Se cree que una vez que el 

citocromo c es liberado, la muerte celular puede producirse por dos mecanismos: 

   1.-Un mecanismo apoptótico rápido que implica la activación de caspasas por la unión 

del citocromo c a la proteína  adaptadora Apaf-1, induciendo la asociación de ésta con la 

procaspasa-9, la cual procesa y activa otras caspasas (59). 

   2.-Un mecanismo más lento ocasionado por el colapso del transporte de electrones. 

Este segundo mecanismo tiene lugar por la depleción del citocromo c de la mitocondria 

debido a la ruptura de ésta, lo que conlleva la pérdida del gradiente electroquímico de la 

membrana interna (∆Ψm), produciéndose una serie de consecuencias deletéreas para la 

célula que incluyen la generación de ROS y la disminución de la producción de ATP 

(59). Otros mediadores de la apoptosis también son liberados de la mitocondria, como 

es la procaspasa-3, liberada al citosol durante la apoptosis, aunque no está claro si es 

activada después de su liberación (59). En ocasiones, durante la apoptosis se puede 

producir un colapso del potencial de la membrana interna de la mitocondria, resultando 

en la formación de un gran canal conocido como poro de transición de permeabilidad 

(PT). La apertura de este poro produce la expansión del espacio de la matriz 

mitocondrial, que puede provocar la ruptura de la membrana externa, liberando al 

citosol proteínas activadoras de las caspasas, que estaban localizadas en el espacio 

intermembrana. 

   En la figura 3 se representa la maquinaria de la apoptosis mediada por factores de 

muerte y la implicación de la mitocondria y la liberación de citocromo c. El citocromo c 

parece ser importante en la apoptosis iniciada por estímulos como el daño del DNA o 

los glucocorticoides; sin embargo su importancia para la apoptosis inducida por 

ligandos  de muerte es controvertida. En experimentos in vitro se ha observado que la 

mitocondria, citocromo c y Bid no tienen obligatoriamente un papel en la apoptosis 

mediada por FasL, aunque debe contribuir a esta función en algún contexto (72). La 

unión a Fas de anticuerpos agonistas anti-Fas, además de un incremento en PMNs de la 

actividad de caspasa-3 y caspasa-8, produce un incremento de la permeabilidad 

mitocondrial. Estudios con inhibidores farmacológicos de la actividad caspasa muestran 

que la actividad de la caspasa-8 tiene lugar antes, y la activación de caspasa-3 después 

de la disrupción de la mitocondria (119). 
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Figura 3.- Interacción entre la apoptosis por factores de muerte y la mitocondria. 

 

 

 

1.2.2.2.2.-Familia de proteínas Bcl-2 

   Son una familia de proteínas localizadas principalmente en la mitocondria, que tienen 

un papel fundamental en la regulación de la apoptosis celular. Se han identificado en 

mamíferos varios miembros de la familia Bcl-2 (homólogos de CED-9): Bcl-2, Bcl-xL, 

Bcl-w, y Mcl-1 que inhiben la apoptosis, mientras otros como Bax, Bik, Bak, Bad y 

Bcl-xs, activan la apoptosis (120-122). Los productos de ambos tipos de genes forman 

homo y heterodímeros, y el efecto que se produce viene determinado por las cantidades 

relativas de ambos (122, 123). De esta forma se cree que la razón Bcl-2/Bax determina 

la supervivencia o muerte de algunos tipos de células tras un estímulo apoptótico.  

   Bcl-2 es el miembro antiapoptótico más estudiado. Se encuentra en la cara externa de 

la membrana mitocondrial, en el retículo endoplásmico (ER) y en la cubierta nuclear 

(59, 124). Previene la apoptosis inducida en diferentes tipos de células por un amplio 

rango de estímulos nocivos, incluyendo hipoxia, falta de suero, glucosa, citoquinas y 
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factores de crecimiento, peroxidación de la membrana, radiación ionizante, 

glucocorticoides, ionóforos del calcio, anti-CD3, dexametasona, estaurosporina, drogas 

citotóxicas y en algunos casos por ROS (120-122, 125-127). Además, la 

sobreregulación de Bcl-2 parece ser un mecanismo de selección positiva para el 

desarrollo de linfocitos, y su continua expresión es crítica para la supervivencia de las 

células T y B periféricas maduras. 

   Bcl-2 ejerce su efecto antiapoptótico manteniendo la integridad de la mitocondria, 

previniendo de este modo la liberación al espacio intermembrana, de moléculas 

proapoptóticas, como proteínas activadoras de las caspasas y factor inductor de la 

apoptosis (AIF) (128). Bcl-2 previene de forma directa o indirecta la liberación de 

citocromo c, que puede facilitar un cambio en la estructura del Apaf-1 que permite la 

actuación sobre la procaspasa-9 (129). Además, se piensa que Bcl-2 forma un complejo 

con Apaf-1 y caspasa-9, manteniendo a esta última inactiva, de forma que el estímulo 

apoptótico causa la disociación de Bcl-2, permitiendo la activación de la caspasa-9 y la 

muerte por apoptosis (130). Por otro lado, las células en apoptosis pueden mostrar una 

reducción del potencial transmembrana mitocondrial debido a la apertura de poros PT 

inducidos por varios agentes, incluyendo Ca2+, H2O2 e hidroperóxido ter-butílico y las 

propias caspasas. Bcl-2 puede prevenir la aparición del poro PT mientras que Bax 

induce tanto PT como la apoptosis (131, 132). En células hematopoyéticas, la apoptosis 

se ha relacionado con una disminución de la cantidad de Ca2+ en el citosol, siendo estas 

alteraciones del Ca2+ inhibidas por la sobreexpresión de Bcl-2 (133), aunque parece que 

su diana funcional es mantener el potencial de la membrana mitocondrial regulando el 

trasporte de iones aumentando el flujo de H+ (133). Precisamente en los lugares donde 

está localizado Bcl-2, es donde se generan ROS. Bcl-2 no parece influir en la 

generación de éstos, pero tiene funciones antioxidantes (51), y parece prevenir el daño 

oxidativo de los contituyentes celulares, incluyendo los lípidos de las membranas  

(125). 

   Las propiedades antiapoptóticas de Bcl-2 no tienen por qué implicar una inhibición de 

las caspasas, de modo que Bcl-2 podría ser inefectivo en la inhibición de apoptosis 

mediada por receptores tipo TNF (102). Las señales a través de Fas no regulan 

negativamente Bcl-2, ni inducen sus antagonistas Bax y Bcl-xS.; es posible que Bcl-2 y 

Fas regulen diferentes vías al menos en linfocitos (134). Así, Bcl-2 protege debilmente 

frente a la apoptosis en linfocitos inducida por la unión de ligandos al receptor CD95 

(134). Sin embargo, CD95 puede disparar vías alternativas ya que Bcl-2 puede proteger 



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

25 

frente a la muerte inducida por CD95 en ciertos tipos de células (135-138), aunque no 

inhibe la apoptosis en la mayoría de éstas, puesto que las caspasas ya han sido liberadas 

con anterioridad y se producirá la apoptosis de todas formas (139). Bcl-2 sí tiene efecto 

en la inhibición de la apoptosis producida por otras causas, como es la inducida por 

prooxidantes, debido a que en este caso, la disrupción de la mitocondria ocurre con 

anterioridad a la activación de la caspasa-3, exposición de fosfatidilserina (PS) y 

alteraciones del núcleo.  

   En cualquier caso, Bcl-2 muestra un efecto  protector en la apoptosis celular, que 

puede traducirse en un efecto beneficioso para el individuo en determinadas situaciones. 

Así, Bcl-2 en la sepsis, produce dicho efecto protector al prevenir la muerte de 

linfocitos, si bien, únicamente se ha demostrado en experimentos con ratones (140). Sí 

se ha comprobado en la sepsis humana, que los niveles de Bcl-2 están disminuidos en 

las células mononucleares, en los pacientes sépticos respecto a los críticos no sépticos y 

que dichos niveles en los pacientes que no sobrevivieron eran del orden de 10 veces 

menores que los de aquellos que sobrevivieron (64). Además, aunque no había cambios 

en la expresión de Bax, la razón Bax/Bcl-2 estaba afectada por la disminución de Bcl-2, 

lo cual se ha descrito previamente como un reostato que dispara la apoptosis (125, 140). 

 

1.2.2.3.-Fosfatidilserina (PS) como marcador de la apoptosis: Anexina V 

   Entre las alteraciones que tienen lugar durante la apoptosis se encuentra la disrupción 

de los componentes del citoesqueleto que puede estar facilitando la redistribución de los 

fosfolípidos de membrana. Cuando la célula es viable mantiene una asimetría entre 

ambos lados de la membrana plasmática, mientras que durante la apoptosis se produce 

la exposición del fosfolípido PS en el exterior de la misma (141). 

   Este evento fue observado primero en plaquetas (142) y en eritrocitos senescentes 

(143). Fadok y colaboradores, en 1992, fueron los primeros en demostrar que la 

exposición de PS en la superficie tenía lugar en las células nucleadas durante la 

apoptosis (144,145). Por otro lado, la sobreexpresión de represores conocidos de la 

apoptosis, como el Bcl-2 y Ab1, inhibe la externalización de la PS (123). Estos cambios 

en la asimetría de la membrana preceden al daño que puede llevar a la liberación de 

enzimas de la célula que son perjudiciales para los tejidos vecinos (58), tienen lugar 

antes de los cambios morfológicos asociados a la apoptosis y se produce con 

posterioridad a la cascada proteolítica de las caspasas, pero posiblemente antes de la 

condensación nuclear y rotura de los constituyentes del citoesqueleto intracelular y la 
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matriz nuclear (145). La exposición de la PS en las células apoptóticas tiene otras 

implicaciones: participa en el reconocimiento y eliminación especificas por parte de los 

macrófagos (145).  

   Las anexinas son una familia de proteínas implicadas en múltiples aspectos de la 

biología celular incluyendo la regulación del transporte a través de la membrana. La 

Anexina V fue inicialmente descrita por Bohn y colaboradores (146), que en 1984, la 

aislaron de la placenta de humanos y la llamaron proteína de placenta 4 (PP4). 

Posteriormente, Reutelingsperger y col. (147) la aislaron de cordón umbilical por su 

actividad anticoagulante y fue llamada anticoagulante-vascular-α (171). Estas 

observaciones llevaron al estudio de la interacción de PS con Anexina V en células 

apoptóticas por el conocimiento de que la Anexina V se une, en presencia de iones de 

Ca2+, específicamente a la membrana cuando PS está presente (148). La unión de la  

Anexina V a la PS es calciodependiente, reversible y se produce con una constante de 

disociación (Kd) de aproximadamente 5 x 10-10 M. En el caso de las células necróticas, 

la unión de la Anexina V se debe a la ruptura de la integridad de la membrana 

plasmática, por la entrada de la Anexina V y su unión a la PS de la cara interna de la 

membrana (141). Así, la Anexina V es un potente discriminador entre células viables y 

apoptóticas. Anexina V conjugada con FITC y en combinación con yoduro de propidio 

(PI), puede ser utilizada para distinguir células viables, en apoptosis y necróticas (53).  

 

1.3.-AGRESIÓN Y RESPUESTA INFLAMATORIA 

1.3.1.-SIRS, CARS y sus posibles consecuencias. 

   Las citoquinas dirigen la respuesta inflamatoria al lugar donde se ha producido una 

agresión o una inflamación y son necesarias para una correcta recuperación de las 

lesiones. Sin embargo, una excesiva producción de citoquinas proinflamatorias desde el 

lugar de la agresión, puede ocasionar inestabilidad  sistémica y hemodinámica. Dicha 

situación es conocida como Síndrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS). El 

SIRS representa, por tanto, la situación clínica en la cual la función de continencia de la 

inflamación ha fallado. Se puede definir como un cuadro subclínico o clínico 

progresivo caracterizado por una respuesta inflamatoria generalizada, asociado a una 

agresión orgánica, independientemente de su causa. Cuando el SIRS es resultado de un 

proceso infeccioso confirmado, es denominado sepsis. En este caso, el término sepsis 

representa la respuesta inflamatoria sistémica de la infección presente (149). Parece ser 
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que una respuesta similar o incluso idéntica, puede producirse en ausencia de una 

infección, es decir, que la activación de células inflamatorias y la liberación de 

citoquinas pueden producir un síndrome prácticamente indistinguible de la respuesta 

sistémica a una infección grave (150). De este modo, Bone y colaboradores, en 1992, 

propusieron el término SIRS para describir este proceso inflamatorio 

independientemente de su causa, que puede ser infeccioso pero también puede ser no 

infeccioso como es el caso de los SIRS producidos como consecuencia de pancreatitis, 

quemaduras y traumatismos severos entre otros (151). En la figura 4 se representa la 

relación entre SIRS, sepsis e infección. 
 

Criterios del SIRS: 

   El SIRS puede producirse tras una amplia serie de lesiones e incluye al menos dos de 

las siguientes manifestaciones clínicas aunque no está limitada a ellas:  

   1.-Temperatura corporal mayor de 38ºC o menor de 36ºC. 

   2.-Frecuencia cardiaca mayor de 90 pulsaciones por minuto.  

   3.-Taquipnea, caracterizada por una frecuencia respiratoria superior a 20 inspiraciones 

por minuto, o hiperventilación, indicada por una presión parcial de CO2 (PaCO2) inferior 

a 36 mm Hg. 

   4.-Una alteración en los niveles de leucocitos, tanto por encima de 12000 células/µl 

como por debajo de 4000 células /µl, o la presencia de más de un 10% de neutrofilos 

inmaduros.  

   Figura 4.- Esquema de la relación entre la sepsis, infección y SIRS.  
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   Al producirse el SIRS, simultáneamente se induce la producción de citoquinas anti-

inflamatorias contra él. Los mediadores pro y anti-inflamatorios interaccionan 

inicialmente en el microambiente de la inflamación y, si se produce un balance, se 

restaura la homeostasis. Es decir, que en una inflamación normal la restauración de las 

condiciones pasa por la producción de citoquinas anti-inflamatorias que contrarregulan 

el proceso inflamatorio. Por tanto, se cree que tienen la función de inhibir la inflamación 

una vez ésta ha cumplido su propósito. De esta forma, la presencia de citoquinas anti-

inflamatorias podría servir para atenuar algunas de estas respuestas exageradas. Sin 

embargo, un exceso de actividad anti-inflamatoria podría ser perjudicial. Esta situación 

en que las citoquinas anti-inflamatorias se producen en exceso, y se hacen 

sistémicamente dominantes, se denomina Síndrome de Respuesta Anti-inflamatoria 

Compensatoria (CARS) (152). Si esta reacción es muy severa, puede manifestarse 

clínicamente como anergia o inmunosupresión, comprometiendo la recuperación del 

paciente, con una susceptibilidad a las infecciones aumentada, lo cual se debe a que en 

el CARS los mediadores anti-inflamatorios que se liberan, especialmente las citoquinas, 

tienen un efecto importante sobre la función de los monocitos, incluyendo la actividad 

de presentación de antígenos (153). De este modo, en un amplio número de pacientes, 

las manifestaciones clínicas de la sepsis no se corresponden con una respuesta 

inflamatoria sistémica por citoquinas, sino que se deben a esta respuesta anti-

inflamatoria refractaria. Así, la idea del CARS, lleva a una respuesta anti-inflamatoria 

exagerada, del mismo modo que una respuesta proinflamatoria exagerada lleva al SIRS 

(9). 

   Además de los síndromes descritos (SIRS y CARS), se ha propuesto que en función 

de la relación temporal de las señales pro y anti-inflamatorias se puede producir un 

Síndrome de Respuesta Inflamatoria Antagonista Mixta (MARS). Es decir, que puede 

haber múltiples fluctuaciones de SIRS y CARS, pudiendo algunos pacientes sufrir un 

síndrome mixto (153). 

   Por tanto, la respuesta del organismo a un daño inicial de cualquier tipo (infeccioso, 

trauma, quemadura) será una respuesta inflamatoria, pudiendo producirse como 

resultado el SIRS, CARS ó MARS según predomine la respuesta proinflamatoria, anti-

inflamatoria o mixta. El espectro de consecuencias derivadas de estas respuestas, 

denominado CHAOS (compromiso o shock Cardiovascular, Homeostasis, Apoptosis, 

disfunción Orgánica y Supresión del sistema inmune), se encuentra recogido en la 

figura 5, donde queda reflejado que las respuestas inflamatorias sistémicas pueden tener 



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

29 

consecuencias deletéreas diversas que afecten al sistema cardiovascular, la apoptosis, la 

función de sistemas orgánicos y al propio sistema inmune.  

 

Figura 5.- Espectro de consecuencias derivados de las diferentes respuestas 
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      Este nuevo concepto sugiere además, que la estrategia terapéutica será diferente; 

terapia convencional de anti-mediadores o antagonistas serán efectivos en un 

predominio del SIRS, mientras que si el CARS es el predominante, la terapia requerirá 

una nueva estrategia que debería reforzar la capacidad inmunológica del paciente (9).  

 

1.4.-Sindrome de Disfunción Orgánica Múltiple (MODS) 

   Una de las principales consecuencias negativas que puede producirse como 

consecuencia del desarrollo de SIRS es la disfunción orgánica. Cuando dicha disfunción 

es grave y afecta a más de un órgano se habla de fracaso multiorgánico (FMO), que 

representa el desenlace más severo del SIRS y puede denominarse Síndrome de 

Disfunción Orgánica Múltiple (MODS).  

   En contraste con el SIRS, cuyos criterios definen una respuesta fisiológica apropiada 

y adaptada, el desarrollo de la disfunción orgánica es siempre perjudicial para el 

paciente. Por tanto, es apropiado considerar el MODS como un síndrome y no una 

enfermedad a ser tratada, pero cuyo desarrollo debe ser prevenido. El MODS, 
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invariablemente supone una amenaza para la vida que evoca a los cambios fisiológicos 

de la inflamación sistémica. El MODS puede entenderse como una recuperación 

inadecuada de la inflamación sistémica, un síndrome que refleja las consecuencias 

adversas de una respuesta que es potencialmente preservadora de la vida (154). 

   Aunque el SIRS está presente de forma más frecuente en pacientes que desarrollan 

MODS, son muchos los pacientes con SIRS que no llegan a desarrollarlo. Inicialmente 

se mostró que el uso de los criterios del SIRS para predecir la aparición del MODS o 

infecciones en pacientes con trauma no era muy fiable (150). Sin embargo, 

posteriormente, Gando y col., en 1997 (155), estudiaron 40 pacientes con trauma y 

vieron que la duración del SIRS esta relacionada con el MODS, de forma que el SIRS 

tal y como está definido actualmente, es bastante sensible para discriminar aquellos 

pacientes que desarrollan MODS de aquéllos que no lo desarrollan.  

Si bien existen diversas teorías sobre el desarrollo del MODS, todas confluyen en la 

transición del SIRS al MODS que se puede resumir del siguiente modo: a diferencia de 

lo que sucede en el proceso normal tras una lesión o herida, en el caso del SIRS, se 

produce un fenómeno sistémico de activación de factores iniciadores y 

quimioatrayentes, que conduce al contacto de éstos con todos los PMNs que haya en la 

circulación y también de todas las células endoteliales. Del mismo modo, estas señales 

son reconocidas también por los monocitos circulantes, que en vez de ser dirigidos a un 

lugar específico lesionado, se encuentran rodeados por quimioatrayentes que inducen la 

producción de citoquinas proinflamatorias, las cuales, son vertidas al fluido extracelular. 

Así, los PMNs, a diferencia de lo que sucede en un proceso de lesión localizada, no 

disponen de un gradiente de quimioatracción para migrar, sino que se produce la 

interacción con el endotelio a lo largo de toda la circulación, si bien, hay un predominio 

de acumulación de PMNs en los tejidos viscerales, coincidiendo con aquellos que se 

encuentran finalmente afectados en el desarrollo del MODS, es decir, pulmones, hígado 

e intestino, donde aparece el mayor grado de PMNs extravasados. Así, se produce un 

ambiente procoagulante y una vasoconstricción que da lugar a una trombosis 

microcirculatoria. Este proceso, que forma parte de la estrategia normal de contención 

en respuesta a una lesión o infección local, cuando se produce de forma sistémica o 

descontrolada, puede ser perjudicial al producirse una pérdida progresiva de la 

oxigenación y disponibilidad de sustratos en los tejidos. Así, como consecuencia de la 

vasoconstricción y la trombosis, se produce una disminución de la perfusión que da 

como resultado en una necrosis focal (156, 157).  



Introducción 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

31 

   Por lo general los sistemas más afectados en el MODS son el respiratorio, el 

cardiovascular (suelen ser los primeros en fallar), el hígado y el riñón (149) aunque en 

esta secuencia hay diferencias según los trabajos consultados (150). Además, hay un 

incremento lineal en la mortalidad en función del número de sistemas orgánicos que 

fallan (150, 158, 159-161) e influye además el grado de disfunción y el tiempo que dura 

este fallo (150).   

   Un importante avance ha sido el desarrollo de sistemas de puntuación para el MODS, 

como el “Multiple Organ Dysfunction Score”, el “SOFA (Sequential Organ Failure 

Assessment score)” y el “Logistic Organ Dysfunction System”, que aportan métodos 

para comparar resultados de los numerosos ensayos realizados y permite identificar los 

pacientes de alto riesgo (161-164). 

 
1.5.-EPIDEMIOLOGÍA DEL SIRS/MODS 

   La prevalencia del MODS se ha visto incrementada como resultado no sólo de las 

mejoras en las tecnologías de soporte vital (tanto medicación como dispositivos) sino 

también por la aplicación de estas tecnologías a una mayor población de pacientes de 

alto riesgo. En la incidencia del MODS hay un predominio en los subgrupos 

poblacionales de ancianos, cirugía de urgencia, cirugía de abdomen séptico y politrauma 

(149).  

   En cirugía gastrointestinal, cerca del 84% de los pacientes desarrollan SIRS después 

de la intervención quirúrgica; sin embargo, el 99% de los pacientes con SIRS pero sin 

sepsis se recuperaban sin desarrollar disfunciones orgánicas graves (165). La incidencia 

de sepsis se ha visto incrementada en los últimos 60 años y es la causa de muerte  por 

MODS más común en UCI en EEUU y Europa (9). Mientras que casi todos los 

pacientes con sepsis desarrollan la disfunción de un sistema orgánico, la disfunción de 

múltiples órganos tiene lugar en el 24-30% de los pacientes con sepsis y el 33% de estos 

pacientes fallecía a pesar de las medidas de soporte de cuidados intensivos (165).  

   El MODS puede identificarse en el 30% de los pacientes con trauma, 24% de aquellos 

con pancreatitis aguda y cerca del 40% de pacientes quemados (9). 

   La duración del SIRS o su número de criterios positivos tras la cirugía se correlaciona 

con los parámetros de estrés quirúrgico (como la perdida de sangre y la duración de la 

intervención). Así, en 1997, en un trabajo de Haga y colaboradores (165), cinco de seis 

pacientes que cumplieron los criterios de SIRS durante más de 30 días desarrollaron 

MODS severo y tres de ellos fallecieron. Aunque la presencia de SIRS por sí solo no 
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fue útil para la predicción del desarrollo del MODS, sí lo es para el reconocimiento de 

las complicaciones postquirúrgicas y disfunciones orgánicas finales. La recuperación 

temprana del SIRS puede impedir la progresión de la disfunción orgánica (165).  

 

1.6.-CITOQUINAS Y SU RELACIÓN CON EL SIRS/MODS 

   Las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-α, han sido consideradas como la “triada 

inflamatoria” mediando en las respuestas tanto local como sistémica. La persistencia de 

citoquinas proinflamatorias en la circulación, que reflejan un SIRS, está asociada con el 

MODS y muerte por enfermedades críticas (166). Los niveles circulantes de IL-6 se 

encuentran incrementados tanto en las bacteriemias agudas como en enfermedades 

crónicas así como en situaciones asociadas a la inflamación incluyendo la cirugía (167, 

168). Asimismo, se han detectado niveles elevados de IL-6 hasta en un 80% de los 

pacientes con sepsis o ARDS (169). En general, IL-6 es considerada como un mediador 

integral de la respuesta a lesiones de la fase aguda.  

   IL-6 es útil en investigación quirúrgica como un índice de la magnitud de la 

inflamación sistémica, correlacionándose con el pronóstico, siendo más elevados los 

niveles en los individuos que no sobrevivían respecto a los supervivientes (170), siendo 

un factor predictivo potencial de la evolución clínica de los pacientes quirúrgicos (171). 

Reinhart y col., en el año 2002, observaron que concentraciones plasmáticas de IL-6 por 

encima de 1000 pg/ml eran altamente predictivos de un riesgo elevado de muerte (12). 

   Según otros trabajos, aunque los niveles absolutos de TNF-α e IL-6 no son buenos 

predictores de la muerte en shock séptico, su persistencia en suero es altamente 

predictivo del desarrollo de MODS y de muerte (169).  

   Niveles plasmáticos elevados de IL-1β y TNF-α en el momento de admisión en UCI, 

y de IL-6 a partir del segundo día en el postoperatorio temprano o tras traumatismos, se 

encuentran asociados con la mortalidad y con un mayor riesgo de un subsiguiente 

MODS. Estos datos apoyan la idea de que el MODS es causado por una respuesta 

inflamatoria autodestructiva excesiva (172). 

   Hay que tener en cuenta que las elevaciones de los niveles de IL-6, que se producen 

de forma tardía en los pacientes críticos, pueden deberse a infecciones nosocomiales o 

indicar una infección más que el fallo de órganos (173). Asimismo hay que considerar 

las transfusiones sanguíneas, que pueden elevar los niveles de citoquinas como IL-6 e 

IL-8 (173).  
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   En el caso de la sepsis, la utilidad de los valores de IL-6 para el diagnóstico está 

limitada en pacientes críticos, por la elevación inespecífica causada por la inflamación 

independiente de la infección (12). TNF-α e IL-6 se han detectado en pacientes 

quemados con y sin infección. Niveles elevados de citoquinas se han encontrado en 

estados inflamatorios y no inflamatorios en ausencia de infección (150, 174).  

   Niveles elevados de TNF-α en plasma se correlacionan bien con la severidad de las 

enfermedades y la mortalidad pero no con cultivos sanguíneos positivos, niveles de 

endotoxina o shock séptico subsecuentes. Casey y col., en 1993, observaron  niveles 

detectables de TNF-α en el 54% de los pacientes sépticos (169). En el trabajo de 

Bilbault y col., en 2004, en las primeras 12 horas tras aparecer la fiebre, en los pacientes 

que adquieren sepsis grave, se observó un incremento significativo de TNF-α en 

comparación con los pacientes críticos no sépticos (64).  

   La concentración plasmática de IL-1β, el otro gran iniciador de la respuesta 

inflamatoria, se ha visto que está también aumentada en pacientes con sepsis (en el 37% 

de éstos) o shock séptico (169).  

   Por otra parte, IL-10 es un potente inhibidor de la producción de citoquinas 

proinflamatorias por parte de los monocitos/macrófagos. Si bien los niveles plasmáticos 

de IL-10 se encuentran más elevados en el shock séptico, no puede equilibrar el 

aumento de mediadores moleculares producidos en esta situación. Así pues, los niveles 

de IL-10 están relacionados con la severidad de la inflamación y el desarrollo del 

MODS en el shock séptico (175, 176). 

   Munster y col., en el año 2000 (156), refieren que al igual que en el caso de IL-6, 

aunque IL-10 se encuentra incrementada respecto a los controles sanos, su 

concentración no era diferente entre los pacientes sépticos y no sépticos críticos. Sin 

embargo, la razón IL-10/TNF-α, en las primeras 12 horas estaba incrementada en los 

pacientes sépticos y además era más elevada en aquéllos que posteriormente fallecieron 

(156). 

   Torre y col., en el año 2000 (26), observaron que los niveles plasmáticos de IL-4 se 

encontraban elevados en pacientes con SIRS en el momento de su diagnóstico y durante 

los siguientes 5 días, y se correlacionaban con la mortalidad. Además los niveles de IL-

4 eran más altos en los SIRS con infección que en los no infecciosos, algo que no 

ocurría con IL-10 (26). 
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1.7.-ESTRÉS OXIDATIVO Y SU RELACIÓN CON EL SIRS/MODS 

   Durante la cirugía, los cambios en la perfusión de órganos y tejidos, así como el grado 

de oxigenación pueden afectar el “equilibrio oxidativo” (177), y originarse una 

sobreproducción de ROS que puede contribuir al desarrollo de procesos patológicos 

como el SIRS y la sepsis (50, 178). Los efectos destructivos de la inflamación sobre los 

tejidos parecen estar mediados principalmente por los ROS y las potentes enzimas 

leucocitarias. Las células clave que contribuyen en el SIRS a través de los ROS son los 

PMNs, que se han infiltrado en dichos tejidos, aunque hay otras células fagocíticas 

implicadas en la generación de ROS como son los macrófagos (49). 

   En pacientes críticos, con SIRS o en los pacientes sépticos  se produce estrés 

oxidativo determinado por un elevado índice de peroxidación lipídica y altas 

concentraciones plasmáticas de nitritos/nitratos así como una mayor activación 

leucocitaria. Además, estos pacientes presentan una menor capacidad total antioxidante 

en el plasma (179, 180). Pascual y col., en 1998, observaron que los niveles de actividad 

antioxidante eran bajos en pacientes sépticos y elevados en pacientes con shock séptico 

(181). Aunque la producción oxidante en general estaba aumentada, parece que la 

función fagocítica está disminuida en pacientes sépticos, y se piensa que  la mayor 

producción de oxidantes en general se debe a un aumento del número de leucocitos y 

quizás a la pérdida de mecanismos antioxidantes (180).  

   Los índices de peroxidación lipídica están relacionados con el SIRS y su duración y 

con el MODS y su gravedad  (6, 179-183). Se piensa que el proceso de estrés oxidativo 

en conexión con el SIRS continuado puede promover el desarrollo del MODS (180, 

184). 

 

1.8.-APOPTOSIS Y SU RELACIÓN CON EL SIRS/MODS 

   La muerte celular programada de las células del sistema inmune y quizás de las 

células del parénquima de órganos sólidos podría dirigir la duración e incluso la 

magnitud  de las respuestas producidas tras las lesiones o agresiones al organismo, 

incluyendo los procedimientos quirúrgicos. Un proceso correcto y eficiente de apoptosis 

regula la eliminación sistemática de las células senescentes  y no funcionales tras la 

activación y proliferación que se produce como respuesta a una agresión. En las 

respuestas inflamatorias sistémicas (SIRS/Sepsis), puede producirse una desregulación 

del proceso de apoptosis, que contribuye al desarrollo de enfermedades o síndromes 
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como el MODS. Las células del sistema inmune, en especial los PMNs, sufren dicha 

desregulación en la apoptosis debido al proceso inflamatorio, permaneciendo más 

tiempo activados y en circulación, ejerciendo sus efectos lesivos sobre el endotelio y los 

tejidos (185, 186). De este modo se produce a una apoptosis excesiva de células 

endoteliales y de órganos parenquimatosos, que podría estar contribuyendo a la 

disfunción de órganos (187). En el caso de los linfocitos también se produce una 

afectación, que se traduce en una perdida de su funcionalidad, dificultando la 

recuperación del proceso inflamatorio y por tanto agravando la situación (60, 187). En 

situaciones como el SIRS/Sepsis y en los pacientes quirúrgicos, en que se origina una 

respuesta inflamatoria exagerada, se produce una disminución del número de linfocitos 

y un gran incremento de los PMNs circulantes que se deben, al menos en parte, a una 

alteración en la apoptosis (60, 188).  

 

1.9.-ESTRATEGIAS TERAPÉUTICAS DEL SIRS/MODS  

   En los estudios clínicos para el tratamiento del SIRS y MODS ha habido siempre 

resultados poco acertados por las dificultades que aparecen al tratar de modificar la 

respuesta biológica de los pacientes críticos, por cuatro factores principalmente: 1) la 

respuesta fisiológica de los pacientes críticos es compleja, produciéndose la 

acumulación de factores que no permite una única intervención para producir una 

respuesta clínica, 2) la población de pacientes es heterogénea y hay factores como la 

edad, co-morbilidad, lesión que origina el proceso etc., que alteran la efectividad de la 

terapia, 3) es difícil estandarizar los tiempos en que se realiza la intervención terapéutica 

y 4) la presencia de polimorfismos genéticos en la población, que ha identificado grupos 

de individuos que pueden tener respuestas fisiológicas diferentes a situaciones de estrés 

similares (189). Así, por ejemplo, en cuanto a las variaciones genéticas de los 

individuos cabe destacar el caso de las proteínas de la familia Bcl-2, implicadas en la 

apoptosis celular. Se ha visto que esta familia de genes está disminuida en las células 

mononucleares de algunos pacientes sépticos graves y se corresponde con una mala 

evolución. En estos casos, la intervención terapéutica solo sería beneficiosa si se llevara 

a cabo durante un periodo concreto, de modo que diversas técnicas de biología 

molecular como los microarrays de cDNA y PCR en tiempo real (RT-PCR) permitirían 

identificar de forma rápida y temprana, en el curso de la infección, a aquellos pacientes 

con alto riesgo de mortalidad, abriendo así el camino para tratarlos con fármacos como 
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la proteina C activada, que influyan en la sobreexpresión de estos genes de Bcl-2 (64, 

190). 

   Entre las estrategias terapéuticas frente al SIRS y el MODS que se han utilizado, se 

encuentra la actuación sobre los principales efectores y mediadores del daño tisular:  

  -PMNs: previniendo o limitando las interacciones leucocito-endotelio, mediante 

bloqueadores de selectinas o CD11/CD18 integrinas y limitando la acción de los PMNs 

mediante el bloqueo de las ciclooxigenasas y antagonistas de los canales del calcio y 

con tratamientos anticoagulantes (150, 191, 192).  

   También se pueden considerar en este apartado las terapias dirigidas a los oxidantes, 

entre ellos los producidos por las actividades enzimáticas xantín-oxidasa y NADPH 

oxidasa, y las proteasas (150).  

   Por otro lado, también se han utilizado tratamientos para combatir la 

inmunosupresión, administrando IFN-γ y estimuladores de colonias de granulocitos 

(CSF-G), y en el caso de los linfocitos se ha tratado de inhibir su apoptosis (150). 

  -Citoquinas y otros mediadores: mediante la administración de citoquinas y otros 

mediadores o sus antagonistas, y actuando sobre sus receptores: inhibición de TNF-α, 

IL-1, PAF, prostaglandinas, tromboxanos, ROS, NO o bradiquinina. Así, por ejemplo, 

anticuerpos anti-TNF han demostrado su efectividad en pacientes con infecciones gram-

positivas y estados inflamatorios no bacterianos asociados a la sobreactivación de 

macrófagos, así como en pacientes con infecciones gram-negativas, si bien, deben ser 

administrados antes o de forma temprana al daño para ser efectivos (9, 150). También se 

han administrado receptores solubles de citoquinas, antagonistas de receptores (como 

los antagonistas de los receptores de la IL-1: IL-1ra, que se unen a receptores  de IL-1 y 

han sido efectivos en disminuir la respuesta  a procesos inflamatorios e infecciosos). 

Otros tratamientos empleados son la proteina C reactiva recombinante, anticuerpos 

frente al factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF) y bloqueo de las 

proteínas del complemento y sus receptores (C5a y C5aR) (190, 193). 

   Durante los años 80 se administraron glucocorticoides para combatir la inflamación 

generalizada y recientemente se ha administrado metilprednisolona para tratar la 

inflamación sistémica en pacientes con síndrome de distrés respiratorio del adulto 

(ARDS) (193). 

   Hay que tener en cuenta que las citoquinas tienen también efectos beneficiosos en la 

curación de las heridas, erradicación de bacterias y mantenimiento de homeostasis. 

Además su administración a bajas dosis mejora la supervivencia de ratones tras 
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agresiones endotóxicas e inducción de sepsis como se ha visto en trabajos utilizando IL-

1α, IL-2 y TNF (194-196). En este contexto, nuestro grupo de investigación ha 

comprobado que el tratamiento con IL-1β, en ratones a los que se induce una 

endotoxemia, reduce los niveles séricos de las fases solubles de las moléculas de 

adhesión ICAM-1, ELAM-1 y VCAM-1 (197) y de las citoquinas IL-1α, TNF-α e IL-6 

(198) que se habían incrementado tras la agresión, dismuinuyendo la infiltración 

leucocitaria y el daño tisular (199) y mejorando la inmunosupresión inducida y la 

supervivencia (200).  

   -Endotoxinas: tratando de neutralizarlas, administrando antibióticos, se ha observado 

una mejora en la supervivencia de algunos pacientes con sepsis gram-negativa al 

controlar la respuesta séptica (9, 150, 193). 

 

   Todos los resultados han sido bastante contradictorios según el tipo, lugar y severidad 

de las lesiones. Es comúnmente aceptado que la mejor estrategia para combatir el 

MODS es la prevención del mismo, impidiendo la evolución de la inflamación 

sistémica:  

  -Una de estas estrategias considerada dentro de la prevención es el tratamiento 

inmediato de todas las lesiones o heridas que sean tratables, de forma que queda 

limitada la respuesta inflamatoria para poder restaurar el estado fisiológico normal. Del 

mismo modo, intervenciones quirúrgicas iniciales que sean definitivas, reintervenciones 

para eliminar tejidos necróticos, drenaje de abscesos, y control de la peritonitis pueden 

ser efectivos (150). 

  -Por otra parte, es importante una nutrición adecuada, destacando que la alimentación 

enteral, cuando sea posible, dentro de las 24 h de la lesión o cirugía del paciente, es 

óptima y permite una reducción de las complicaciones sépticas y los mecanismos de 

defensa inmunológicos (201). La nutrición enteral es beneficiosa para el mantenimiento 

de la barrera de la mucosa intestinal y función inmune del paciente (150). Además, es 

importante la administración de aminoácidos como la glutamina y suplementos 

vitamínicos (vitamina E, C y betacarotenos), fortalecidos con arginina, ácidos grasos 

omega-3, nucleótidos, zinc y fibra (149). Son importantes pues, tanto el soporte 

nutricional de todo el organismo como el de los órganos de forma específica; los 

pacientes que desarrollan MODS tienen un requerimiento mayor de sustratos 

energéticos (calorías), así como de proteínas (150). 
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   -Es también importante garantizar una correcta monitorización del oxígeno en todos 

los pacientes críticos, lo cual se consigue controlando el gasto cardíaco, oxígenación y 

su consumo, manteniéndolos en valores adecuados (150). 

   -Así mismo, se han estudiado los efectos beneficiosos de fármacos como la 

dexametasona que induce la glutamin-sintetasa de la mucosa yeyunal. La antitrombina-

III que ejerce un efecto terapéutico, de forma independiente de su acción anticoagulante, 

por inhibición de la activación leucocitaria al estimular la prostaciclina y prevenir el 

aumento continuo de sICAM-1 plasmáticas y así disminuir las E-selectinas.  

    
1.9.1.-Modulación de la respuesta inflamatoria y la apoptosis 

leucocitaria mediante la administración de vitamina C o de NAC   

   Entre los tratamientos para la modulación de la respuesta inflamatoria y la apoptosis 

leucocitaria se encuentra la administración de vitamina C o de N-acetilcisteína: 

 
1.9.1.1.-Vitamina C  

   Es un antioxidante hidrosoluble que se encuentra principalmente en las frutas cítricas 

y es capaz de actuar a modo de barredor de especies reactivas de oxígeno; reduce los 

radicales superóxido, hidroxilo (HO.) y H2O2 formando ácido dihidroascórbico (DHA) 

(50). Otra acción importante de la vitamina C es la regeneración de la vitamina E a 

partir del radical tocoferol. Así, la administración de suplementos de vitaminas A, C y 

E, están asociados a una mejora de las defensas antioxidantes (202). Igualmente, se ha 

demostrado una mejora de la función respiratoria en pacientes mayores hospitalizados, 

tratados con vitamina C (203). Además, en pacientes críticos, con sepsis y ARDS se ha 

detectado una disminución de los niveles plasmáticos de vitamina E y vitamina C (204, 

205) y se ha sugerido que niveles plasmáticos bajos de vitamina C son predictivos del 

desarrollo de MODS en poblaciones de riesgo (206). 

   Sin embargo, la vitamina C en estudios clínicos no ha sido muy utilizada, debido a su 

posible efecto pro-oxidante bajo ciertas circunstancias (52): por ejemplo, catalizando la 

conversión de Fe3+ a Fe2+ puede producirse la reacción de Fenton con la formación del 

radical HO., y al combinarse con el hierro, puede acelerar la peroxidación lipídica, 

produciendo daño de las membranas celulares (207, 208). 

   Por otro lado, la vitamina C juega un papel importante en muchas funciones de los 

PMNs incluyendo un incremento de la quimiotaxis, incremento de la ingestión de 

partículas,  aumento de la actividad de lisozimas para eliminación de células y 
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protección frente a los efectos tóxicos del radical superóxido (209).  

 

Relación de la vitamina C con la producción de citoquinas y la apoptosis: 

   La vitamina C puede producir una disminución de la producción de citoquinas como 

IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10 y TNF-α en diferentes ensayos realizados in vitro (210, 211) e 

in vivo (212, 213), aunque otros autores han demostrado un incremento de la producción 

de IL-1β y TNF-α por células mononucleares de sangre periférica incubadas con 

vitamina C (214).  

   En monocitos, la vitamina C parece tener un efecto inhibidor de la apoptosis: se 

asocia con una reducción de la apoptosis vía Fas y de la actividad de la Caspasa-3, -8 y -

10 y con una preservación de la integridad de la mitocondria (215). 

   En linfocitos T humanos y células T Jurkat se ha observado un aumento de la 

expresión del receptor Fas y de su susceptibilidad a la apoptosis por dicha vía, por 

efecto del DHA (216, 217). Además, se ha descrito que la vitamina C puede producir la 

descomposición de hidroperóxidos lipídicos generando toxinas que pueden reaccionar 

con el ADN  de la célula promoviendo la apoptosis (218). Sin embargo, en linfocitos T 

de ratones se ha observado que la vitamina C produce resistencia a la inducción de 

apoptosis (219). 

 En el caso de los PMNs, a pesar de haberse observado un efecto proapoptótico de los 

ROS (220, 221), la vitamina C ha sido asociada con un aumento de la apoptosis de estas 

células (211, 222, 223). 

 

1.9.1.2.-N-acetilcisteína (NAC) 

   Es convertida, in vivo, en L-cisteína, que repone los depósitos intracelulares de GSH. 

Su grupo tiol le confiere también actividad antioxidante directa a la molécula. GSH 

puede actuar directamente como barredor de ROS o enzimáticamente a través de la vía 

de la enzima GPX (52). Además, el GSH es importante en el mantenimiento de enzimas 

y otros componentes celulares en su estado reducido, produce una inhibición de la 

función de PMNs y monocitos y regeneración de NO y tiene efectos en la producción de 

citoquinas (224, 225).  

   Es una molécula muy interesante para estudios clínicos ya que se conoce ampliamente 

su seguridad por haber sido utilizada durante muchos años en humanos, para el 

tratamiento de la intoxicación con paracetamol y como mucolítico en pacientes con 
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enfermedades pulmonares obstructivas (226). En la patogénesis de MODS, es 

importante la hipoxia tisular y la capacidad de obtener el oxígeno (227). Hay estudios 

en animales de experimentación que sugieren que la NAC puede mejorar la oxigenación 

de tejidos (228). Sin embargo, Agustí y col., en 1997, (227) no observaron ninguna 

mejora en la oxigenación de tejidos en pacientes con MODS e hipoxia esplénica 

tratados con NAC y no observaron que en los pacientes con MODS hubiera un 

empeoramiento en los mecanismos que controlan la extracción de oxígeno (227). Otros 

autores han observado una mejora de la función hepática y respiratoria, efectos 

hemodinámicas positivos, una disminución de las complicaciones infecciosas y 

disfunción orgánica y aumento de la fagocitosis en pacientes con SIRS/Sepsis, shock 

séptico, ARDS o en pacientes traumatizados tratados con NAC (101, 229-231). Sin 

embargo, no se observaron diferencias en la mortalidad o en el desenlace de los 

pacientes con MODS en unidades de cuidados intensivos aunque sí en los pacientes con 

shock séptico que respondían al tratamiento y en pacientes con ARDS (232, 233). 

   Tampoco se observaron diferencias en la capacidad antioxidante total, al administrarse 

NAC de forma temprana, e incluso podía ser perjudicial si se administraba de forma 

tardía (232, 234, 235). Otro estudio, sin embargo, encontró que los pacientes sépticos 

tratados con NAC presentaban una atenuación del estrés oxidativo determinado por la 

peroxidación lipídica (malondialdehido y filtración de eritrocitos) y una mejora de sus 

parámetros clínicos (disminución de complemento activado C5a) (236).  

 

Relación de la NAC con la producción de citoquinas y la apoptosis: 

   La NAC inhibe, in vitro, la activación del factor NF-κβ, que regula la expresión de 

mediadores inflamatorios a nivel transcripcional; Paterson y col.,  en el año 2003 (237) 

trataron a pacientes sépticos con NAC y observaron una disminución de la activación 

del factor NF-κβ y de la IL-8 respecto a los pacientes sépticos no tratados. Se han 

observado disminuciones de los niveles de TNF-α, IL-4 e IFN-γ en experimentos in 

vitro y modelos animales (238, 239). Sin embargo, en otros estudios no se observó la 

disminución de TNF-α u otros mediadores como la IL-6, IL-1, IL-10, corticoesteroides 

y sICAM, tanto en animales de experimentación como en diferentes tipos de pacientes 

tratados con NAC (229, 238, 240, 241).  

   La activación de los PMNs produce una resistencia a la apoptosis inducida vía Fas, y 

dicha resistencia se corresponde con un aumento de los depósitos intracelulares de 

GSH. Además, la administración de GSH exógeno o NAC disminuye la apoptosis 
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inducida por agonistas de Fas (119, 220, 242). LPS, GM-CSF y el GSH estabilizan la 

mitocondria e inhiben la activación de la caspasa-3 y -8 y la apoptosis de PMNs vía Fas 

(119). 

   Los agentes que disminuyen el GSH, alterando el ambiente redox, predisponen a la 

apoptosis, de forma que una caída en los niveles de GSH y subsiguiente incremento de 

ROS puede contribuir a la iniciación de la apoptosis espontánea (220, 242). 

   Por otra parte, se ha observado un efecto proapoptótico de la NAC en otras líneas 

celulares como la línea hibridoma 3DO, de origen linfoide, en la que el aumento de los 

niveles intracelulares de GSH incrementa la apoptosis inducida por ROS y por el 

tratamiento con anticuerpos anti-Fas (243). 
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   La presente Tesis Doctoral  postula la siguiente hipótesis de trabajo: 

   “La administración de antioxidantes (N-acetilcisteína o vitamina C) en los pacientes 

quirúrgicos de alto riesgo con sepsis produce una atenuación de la respuesta 

inflamatoria sistémica reflejada por la disminución de los niveles plasmáticos de 

citoquinas y la modulación de la apoptosis leucocitaria”.  

 

   Para corroborar dicha hipótesis se han planteado los siguientes objetivos: 

Objetivo principal:  

-Estudiar la influencia de la administración de NAC o vitamina C sobre la respuesta 

inflamatoria sistémica en los pacientes quirúrgicos sépticos. 

Objetivos secundarios:  

-Determinar los niveles plasmáticos de las principales citoquinas relacionadas con la 

inflamación (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ y TNF-α), en pacientes quirúrgicos de alto 

riesgo con sepsis, durante la primera semana del postoperatorio, comparando los 

resultados del grupo de pacientes no tratados y los de aquellos modulados con NAC o 

vitamina C. 

-Determinar la expresión de receptores de muerte celular, la apoptosis y los niveles 

leucocitarios de caspasa-3, PARP y Bcl-2, en pacientes quirúrgicos de alto riesgo con 

sepsis, durante la primera semana del postoperatorio, comparando los resultados del 

grupo de pacientes no tratados y los de aquellos modulados con NAC o vitamina C. 
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3.1.-TIPO DE ESTUDIO 
   Estudio prospectivo controlado a doble ciego en el que los pacientes se clasificaron de 

forma aleatoria en 3 grupos (A, B y C) que reciben tratamientos diferentes. La 

aleatorización se realizó por asignación al paciente de un número consecutivo 

ascendente siguiendo una secuencia aleatoria obtenida a través de un programa 

informático. 

 

3.2.-SUJETOS DE ESTUDIO 

   Los sujetos de estudio son pacientes ingresados en el Servicio de Cirugía General y 

del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada que 

se han sometido a una intervención quirúrgica electiva o urgente por un cuadro séptico 

de origen abdominal. 

   El estudio fue aprobado por el Comité Ético de dicho hospital y se ha realizado en la 

Unidad de Investigación Cirugía Experimental del mismo centro. 

   A todos los participantes se les solicitó la firma del correspondiente consentimiento 

informado para entrar a formar parte del estudio informándoles previamente de las 

características e implicaciones del mismo según se recoge en el Anexo 1 de esta Tesis. 

 

3.2.1.-Criterios de inclusión  

   Los pacientes quirúrgicos de alto riesgo incluidos en el estudio son pacientes que 

presentan al menos dos de los criterios de SIRS y datos clínicos de foco séptico 

abdominal por etiologías diversas y un riesgo de mortalidad en el postoperatorio 

superior al 30% cuantificado según la escala POSSUM (“Physiological and Operative 

Severity Score for the enUmeration of Mortality and Morbidity”) (244), que hayan sido 

sometidos a una intervención quirúrgica abdominal. La estimación del riesgo de 

mortalidad se realizó inmediatamente después de finalizada la intervención quirúrgica. 

Con la escala POSSUM, se evalúan 12 parámetros fisiológicos y 6 quirúrgicos, 

recogidos en el Anexo 2 de esta Tesis, a partir de los cuales, se obtiene una puntuación 

fisiológica y otra quirúrgica. La suma de ambas puntuaciones determina el riesgo de 

mortalidad expresado como porcentaje. Si la suma de ambas puntuaciones supone un 

riesgo de muerte en el postoperatorio superior al 30%, el paciente es susceptible de 

entrar en el estudio. 
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3.2.2.-Criterios de exclusión 

   Edad menor de 18 años, embarazo, enfermedad terminal médica o quirúrgica y 

negativa a participar en el estudio. 

 

3.3.-Administración de N-acetilcisteína o vitamina C 

   Los tratamientos son suministrados por el Servicio de Farmacia del Hospital 

Universitario Virgen de las Nieves de Granada y se administran cada 8 horas por vía 

intravenosa comenzando a las 12 horas después de finalizar la intervención quirúrgica y 

durante los primeros seis días posteriores a la intervención quirúrgica. Las dosis 

utilizadas son las previamente descritas por otros autores (236, 245).  

 

  Todos los grupos reciben el tratamiento estándar de su cuadro clínico, al que se añade: 

   A) Placebo: 250 ml de suero glucosalino cada 8 horas. 

   B) NAC: 75 mg/Kg/día: 25 mg/Kg diluidos en 250 ml de suero glucosalino cada 8 h.  

   C) Vitamina C: 450 mg/día: 150 mg diluidos en 250 ml de suero glucosalino cada 8 h. 
    

3.4.-Toma de muestras 

   Las muestras de sangre periférica comienzan a extraerse a las 36 horas de finalizar la 

intervención quirúrgica y cada 24 horas durante los siguientes 6 días, es decir, un total 

de 6 extracciones (Tiempos T1 a T6), tal y como se muestra en la figura 6. De este 

modo, la primera muestra (T1) es extraída 24 horas después de administrarse la primera 

dosis de fármaco que tenía lugar a las 12 horas después de finalizar la intervención 

quirúrgica. Una vez extraída la primera muestra, se administra una nueva dosis de 

fármaco y la siguiente extracción tendrá lugar a las 24 horas para posteriormente 

administrar de nuevo la dosis de fármaco y así sucesivamente.  

 

   De forma paralela, se analizan todos los parámetros de estudio en 10 individuos sanos 

con edades similares a las de los grupos de estudio considerados como los niveles 

basales de la población. 
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Figura 6.-Administración del tratamiento y extracción de muestras. 

 

 

Intervención    
quirúrgica 12 h 36 h

T1

60 h

T2

84 h

T3

108 h

T4

132 h

T5

156 h

T6

Administración de 
fármaco 1ªDosis

Extracción 
de sangre

Administración de 
fármaco 2ªDosis

Administración de fármaco

Extracción de sangre

Periodo de estudio (T1-T6)

 

 

3.5.-OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

   Las muestras para el estudio se obtienen a partir de sangre periférica extraída por 

punción venosa en los tiempos previamente descritos. En cada extracción se recogen 3 

tubos: tubo de hemograma (con EDTA como anticoagulante), tubo de bioquímica (que 

contiene un filtro para separar el suero) y tubo de coagulación (con citrato como 

anticoagulante), de los cuales se obtendrán diferentes tipos de muestras donde realizar 

las determinaciones:  

 

3.5.1.-Plasma y lisado de células sanguíneas 

   El plasma se obtiene a partir de la muestra de sangre periférica contenida en tubos de 

hemograma de 3 ml con EDTA como anticoagulante. Este tubo es centrifugado a 400 x 

g durante 15 minutos, transcurridos los cuales, se obtiene un sobrenadante (plasma) y un 

precipitado de células. El plasma obtenido se retira con una pipeta estéril y se almacena 

en tubos eppendorf  a -20ºC hasta su posterior análisis. 

   El lisado de células sanguíneas se obtiene a partir del precipitado de células que 

había quedado en el fondo del tubo de hemograma tras la centrifugación. De este 
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precipitado se realiza una dilución 1/100 con tampón fosfato potásico 50 mM pH 7,8. 

Esta dilución se deposita en tubos de 1,5 ml y se almacena a -20ºC hasta su utilización 

posterior.  

 

3.5.2.-Suero 

   Se obtiene a partir de la sangre periférica extraída por punción venosa, que ha sido 

depositada en tubos estériles de bioquímica. Los tubos son centrifugados a 1000 x g 

durante 15 minutos. A continuación se separa el suero, que queda en la parte superior 

del tubo, utilizando una pipeta pasteur de plástico estéril. El suero obtenido se almacena 

en tubos de plástico a -80ºC hasta su utilización posterior. 

 

3.5.3.-Tubos de coagulación 

   Son utilizados únicamente para el aislamiento de leucocitos por centrifugación en 

gradiente de ficoll, para determinar el grado de apoptosis que se describirá más 

adelante. 

 

3.6.-EVALUACIÓN DEL MODS: ESCALA DE BRUSELAS 

   Para determinar el desarrollo del MODS se utiliza el sistema de puntuación de 

Bruselas o “escala de Bruselas” (164) que se recoge en el anexo 3. Los datos clínicos y 

bioquímicos obtenidos a lo largo del seguimiento de cada paciente aportan información 

acerca de la funcionalidad de los distintos sistemas orgánicos: función cardiaca (presión 

sistólica), función pulmonar (presión parcial de oxígeno: PaO2/FiO2), funcionalidad del 

sistema nervioso central (Glasgow), hemostasia (plaquetas), función renal (creatinina) y 

función hepática (bilirrubina). De este modo se puede determinar la presencia o no de 

MODS así como el grado de disfunción de cada sistema en particular. 

 

3.7.-DETERMINACIÓN DEL HEMOGRAMA Y FÓRMULA 

LEUCOCITARIA 

   Se realizan las siguientes determinaciones: número total de eritrocitos, hemoglobina, 

hematocrito, plaquetas y fórmula leucocitaria. 

   Estas determinaciones nos aportan información sobre el estado hematológico del 

individuo, destacando los niveles leucocitarios y las proporciones de los diferentes tipos 
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de leucocitos, de gran interés para conocer la evolución del estado inflamatorio y de las 

infecciones. 

Figura 7.-Hemograma y fórmula leucocitaria. 

 

 

3.7.1.-Materiales y reactivos 

Materiales: 

• Contador de células Sysmex KX 21N (Roche, España). 

Reactivos 

• Son los utilizados por el analizador Sysmex KX 21N (Roche, España). 

 
3.7.2.-Procedimiento 

   Las determinaciones se realizan en sangre periférica, obtenida por punción venosa en 

tubos de hemograma con EDTA. 

   Las cuantificaciones son realizadas de forma automática por el contador de células 

Sysmex KX 21N (Roche, España). 

 
3.7.3.-Expresión de resultados 

   Se expresan como porcentaje de los diferentes tipos de células en el caso de la fórmula 

leucocitaria, y en células/µL de sangre total en el caso del número de leucocitos, 

plaquetas y hematíes.  
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   La hemoglobina y su concentración corpuscular media se expresan en g/dL, el 

hematocrito en porcentaje, y la hemoglobina corpuscular media en picogramos (pg). 

   El volumen corpuscular medio se expresa en femtolitros (fL). En la figura 7 se puede 

observar el formato en que se obtienen los datos de hemograma y fórmula leucocitaria 

de una muestra de sangre periférica. 

 

3.8.-PARÁMETROS BIOQUÍMICOS PARA LA DETERMINACIÓN 

DEL RIESGO DE MORTALIDAD Y EL DESARROLLO DE MODS 

       Para la estimación del riesgo de mortalidad mediante la escala POSSUM, además 

de los datos obtenidos del hemograma, fórmula leucocitaria y los parámetros clínicos y 

quirúrgicos que se recogen en el anexo 2, es necesario conocer los niveles serológicos 

de urea e iones sodio y potasio determinados mediante un analizador automático de 

bioquímica. Del mismo modo, para evaluar la funcionalidad de los sistemas renal y 

hepático incluidos en la Escala de Bruselas, se determinan los niveles serológicos de 

creatinina y bilirrubina. 

 

3.8.1.-Materiales y reactivos 

Materiales 

• Analizador automático para bioquímica Hitachi 912 (Roche, España). 

Reactivos 

• Los utilizados por el analizador espectrofotométrico computerizado y 

proporcionados por los Laboratorios Roche (España). 

 

3.8.2.-Procedimiento 

   Las determinaciones se realizan en suero, obtenido del modo anteriormente descrito. 

Las cuantificaciones son realizadas de forma automática por el analizador 

espectrofotométrico Hitachi 912 (Roche).  

 

3.8.3.- Expresión de resultados 

   Las unidades en las que se expresan los datos bioquímicos son mEq/L para los iones 

sodio y potasio y mg/dL para el resto de las determinaciones bioquímicas.  
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3.9.-CITOMETRÍA DE FLUJO: FUNDAMENTO 

   Para la determinación de los niveles plasmáticos de citoquinas, la apoptosis 

leucocitaria y el estudio de expresión de receptores y proteínas relacionadas con la 

apoptosis, se emplean diferentes técnicas de citometría de flujo. Para ello se utiliza un 

citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson), instalado en la Unidad de 

Investigación Cirugía Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de 

Granada.  

   El citómetro dispone de un láser de argón de 488 nm de longitud de onda que incide 

sobre las células o partículas y permite por tanto, diferenciar unas de otras por su 

tamaño y complejidad según como sea desviada la trayectoria de la luz láser. Para esto, 

se utilizan dos parámetros: 1) el FSC (forward-angle light scatter) que se relaciona con 

el diámetro celular y 2) el SSC (side-angle light scatter) que hace referencia a la 

conformación de las estructuras internas de la célula (53). Además de estos parámetros, 

para la detección de las células o partículas de interés, pueden ser marcadas con una 

sustancia fluorescente de modo que se detecta la intensidad de dicha fluorescencia, es 

decir, el espectro de emisión de esta sustancia tras haber sido excitada por la luz láser. 

En la figura 8 se muestra una imagen del citómetro FACScan (Becton Dickinson) 

empleado en las determinaciones.  

 

Figura 8.-Citómetro de flujo FACScan 
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3.10.-CITOQUINAS 

3.10.1.-DETERMINACION DE CITOQUINAS: IL-2, IL-4, IL-6,  

IL-10, IFN-γ y TNF-α 

3.10.1.1.-Fundamento  

   Se han determinado por citometría de flujo mediante la técnica de CBA (cytometric 

beads array) (Becton Dickinson). Utilizando un citómetro de flujo FACScan (Becton 

Dickinson) y kits comerciales de detección de citoquinas humanas Th1/Th2 (Becton 

Dickinson). Esta técnica  CBA conjuga la especificidad de la técnica de inmunoensayo 

de ELISA con la citometría de flujo. Para la técnica CBA se dispone de seis tipos de 

partículas, revestidas con anticuerpos específicos para las proteínas IL-2, IL-4, IL-6, IL-

10, IFN-γ y TNF-α. Los seis tipos de partículas pueden diferenciarse por su intensidad 

de fluorescencia en un rango o canal de longitud de onda concreto del citómetro de flujo 

(FL3). De este modo, tras una incubación, las partículas mencionadas se unirán de 

forma específica con las citoquinas presentes en el plasma problema o en los liofilizados 

empleados para elaborar una curva patrón. Posteriormente se adicionan anticuerpos 

conjugados con un marcador fluorescente (ficoeritrina) y se analizan los niveles de 

citoquinas en función de la fluorescencia emitida, que es captada en el citómetro de 

flujo. Los valores de fluorescencia obtenidos de los liofilizados de concentraciones 

conocidas, nos permiten extrapolar las concentraciones de las muestras problema en una 

curva patrón de concentraciones conocidas. 

 

3.10.1.2.-Materiales y reactivos 

• Tubos de poliestireno de 5ml Falcon (Beckton-Dickinson, USA.). 

• Centrifuga Medifriger (Selecta, España). 

• Pipetas automáticas de rango entre 10 µl- 1000 µl. 

• Puntas para las pipetas de los calibres referidos. 

• Citómetro de flujo FacScan (Beckton-Dickinson, España). 

• Kit de detección de citoquinas por citometría de flujo; Human Th1/Th2 

Cytokine CBA-II (BD-Pharmingen, San Diego, USA). 
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3.10.1.3.-Procedimiento 

   El análisis se realiza siguiendo las recomendaciones del fabricante del Kit Human 

Th1/Th2 (Beckton-Dickinson): a partir del plasma obtenido como se ha descrito 

anteriormente, se preparan diluciones seriadas de un liofilizado proporcionado por la 

casa comercial, para realizar una curva estándar a partir de la cual se extrapolan los 

resultados de las muestras problema.  

   Se utilizan 50 µl de muestra de plasma problema o estándar que se incuban durante 3 

horas, protegidos de la luz, con 50 µl de una mezcla de los seis tipos de partículas y 50 

µl de reactivo de detección (ficoeritrina). 

   Después de la incubación se adiciona 1 ml de una solución de lavado y se centrifuga a 

200 x g durante 5 minutos descartándose el sobrenadante.  

   Finalmente se adicionan 300 µl de solución de lavado, se resuspenden las partículas 

por agitación en vortex, y se comienza su análisis en el citómetro. 

   Una vez fijadas las condiciones del citómetro para poder detectar las partículas 

fluorescentes en función de su tamaño, y una vez ajustadas las fluorescencias para evitar 

solapamientos, se analizan 2500 partículas de cada tubo (muestra o estándar), agitando 

previamente en vortex cada muestra a analizar.  

   A partir de las fluorescencias obtenidas de los estándares de concentraciones 

conocidas, se pueden conocer las concentraciones de las citoquinas extrapolando las 

medidas de fluorescencia que originan las muestras problema. 

   El rango de sensibilidad para el análisis de la concentración de citoquinas en el plasma 

es el siguiente: de 2,6 a 5000 pg/ml para IL-2, de 2,6 a 15.000 pg/ml para IL-4, de 3,0 a 

15.000 pg/ml para IL-6, de 2,8 a 5000 pg/ml para IL-10, de 2,8 a 27 pg/ml para TNF-α 

y de 7,1 a 5000 pg/ml para IFN-γ. 

 

3.10.1.4.-Expresión de resultados 

   Se realiza una curva estándar a partir de los valores de la media geométrica de la 

intensidad de fluorescencia, que es detectada por el citómetro, y las concentraciones 

conocidas de citoquinas de las diluciones seriadas. La tabla 1 recoge las concentraciones 

de la curva estándar en función de las diluciones realizadas. 

   Los valores de concentración, de los seis tipos de citoquinas, de las muestras 

problema se obtienen por extrapolación a partir de sus valores de fluorescencia y la 

curva estándar. 
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Tabla 1.-Concentraciones (pg/ml) de las citoquinas de interés de la curva estándar 

(patrón) en función de las diluciones realizadas. 

 

Top 

estándar 

 

Tubo  

dilución 

1:2 

Tubo  

dilución 

1:4 

Tubo  

dilución 

1:8 

Tubo  

dilución 

1:16 

Tubo  

dilución 

1:32 

Tubo  

dilución 

1:64 

Tubo  

dilución 

1:128 

Tubo  

dilución 

1:256 

Blanco      

de 

reacción 

IL-2 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0 

IL-4 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0 

IL-6 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0 

IL-10 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0 

TNF-α 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0 

IFN-γ 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0 

 

3.11.-APOPTOSIS 

3.11.1.-DETERMINACIÓN DE Fas (CD95) 

3.11.1.1.-Fundamento  

   La cuantificación de la expresión de la proteína Fas (CD95) en la superficie de 

linfocitos  y PMNs, pone de manifiesto la capacidad de estas células para entrar en 

apoptosis en presencia de estímulos proapoptóticos. Para medir de forma especifica la 

expresión de CD95 en PMNs y linfocitos, se utiliza el anticuerpo anti-CD95 

conjuntamente con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD15 que se encuentran presentes en 

linfocitos T y en granulocitos (incluyendo PMNs y eosinófilos) respectivamente, y que 

permiten identificar estas poblaciones celulares. Es decir, una vez identificadas las 

células (linfocitos y granulocitos), a través de sus receptores de membrana específicos 

(CD3+ y CD15+), se detecta la expresión del receptor CD95. 

   El método se basa en la reacción específica antígeno-anticuerpo mediante la cual, se 

añaden a la sangre obtenida de los sujetos de estudio, contenida en tubos de citrato, 

anticuerpos monoclonales anti-receptores CD3, CD15 y CD95. Dichos anticuerpos 

están marcados con un fluorocromo cuya fluorescencia es detectada en el citómetro de 

flujo (inmunofluorescencia directa). Como control negativo se utilizan 

inmunoglobulinas irrelevantes del mismo isotipo y con los mismos fluorocromos que la 

proteína a cuantificar (CD95). 
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3.11.1.2.-Materiales y reactivos 

Materiales: 

• Tubos de poliestireno de 5ml Falcon (Beckton-Dickinson, USA.). 

• Pipetas automáticas de entre 5 µl- 1000 µl. 

• Puntas para las pipetas de los calibres referidos. 

• Centrifuga Medifriger (Selecta, España). 

Reactivos: 

• Anti CD95-PE: anticuerpo monoclonal de ratón anti-humano conjugado con 

ficoeritrina (Pharmingen-BD, San Diego, USA). 

• Anti CD15-FITC: anticuerpo monoclonal de ratón anti-humano conjugado con 

isotiocianato de fluoresceina (Pharmingen-BD, San Diego, USA.) 

• Anti CD3-FITC: anticuerpo monoclonal de ratón anti-humano conjugado con 

isotiocianato de fluoresceina (Pharmingen-BD, San Diego, USA). 

• Reactivo de lisis eritrocitaria de cloruro de amonio PharM Lyse (BD, USA). 

• Anti CD3-PE: anticuerpo monoclonal de raton anti-humano conjugado con 

ficoeritrina (Pharmingen-BD, San Diego, USA). 

• Anti CD15-PE: anticuerpo monoclonal de raton anti-humano conjugado con 

ficoeritrina (Pharmingen-BD, San Diego, USA) 

3.11.1.3.-Procedimiento  

   Inmediatamente después de la extracción de sangre de los sujetos de estudio, se 

realiza el marcaje con los diferentes anticuerpos monoclonales: 

-Determinación de CD95 en linfocitos: 

• Se utilizan dos tubos Falcon. En cada uno se vierten 50 µl de la sangre recién 

extraída. En uno de los tubos se adicionan 5 µl de anticuerpo anti-CD3-FITC y 5 

µl del anticuerpo anti-CD15-PE, mientras que al segundo tubo se le adicionan 5 

µl de anti-CD3-FITC y 5 µl de anti-CD95-PE. 

• A continuación se agitan intensamente durante 2-3 segundos con vortex y se 

incuban durante 15 minutos, a temperatura ambiente y protegidos de la luz. 

• Después de la incubación se adicionan a ambos tubos 1 ml de reactivo de lisis 

eritrocitaria, dejando que actúe durante 7 minutos, transcurridos los cuales se 

realiza la adquisición de las células en el citómetro de flujo. 

   Para realizar la adquisición de las células, previamente se establecen las condiciones 

necesarias para localizar la población de linfocitos, por sus características de tamaño y 
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complejidad,  en el gráfico (“dot plot”). Deben fijarse además, los parámetros referentes 

a las fluorescencias de los dos marcadores utilizados (compensaciones), de manera que 

no haya solapamientos. Una vez fijadas estas condiciones se delimita la región, donde 

aparecen los linfocitos, en el gráfico (“dot plot”) (figura 9). Además de este gráfico, se 

utiliza otro, en el que se pueda diferenciar, en función de la fluorescencia del FITC 

(FL1), la población CD3 positiva, es decir, los linfocitos T (figura 10). Una vez 

delimitadas las células de interés, se realiza un histograma en el que medimos la 

fluorescencia en FL2 (CD95 positiva) que emiten las células anteriormente identificadas 

por su fluorescencia en FL1. Para ello se adquieren un total de 5000 células CD3 

positivas (figura 11). 

 

Figura 9.-Gráfico (“dot plot”): localización de las poblaciones de granulocitos (R1) y 

linfocitos (R2) por sus características de tamaño (FSC) y complejidad (SSC). 

 
 

Figura 10.-Gráfico (“dot plot”): delimitación de la región que corresponde a linfocitos 

T CD3+ (R2) en la que posteriormente se determinará CD95.  
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Figura 11.- Histograma: fluorescencia correspondiente a CD95-PE (FL2) en un 

control negativo (azul) y su muestra correspondiente (rojo), en linfocitos CD3+ 

previamente localizados. 

 

-Determinación de CD95 en PMNs: 

• Se utilizan dos tubos Falcon. En cada uno se vierten 50 µl de la sangre recién 

extraída. En uno de los tubos se adicionan 5 µl de anticuerpo anti-CD15-FITC y 

5 µl del anticuerpo anti-CD3-PE, mientras que al segundo tubo se le adicionan 5 

µl de anti-CD15-FITC y 5 µl de anti-CD95-PE. 

• A continuación se agitan intensamente durante 2-3 segundos con vortex y se 

incuban durante 15 minutos, a temperatura ambiente y protegidos de la luz. 

• Después de la incubación se adicionan a ambos tubos 1 ml de reactivo de lisis 

eritrocitaria, dejando que actúe durante 7 minutos, transcurridos los cuales se 

realiza la adquisición de las células en el citómetro de flujo. 

  

  Para realizar la adquisición, previamente se establecen las condiciones necesarias para 

localizar la población de granulocitos, por sus características de tamaño y complejidad 

(FSC y SSC),  en el gráfico (“dot plot”). Además se fijan los parámetros referentes a las 

fluorescencias (compensaciones), de los dos marcadores utilizados, de manera que no se 

solapen. Una vez fijadas estas condiciones se delimita en el gráfico (“dot plot”), la 

región donde aparecen los granulocitos (figura 9). Además de este gráfico, es necesario 

otro, en el que se pueda diferenciar, en función de la fluorescencia del FITC (FL1), la 

población CD15 positiva, es decir, los polimorfonucleares PMNs (del mismo modo que 

se hacía con los linfocitos T CD3+) (Figura 12). Una vez delimitadas las células de 

interés, se necesita un gráfico (histograma) en el que medimos la fluorescencia en FL2 

(CD95 positiva) que emiten las células anteriormente identificadas por su fluorescencia 
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en FL1. Para ello se adquieren un total de 5000 células CD15 positivas, del mismo 

modo que se hacía con los linfocitos T CD3+ (Figura 13).  

 

Figura 12.-Gráfico (“dot plot”): delimitación de la región que corresponde a 

granulocitos CD15+ (R2) en la que posteriormente se determinará CD95. 

 

 
  

Figura 13.- Histograma: fluorescencia correspondiente a CD95-PE (FL2) en un 

control negativo (azul) y su muestra correspondiente (rojo), en granulocitos CD15+ 

previamente localizados. 

 
 

3.11.1.4.-Expresión de resultados 

   En la determinación de CD95 se realiza el análisis de los resultados obtenidos en el 

histograma, evaluando dos parámetros: 

-Porcentaje de células fluorescentes en FL2, es decir, CD95 positivas.  

-Intensidad media de fluorescencia (IMF) en FL2 (CD95-PE) de la población celular  
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   Los tubos marcados  con anti-CD15-FITC o anti-CD3-FITC más el anticuerpo 

irrelevante del mismo isotipo, no presente en la población estudiada (anti-CD15-PE y 

anti-CD3-PE para linfocitos y PMNs respectivamente), sirvieron como controles 

negativos para la fluorescencia de CD95, de forma que se elimina la contribución de la 

autofluorescencia celular y las uniones inespecíficas.  

 

3.11.2.-DETERMINACIÓN DE LA APOPTOSIS DE PMNS Y 

LINFOCITOS  

3.11.2.1.-Fundamento 

   Al iniciarse el proceso de apoptosis, se modifica la disposición de los fosfolípidos de 

la membrana, de forma que el fosfolípido fosfatidilserina (PS) pasa de la cara interna a 

la externa de dicha membrana, quedando expuesta al medio externo. La Anexina V es 

una proteína que presenta una gran afinidad por PS, de manera que se une a las células 

que la externalizan, en una reacción dependiente de calcio (148). En la figura 14 se 

muestra cómo se modifica la disposición de los fosfolípidos en el comienzo de la 

apoptosis. 

Figura 14.-Interacción de Anexina V con los fosfolípidos de membrana durante la 

apoptosis celular. 

 

 

 

   La Anexina V se puede conjugar con un fluorocromo, como el EGFP (“Enhanced 

green fluorescent protein”) (Clontech®), para identificar mediante citometría de flujo, el 

grado de apoptosis de una población celular. La Anexina V se usa conjuntamente con el 

yoduro de propidio (PI), que tiñe el núcleo celular de las células en necrosis, que tienen 



Material y Métodos 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

60 

afectada la integridad de su membrana (246). Puesto que el PI no es excluido por las 

células necróticas, penetra en la célula intercalándose con el ADN y ocasionando una 

fluorescencia roja en los núcleos necróticos. Las células apoptóticas que aún conservan 

intacta la membrana excluyen el PI y no son teñidas (53). Finalmente, las células en 

apoptosis mueren pasando de ser PI negativas a PI positivas. Una vez las células 

exponen la PS, ésta permanece en la superficie celular y las células que mueren son 

pues Anexina V-EGFP positivas, PI positivas. De esta manera podemos distinguir las 

células que se encuentran en apoptosis temprana (Anexina V-EGFP positivas, PI 

negativas) de aquellas que se encuentran en apoptosis tardía o necrosis (Anexina V-

EGFP positivas, PI positivas). Las células viables serán negativas para ambos marcajes.  

 

3.11.2.2.-Materiales y Reactivos 

Materiales: 

• Tubos de poliestireno de 5ml Falcon (Becton-Dickinson, USA.). 

• Centrifuga Medifriger (Selecta, España). 

• Centrifuga Biofuge 28RS (Heraeus, España). 

• Pipetas Pasteur estériles de plástico. 

• Tubos de plástico estériles de 13 ml. 

• Pipetas automáticas de entre 1 µl-1000 µl. 

• Puntas para las pipetas de los calibres referidos. 

• Citómetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, España). 

Reactivos: 

• FACSFlow (BD, España). 

• Tampón fosfato salino PH 7.4 (Sigma, España). 

• Tampón de ligamiento de Anexina V 10x: “Binding buffer” (Clontech, España). 

• Anexina V-EGFP (Clontech, España). 

• Yoduro de Propidio (Pharmingen, USA). 

• Ficoll-Hypaque: Mono-poly Resolving Medium (ICN-Biomedicals, INC, USA). 

• Azul tripan (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA). 

 

3.11.2.3-Obtención y preparación de las muestras  

   Para la cuantificación del porcentaje de diferentes tipos de leucocitos de la sangre 

periférica que se encuentran en apoptosis, es necesario separarlos de los eritrocitos, para 
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lo cual se procede a realizar su aislamiento mediante gradiente de Ficoll. Dicho 

aislamiento se realiza a partir de la sangre contenida en tubos de coagulación con 

citrato. Se usan tubos con citrato y no con EDTA puesto que este último es un agente 

quelante y retira iones Ca2+ necesarios para la unión de la Anexina V a la 

fosfatidilserina. 

 

-Mono-poly resolving médium (M-PRM) es una mezcla de un polisacarido (ficoll 400) 

y un medio de contraste radio-opaco (hypaque), en una proporción especifica, para 

obtener una densidad de 1,114 ± 0,002 g/ml, que permite la separación de los eritocitos, 

de células mononucleares y polimorfonucleares (247). 

   Debe utilizarse con sangre venosa tratada con anticoagulante, produciéndose una 

migración diferencial durante la centrifugación, resultando en la formación de dos 

bandas de células y un precipitado de eritrocitos. 

 

-Aislamiento de las células: 

   Inmediatamente después de la extracción de la sangre periférica, se procede al 

aislamiento de las poblaciones de las células de interés. Para ello se vierten 3ml de 

mono-poly resolving medium (M-PRM) en un tubo de plástico estéril, de 13 ml 

utilizando una pipeta pasteur estéril de plástico: posteriormente se adicionan 3,5 ml de 

sangre periférica, procedente del tubo de citrato, teniendo especial cuidado de no 

mezclar ambos líquidos, de manera que queden uno sobre el otro. A continuación se 

centrifuga a 300 x g durante 30 minutos, si bien, en determinadas ocasiones, debido a 

las características especiales del individuo del que procede la sangre, pueden ser 

necesarios hasta 50 minutos. De esta forma, tras la centrifugación, obtendremos tres 

fracciones diferenciadas en el tubo según se recoge en la figura 15: una fracción o banda 

en la interfaz plasma-medio de separación, que corresponde a los leucocitos 

mononucleares, una segunda banda por debajo de la anterior, donde están los PMNs, y 

en el fondo del tubo se encontrarán los eritrocitos. 

   A continuación se extraen ambas bandas de leucocitos con una pipeta pasteur y se 

vierten directamente sobre un tubo para citómetro (Tubo Falcon de 5 ml, Becton-

Dickinson). 
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Figura 15.- Disposición de la sangre o poblaciones celulares y el medio de separación 

antes y después de la centrifugación. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       

I. Aspecto de la sangre y el medio antes de la centrifugación 

II. Separación obtenida con M-PRM. 

• FR1 (en la interfaz plasma-medio de separación): banda de leucocitos 

mononucleares. 

• FR2 (por debajo de la interfaz): banda de leucocitos PMN. 

• RBC: precipitado de eritrocitos. 

    

3.11.2.4.-Determinación de la viabilidad celular 

   Como paso previo a la determinación de la apoptosis celular, se ha estudiado la 

viavilidad de las células aisladas mediante gradiente de Ficoll. Para ello, con una 

pequeña parte de éstas aisladas se realiza una tinción con azul tripan: se realiza una 

suspensión celular, de las células aisladas, con suero salino obteniendo una 

concentración de 3000-5000 células por mililitro en NaCl  al 0,9%. Tres gotas de dicha 

suspensión celular fueron mezcladas con una gota de azul tripan 1%. El número de 

células teñidas de un total de 200 fueron cuantificadas en una Cámara de Neubauer a los 

cinco minutos. De esta manera se comprueba que solamente se tiñen, y por lo tanto no 

son viables, alrededor del 1% de las células aisladas y nunca más del 3% (248). 

   La tinción con azul tripan sirve además, para la cuantificación del número de células 

que son aisladas por gradiente de densidad y fue corroborado por una tinción de 
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Giemsa, de forma que pudieron ajustarse las concentraciones óptimas de los reactivos 

inmunofluorescentes, que se usan a continuación, en función de las células a marcar. 

  

3.11.2.5.-Procedimiento 

   Los leucocitos obtenidos por centrifugación en gradiente de Ficoll, se lavan dos veces 

con tampón fosfato salino (PBS) frío mediante centrifugación a 400 x g durante 5 

minutos. Posteriormente, se resuspende el precipitado de leucocitos con 1 ml de tampón 

de ligamiento 1X agitando intensamente, sin vortex. De esta solución se separan dos 

porciones de 100 µl, utilizando una pipeta automática, que se vierten en sendos tubos 

Falcon de 5 ml (Becton-Dickinson). Uno de los tubos se considera como control 

negativo, y al otro se le adicionarán los reactivos de marcaje: 

• Con una pipeta automática se adicionan 2 µl de Anexina V, y 10 µl de PI 

pipeteando repetidamente arriba y abajo para mezclar bien.  

• El tubo así marcado se incuba protegido de la luz, a temperatura ambiente 

durante 15 minutos.  

• Tras la incubación, se adicionan 700 µl de tampón de ligamiento a ambos tubos 

(el marcado y el no marcado), y se procede a la adquisición de las células en el 

citómetro de flujo.  

   

   Puesto que en cada tubo utilizado se encuentran tanto células mononucleares como 

PMNs, se analizan de forma independiente diferenciando las poblaciones de linfocitos y 

PMNs según sus características de tamaño (FSC) y complejidad (SSC). De esta manera 

se establecen regiones definidas para cada población, y se determina la apoptosis de 

linfocitos y granulocitos por separado. Para ello se utiliza un gráfico (“dot plot”) en el 

que el eje de abcisas representa el logaritmo de la fluorescencia de la Anexina V-EGFP 

(FL1) y el eje de ordenadas representa la fluorescencia del yoduro de propidio (FL2). 

Antes de llevar a cabo la adquisición de las células, se han de definir los parámetros 

relativos a la fluorescencia, de forma que no se produzca el solapamiento entre éstas, es 

decir, de FL1 y FL2. Además de las diferencias entre linfocitos y PMNs, las células en 

apoptosis presentan características de tamaño y complejidad que pueden variar respecto 

a las células viables y así mismo, pueden aparecer diferencias entre las poblaciones 

celulares de distintos individuos e incluso en muestras de un mismo individuo, que sean 

recogidas secuencialmente a lo largo de un determinado periodo de tiempo. Por tanto, 
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las regiones en que se incluyen las dos poblaciones leucocitarias deben modificarse cada 

vez que sea necesario, en función de la muestra a analizar.  

   En el gráfico (“dot plot”)  que representa las fluorescencias (figura 16), se definen 

cuatro cuadrantes: en el inferior izquierdo se situarán las células que no presenten 

fluorescencia, es decir las células viables. En el cuadrante inferior derecho se situan las 

células que emiten fluorescencia en FL1, esto es, las células Anexina V positivas y PI 

negativas, que se refieren a células viables en apoptosis temprana. En el cuadrante 

superior derecho se encuentran las células que emiten fluorescencia en FL1 y FL2, es 

decir, que son Anexina-V positivas y PI positivas  por lo que se trata de células en 

necrosis o en un estado de apoptosis avanzado. 

 

 

Figura 16.- Diagrama de la fluorescencia obtenida en FL1 (Anexina V-EGFP) y en 

FL2 (PI) para la población de PMNs de un paciente quirúrgico del grupo de estudio. 

 
    

   Para la adquisición en el citómetro de flujo, se procede del siguiente modo:  

-Se dispone de un tubo sin marcar (control negativo) y un tubo marcado con Anexina-V 

y PI. 

-Se fijan las condiciones (voltajes y compensaciones) establecidas para poder observar 

los granulocitos y se adquiere el tubo sin marcar, de forma que se contabilicen 5000 

células en la región en la que previamente se han localizado los PMNs por su tamaño 

(FSC) y complejidad (SSC) (figura 9). 

-A continuación se adquiere el tubo marcado, contabilizando el mismo número de 

células y en la misma región. 
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-Este mismo proceso se repite con la población de linfocitos, para lo cual se fijan las 

condiciones establecidas para esta población y se  contabilizarán las células de la región 

donde se localicen.  

 

3.11.2.6.-Expresión de resultados 

   Los datos obtenidos del citómetro son analizados mediante un software adecuado con 

el programa “CELLQuest”  asociado al citómetro FacScan (Becton Dickinson). Para la 

determinación de la fluorescencia emitida por Anexina V-EGFP y PI, se sustrajeron los 

controles negativos de forma apropiada para así eliminar la contribución de la 

autofluorescencia celular; el umbral de falsos negativos se fijó para excluir el 95% de 

los eventos en el análisis de la autofluorescencia de los controles negativos. Los 

resultados se expresan como porcentaje de células que se localizan en cada uno de los 

cuadrantes comentados. Para ello se utiliza un cuadro estadístico que nos indican dichos 

porcentajes. De esta manera tenemos datos sobre el porcentaje, calculado sobre un total 

de 5000 células, de aquéllas que se encuentran en los primeros estadios de la apoptosis 

y el porcentaje de células que se encuentra en apoptosis tardía o necrosis.  

 

3.11.3.-DETERMINACIÓN DE CASPASA-3, PARP Y BCL-2 

3.11.3.1.-Fundamento de la técnica 

   Los mediadores de los procesos de apoptosis caspasa-3, Bcl-2  y PARP se determinan 

por citometría de flujo mediante la técnica de CBA (cytometric beads array). Se utilizan 

el citómetro FACScan (Becton Dickinson) y kits comerciales “Human Apoptosis” 

(Becton Dickinson). Para la técnica CBA se dispone de tres tipos de partículas, 

revestidas con anticuerpos específicos para las proteínas mencionadas. Al igual que en 

el caso de las citoquinas Th1 y Th2, las partículas pueden diferenciarse por su 

intensidad de fluorescencia en un rango o canal de longitud de onda concreto (FL3). De 

este modo, las partículas de captura, tras incubación, se unirán de forma específica con 

las proteínas presentes en la muestra problema o en los liofilizados empleados para 

elaborar una curva patrón. Posteriormente se adicionan anticuerpos conjugados con un 

marcador fluorescente (ficoeritrina) y se analizan los niveles de las proteínas en función 

de la fluorescencia emitida, que es captada en el citómetro de flujo. Los valores de 

fluorescencia obtenidos de los liofilizados de concentraciones conocidas, nos permiten 

extrapolar las concentraciones de las muestras problema. 
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3.11.3.2.-Materiales y reactivos 

Materiales: 

• Tubos de poliestireno de 5ml Falcon (Beckton Dickinson, USA.). 

• Centrifuga Medifriger (Selecta, España). 

• Pipetas automáticas de entre 10 µl- 1000 µl. 

• Puntas para las pipetas de los calibres referidos. 

• Citómetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, España). 

Reactivos: 

• Kit de apoptosis: Human apoptosis kit (BD-Pharmingen. San Diego,USA) 

 

3.11.3.3.-Procedimiento 

   Las proteínas se analizan siguiendo las recomendaciones del fabricante:  

Además de las determinaciones que se realizan en una dilución 1/100 del lisado de 

sanguíneas, obtenida tal y como se ha descrito anteriormente, se preparan diluciones 

seriadas de un liofilizado proporcionado por la casa comercial, para realizar una curva 

estándar a partir de la cual poder extrapolar los resultados de las muestras problema: 

• 50 µl de muestra o estándar se incuban durante una hora, protegidos de la luz, 

con 50 µl de una mezcla de los tres tipos de partículas. 

• Tras la incubación, se adicionan 500 µl de una solución de lavado y se 

centrifuga a 200 x g durante 5 minutos descartándose el sobrenadante.  

• A continuación se adicionan 50 µl del reactivo de detección conjugado con 

ficoeritrina (PE), se resuspende el precipitado por agitación en vortex  y se 

procede a incubar durante una hora, protegido de la luz. 

• Tras la incubación se realiza otro lavado, del mismo modo que el anterior y 

finalmente se adicionan 300 µl de solución de lavado, se resuspenden por 

agitación en vortex, y se comienza su análisis en el citómetro. 

   Una vez fijadas las condiciones del citómetro, para poder detectar las partículas 

fluorescentes en función de su tamaño y estructura, y una vez ajustadas las 

fluorescencias para evitar solapamientos, se adquieren 2500 partículas de cada tubo 

(muestra o estándar), agitando previamente en vortex. A partir de las fluorescencias 

obtenidas de los estándares de concentraciones conocidas, se pueden conocer las 

concentraciones de caspasa-3, Bcl-2 y PARP liberado extrapolando las medidas de 
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fluorescencia que originan las muestras problema. La tabla 2 recoge las concentraciones 

de los tres tipos de proteínas en función de las diluciones realizadas del liofilizado. 

 

Tabla 2.-Concentraciones (unidades/ml) de las proteínas de interés de la curva 

estándar (patrón) en función de las diluciones realizadas 

 

Top 

estándar 

 

Tubo  

dilución 

1:2 

Tubo  

dilución 

1:4 

Tubo  

dilución 

1:8 

Tubo  

dilución 

1:16 

Tubo  

dilución 

1:32 

Tubo  

dilución 

1:64 

Tubo  

dilución 

1:128 

Tubo  

dilución 

1:256 

Tubo  

dilución 

1:512 

Tubo  

dilución 

1:1024 

Blanco      

de 

reacción 

Caspasa

-3 
6000 3000 1500 750 375 187,5 94 47 23,4 11,7 5,9 0 

PARP 6000 3000 1500 750 375 187,5 94 47 23,4 11,7 5,9 0 

Bcl-2 6000 3000 1500 750 375 187,5 94 47 23,4 11,7 5,9 0 

 

3.11.3.4.-Expresión de resultados 

   Los valores de concentración de las tres proteínas determinadas, tienen asignados 

unidades arbitrarias de medida (unidades/mL). Cada unidad de caspasa-3, Bcl-2 y 

PARP liberado corresponde a la cantidad de proteína en 0,1 µg de proteínas totales 

obtenidas de un lisado de células Jurkat tratadas con camptotecina durante 4 horas. 

   El rango de detección para el análisis de estas proteínas en plasma es el siguiente: de 

4,9 a 6000 unidades/ml para caspasa-3; de 18,5 a 6000 unidades/ml para PARP y de 

28,8 a 6000 unidades/ml para Bcl-2. 

 

3.12.-ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

  -Se realizó inicialmente un análisis descriptivo de los datos con el fin de conocer la 

naturaleza de las variables y de describir la muestra. Para ello se obtuvieron estadísticos 

descriptivos de posición (medias y medianas) y de dispersión (desviaciones típicas y 

errores estándar) para las variables cuantitativas.  

  -Para el estudio analítico se realizó un análisis bivariante entre las variables 

cuantitativas independientes (niveles de citoquinas y proteínas relacionadas con la 

apoptosis) y la variable cualitativa dependiente (grupo de tratamiento: A, B y C). 

   Al tener una muestra de datos reducida y debido a la heterocedasticidad de los datos 

se aplicó la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis para contrastar si los grupos de 

estudio procedían de la misma población respecto a las variables cuantitativas de 

estudio. En caso de rechazar esta hipótesis se procedió posteriormente a identificar en 
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qué grupo/s se daba la diferencia respecto a la población mediante el estadístico U de 

Mann-Whitney, comparando por pares los tres grupos de tratamiento y realizando el 

ajuste de la significación por Bonferroni, fijada a priori en 0,1. Por lo tanto, un resultado 

fue estadísticamente significativo cuando el valor de p obtenido en la prueba de Mann-

Whitney era menor o igual de 0,033 considerándose con tendencia a la significación 

aquellos valores de p entre 0,033 y 0,1. 

  -Todos los análisis se llevaron a cabo mediante el paquete estadístico SPSS versión 

12.0.
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   Los  pacientes de los tres grupos de estudio: placebo (A), NAC (B) y vitamina C (C), 

presentan características similares en cuanto a edad, sexo, puntuación POSSUM y 

riesgo de mortalidad estimado. Estas características, así como el tipo de patología, los 

procedimientos quirúrgicos realizados, la incidencia del MODS y la mortalidad 

postoperatoria tardía de los sujetos de estudio se muestran en  las tablas siguientes. 
 

Tabla 3.-Edad (años) de los pacientes por grupos de estudio.  

 Media Error típico Máximo Mínimo N 

Placebo 65,1 3,6 81 50 8 

NAC 67,8 4,5 84 45 7 

Vitamina C 63,6 6,1 89 41 8 

 

 

Tabla 4.-Puntuación POSSUM de los pacientes por grupos de estudio.  

 Media Error típico Máximo Mínimo N 

Placebo 50,4 1,4 56 45 8 

NAC 55 3,3 68 46 7 

Vitamina C 54,2 4,7 71 42 8 

 

 

Tabla 5.-Probabilidad de muerte (%) de los pacientes por grupos de estudio.  

 Media Error típico Máximo Mínimo N 

Placebo 52,0 4,1 70 35 8 

NAC 60,5 8,7 92 30 7 

Vitamina C 51,5 9,3 95 30 8 

 

Tabla 6.-Sexo de los pacientes por grupos de estudio.  

 Número de 
hombres/mujeres 

n 

Placebo 5/3 8 

NAC 4/3 7 

Vitamina C 4/4 8 
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Tabla 7.-Patologías de los pacientes por grupos de estudio. 
 PLACEBO NAC Vitamina C 

Peritonitis (biliares,  por diverticulitis, 
ulcus, perforaciones y colecistitis) 

5 6 7 

Isquemia intestinal complicada 1 0 1 

Absceso intraabdominal 1 0 0 

Dehiscencia de anastomosis 
tras gastrectomía 

1 0 0 

Colangitis 0 1 0 

 

 

Tabla 8.-Procedimientos quirúrgicos por grupos de estudio 

 PLACEBO NAC Vitamina C 

Resección intestinal con o sin 
anastomosis 

5 2 5 

Sutura de perforación 2 2 2 

Drenaje de colección o dehiscencia 
anastomótica 

1 0 1 

Colecistectomía con o sin drenaje de 
la vía biliar principal 

0 3 0 

 
 
 
Tabla 9.-Incidencia del MODS por grupos de estudio 

 Nº de casos 
MODS / No MODS 

% pacientes con MODS 

Placebo 3/5 37,5 

NAC 4/3 57,1 

Vitamina C 3/5 37,5 

 

 

Tabla 10.-Mortalidad postoperatoria de los pacientes por grupos de estudio 
 Nº de casos 

Exitus / No Exitus 
% pacientes fallecidos 

Placebo 3/5 37,5 

NAC 4/3 57,1 

Vitamina C 5/3 62,5 
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4.2.1.-Interleuquina-6: 

  -Los niveles plasmáticos de IL-6 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 9,7 pg/ml (ET: 2,4). 

    Los valores de IL-6 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 9 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 17. 

Tabla 11.- Valores de IL-6 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 *T2 T3 T4 T5 *T6 N 

PLACEBO 350,5 
 

ET: 92,6 

237,5 
 

ET: 82,3 

219,3 
 

ET: 13,2 

296,3 
 

ET: 178,5 

248,9 
 

ET: 159,6 

725,4 
 

ET: 309,9 

 
 

8 

NAC 330,3 
 

ET: 80,9 

148,6 
 

ET: 51,9 

78,9 
 

ET: 34,1 

84,0 
 

ET: 39,9 

47,9 
 

ET: 15,2 

130,6 
 

ET: 49,3 

 
 

7 

Vitamina C 502,3 
 

ET: 161,3 

136,4 
 

ET: 59,3 

171,4 
 

ET: 95,5 

132,5 
 

ET: 85,8 

63,0 
 

ET: 34,2 

57,1 
 

ET: 36,2 

 
 

8 

 
* Diferencias entre el grupo placebo(A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2: p=0,088 y 
T6: p=0,033  
 

Figura 17.-Evolución de los niveles plasmáticos de IL-6 (pg/ml) en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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   La variabilidad de los resultados, representada por el error típico, es menor en los 

pacientes tratados y va disminuyendo durante el seguimiento postoperatorio.    

  -Los niveles de IL-6 en los pacientes del grupo A son significativamente superiores a 

los valores basales (p<0,033). En el grupo A los valores descienden durante los tiempos 

de estudio T2 a T5 produciéndose una elevación a las 156 h de finalizada la 

intervención quirúrgica (T6).  

  -Los niveles de IL-6 en los pacientes del grupo B presentan una tendencia a disminuir 

desde las 36 h hasta las 84 h (T1-T3) y a partir de este momento permanecen constantes 

(T3-T6) e inferiores a los valores iniciales. En este grupo, los niveles de IL-6 son 

menores que en los pacientes del grupo A. Las diferencias entre ambos grupos van 

aumentando durante el postoperatorio, si bien las diferencias no son estadísticamente 

significativas. 

  -Los pacientes del grupo C muestran una disminución acusada de los niveles de IL-6 

entre las 36 y las 60 h (T1-T2) momento a partir del cual descienden hasta el final del 

seguimiento postoperatorio (T3-T6). En este grupo, los niveles de IL-6 son inferiores a 

los de los pacientes del grupo A: las diferencias se aproximan a la significación a las 60 

horas después de la cirugía (T2) siendo significativas a las 156 horas después de la 

cirugía (T6).   

  -No existen diferencias estadísticamente significativas entre los niveles de IL-6 de los 

pacientes del grupo B y los niveles de los pacientes del grupo C. 
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4.2.2.-Interleuquina-10: 

  -Los niveles plasmáticos de IL-10 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 9,6 pg/ml (ET: 3,7). 

   Los valores de IL-10 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 10 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 18. 

 

Tabla 12.- Valores de IL-10 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N 

PLACEBO 40,83 
 

ET: 13,8 

47,85 
 

ET : 26,6 

41,07 
 

ET : 32,0 

32,15 
 

ET : 21,5 

24,57 
 

ET : 15,6 

36,47 
 

ET : 18,9 

 
 

8 

NAC 21,22 
 

ET: 8,3 

16,28 
 

ET: 3,7 

9,90 
 

ET: 2,9 

10,60 
 

ET:  3,6 

10,17 
 

ET: 1,0 

14,1 
 

ET: 2,3 

 
 

7 

Vitamina C 53,52 
 

ET: 26,9 

21,52 
 

ET: 14,1 

18,37 
 

ET: 10,3 

23,77 
 

ET: 18,4 

10,52 
 

ET: 5,7 

20,77 
 

ET: 15,9 

 
 

8 

 

Figura 18.-Evolución de los niveles plasmáticos de IL-10 (pg/ml) en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -Los niveles de IL-10 en los pacientes del grupo A son superiores a los valores 

basales. En el grupo A se observa un aumento a las 60 h de la intervención quirúrgica 

(T2) descendiendo considerablemente a las 132 h (T5). 

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de IL-10 descienden hasta las 84 h 

manteniéndose constantes hasta las 132 h (T3-T5) y produciéndose un aumento a las 

156 h (T6), si bien, los valores siguen siendo inferiores a los iniciales. Este grupo 

presenta niveles de IL-10 inferiores a los de los pacientes del grupo A con un 

comportamiento paralelo en ambos. Sin embargo, las diferencias no son 

estadísticamente significativas.  

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de IL-10 descienden de forma acusada entre las 

36 y las 60 h (T1-T2) manteniéndose constantes a partir de este momento. En este grupo, 

los niveles de IL-10 son menores que los de los pacientes del grupo A, desde las 60 horas 

posteriores a la finalización de la intervención quirúrgica (T2), con comportamientos 

similares, aunque las diferencias no son estadísticamente significativas.  

  -No existen diferencias estadísticamente significativas entre los niveles de IL-10 de los 

pacientes del grupo B y los niveles de los pacientes del grupo C. 
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4.2.3.-Interleuquina-4: 

  -Los niveles plasmáticos de IL-4 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 9,7 pg/ml (ET: 3,0). 

   Los valores de IL-4 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 11 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 19. 

Tabla 13.- Valores de IL-4 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

*T1 *T2 *T3 *T4 T5 T6 N 

PLACEBO 13,00 
 

ET : 4,0 

9,78 
 

ET : 2,2 

10,68 
 

ET: 3,4 

10,48 
 

ET: 2,8 

11,4 
 

ET : 3,3 

18,76 
 

ET : 6,6 

 
 

8 

NAC 7,66 
 

ET: 1,9 

7,14 
 

ET: 1,8 

6,04 
 

ET: 1,6 

5,76 
 

ET:  1,8 

6,25 
 

ET: 1,7 

6,47 
 

ET: 2,0 

 
 

7 

Vitamina C 22,00 
 

ET:  6,5 

12,17 
 

ET:  1,4 

14,67 
 

ET:  2,7 

12,67 
 

ET:  1,9 

9,22 
 

ET: 2,5 

10,97 
 

ET:  2,4 

 
 

8 

 
* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T1: 
p=0.076, T2: p=0.086, T3: p=0.05 y T4: p=0.05  
  

Figura 19.-Evolución de los niveles plasmáticos de IL-4 (pg/ml) en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -Los niveles de IL-4 en los pacientes del grupo A son similares a los valores basales. 

En el grupo A los niveles de IL-4 descienden entre las 36 y las 60 h después de la 

intervención quirúrgica (T1-T2), manteniéndose constantes hasta las 108 h (T4) en que 

comienzan a ascender, superando los niveles iniciales. 

  -En los pacientes del  grupo B, los niveles plasmáticos de IL-4, descienden hasta las 

84 h después de la intervención quirúrgica (T1-T3), manteniéndose constantes hasta el 

final del seguimiento. Presentan valores de IL-4 menores que los pacientes del grupo A 

durante todo el postoperatorio, manteniéndose sus niveles bastante constantes, aunque 

las diferencias no son estadísticamente significativas.  

  -En el grupo C, los niveles de IL-4 descienden de forma acusada entre las 36 y las 60 

h (T1-T2) y aunque se produce un pequeño aumento a las 84 h (T3), los niveles vuelven 

a descender y se mantienen en valores similares a los de las 60h (T2). Presentan niveles 

de IL-4 similares a los de los pacientes del grupo A, si bien, son algo mayores hasta las 

108 horas después de la intervención quirúrgica (T4). 

  -Los pacientes del grupo B presentan niveles de IL-4 inferiores a los del grupo C, que 

tienden a la significación hasta las 108 horas después de la cirugía (T1-T4). 

    
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Resultados 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

80 

4.2.4.-Interferón gamma (IFN-γ) 

  -Los niveles plasmáticos de IFN-γ obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 30,6 pg/ml (ET: 6,4). 

   Los valores de IFN-γ (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 12 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 20. 

Tabla 14.- Valores de IFN-γ (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 
 
 

 
 

T1 

 
 

T2 

 
 

T3 

 
 

T4 

 
 

T5 

 
 

T6 

 
 

N 

 
 

PLACEBO 

 
 

77,9 
 

ET : 34,4 

35,51 
 

ET : 11,1 

41,51 
 

ET : 10,4 

37,63 
 

ET : 10,8 

57,23 
 

ET: 15,4 

44,28 
 

ET:  12,0 

 
 

8 

 
 

NAC 
51,00 

 
ET:  21,9 

43,10 
 

ET: 16,9 

40,9 
 

ET: 16,1 

48,46 
 

ET: 23,0 

47,05 
 

ET: 15,5 

46,20 
 

ET: 15,2 

 
 

7 

 
 

Vitamina C 
54,94 

 
ET: 14,8 

47,87 
 

ET: 10,1 

50,22 
 

ET: 12,6 

46,50 
 

ET: 11,7 

44,72 
 

ET:  12,4 

64,47 
 

ET:  20,0 

 
 

8 

 
Figura 20.-Evolución de los niveles plasmáticos de IFN-γ (pg/ml) en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -En los pacientes del grupo A los niveles plasmáticos de IFN-γ son superiores a los 

niveles basales. En el grupo A los valores descienden entre las 36 y las 60 h después de 

la intervención quirúrgica (T1-T2), manteniéndose prácticamente constantes a lo largo 

de los tiempos de estudio.  

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de  IFN-γ descienden ligeramente hasta las 

84 h post- intervención quirúrgica (T1-T3), manteniéndose constantes hasta el final del 

seguimiento.  

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de IFN-γ son constantes durante el 

seguimiento produciéndose un aumento a las 156 h (T6). 

  -No existen diferencias estadísticamente significativas entre los niveles de IFN-γ de los 

pacientes del grupo B y los niveles de los pacientes del grupo C. 
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4.2.5.-Interleuquina-2:  

  -Los niveles plasmáticos de IL-2 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 5,5 pg/ml (ET: 0,7). 

   Los valores de IL-2 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 13 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 21. 

Tabla 15.- Valores de IL-2 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 *T2 *T3 *T4 *T5 *T6 N 

PLACEBO 8,22 
 

ET : 1,0 

8,23 
 

ET: 0,7 

8,23 
 

ET: 0,6 

7,58 
 

ET: 0,6 

8,75 
 

ET: 0,8 

7,46 
 

ET : 0,7 

 
 

8 

NAC 4,70 
 

ET: 1,2 

3,60 
 

ET: 0,8 

3,20 
 

ET:  0,6 

4,00 
 

ET: 1,0 

3,80 
 

ET: 0,7 

3,60 
 

ET:  0,6 

 
 

7 

Vitamina C 6,94 
 

ET:  1,2 

7,60 
 

ET:  1,5 

6,40 
 

ET: 1,0 

7,62 
 

ET: 1,4 

6,27 
 

ET:  1,0 

6,50 
 

ET: 0,2 

 
 

8 

* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con NAC (B): T2: p=0.006, T3: 
p=0.006, T4: p=0.018, T5: p=0.011 y T6: p=0.010  
* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2: 
p=0.027, T3: p=0.086, T4: p=0.086, y T6: p=0.02  
 

Figura 21.-Evolución de los niveles plasmáticos de IL-2 (pg/ml) en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -Los niveles plasmáticos de IL-2 en los pacientes del grupo A se mantienen muy 

constantes a lo largo de todo el seguimiento postoperatorio, si bien, son 

significativamente superiores a los valores basales (p<0,033). 

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de  IL-2 descienden hasta las 84 h (T1-T3), 

si bien, aumentan hasta alcanzar un máximo a las 132 h (T5), y posteriormente 

descienden hasta valores inferiores a los iniciales. Este grupo presenta niveles de IL-2 

inferiores a los de los pacientes del grupo A, observándose un comportamiento paralelo 

en ambos grupos. Las diferencias son estadísticamente significativas a partir de las 60 

horas después de la cirugía (T2) y hasta el final del estudio (T6). Los valores de IL-2 en 

este grupo son similares o incluso algo inferiores a los de los individuos sanos. 

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de IL-2 se mantienen constantes durante 

todo el seguimiento. Este grupo presenta niveles de IL-2 inferiores a los del grupo A 

excepto a las 108 horas después de la intervención quirúrgica (T4), si bien, las 

diferencias no son estadísticamente significativas.  

  -Los pacientes del grupo B presentan niveles de IL-2 inferiores a los del grupo C 

excepto a las 132 horas después de la intervención (T5), en que se produce un máximo 

en el grupo B. Las diferencias son estadísticamente significativas o tienden a la 

significación desde las 60 h después de finalizar la intervención quirúrgica (T2) hasta el 

final del seguimiento, excepto a las 132 h (T5). 
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4.2.6.-Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α): 

  -Los niveles plasmáticos de TNF-α obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 4,4 pg/ml (ET: 1,0). 

   Los valores de TNF-α (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 14 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 22. 

Tabla 16.- Valores de TNF-α (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 *T2 *T3 T4 *T5 *T6 N 

PLACEBO 3,04 
 

ET : 0,3 

5,30 
 

ET: 0,9 

3,83 
 

ET: 0,4 

3,75 
 

ET: 0,4 

3,65 
 

ET: 0,3 

3,73 
 

ET: 0,3 

 
 
 

8 

NAC 2,78 
 

ET: 0,6 

2,64 
 

ET: 0,4 

2,08 
 

ET: 0,2 

2,72 
 

ET: 0,6 

2,37 
 

ET: 0,4 

2,22 
 

ET: 0,2 

 
 
 

7 

Vitamina C 3,96 
 

ET: 0,4 

3,75 
 

ET: 0,5 

3,60 
 

ET: 0,5 

3,82 
 

ET: 0,6 

3,50 
 

ET: 0,4 

3,35 
 

ET: 0,7 

 
 
 

8 

 
* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con NAC (B): T2: p=0.017, T3: 
p=0.018, T5: p=0.054 y T6: p=0.054 
* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2: 
p=0.084 y T3: p=0.05  
  
Figura 22.-Evolución de los niveles plasmáticos de TNF-α (pg/ml) en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  

0

1

2

3

4

5

6

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tiempo post-cirugía

T
N

F
- αα αα

 p
g

/m
l

A

B

C

 



Resultados 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

85 

   Los niveles plasmáticos de TNF-α se mantienen constantes a lo largo del seguimiento, 

especialmente en los grupos tratados. 

  -Los niveles plasmáticos de TNF-α en los pacientes del grupo A son similares a los 

valores basales. En el grupo A se observa un aumento entre las 36 y las 60 h después de 

la cirugía (T1-T2), volviendo a descender entre las 60 y las 84 h (T2-T3) manteniéndose 

constantes a partir de ese momento, en valores superiores a los iniciales de este grupo. 

  -En el grupo de pacientes del grupo B, los niveles de TNF-α descienden hasta las 84 h 

(T1-T3), manteniéndose constantes hasta el final del seguimiento, mostrando valores 

inferiores a los iniciales. Este grupo presenta niveles de TNF-α inferiores a los de los 

pacientes del grupo A, desde las 60 horas después de la cirugía. Las diferencias son 

estadísticamente significativas a las 60 y 84 horas después de la cirugía (T2-T3) y 

tienden a la significación al final del seguimiento (T5-T6). 

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de TNF-α descienden ligeramente durante 

todo el seguimiento. Presentan niveles de TNF-α muy similares a los del grupo A, 

especialmente a partir de las 84 horas después de la intervención quirúrgica (T3). 

  -Los pacientes del grupo B presentan niveles de TNF-α inferiores a los del grupo C, 

que tienden a la significación entre las 60 y las 84 h después de la cirugía (T2-T3). 
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4.3.1.1.-Expresión de Fas (CD95) en linfocitos CD3+ 

   Los niveles de expresión de Fas en linfocitos CD3+ obtenidos en 10 voluntarios 

sanos, considerados como valor basal, presentan un promedio de 28 IMF (ET: 0,7). 

  -Los valores de Fas de linfocitos, expresados como intensidad media de fluorescencia 

(IMF), correspondientes a cada tiempo de toma de muestras y su error típico (ET) en los 

3 grupos de estudio se muestran en la tabla 15 y se encuentran representados 

gráficamente en la figura 23. 

Tabla 17.- Valores de Fas (IMF) en linfocitos CD3
+
 durante el seguimiento 

postoperatorio. 

 
 
 

 
 

T1 

 
 

T2 

 
 

T3 

 
 

T4 

 
 

T5 

 
 

T6 

 
 

n 

 
PLACEBO 

31,1 
 

ET: 6,1 

38,4 
 

ET: 7,9 

37,6 
 

ET: 8,5 

36,7 
 

ET: 8,1 

31,9 
 

ET: 10,3 

35,8 
 

ET: 10,5 

 
 

8 

 
NAC 

36,7 
 

ET: 9,9 

41,6 
 

ET: 10,7 

37,7 
 

ET: 10,3 

38,7 
 

ET: 10,3 

36,9 
 

ET: 15,7 

35,4 
 

ET: 13,7 

 
 

7 

 
Vitamina C 

51,8 
 

ET: 17,3 

55,8 
 

ET: 23,9 

54,0 
 

ET: 16,4 

65,5 
 

ET: 31,6 

66,4 
 

ET: 21,1 

73,5 
 

ET: 23,9 

 
 

8 

 

Figura 23.-Evolución de los niveles de Fas (IMF) en linfocitos CD3+ en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -Los niveles del receptor Fas en los linfocitos de los pacientes del grupo A son 

superiores a los valores basales. Los niveles aumentan entre las 36 y las 60 h después de 

la intervención quirúrgica (T1-T2), manteniéndose constantes hasta las 108 h (T4). 

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de Fas son similares aunque algo mayores 

que en el grupo A, manteniéndose constantes durante el postoperatorio.  

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de Fas tienden a ascender durante todo el 

seguimiento, con un aumento más pronunciado a partir de las 84 h (T3). En este grupo, 

los niveles de Fas son mayores que los de los pacientes del grupo A, aunque las 

diferencias no son estadísticamente significativas. 

  -Los pacientes del grupo B presentan niveles de Fas inferiores a los del grupo C, 

aunque las diferencias no son estadísticamente significativas. 
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4.3.1.2.-Expresión de Fas (CD95) en PMNs CD15+ 

  -Los niveles de Fas de PMNs CD15+ obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 15,3 IMF (ET: 0,9). 

   Los valores de Fas de PMNs, expresados como intensidad media de fluorescencia 

(IMF), correspondientes a cada tiempo de toma de muestras y su error típico (ET) en los 

3 grupos de estudio se muestran en la tabla 16 y se encuentran representados 

gráficamente en la figura 24. 

Tabla 18.- Valores de Fas (IMF) en PMNs CD15
+
 durante el seguimiento 

postoperatorio. 

 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N 

PLACEBO 11,9 
 

ET: 3,3 

15,0 
 

ET: 4,4 

14,4 
 

ET: 3,7 

13,7 
 

ET: 3,5 

12,1 
 

ET: 3,4 

8,9 
 

ET: 4,3 

 
 
 

8 

NAC 7,9 
 

ET: 1,3 

6,8 
 

ET: 1,9 

5,9 
 

ET: 1,8 

6,9 
 

ET: 2,6 

4,4 
 

ET: 1,1 

5,7 
 

ET: 1,6 

 
 
 

7 

Vitamina C 9,5 
 

ET: 1,2 

8,5 
 

ET: 1,8 

7,8 
 

ET: 1,9 

6,6 
 

ET: 0,9 

5,5 
 

ET: 1,9 

2,6 
 

ET: 1,8 

 
 
 

8 

Figura 24.-Evolución de los niveles de Fas (IMF) en PMNs CD15+ en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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   Se puede observar que en todos los grupos de estudio hay una tendencia similar, de 

forma que los niveles de Fas disminuyen durante el postoperatorio. Sin embargo, las 

diferencias entre los grupos de estudio no son estadísticamente significativas: 

  -Los niveles del receptor Fas en los PMNs de los pacientes del grupo A son similares 

a los valores basales. Presentan un aumento entre las 36 y las 60 h después de la 

intervención quirúrgica (T1-T2) y a partir de ese momento descienden de forma acusada 

hasta el final del seguimiento. 

  -En los pacientes del grupo B se observa una tendencia al descenso en los niveles de 

Fas, durante el seguimiento, con valores siempre por debajo de los iniciales. En este 

grupo, los niveles de Fas son inferiores a los de los pacientes del grupo A.  

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de Fas muestran una tendencia descendente 

muy acusada durante todo el seguimiento. En este grupo, los niveles de Fas son 

inferiores a los de los pacientes del grupo A.  
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4.3.2.1.-Porcentaje de linfocitos en apoptosis 

  -Los porcentajes de linfocitos en apoptosis obtenidos en 10 voluntarios sanos, 

considerados como valor basal, presentan un promedio de 8,4 % (ET: 2,1). 

   Los porcentajes de linfocitos en apoptosis correspondientes a cada tiempo de toma de 

muestras y su error típico (ET)  en los 3 grupos de estudio se muestran en la tabla 17 y 

se encuentran representados gráficamente en la figura 25. 

Tabla 19.- Porcentajes de linfocitos en apoptosis durante el seguimiento 

postoperatorio. 

 
  

T1 

 

*T2 

 
T3 

 

*T4 

 

*T5 

 

*T6 

 
N 

 
 

PLACEBO 
10,8 

 
ET: 2,2 

9,3 
 

ET: 1,7 

14,7 
 

ET: 1,4 

11,2 
 

ET: 2,0 

10,8 
 

ET: 1,4 

12,0 
 

ET: 1,9 

 
 

8 

 
 

NAC 
10,8 

 
ET: 3,8 

12,9 
 

ET: 3,3 

14,4 
 

ET: 2,2 

10,0 
 

ET: 6,5 

24,1 
 

ET: 4,7 

12,2 
 

ET: 7,7 

 
 

7 

 
 

Vitamina C 
29,9 

 
ET: 14,9 

19,3 
 

ET: 2,8 

14,7 
 

ET: 6,2 

27,9 
 

ET: 1,7 

26,7 
 

ET: 5,0 

43,0 
 

ET: 11,0 

 
 

8 

* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2: p=0.053, 
T4: p=0.053, T5: p=0.053 y T6: p=0.053 
* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T4: 
p=0.083 
 

Figura 25.-Evolución del porcentaje de linfocitos en apoptosis en cada grupo de 

estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -Los porcentajes de linfocitos en apoptosis en los pacientes del grupo A son superiores 

a los valores basales y dichas diferencias tienden a la significación estadística (T1: 

p=0.092, T2: p=0.171, T3: p=0.020, T4: p=0.079, T5: p=0.065 y T6: p=0.065). Los 

valores del grupo A se mantienen constantes durante todo el seguimiento excepto por un 

aumento a las 84 h después de finalizar la intervención quirúrgica (T3). 

  -En los pacientes del grupo B, el porcentaje de linfocitos en apoptosis se mantiene 

constante con un máximo a las 132 h (T5). Los porcentajes de linfocitos en apoptosis 

son similares a los de los pacientes del grupo A, si bien, el grupo B presenta un máximo 

a las 132 horas de finalizar la intervención quirúrgica (T5). Las diferencias entre estos 

dos grupos (A y B) no son estadísticamente significativas. 

  -En los pacientes del grupo C, el porcentaje de linfocitos en apoptosis desciende hasta 

las 84 h (T1-T3), aumentando desde ese momento de forma acusada hasta el final del 

seguimiento. Los porcentajes de linfocitos en apoptosis son mayores que los de los 

pacientes del grupo A. Las diferencias entre estos dos grupos (A y C) son 

estadísticamente significativas a partir de las 60 horas después de la cirugía (T2) y hasta 

el final del estudio (T6), excepto a las 84 horas (T3). 

  -Los pacientes del grupo B presentan niveles de Fas inferiores a los del grupo C, que 

tienden a la significación a las 108 horas después de la cirugía (T4). 

 

4.3.2.2.-Porcentaje de PMNs en apoptosis 

   La separación de los PMNs previa a la determinación de los niveles de fosfatidilserina 

presentó dificultades en los pacientes críticos y no fue posible su aislamiento, de modo 

que la apoptosis no fue determinada de forma directa. 

   En los individuos sanos sí fue posible el aislamiento. Los porcentajes de neutrofilos en 

apoptosis obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como valor basal, presentan 

un promedio de 17,9 pg/ml (ET: 3,0). 
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4.3.3.1.-Niveles leucocitarios de caspasa-3 

  -Los niveles de caspasa-3 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como 

valor basal, presentan un promedio de 1,2 U/ml (ET: 0,1). 

   Los niveles de caspasa-3 correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los 

tres grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 18 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 26. 

Tabla 20.- Valores de caspasa-3 (U/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 
T1 T2 T3 *T4 *T5 *T6 N 

PLACEBO 8,3 
 

ET: 2,8 

10,3 
 

ET: 2,8 

9,9 
 

ET: 3,0 

9,5 
 

ET: 2,2 

9,9 
 

ET: 2,9 

9,9 
 

ET: 3,0 

 
 
 
8 

NAC 8,0 
 

ET: 2,8 

7,4 
 

ET: 2,9 

7,3 
 

ET: 2,7 

7,3 
 

ET: 2,8 

7,3 
 

ET: 2,3 

7,7 
 

ET: 2,3 

 
 
 
7 

Vitamina C 5,8 
 

ET: 1,5 

8,5 
 

ET: 1,0 

8,3 
 

ET: 2,8 

4,3 
 

ET: 0,2 

4,2 
 

ET: 0,2 

4,1 
 

ET: 0,3 

 
 
 
8 

* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T4: p=0.05 y 
T5: p=0.05 
* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T6: 
p=0.05 
 

Figura 26.-Evolución de los niveles de caspasa-3 (U/ml) en cada grupo de estudio: 

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día). 
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  -Los niveles de caspasa-3 en los pacientes del grupo A son significativamente 

superiores a los niveles basales (p<0,033). En el grupo A se observa un aumento entre 

las 36 y las 60 h después de la intervención quirúrgica (T1-T2) manteniéndose a 

continuación constantes hasta el final del seguimiento. 

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de caspasa-3 disminuyen ligeramente entre 

las 36 y las 60 h (T1-T2), manteniéndose constantes durante todo el seguimiento. Estos 

niveles son inferiores a los de los pacientes del grupo A y presentan un comportamiento 

paralelo a éstos, a partir de las 60 horas después de la intervención quirúrgica (T2). Sin 

embargo, las diferencias entre ambos grupos (A y B) no son estadísticamente 

significativas. 

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de caspasa-3 presentan un aumento entre las 

36 y las 60 h (T1-T2), que se mantiene en niveles altos hasta las 84 h (T3) y a partir de 

ese momento descienden hasta valores por debajo de los iniciales donde se mantienen 

hasta el final del seguimiento. Estos niveles son inferiores a los de los pacientes del 

grupo A. Las diferencias entre estos dos grupos (A y C) son estadísticamente 

significativas a las 108 y 132 horas después de la cirugía (T4 y  T5). 
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4.3.3.2.-Niveles leucocitarios de PARP 

  -Los niveles de PARP obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como valor 

basal, presentan un promedio de 1,42 U/ml (ET: 0,2). 

   Los niveles de PARP correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los 3 

grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 19 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 27. 

Tabla 21.- Valores de PARP (U/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 
  

T1 
 

T2 

 

*T3 

 
T4 

 
T5 

 
T6 

 
N 

 
 

PLACEBO 
29,6 

 
ET: 10,5 

29,7 
 

ET: 11,5 

32,1 
 

ET: 14,6 

45,0 
 

ET: 13,4 

31,7 
 

ET: 14,8 

30,6 
 

ET: 12,4 

 
 
 

8 

 
 

NAC 
40,6 

 
ET: 16,1 

36,0 
 

ET: 12,6 

37,5 
 

ET: 15,2 

27,9 
 

ET: 13,6 

26,8 
 

ET: 9,4 

25,5 
 

ET: 11,6 

 
 
 

7 

 
 

Vitamina C 
22,7 

 
ET: 6,3 

14,1 
 

ET: 3,7 

14,3 
 

ET: 3,5 

14,7 
 

ET: 2,6 

19,7 
 

ET: 9,3 

15,7 
 

ET: 3,1 

 
 
 

8 

 
* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T3: p=0.05 

 
Figura 27.-Evolución de los niveles de PARP (U/ml) en cada grupo de estudio: 

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tiempo post-cirugía

P
A

R
P

 U
/m

l

A

B

C

 



Resultados 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

96 

  -Los niveles de PARP en los pacientes del grupo A son significativamente superiores 

a los valores basales (p<0,033). En el grupo A los valores se mantienen constantes 

durante el seguimiento con un máximo a las 108 h después de la cirugía (T4). 

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de PARP descienden de modo constante a lo 

largo del seguimiento. Estos niveles, aunque algo menores al final del postoperatorio, 

son similares a los de los pacientes del grupo A. Las diferencias entre ambos grupos (A 

y B) no son estadísticamente significativas. 

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de PARP descienden entre las 36 y las 60 h 

después de la intervención quirúrgica (T1-T2) manteniéndose constantes con un ligero 

incremento a las 132 h de finalizar la intervención quirúrgica (T5). Estos niveles son 

inferiores a los de los pacientes del grupo A durante todo el postoperatorio. Las 

diferencias entre estos dos grupos (A y C) únicamente son estadísticamente 

significativas a las 132 h después de la cirugía (T5). 
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4.3.3.3.-Niveles leucocitarios de Bcl-2 

  -Los niveles de Bcl-2 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como valor 

basal, presentan un promedio de 3,9 U/ml (ET: 1,2). 

   Los niveles de Bcl-2 correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los 3 

grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 20 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 28. 

Tabla 22.- Valores de Bcl-2 (U/ml) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 T2 T3 *T4 T5 T6 N 

PLACEBO 15,0 
 

ET: 3,7 

10,0 
 

ET: 2,30 

9,7 
 

ET: 2,2 

11,1 
 

ET: 3,1 

7,9 
 

ET: 2,5 

10,3 
 

ET: 3,1 

 
 
 

8 

NAC 10,8 
 

ET: 4,3 

9,8 
 

ET: 4,1 

9,9 
 

ET: 4,2 

10,5 
 

ET: 4,7 

9,6 
 

ET: 4,2 

12,0 
 

ET: 5,9 

 
 
 

7 

Vitamina C 16,6 
 

ET: 5,3 

24,8 
 

ET: 16,8 

28,0 
 

ET: 10,8 

14,2 
 

ET: 5,7 

12,5 
 

ET: 6,4 

13,6 
 

ET: 6,1 

 
 
 

8 

 
* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T4: p=0.05  
 

Figura 28.-Evolución de los niveles de Bcl-2 (U/ml) en cada grupo de estudio: 

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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  -Los niveles de Bcl-2 en los pacientes del grupo A son significativamente superiores a 

los valores basales (p<0,033). En el grupo A los valores descienden entre las 36 y las 60 

h después de la intervención quirúrgica (T1-T2) y se mantienen constantes hasta el final 

del seguimiento con un ligero descenso a las 132 h (T5). 

  -En los pacientes del grupo B, los niveles de Bcl-2 se mantienen constantes durante 

todo el seguimiento, con un ligero aumento a las 156 h (T6). Los niveles son muy 

similares a los de los pacientes del grupo A y presentan evoluciones paralelas. 

  -En los pacientes del grupo C, los niveles de Bcl-2 aumentan entre las 36 y las 84 h 

(T1-T3). Posteriormente, descienden entre las 84 y las 108 h (T3-T4) y a partir de ese 

momento se mantienen constantes en valores por debajo de los iniciales. Los niveles 

son mayores que los de los pacientes del grupo A durante todo el postoperatorio, 

especialmente hasta las 84 h después de la intervención quirúrgica (T3), siendo 

estadísticamente significativa la diferencia en este tiempo.  
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4.4.1.-Leucocitos totales 

  -El número de leucocitos totales obtenido de 10 voluntarios sanos, considerados 

como valor basal, presentan un promedio de 6,7 x 1000 / µL  (ET: 1,6). 

   El número de leucocitos correspondiente a cada tiempo de toma de muestras en los 3 

grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 21 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 29. 

Tabla 23.-Número de leucocitos (x 1000 / µL) durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N 

PLACEBO 11,7 
 

ET: 2,3 

9,6 
 

ET: 2,1 

10,6 
 

ET: 2,9 

11,6 
 

ET: 3,4 

11,9 
 

ET: 3,3 

14,6 
 

ET: 4,8 

 
 
 

8 

NAC 12,5 
 

ET: 3,9 

14,6 
 

ET: 4,2 

10,3 
 

ET: 4,9 

16,0 
 

ET: 10,9 

7,5 
 

ET: 4,4 

10,2 
 

ET: 4,6 

 
 
 

7 

Vitamina C 17,4 
 

ET: 3,1 

14,3 
 

ET: 1,9 

12,8 
 

ET: 1,9 

14,2 
 

ET: 1,8 

13,6 
 

ET: 2,0 

14,3 
 

ET: 1,5 

 
 
 

8 

 

Figura 29.-Evolución del número de leucocitos (x 1000 / µL) en cada grupo de estudio: 

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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   El número de leucocitos totales no muestra diferencias significativas entre los grupos 

de estudio. En todos los grupos, el número de leucocitos se mantiene en niveles 

significativamente elevados en comparación con los individuos sanos (p<0,033).  

  -El número de leucocitos en los pacientes del grupo A desciende entre las 36 y las 60 

h después de la intervención quirúrgica (T1-T2) y a partir de ese momento se va 

recuperando hasta superar los valores iniciales a las 156 h (T6). 

  -En los pacientes del grupo B, el número de leucocitos presenta altibajos durante el 

seguimiento pero con una tendencia al descenso.  

  -En los pacientes del grupo C, el número de leucocitos desciende entre las 36 y las 

84h después de la intervención quirúrgica (T1-T3) y a partir de ese momento se 

mantiene constante hasta el final del seguimiento.  
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4.4.2.-Porcentaje de linfocitos 

  -El porcentaje de linfocitos obtenido de 10 voluntarios sanos, considerados como 

valor basal, presentan un promedio de 34,3 % (ET: 5,2). 

   Los porcentajes de linfocitos correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en 

los 3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 22 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 30. 

Tabla 24.- Porcentaje de linfocitos durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N 

PLACEBO 13,8 
 

ET: 3,1 

15,4 
 

ET: 4,1 

17,6 
 

ET: 4,6 

19,4 
 

ET: 3,1 

21,0 
 

ET: 3,5 

18,5 
 

ET: 4,1 

 
 
 
8 

NAC 10,0 
 

ET: 1,7 

10,1 
 

ET: 1,4 

17,5 
 

ET: 4,3 

15,0 
 

ET: 3,6 

19,5 
 

ET: 9,5 

15,0 
 

ET: 3,7 

 
 
 
7 

Vitamina C 11,2 
 

ET: 2,4 

17,8 
 

ET: 3,5 

14,8 
 

ET: 2,0 

12,4 
 

ET: 3,0 

24,6 
 

ET: 12,4 

19,8 
 

ET: 4,8 

 
 
 
8 

 

Figura 30.-Evolución de los porcentajes de linfocitos en cada grupo de estudio: 

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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   Los porcentajes de linfocitos de la fórmula leucocitaria no muestran diferencias 

significativas entre los grupos de estudio, observándose una tendencia ascendente 

durante el seguimiento postoperatorio. En todos los grupos, sus porcentajes se 

mantienen en niveles significativamente disminuidos en comparación con los de los 

individuos sanos (p<0,033). 

  -Los porcentajes de linfocitos en los pacientes del grupo A aumentan de forma 

continua hasta las 132 h después de la intervención quirúrgica (T5), descendiendo 

ligeramente  a las 156 h (T6), aunque los niveles siguen siendo superiores a los 

iniciales. 

  -En los pacientes del grupo B, los porcentajes linfocitos presentan una tendencia 

ascendente durante el seguimiento.  

  -En los pacientes del grupo C, los porcentajes linfocitos aumentan entre las 36 y las 

60 h después de la intervención quirúrgica (T1-T2) y posteriormente descienden hasta 

las 108 h (T2-T4) para a continuación volver a aumentar y quedar finalmente por 

encima de los valores iniciales. 
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4.4.3.-Porcentaje de PMNs 

  -El porcentaje de PMNs obtenido de 10 voluntarios sanos, considerados como valor 

basal, presentan un promedio de 65,1 % (ET: 5,9). 

   Los porcentajes de PMNs correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los 

3 grupos de estudio y su error típico (ET) se muestran en la tabla 23 y se encuentran 

representados gráficamente en la figura 31. 

Tabla 25.- Porcentaje de PMNs durante el seguimiento postoperatorio. 

 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N 

PLACEBO 86,2 
 

ET: 3,3 

84,6 
 

ET: 4,0 

82,4 
 

ET: 4,7 

80,6 
 

ET: 3,3 

79,0 
 

ET: 3,6 

81,5 
 

ET: 4,5 

 
 
 

8 

NAC 90,0 
 

ET: 1,9 

89,9 
 

ET: 1,3 

82,5 
 

ET: 4,0 

85,0 
 

ET: 3,8 

80,5 
 

ET: 7,5 

85,0 
 

ET: 3,9 

 
 
 

7 

Vitamina C 88,8 
 

ET: 2,6 

82,2 
 

ET: 3,3 

85,2 
 

ET: 2,1 

87,6 
 

ET: 3,1 

75,4 
 

ET: 9,4 

80,2 
 

ET: 5,0 

 
 
 

8 

 

Figura 31.-Evolución de los porcentajes de PMNs en cada grupo de estudio: 

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/día); C=Vitamina C (450 mg/día).  
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   Los porcentajes de PMNs de la fórmula leucocitaria no muestran diferencias 

significativas entre los grupos de estudio, observándose una tendencia descendente 

durante el seguimiento postoperatorio. En todos los grupos, las concentraciones se 

mantienen en niveles significativamente elevados en comparación con los de los 

individuos sanos (p<0,033). 

  -Los porcentajes de PMNs en los pacientes del grupo A descienden de forma continua 

hasta las 132 h después de la intervención quirúrgica (T5), aumentando ligeramente  a 

las 156 h (T6), aunque los niveles siguen siendo inferiores a los iniciales. 

  -En los pacientes del grupo B, los porcentajes PMNs presentan una tendencia 

descendente durante el seguimiento con un marcado descenso a las 84 h (T3).  

  -En los pacientes del grupo C, los porcentajes PMNs descienden entre las 36 y las 60 

h después de la intervención quirúrgica (T1-T2), si bien, parecen aumentar hasta las 108 

h (T2-T4), para a continuación volver a descender y quedar finalmente por debajo de los 

valores iniciales. 
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5.1.-Efecto de la administración de NAC o vitamina C sobre los niveles 

plasmáticos de citoquinas 

El MODS es un resultado siempre perjudicial para el paciente, que una vez 

establecido es difícil de controlar y es responsable de la mayoría de las muertes de los 

enfermos de UCI (249) y en nuestro caso, de la mayoría de las muertes de los pacientes 

del Servicio de Cirugía del que proceden los sujetos de este estudio. Puesto que es de 

común acuerdo que la mejor forma de combatirlo es su prevención (250), la 

intervención temprana en la respuesta inflamatoria sistémica que tiene lugar tras la 

cirugía en pacientes sépticos, es de gran interés para prevenir el MODS y la mortalidad.  

Está descrito que durante los procesos inflamatorios se producen especies reactivas 

de oxígeno (ROS) en gran cantidad, debido a la activación de las células endoteliales y 

PMNs (48). N-acetilcisteína (NAC) y vitamina C son moléculas que actúan 

disminuyendo la producción de ROS o neutralizando los ya existentes (50, 52). De este 

modo se evita la acción de los ROS como mediadores secundarios que generan 

sustancias quimiotácticas y citoquinas e inducen la expresión de moléculas de adhesión, 

activando de este modo nuevas células productoras de mediadores, amplificando el 

proceso inflamatorio (48).   

Los niveles plasmáticos de citoquinas en investigación quirúrgica tienen un gran 

valor para la identificación de la inflamación sistémica, su evolución  e incluso para la 

supervivencia (166, 251). Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral confirman 

que, independientemente del tratamiento administrado, los niveles plasmáticos de IL-6, 

IL-10, IL-4, IL-2, IFN-γ y TNF-α son mayores en los pacientes quirúrgicos de alto 

riesgo con sepsis, que en el grupo de voluntarios sanos, resultados que coinciden con los 

referidos en trabajos previos (9, 26, 252). La explicación que se propone a estos niveles 

elevados de citoquinas se basa en que dichos pacientes presentan procesos inflamatorios 

severos ocasionados por sus patologías, que además se ven agravados por el propio 

proceso quirúrgico produciéndose un exceso de mediadores inflamatorios. Sin embargo, 

el SIRS supone una respuesta del organismo a lesiones inespecíficas, de forma que a 

través de los niveles de citoquinas no es posible distinguir si es de origen infeccioso 

(sepsis) o no infeccioso (150). Así, por ejemplo, Reinhart y col., en el año 2002 (12), 

propusieron que la elevación de los niveles de IL-6 para el diagnóstico de la sepsis 

estaba limitada en pacientes críticos, por la elevación inespecífica causada por la 

inflamación independiente de la infección. Por otra parte, además de la severidad del 



Discusión 
_________________________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________________ 
Ignacio Ferrón Celma                                                                                                           Tesis Doctoral 

108 

proceso inflamatorio, los niveles de citoquinas se han relacionado con las 

complicaciones postquirúrgicas (251-254). 

El ambiente proinflamatorio que predomina en la sepsis, es responsable de una 

sobreactivación de los leucocitos y células endoteliales, que se asocian con el daño en 

los tejidos. Así, por ejemplo, el mantenimiento de niveles sanguíneos elevados de IL-6 

debe revertir de forma adecuada ya que estas las elevaciones se corresponden en el 

tiempo con la preactivación de los PMNs y su secuestro, y son potenciales mediadores 

en la lesión precoz de tejidos (6, 173), lo cual puede agravar la inflamación sistémica a 

causa de la liberación crónica de productos tóxicos en el lugar de la inflamación (255) 

que pueden contribuir al fallo de órganos y al desarrollo del MODS (191). Existen 

numerosos trabajos que relacionan los niveles de citoquinas con el desarrollo de 

disfunción orgánica: niveles elevados de IL-6, IL-10 y TNF-α se han relacionado con 

el MODS en pacientes con SIRS o sepsis (166, 251, 256). Asimismo, se ha descrito que 

los niveles de IL-6 se encuentran elevados en los pacientes traumatizados que 

desarrollan MODS (173), lo cual abre la posibilidad de discriminar, según los niveles de 

IL-6, a los pacientes que podrían sufrir posteriormente dicho síndrome. Igualmente, 

niveles plasmáticos elevados de TNF-α e IL1-β, en el momento de admisión en UCI, en 

pacientes sometidos a cirugía mayor cardiovascular, se han relacionado con el riesgo de 

desarrollar MODS (172). Por otra parte, las citoquinas se han relacionado con la 

mortalidad: niveles plasmáticos elevados de TNF-α, IL1-β, IL-4, IL-6, IL-10 y el 

cociente IL-6/IL-10  se han relacionado con la mortalidad en pacientes de UCI, 

pacientes quirúrgicos, pacientes con infecciones y sepsis y pacientes con SIRS (26, 169, 

172, 257-262)  

Por tanto, niveles elevados de citoquinas proinflamatorias, podrían mediar efectos 

perjudiciales en el paciente crítico y tendrían un valor pronóstico para el desarrollo del 

MODS y la mortalidad. Por su parte, la elevación de las citoquinas anti-inflamatorias 

como IL-10 e IL-4 se ha descrito como un intento del organismo para compensar la 

elevación de las citoquinas proinflamatorias, y por tanto se están produciendo de forma 

secundaria (36, 256), y no serían responsables de los efectos negativos de la inflamación 

sistémica. Así, se ha observado un aumento de IL-6 proporcionalmente mayor que el de 

IL-10, en los pacientes que desarrollaron MODS y en los que fallecieron, de modo que, 

en estos casos, la respuesta anti-inflamatoria de IL-10 no puede compensar el aumento 

exagerado de IL-6, lo cual se ha relacionado con un mal pronóstico (262).  
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En este trabajo, se ha demostrado que los niveles plasmáticos de IL-6, IL-10, IL-4, 

IL-2 y TNF-α durante el postoperatorio son más elevados en los pacientes placebo que 

en el grupo de pacientes tratados con NAC. Dichos resultados coinciden con los 

descritos previamente en trabajos tanto en modelos experimentales como en individuos 

sanos y pacientes sépticos que observaron el efecto inhibidor de la NAC en los niveles 

de citoquinas (213, 228, 237-239, 263). Sin embargo, otros autores, han observado un 

aumento de los niveles de IL-2 al tratar células linfoides con NAC (263, 264), si bien, 

no son experimentos in vivo o con pacientes quirúrgicos o sépticos.  En nuestro estudio, 

las diferencias en los niveles plasmáticos de IL-6, IL-10 e IL-4 entre el grupo tratado 

con NAC y el grupo placebo no llegan a ser significativas; no obstante, las diferencias 

en las tendencias observadas son notables y podrían tener un significado clínico 

especialmente en el caso de IL-6 e IL-10. Así, aunque los niveles plasmáticos de IL-6 

en los pacientes quirúrgicos estudiados siguen siendo muy superiores a los de los 

individuos sanos, los pacientes placebo presentan valores más de dos veces superiores a 

los del grupo tratado con NAC, a partir de las 24 horas de comenzar su administración 

(T1). En cuanto a los niveles plasmáticos de IL-10, los pacientes tratados con NAC 

presentan niveles similares a los de los individuos sanos, mientras que en los pacientes 

placebo los niveles son el doble de los de los individuos sanos durante todo el 

postoperatorio.  

Igualmente, los niveles plasmáticos de IL-2 y TNF-α son más bajos en los pacientes 

tratados con NAC siendo dichas diferencias significativas o próximas a la significación 

durante todo el seguimiento.  

 

En los pacientes tratados con vitamina C también se ha observado un efecto 

inhibidor en los niveles plasmáticos de citoquinas. Así, los niveles de IL-6 e IL-10 y en 

menor medida los de IL-2 y TNF-α son menores en los pacientes tratados con vitamina 

C que en los pacientes del grupo placebo. Dichas observaciones coinciden con 

resultados previos publicados por otros autores, que han mostrado que la vitamina C 

puede producir una disminución en la producción de citoquinas como IL-1β, IL-6, IL-

10 y TNF-α en diferentes ensayos realizados tanto in vitro (210, 211) como in vivo (212, 

213). En este estudio, las diferencias no llegan a ser significativas excepto en el caso de 

la IL-6, aunque la diferencia es igualmente apreciable en los niveles plasmáticos de IL-

10. En el resto de citoquinas no parece producirse una modulación clara por efecto de la 

vitamina C. 
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A la vista de los resultados de nuestro estudio referentes a los niveles plasmáticos de 

citoquinas, la NAC parece ejercer un efecto inhibidor más acusado y sobre una mayor 

variedad de mediadores, mientras que la vitamina C, aunque presenta también un efecto 

inhibidor, no permite hallar diferencias significativas excepto en los niveles de IL-6. Por 

tanto, hay diferencias entre los dos tipos de tratamiento, de modo que los niveles 

plasmáticos de citoquinas son más bajos en el grupo tratado con NAC respecto al 

tratado con vitamina C, y estas diferencias entre los dos tipos de tratamientos 

antioxidantes son significativas o tienden a la significación en los niveles plasmáticos 

de IL-2, IL-4 y TNF-α, durante casi todo el seguimiento postoperatorio. Sería pues 

necesario determinar de los niveles plasmáticos de estas citoquinas en un número más 

amplio de pacientes para observar de una forma más concluyente el efecto modulador 

de la vitamina C. 

El efecto inhibidor de la producción de citoquinas, por parte de los fármacos 

antioxidantes utilizados en este trabajo, podría ser debido a una disminución de los ROS 

ya que éstos son, al menos en parte, responsables de la sobreproducción de citoquinas, 

pues actúan sobre las células que las producen, modulando factores nucleares como NF-

κβ, implicado en la síntesis de citoquinas (49, 237). Nuestros resultados sugieren que la 

retirada de ROS mediante la administración de barredores como NAC y vitamina C 

producen una atenuación de la respuesta inflamatoria sistémica que tiene lugar en los 

pacientes quirúrgicos sépticos. Esta intervención farmacológica podría ser beneficiosa 

para su recuperación durante el postoperatorio y para prevenir el desarrollo de posibles 

complicaciones y de MODS. Sin embargo, la disminución de IL-2 que hemos 

observado en los pacientes tratados con antioxidantes y especialmente en el caso de la 

NAC, aunque podría justificar en parte la inhibición de los niveles de las otras 

citoquinas, al producir IL-2 un efecto estimulador en la producción de la cascada de 

estos mediadores, por otro lado, podría tener efecto en la competencia inmunológica, ya 

que  IL-2 es el principal promotor de la proliferación y diferenciación de linfocitos T 

(25). En el resto de las citoquinas, el hecho de que se produzca una disminución de sus 

niveles plasmáticos, es beneficioso puesto que atenúa la respuesta inflamatoria que, 

como hemos visto, se relaciona con un mal pronóstico en los pacientes sépticos.  
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5.2.-Efecto de la administración de NAC o vitamina C sobre la 

apoptosis de linfocitos y PMNs   

Durante la activación y proliferación de las células del sistema inmune, que se 

produce en respuesta a una agresión, así como para el cese de la respuesta inflamatoria y 

reestablecimiento de las condiciones iniciales, es necesario un proceso correcto y 

eficiente de apoptosis. Los leucocitos son un elemento fundamental del proceso 

inflamatorio, y es necesario que se produzca un control de la eliminación de las células 

senescentes y no funcionales como parte de su resolución. En la respuesta inflamatoria 

sistémica que tiene lugar en los pacientes sépticos, puede producirse una desregulación 

del proceso de apoptosis, que contribuye al desarrollo de enfermedades o síndromes 

como el MODS (185, 187).  

Los ROS están íntimamente relacionados con la apoptosis. Además de formar parte 

de los mecanismos internos de ésta, los ROS pueden inducir apoptosis en muchos tipos 

de células humanas afectando a diferentes fases del proceso (265). 

  

Apoptosis de linfocitos: 

Los pacientes del grupo placebo presentan niveles de fosfatidilserina y del receptor 

Fas más elevados que los de los individuos sanos estudiados. Estos resultados coinciden 

con los de estudios previos que han demostrado en pacientes quirúrgicos y sépticos un 

aumento de la expresión de Fas y FasL y mayor susceptibilidad a apoptosis por esta vía 

(60, 266) en células mononucleares periféricas (PBMC), así como un marcado 

incremento de la caspasa-3 activa (187) y una disminución de Bcl-2 (64). En pacientes 

con MODS también se han descrito aumentos de Fas/FasL en PBMC que se 

relacionaban con la severidad del síndrome y con la mortalidad (267) aunque también se 

ha relacionado la mortalidad con niveles de FasL disminuidos, dependiendo de la 

gravedad de los pacientes estudiados (268). 

 

Hemos comprobado cómo los niveles del receptor Fas en la superficie de los 

linfocitos T CD3+ son más elevados en los pacientes tratados con vitamina C y, 

aunque en menor medida, en los pacientes tratados con NAC, respecto a los niveles 

detectados en los pacientes placebo (figura 23). Dichas observaciones coinciden con las 

referidas por Puskas y col., en el año 2002 (216), que observaron que el 

dihidroascorbato (DHA), la forma oxidada de la vitamina C, producía un aumento de la 
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expresión del receptor Fas en células Jurkat y linfocitos T humanos e incrementaba su 

susceptibilidad a la apoptosis mediada por el receptor Fas, al interferir en el 

metabolismo del H2O2. De acuerdo con estos resultados, la apoptosis de linfocitos, en 

nuestros sujetos de estudio, determinada por la detección de fosfatidilserina en la 

membrana plasmática mediante Anexina V, se encuentra significativamente elevada en 

los pacientes tratados, especialmente con vitamina C, respecto a los pacientes placebo. 

Bergman y col., en el año 2004 (211), observaron que las células mononucleares 

periféricas aisladas de individuos sanos, sufrían un incremento muy marcado de la 

apoptosis cuando eran incubadas con vitamina C, sugiriendo un efecto supresivo de esta 

vitamina en la síntesis de ADN. Del mismo modo, Lepri y col, en el año 2000 (243), 

observaron que la NAC producía un aumento de la expresión de FasL y un aumento de 

la apoptosis de células 3DO, de origen linfoide, inducida por H2O2. Acorde con estos 

resultados, Kim y col., en 2005 (217), observaron que el H2O2 producía una inhibición 

de la apoptosis, de células Jurkat T, que estaba asociada con una inhibición de la 

maquinaria apoptótica de la mitocondria. Dicho efecto antiapoptótico del H2O2 era 

inhibido por la NAC, sugiriendo un efecto proapoptótico de la misma. 

Sin embargo, también existen otros estudios sobre este tema que generan 

controversia: hay trabajos que proponen, por el contrario, un efecto antiapoptótico de la 

vitamina C (219) y la NAC (269) en células linfoides. Estos estudios, al igual que los 

mencionados a favor de la inducción de la apoptosis de linfocitos, son ensayos 

realizados con células en cultivo o en ratones y por tanto, no se corresponden 

exactamente con las condiciones ambientales que se producen en los pacientes sépticos.  

El aumento de los niveles de fosfatidilserina y del receptor Fas que hemos detectado 

en los pacientes tratados con antioxidantes, implican un efecto proapoptótico en 

linfocitos T de sangre periférica, que tiende a la significación en el caso del grupo 

tratado con vitamina C, mientras que en el grupo tratado con NAC apenas muestra 

diferencias respecto al grupo placebo. Por tanto, la vitamina C ejerce un efecto 

proapoptótico más potente que la NAC, y de hecho, se aprecian diferencias en los 

niveles de fosfatidilserina entre los dos grupos tratados con antioxidantes, que tienden a 

la significación, a las 108 horas después de finalizar la intervención quirúrgica (T4) (ver 

figura 25). 

El efecto proapoptótico podría justificarse en parte por los resultados obtenidos en la 

modulación de los niveles de citoquinas, ya que ambos tipos de antioxidantes 

produjeron un efecto inhibidor de los niveles de IL-2 y, en el caso de la NAC, de los 
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niveles de IFN-γ. Estas citoquinas presentan propiedades linfoproliferativas (25, 41), de 

modo que su disminución por los antioxidantes podría tener un efecto proapoptótico. 

Por otra parte, las células T son muy sensibles a la apoptosis, especialmente las Th1, 

de forma que en caso de una disfunción de los linfocitos, las cantidades de IL-2 e IFN-

γ liberadas por estas células estarían disminuidas agravándose la depleción de 

linfocitos, es decir, que no está claro si la apoptosis de linfocitos es causa o efecto de 

la disminución de estas citoquinas. Por otro lado, el efecto proapoptótico de la 

vitamina C sobre los linfocitos también podría ser debido al daño que puede producir en 

el ADN, debido a su capacidad de inducir la descomposición de hidroperóxidos 

lipídicos que pueden generar genotoxinas, tal y como mostraron Lee y col. en el año 

2001 (218).   

 

Como se ha comentado anteriormente, en los individuos sanos, los niveles del 

receptor Fas y de fosfatidilserina de los linfocitos son inferiores respecto a los que se 

han detectado en los sujetos de estudio, especialmente en los tratados con vitamina C. 

Por tanto, los altos niveles de Fas y fosfatidilserina en los linfocitos de los sujetos de 

estudio, los alejan de la normalidad de los valores de los individuos sanos, y esta 

diferencia se hace aún mayor al tratar los pacientes con vitamina C, lo cual no parece 

ser un indicador de que esta vitamina tenga un papel protector sobre la inmunidad del 

paciente séptico tal y como observaron previamente Bergman y col., en el año 2004 

(211). Es decir, que el tratamiento con vitamina C podría estar mermando la capacidad 

defensiva de los pacientes ya que se ha descrito que una reducción del número de 

linfocitos o su disfunción tras la cirugía y traumatismos puede producir una 

inmunosupresión (270), que puede ser debida a alteraciones en la producción de 

citoquinas y que algunos autores relacionan con el aumento de la apoptosis (17, 60). Sin 

embargo, en nuestros pacientes este aumento de la apoptosis no está provocando una 

reducción del número de linfocitos circulantes, que de hecho va aumentando durante el 

postoperatorio tanto en los pacientes tratados como en los no tratados (figura 30). Por 

otro lado, un mayor porcentaje de linfocitos en apoptosis podría tener un efecto 

beneficioso en cuanto que son los principales productores de citoquinas que de este 

modo se liberarían en menor cantidad (271), lo cual se corresponde con la reducción de 

los niveles plasmáticos de estos mediadores en los pacientes tratados.  
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Apoptosis de PMNs: 

En los individuos sanos hemos encontrado niveles de Fas en PMNs similares e 

incluso algo mayores a los de los pacientes del grupo placebo, pero que no se 

corresponden con un elevado porcentaje de apoptosis. Esto podría ser debido a que 

niveles elevados del receptor Fas no implican una mayor apoptosis si no existen 

ligandos de muerte o incluso otros factores, como los ROS (72, 221, 272), que al 

contrario de lo que ocurre en los pacientes quirúrgicos graves, no se encuentran 

aumentados en los individuos sanos, y podrían ser necesarios para que Fas sea 

funcional, tal y como ha sido descrito en el caso de linfocitos T de sangre periférica 

(273, 274) y en células tumorales (272). 

Los niveles de caspasa-3 y PARP en individuos sanos son muy inferiores a los 

detectados en el grupo placebo y los pacientes tratados. En los pacientes quirúrgicos 

estudiados, aunque siguen siendo elevados, los niveles de caspasa-3 y PARP son 

menores en los pacientes tratados con NAC y vitamina C respecto al grupo placebo, de 

modo que estos tratamientos estarían produciendo una normalización de los niveles de 

estas proteínas acercándolos a los niveles detectados en los individuos sanos. 

Los niveles de Bcl-2 en los pacientes placebo y en los pacientes tratados también son 

superiores a los de los individuos sanos, lo cual podría indicar una reacción 

antiapoptótica en los PMNs o linfocitos para contrarrestar los niveles elevados de 

caspasa-3, ya que se ha observado una correlación directa entre ambas proteínas en 

nuestros pacientes, es decir, que caspasa-3 y Bcl-2 aumentan de forma conjunta. 

 

Los pacientes tratados con NAC y los pacientes tratados con vitamina C 

presentan una inhibición en los mecanismos de apoptosis de PMNs: los niveles del 

receptor Fas (CD95), de la superficie de los PMNs CD15+, son menores en los 

pacientes tratados con ambos tipos de antioxidante que en el grupo placebo (figura 24). 

Además, los niveles leucocitarios de caspasa-3 son igualmente menores en los 

pacientes que recibieron NAC y en los que recibieron vitamina C respecto al grupo 

placebo (figura 26) y los niveles de PARP son menores en los pacientes que recibieron 

vitamina C respecto al grupo placebo (figura 27). Por otro lado, en nuestros pacientes, 

los niveles de la proteína antiapoptótica Bcl-2, se encuentran significativamente 

elevados en los pacientes tratados con vitamina C (figura 28).  

Coincidiendo con nuestros resultados, en PMNs de ratón, otros autores han 

observado que los ROS producen un aumento de la apoptosis que se produce vía Fas, lo 
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cual coincide con una disminución de los niveles de GSH (220). Por otra parte, la NAC 

puede disminuir la apoptosis mediada por el receptor Fas, inhibir la actividad de 

caspasa-3 y caspasa-8 y ejercer un efecto estabilizador de la mitocondria de los PMNs 

humanos en cultivo (119, 242).  

Los PMNs acumulan grandes cantidades de vitamina C que actúa como protector 

frente a los productos liberados en el estallido respiratorio que tiene lugar al activarse 

estas células en el ambiente inflamatorio (275). Sin embargo, los escasos trabajos que 

han tratado de determinar el efecto de la vitamina C en la apoptosis de PMNs, se han 

realizado con células en cultivo (223) o en PMNs de ratones (222). Al contrario de 

nuestros resultados, estos estudios han observado un efecto proapoptótico de la vitamina 

C. Este efecto se justifica por la acción pro-oxidante de la vitamina C, al aumentar la 

producción de ROS (223), lo cual en el caso de los PMNs en cultivo estaría 

determinado por las condiciones de los experimentos, que no tienen por qué coincidir 

con las que se producen en la circulación de los pacientes sépticos de nuestro estudio, 

que igualmente serán diferentes a las condiciones que se producen en ratones con déficit 

de vitamina C utilizados en el trabajo de Vissers y col. (222).  

 

Si bien en nuestro estudio los niveles de caspasa-3, PARP y Bcl-2 han sido 

determinados en leucocitos totales de sangre periférica y podrían ser de origen 

mononuclear, en su mayor parte deberían provenir de los PMNs, ya que se encuentran 

en un porcentaje de alrededor del 85 % en la fórmula leucocitaria de los pacientes 

estudiados. Además el porcentaje de PMNs se encuentra directamente relacionado con 

los niveles de caspasa-3 y Bcl-2, y los niveles de Fas en PMNs se correlacionan con los 

de caspasa-3 y PARP, es decir, que los niveles de caspasa-3 y Bcl-2 son más elevados 

en los pacientes con un mayor porcentaje de PMNs en su fórmula leucocitaria y tanto 

caspasa-3 como PARP aumentan de forma paralela al CD95 de los PMNs, lo cual lleva 

a pensar que estas células son las que están contribuyendo en mayor medida a los 

niveles detectados de caspasa-3, PARP y Bcl-2 en los sujetos de estudio. 

Asimismo, en este estudio se ha pretendido analizar la apoptosis directa de los PMNs 

mediante la detección de fosfatidilserina de la superficie celular, como marcador de la 

apoptosis temprana (145). Para realizar esta técnica es preciso realizar previamente una 

separación de los leucocitos de los eritrocitos, lo cual ha llevado a cabo mediante 

centrifugación en gradiente de Ficoll, ya que no se pueden utilizar reactivos de lisis 

eritrocitaria que podrían alterar la apoptosis de los leucocitos (276). Sin embargo, tal y 
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como otros autores han descrito previamente (277), la separación de los PMNs presenta 

dificultades en los pacientes críticos y no ha sido posible su aislamiento, de modo que la 

apoptosis no se ha determinado de forma directa aunque sí se cuantificaron los niveles 

de proteínas y receptores implicados en la misma. Por el contrario sí ha podido 

cuantificarse la apoptosis de PMNs en individuos sanos, ya que en éstos sí fue posible 

su aislamiento.  

 

Como consecuencia de la interacción del receptor Fas con su ligando FasL u otros 

agonistas solubles, se pone en marcha la maquinaria interna de la célula que lleva a la 

activación de la caspasa-3 (72), que ejerce su actividad proteolítica sobre el PARP entre 

otros sustratos (102), produciéndose la apoptosis celular. Puesto que en nuestro estudio 

los pacientes tratados con antioxidantes presentan PMNs con niveles del receptor Fas 

disminuidos, los PMNs de estos pacientes tendrían menos probabilidades de entrar en 

apoptosis vía Fas, es decir, en respuesta a estímulos proapoptóticos de tipo FasL (68). 

Además, se ha descrito que la forma soluble de FasL está elevada en pacientes críticos, 

pacientes con SIRS y MODS (82, 93, 96, 278), por lo que una disminución de los 

niveles del receptor Fas podría ejercer un efecto protector de la apoptosis de PMNs en 

estos pacientes. De acuerdo con esto, el aumento de la apoptosis de linfocitos que 

hemos observado en los pacientes tratados con NAC o vitamina C, en caso de afectar a 

su función, podría contribuir a una menor interacción del FasL de su membrana con el 

receptor Fas de los PMNs produciéndose una menor apoptosis de los mismos por esta 

vía.  

De acuerdo con unos niveles menores del receptor Fas en PMNs, los pacientes 

tratados con antioxidantes presentan unos niveles menores de caspasa-3 y ésta es menos 

activa, tal y como demuestran los niveles disminuidos de PARP. De este modo hemos 

probado que la administración de antioxidantes produce una disminución de los 

principales factores implicados en la apoptosis de PMNs: Fas y caspasa-3. Por tanto, 

aunque la disminución de la apoptosis no se ha cuantificado de forma directa, sí lo ha 

sido la disminución de la actividad proteasa de caspasa-3, a través de los niveles de 

PARP, lo cual implicaría una menor ejecución de la apoptosis por este efector en el que 

convergen la mayor parte de los mecanismos de apoptosis que se han descrito. 

Asimismo, hemos observado que la vitamina C produce un aumento de la proteína 

antiapoptótica Bcl-2, de forma que se estaría contribuyendo también, por ésta vía, a una 
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disminución de la apoptosis de PMNs, lo cual implicaría un efecto de la vitamina C en 

la mitocondria aumentando los niveles de Bcl-2.  

La disminución de los parámetros de apoptosis de PMNs que se ha observado en el 

grupo tratado con vitamina C podría ser debida a un efecto antioxidante, retirando ROS, 

ya que estos son importantes en la activación de la apoptosis mediada a través de 

receptores de muerte incluso de forma independiente de sus ligandos (220, 221, 278, 

279). Por tanto, aunque se ha descrito que la vitamina C puede actuar como agente pro-

oxidante, los efectos antiapoptoticos observados en PMNs parecen deberse más bien a 

un efecto antioxidante de esta vitamina. 

Si comparamos el efecto antiapoptótico de NAC y vitamina C, se observa que al 

igual que ocurría en el caso de los linfocitos, la vitamina C tiene un efecto más evidente. 

En los niveles del receptor Fas, apenas hay diferencias entre los dos grupos tratados, 

que son inferiores a los no tratados. Sin embargo, en los niveles de caspasa-3 sí se 

aprecia un efecto inhibidor más acusado en el grupo tratado con vitamina C respecto al 

tratado con NAC. De este modo, además de existir diferencias entre los niveles de 

caspasa-3 del grupo tratado con vitamina C y el grupo placebo, existen también 

diferencias entre los dos grupos tratados, y dichas diferencias  tienden a la significación 

a las 156 h (T6) (figura 26). Los niveles de PARP y Bcl-2 son similares en el grupo 

tratado con NAC y el grupo placebo, mientras que se encuentran más elevados en el 

grupo tratado con vitamina C, aunque las diferencias entre los dos grupos tratados no 

son significativas. 

Puesto que los fármacos utilizados tienen propiedades antioxidantes, sus efectos 

sobre la apoptosis leucocitaria deben estar relacionados con su capacidad para eliminar 

ROS que están aumentados en los pacientes críticos (265). Los ROS endógenos son 

importantes en la activación de la apoptosis mediada a través de receptores de muerte de 

la familia de TNF, y se ha observado que pacientes con patologías que producen déficit 

en la producción de ROS, tienen disminuida la apoptosis de PMNs inducida por estas 

vías (278, 279). La acumulación de ROS inicia señales a través de receptores de muerte 

de forma independiente de los ligandos y es un importante limitador de la vida de PMNs 

(220, 221). Además, se ha demostrado, que los ROS pueden producir la sobreregulación 

de receptores de muerte (280, 281), lo que justificaría la disminución de los niveles del 

receptor Fas en los pacientes tratados con NAC o vitamina C por su efecto antioxidante. 

Los ROS también intervienen en el acoplamiento de los receptores y en la acción de las 

caspasas (51), por lo que la acción antioxidante de los medicamentos administrados 
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justificaría una disminución de los niveles de caspasa-3 y de su actividad mediada por el 

PARP. Además, los ROS pueden estar actuando por mecanismos independientes de las 

caspasas, como la degradación directa del ADN (51, 73), de forma que los antioxidantes 

estarían inhibiendo también estos mecanismos.  

Bcl-2, que se encuentra principalmente en la cara externa de la membrana 

mitocondrial donde se producen gran cantidad de ROS, por sí misma posee propiedades 

antioxidantes (51) y previene el daño oxidativo de los constituyentes celulares (125). 

Además, ejerce sus efectos antiapoptóticos a través del mantenimiento de la integridad 

de la mitocondria e impide la liberación de componentes proapoptóticos (128-130). De 

este modo, el aumento que hemos observado de los niveles de Bcl-2 en los pacientes 

tratados con vitamina C contribuiría a una menor apoptosis celular y una potenciación 

de su actividad antioxidante, mientras que la NAC, aunque se ha descrito anteriormente 

como estabilizador de la mitocondria (119), no ha mostrado un efecto en los niveles de 

Bcl-2. 

Además de reducir la apoptosis de PMNs, como se ha mencionado anteriormente, la 

NAC y la vitamina C también han producido una disminución de los niveles de las 

citoquinas analizadas. El proceso de apoptosis está regulado por citoquinas y puede ser 

modulado tanto in vivo como in vitro (281). Diversos estudios han demostrado la 

inhibición de la apoptosis de PMNs al ser cultivados con diversas citoquinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-2, TNF-α, IL-6, IFN-γ y con LPS y moléculas de 

adhesión (30, 242, 282-284). Otros autores han demostrado un efecto antiapoptótico en 

los PMNs al ser incubados con plasma procedente de pacientes quirúrgicos o pacientes 

con SIRS (97, 186, 285-288). Sin embargo, los resultados de los estudios in vitro no 

siempre se corresponden con lo que ocurre en el medio interno (289). De hecho, otros 

estudios proponen algunos de estos mismos mediadores como inductores de la apoptosis 

de PMNs (290, 291). Así por ejemplo TNF-α e IL-6 se han sugerido como 

estimuladores de la apoptosis de PMNs (292-294) considerándose como factores 

importantes en la resolución normal de la inflamación y prevención del daño tisular.  

Por el contrario, una aceleración de la apoptosis de PMNs ha sido observada en el 

ambiente inflamatorio local que se produce en la artritis reumatoide (295). Los PMNs 

presentes en las articulaciones de estos pacientes (PMNs inflamatorios) presentan una 

mayor apoptosis que los que se encuentran en la circulación aunque no se detectaron 

alteraciones de Fas o FasL de superficie. Una apoptosis acelerada de los PMNs fue 

demostrada también por Nwakoby y col. en el año 2001 (296), que comprobaron cómo 
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los PMNs de pacientes con infecciones de diferentes tipos entraban en apoptosis de 

forma acelerada y el suero de estos pacientes inducía la apoptosis de PMNs en cultivo. 

Dicha apoptosis fue atribuida a la presencia de niveles elevados de FasL, que procedían 

principalmente de monocitos en el suero de estos pacientes, que interaccionaban con el 

receptor Fas de los PMNs, tal y como propusieron Papathanasoglou y col. (268) en 

pacientes críticos.  

Por tanto, aunque predominan los trabajos que proponen una inhibición de la 

apoptosis de PMNs por las citoquinas, existen trabajos que por el contrario muestran un 

efecto proapoptótico de las mismas. En nuestro caso, hemos observado que los 

pacientes tratados con antioxidantes presentan niveles disminuidos de citoquinas y una 

menor apoptosis de PMNs que los pacientes placebo. Por tanto, en nuestro estudio la 

disminución de citoquinas podría estar ejerciendo un efecto antiapoptótico, lo cual se 

opondría a la hipótesis mayoritariamente propuesta que sugiere un papel antiapoptótico 

de las citoquinas en los PMNs. Sin embargo, no tiene por que ser así, ya que se ha 

observado que la capacidad de las citoquinas para modular la apoptosis in vitro, se 

produce especialmente en PMNs de individuos sanos, mientras que el efecto sobre 

PMNs aislados de pacientes sépticos u obtenidos tras agresiones en modelos 

experimentales es mínimo o nulo (253, 294, 297), es decir, que los pacientes de nuestro 

estudio, podrían tener una resistencia a la acción moduladora de la apoptosis por parte 

de las citoquinas. Por tanto, la hipótesis más factible para justificar la disminución de la 

apoptosis de PMNs en los pacientes tratados, es el efecto de los antioxidantes como 

barredores de ROS que son necesarios en los mecanismos de apoptosis, más que su 

efecto sobre los niveles de citoquinas, sugiriendo que en nuestros sujetos de estudio los 

ROS están contribuyendo en mayor medida que las citoquinas a la apoptosis de PMNs o 

al menos este es el mecanismo predominante de la NAC y la vitamina C, mientras que 

la disminución de las citoquinas que producen dichos antioxidantes, no es suficiente 

para que aumente la apoptosis o incluso como proponían otros autores, está ejerciendo 

un efecto antiapoptótico adicional. 

 

En los pacientes quirúrgicos y especialmente en los más graves que padecen SIRS o 

sepsis, se producen alteraciones leucocitarias que se traducen en un aumento de los 

leucocitos en sangre periférica con un predominio muy marcado de PMNs y una 

reducción de los linfocitos circulantes (270). Nuestros resultados han mostrado unos 

niveles de leucocitos superiores en pacientes quirúrgicos de alto riesgo respecto a los de 
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los controles sanos y un mayor porcentaje de PMNs. La acumulación de PMNs en los 

lugares de la inflamación debe estar regulada por su reclutamiento de la sangre y por su 

supervivencia en estos lugares, ya que no se ha probado que puedan volver a la sangre 

una vez hayan actuado (283), de modo que la apoptosis es fundamental en el número de 

PMNs en la circulación. Tanto la neutropenia como el exceso de PMNs predisponen a la 

morbilidad en las infecciones, siendo necesario un adecuado balance (298). En el caso 

del SIRS/Sepsis son más importantes las consecuencias de la actividad excesiva de los 

PMNs que pueden producir daño tisular (298). Así, por ejemplo, se ha demostrado su 

capacidad de inducir apoptosis en epitelio gástrico (87). En el desarrollo del MODS en 

pacientes sépticos se ha propuesto que el ambiente de mediadores inflamatorios entre 

los que destacan las citoquinas, produce una sobreactivación de los PMNs, cuya 

consecuencia es producir un retraso en la apoptosis de los PMNs (119), que de esta 

manera permanecen más tiempo en la circulación ejerciendo sus efectos lesivos sobre el 

endotelio y otros tejidos y podrían de este modo contribuir a la disfunción orgánica 

(187).  

La administración de antioxidantes como la NAC o la vitamina C debería contribuir, 

al retirar los ROS y disminuir los niveles de citoquinas, a una menor activación de los 

PMNs y por tanto una menor supervivencia de los mismos. Sin embargo, hemos 

mostrado una disminución de la apoptosis de los PMNs más que un aumento de la 

misma, lo cual parece indicar que pese al efecto beneficioso de los antioxidantes al 

disminuir la inflamacion sistémica, el efecto antiapoptótico que producen en los PMNs 

podría ser perjudicial. Sin embargo, creemos que al retirar ROS y citoquinas, aunque la 

apoptosis de los PMNs quede disminuída, estamos normalizando el ambiente 

proinflamatorio que se considera responsable de su sobreactivación, permitiéndoles 

ejercer sus funciones defensivas con más efectividad, reduciendo su actividad 

indiscriminada, lo cual podría ser positivo para combatir la infección al menos en los 

pacientes sépticos. De acuerdo con esta hipótesis, Hotchkiss y col. (187), consideran 

que el retraso en la apoptosis podría ser también una respuesta beneficiosa a la sepsis, 

ya que se ha demostrado que la administración de G-CSF, que retrasa la apoptosis de 

PMNs (186), mejora la supervivencia en pacientes no inmunodeprimidos con neumonía. 

Por otra parte, en pacientes con sepsis o shock séptico, en pacientes traumatizados y en 

pacientes de edad avanzada se han descrito efectos beneficiosos de la NAC y/o la 

vitamina C en la función del sistema respiratorio y cardiovascular y en la aparición de 

complicaciones infecciosas y MODS, y una mejora de la supervivencia (184, 203, 229, 
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230, 233). Por otro lado, aunque la NAC y la vitamina C producen una disminución de 

la apoptosis de PMNs, hemos observado que su proporción en la fórmula leucocitaria va 

disminuyendo durante el postoperatorio del mismo modo que en el grupo placebo, 

aunque en el grupo tratado con vitamina C se ha observado un retraso en la 

recuperación de dichos porcentajes (figura 31). Sin embargo, no se han encontrado 

diferencias estadísticamente significativas en los porcentajes de PMNs entre los tres 

grupos de estudio, por lo que el efecto antiapoptótico de estos antioxidantes no se 

traduce en un número mayor de PMNs respecto al grupo placebo, sino que estarían 

disminuyendo igualmente al ir recuperándose el paciente de su proceso infeccioso, 

debido probablemente a que se eliminan por necrosis. Así, otros autores han mostrado 

que a pesar de disminuir la producción de moléculas oxidantes en los PMNs, la NAC 

produce un aumento de su capacidad de fagocitosis en pacientes sépticos (231) e 

igualmente la vitamina C produce una mejora de su función defensiva de los PMNs 

(209, 211). 

En el caso de la NAC aunque el efecto antiapoptótico es menor que el de la vitamina 

C, se produce esta misma tendencia en los PMNs, si bien las diferencias respecto al 

grupo placebo son menores y sería necesario incluir un mayor número de pacientes para 

confirmar dichas tendencias.  

En definiva, la vitamina C ha producido un aumento del porcentaje de linfocitos en 

apoptosis y de sus niveles de expresión del receptor Fas, mientras que en el caso de los 

PMNs ha producido el efecto contrario, es decir, que se ha observado una actividad 

antiapoptótica determinada por la atenuación de los niveles de expresión del receptor 

Fas y de las proteínas proapoptóticas caspasa-3 y PARP y un aumento los niveles de la 

proteína antiapoptótica Bcl-2.  

En cuanto a la incidencia del MODS y la mortalidad postoperatoria de los pacientes 

estudiados, las diferencias observadas entre los tres grupos de estudio no son 

estadísticamente significativas. Para evaluar el efecto del tratamiento con NAC o 

vitamina C en dichos parámetros sería necesario analizar una mayor población de 

pacientes.  
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6.-CONCLUSIONES 

1) El tratamiento con NAC de pacientes quirúrgicos sépticos con riesgo de mortalidad 

superior al 30% durante el postoperatorio produce una disminución de los niveles 

plasmáticos de IL-2 y TNF-α y, en menor medida, de los niveles plasmáticos de de IL-

4, IL-6, IL-10, mientras que la administración de vitamina C ejerce un efecto menos 

acusado y únicamente se aprecia en los niveles de IL-6 e IL-10. 

 

2) El tratamiento con vitamina C de estos pacientes quirúrgicos durante el 

postoperatorio produce un efecto proapoptótico en linfocitos de sangre periférica 

determinado por unos niveles más elevados de fosfatidilserina en su superficie y 

mayores niveles de expresión del receptor Fas, mientras que la administración de NAC 

no ha producido un efecto apreciable en estos parámetros. 

 

3) El tratamiento con vitamina C en estos pacientes quirúrgicos durante el 

postoperatorio produce un efecto antiapoptótico en PMNs de sangre periférica 

determinado por unos menores niveles de expresión del receptor Fas y por unos 

menores niveles intracelulares de las proteínas caspasa-3 y PARP, así como unos 

niveles más elevados de Bcl-2. La  administración de NAC disminuye los niveles de 

expresión del receptor Fas y los niveles intracelulares de la proteína caspasa-3, aunque 

el efecto es menos acusado que el producido por la vitamina C.   
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8.1.-Anexo 1 

DOCUMENTO INFORMATIVO DE PARTICIPACION EN 

ENSAYO CLINICO 

 Redactado según el Real Decreto 561/1993 de 16 de abril, BOE de 13 de mayo de 

1993, y teniendo en consideración los requerimientos establecidos en la Ley Orgánica 

de Protección de Datos de Carácter Personal (LOPD 15/1999 de 13 de diciembre, BOE 

de 14 de diciembre de 1999). 

PROYECTO DE INVESTIGACION: Prevención del Síndrome de Disfunción Orgánica 

Múltiple mediante la modulación de la respuesta inflamatoria sistémica a través de la 

administración de N-acetilcisteína o Vitamina C en pacientes quirúrgicos de alto riesgo. 

       El objetivo de este estudio es profundizar en el conocimiento y prevención, 

mediante el empleo de compuestos antioxidantes de los fenómenos de apoptosis (muerte 

celular programada) y fracaso multiorgánico (mal funcionamiento de varios organos a la 

vez) susceptibles de producirse en pacientes operados de alto riesgo. Así como estudiar 

las repercusiones que los procesos sépticos tienen sobre el organismo (procesos que dan 

lugar a una respuesta inflamatoria en todo el organismo, pudiendo ocasionar la muerte), 

con objeto de valorar las posibilidades de controlarlos. 

Metodología: 

       El estudio se realizará en muestras de sangre, procediéndose a determinar los 

parámetros bioquímicos habituales,  mediadores inflamatorios y enzimas pro- y 

antiapotósicas implicadas en este tipo de procesos. 

 La participación en el estudio, como paciente, consiste en que se me puede administrar 

además del tratamiento estándar una de las sustancias del estudio: N-acetilcisteína o 

Vitamina C a las dosis de 75 mg/Kg/día y 450 mg/día, respectivamente. Así mismo, se 
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me extraerá un volumen de sangre ( 25 ml) en los días 0, 1º, 2º, 3º, 4º, 6º y 8º después de 

la intervención quirúrgica, para proceder a determinar distintos parámetros bioquímicos. 

Las muestras de sangre sólo y exclusivamente se utilizarán para el estudio de este 

proyecto. 

 Los resultados obtenidos en el estudio no podrán ser utilizados más que con el fin de 

profundizar en el conocimiento del objetivo de trabajo. 

Beneficios esperados y Riesgos Potenciales: 

  Hasta el momento y por la literatura científica disponible, la administración de N-

acetilcisteína en pacientes quirúrgicos de alto riesgo se ha manifestado como 

beneficiosa reduciendo el riesgo de isquemia que se presenta en estos casos. Así mismo, 

ensayos experimentales con ácido ascórbico (Vitamina C) han mostrado su eficacia en 

la reducción del fenómeno de apoptosis. 

  Riesgos potenciales no se han descrito utilizando este tipo de sustancias. La utilización 

de N-acetilcisteína o ácido ascórbico pueden ser ampliamente beneficiosas al tratarse de 

moléculas bien conocidas y de bajo coste económico. 

Voluntariedad en la Participación:      

     La negativa a participar en este estudio NO tiene ninguna repercusión en la atención 

médica que se necesita. 

     La participación en este estudio es absolutamente VOLUNTARIA y, en cualquier 

momento del estudio, puede interrumpirse a voluntad del participante. 

Confidencialidad: 

     La información de este estudio es CONFIDENCIAL y solamente será utilizada a 

efectos de publicaciones científicas. 
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CONSENTIMIENTO POR ESCRITO 

Título del ensayo: Prevención del Síndrome de Disfunción Orgánica Múltiple mediante 

la modulación de la respuesta inflamatoria sistémica a través de la administración de N-

acetilcisteína o Vitamina C en pacientes quirúrgicos de alto riesgo. 

Yo ....................................................................................................................................... 

He leído la hoja de información que se me ha entregado. 

He podido hacer preguntas sobre el estudio. 

He recibido suficiente información sobre el estudio. 

He hablado con el Dr…………………………………………………..  

Comprendo que mi participación es voluntaria. 

Comprendo que puedo retirarme del estudio: 

1. Cuando quiera  

2. Sin tener que dar explicaciones  

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos  

Presto libremente mi conformidad para participar en el ensayo 

Fecha  

 

Firma del participante 

 

 

SERVICIO CIRUGÍA GENERAL 
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8.2.-Anexo 2 

ESCALA POSSUM 

PARÁMETROS FISIOLÓGICOS:  

Edad: hay cuatro niveles que puntúan de 1 a 4 en orden creciente de edad, teniendo la 

puntuación máxima los mayores de 71 años.  

Glasgow: tiene en cuenta la capacidad verbal (si el paciente conversa o no, si se expresa 

de forma comprensible o si está ausente), función motora (si obedece, tiene dolor 

localizado, si flexiona, si tiene rigidez o capacidad de extensión o si esta ausente) y si 

abre los ojos (de forma espontánea, al hablarle, con el dolor o está ausente). De este 

modo, se obtiene una puntuación de 3 a 15, de forma que cuanto menor sea, mayor es la 

gravedad del enfermo y por tanto mayor puntuación recibe en el POSSUM. 

Función respiratoria: teniendo en cuenta la presencia o  ausencia de disnea, y en su 

caso el grado de ésta hasta la situación más grave de disnea en reposo o fibrosis). 

Urea: en función de los moles/L (entre menos de 7,5 a más de 15,1) se obtiene una 

puntuación de 1 a 8. 

Pulso cardiaco (puntuando más alto tanto la bradicardia como la taquicardia), signos 

cardiacos (necesidad de diuréticos o antihipertensivos, edema,  presencia y grado de 

cardiomegalia y presión yugular aumentada) y alteraciones del electrocardiograma, 

puntuando los tres de 1 a 8. 

Hemoglobina: expresada en g/dL, puntúa de 1 a 8, pudiendo recibir puntuaciones 

máximas tanto los valores  altos como los bajos. 

Leucocitos: expresados en leucocitos /mm3, puntúan de 1 a 4, recibiendo puntuaciones 

altas tanto los valores anormalmente elevados como los bajos. 

Potasio y sodio: que puntúan de 1 a 8 según los mEql/L detectados, que en el caso del 

potasio pueden puntuar de forma máxima tanto los valores anormalmente altos como 

los anormalmente bajos. 

Presión sistólica: expresada en mmHg,  puntúa de 1 a 8, obteniendo puntuaciones altas 

tanto los valores anormalmente bajos como los anormalmente altos.  
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PARÁMETROS QUIRÚRGICOS:  

Severidad de la intervención: puntúan de 1 a 8, en función de que la patología que 

indica la intervención quirúrgica se considere cirugía menor, moderada o mayor.  

Intervenciones múltiples: puntúan de 1 a 8 en función de que se trate de 1, 2 o más de 

2 intervenciones. 

Perdida de sangre: puntuando de 1 a 8, en función de los ml de sangre que se pierden 

durante la intervención quirúrgica. 

Secreción peritoneal: puntúa de 1 a 8 en función de si se produce o no, y en su caso, la 

cantidad y el tipo de secreción. 

Presencia de cáncer: puntúa de 1 a 8 en función de si hay o no cáncer, y en su caso si 

se trata de un cáncer primario o si presentan metástasis nodulares o distales.  

Tipo de cirugía: puntúa de 1 a 8 en función de que se trate de cirugía electiva o de 

urgencia y según su tiempo de evolución. 
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8.3.-Anexo 3 

ESCALA DE CALIFICACIÓN DEL SÍNDROME DE 

DISFUNCIÓN ORGÁNICA MÚLTIPLE BRUSELAS. 

 

 

 


