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INTRODUCCION

Los seres humanos y la mayoria de los organismos
eucarioticos necesitan el oxigeno para mantener una produccion de
energia suficiente para sobrevivir. Sin embargo, el oxigeno es
potencialmente peligroso, principalmente debido a la formacién de
especies reactivas intermedias durante su utilizacion. Esto es lo que

se denomina la paradoja aerobia.

En la proteccién de las células contra la oxidaciéon actuan
diferentes niveles de defensa antioxidantes en los que participan

enzimas, moléculas secuestrantes de electrones y nutrientes.

En el organismo existe un equilibrio entre las especies
reactivas de oxigeno y los sistemas de defensa antioxidante.
Cuando dicho equilibrio se descompensa a favor de las especies
reactivas de oxigeno se produce el denominado estrés oxidativo
(EO).

El estrés oxidativo puede originarse por dos situaciones:

o Disminucion de antioxidantes debido a la malnutricion (por
ejemplo, por ingesta dietética insuficiente de alfa-tocoferol, acido
ascorbico o aminoacidos azufrados necesarios para la generacion

de glutation).

o Produccion excesiva de especies reactivas de oxigeno por
ejemplo, exposicibn a altas concentraciones de oxigeno o a
radiaciones, elevada concentracion de contaminantes o excesiva
activacion de los sistemas naturales productores de radicales (en
enfermedades crénicas inflamatorias como artritis reumatoide o
situaciones agudas en las que se desencadena una respuesta

inflamatoria sistémica como en la enfermedad grave).



Antecedentes bibliograficos

Las células pueden tolerar estados de EO leve; sin embargo,
situaciones severas de estrés oxidativo pueden afectar al
metabolismo celular: a través de la rotura de moléculas de ADN, del
aumento de la concentracidn de calcio intracelular, del dafo a

proteinas y/o de peroxidacion de lipidos.

Durante la enfermedad grave muchos factores pueden
combinarse para incrementar drasticamente la produccion de
radicales libres y su consecuente dafio a los tejidos: la elevacion de
la concentracibn de oxigeno por compromiso respiratorio, el
tratamiento con 6xido nitrico, el dafio por isquemia/reperfusion y sus
consecuencias, el empeoramiento de la funcion renal que lleva a la
disminuciéon de depuraciéon de sustancias que pueden ser pro-
oxidantes, el desequilibrio de fluidos y electrolitos, etc. Ademas de la
pérdida masiva de antioxidantes agravada por la nutricion

insuficiente.

Hay una clara evidencia de que una normalizacién de la
capacidad antioxidante del organismo es una estrategia terapéutica
en el tratamiento del paciente critico. El aporte adecuado de
nutrientes antioxidantes en estos pacientes sigue siendo un desafio,
quedando aun por determinar cuales son las necesidades reales y

las dosis efectivas de los mismos.
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1. ESTRES OXIDATIVO

1. 1.Especies reactivas

Los radicales libres son especies quimicas que poseen un electron
desapareado en su ultima capa, lo que les permite reaccionar con un
elevado numero de moléculas de todo tipo, primero oxidandolas y
después atacando sus estructuras. Dentro de este concepto
genérico, las formas parcialmente reducidas del oxigeno se
denominan Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), ya que
generalmente son mas reactivas que la molécula de oxigeno en su
estado fundamental. Es un término global que incluye tanto especies
radicales como especies no radicales de oxigeno molecular y
peréxido de hidrogeno (H20;) (1, 2,3).

La produccidn de la energia necesaria para los diferentes procesos
celulares requiere oxigeno, el cual es finalmente reducido a agua
tras aceptar cuatro electrones por accion del complejo citocromo-
oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial. Normalmente, el 2%
del oxigeno es reducido en forma incompleta al aceptar un menor
numero de electrones, originando compuestos intermedios
inestables, denominadas especies reactivas de oxigeno (4, 5).

(Figura 1).

La incorporacién de un electron a la molécula de oxigeno, la activa
y origina el radical anion superdxido (O';), que solo presenta un
electron desapareado. Se forma en cualquier sistema capaz de
generar electrones libres en donde se encuentre la molécula de
oxigeno. Es producido por macréfagos, neutréfilos, leucocitos,
fibroblastos y células del endotelio vascular (3, 6, 7). Se trata de un
radical poco reactivo, aunque es capaz de oxidar grupos tioles y
acido ascérbico y ha sido implicado en procesos que se acompanan
de amplias lesiones como la lesién por reperfusion tras un periodo

de isquemia (3).
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Su acido conjugado, el radical hidroperéxido (HO™2), es mucho

mas reactivo frente a moléculas de importancia bioldgica, siendo

capaz de iniciar la peroxidacion lipidica (2-5). Sin embargo, es casi

inexistente a pH fisiolégico.Su importancia

radica en la formacioén de

una especie aun mucho mas reactiva, el perdoxido de hidrégeno

(H202), a través de una reacciéon no catalizada o de una reaccién de

dismutacion catalizada por la enzima superéxido dismutasa (SOD).

Esta molécula es un moderado agente oxidante frente a la mayoria

de compuestos organicos (6).

Figura 1. Metabolismo del oxigeno molecular hasta el agua

Molécula de Oxiaeno en estado fundamental o))
.
Radical superoéxido o)
2H* H e
Perdxido de hidrégeno H202
Fe (I) 2 e
Fe (Ill)
Radical e ion hidroxilo ‘OH + OH -
2H* e
Agua 2H,0

Fuente: Adaptacion de John Dryden (2000)

El O, se metaboliza al final de la cadena de transporte

de electrones mitocondrial, donde

los electrones y protones que han completado el proceso de transporte se acumulan. Para

una reduccion completa del oxigeno molecular hasta
electrones (e-) y 4 protones (H"). En la primera reaccion
se produce el radical superoxido (O »,). La adicion de

el agua es necesario afadir 4
se afiade un electron al oxigeno y
un electron al superoxido crea el

peréxido de hidrégeno (H:20,), el cual se disocia y forma un radical hidroxilo y un ion

hidroxilo (*OH + OH -), mediante una reaccion catalizada

(Fe (11)).

por el hierro en su forma reducida
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En presencia de metales de transicion en estado reducido como
Fe (1), Cu (I), Co (ll) y Ni (Il), la especie (H20,) es transformada en
otra mucho mas reactiva, el radical hidroxilo (HO'), a través de la
reaccion de Haber-Weiss o Fenton. El radical anion hidroxilo (HO")
es uno de los agentes oxidantes conocidos mas potentes y puede

oxidar casi cualquier molécula biolégica (8, 9, 10).

Ademas de por la generacion de ERO, el dafio oxidativo puede
agravarse o inhibirse por las especies reactivas de nitrégeno (ERN)
(11), incluyendo el 6xido nitrico (ON’), peroxinitrito (ONOQO’), entre
otros, los cuales pueden inducir un dafio per se o combinarse con

las ERO para aumentar o atenuar el dano oxidativo.

El peroxinitrito (ONOO') es un potente oxidante, mas citotoxico
que el oxido nitrico (ON’), que estimula diferentes procesos
proinflamatorios, incluyendo la expresion intracelular de moléculas

de adhesion, interleucinas (IL 8) y el factor nuclear-Kb (NF-Kb) (12).

En los neutrdfilos, el metabolismo del oxigeno posee una via
adicional, que emplea una enzima mieloperoxidasa para clorar el
peréxido de hidrégeno (H.O,) dando acido hipocloroso HOCL.
Cuando se activan los neutrdfilos, la conversion del oxigeno en
superoxido aumenta veinte veces. En situaciones de
hipermetabolismo, cerca del 40% del perdxido de hidrégeno (H205)
se desvia hacia la produccion de hipoclorito y el 60% restante forma
radicales hidroxilo (HO"). El hipoclorito es un potente germicida y
requiere solo milisegundos para producir un dafio letal a las
bacterias (13,14).

El estrés oxidativo (EO) es la consecuencia de un desequilibrio
entre la produccidon de especies oxidantes, que son principal pero no
exclusivamente especies derivadas del oxigeno y pueden ser
radicales libres o no radicales y su neutralizacion por los

antioxidantes (15).
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1.2. Fuentes productoras de especies reactivas de oxigeno

Se han descrito numerosos sistemas bioldgicos capaces de
generar radicales libres in vivo: enzimas como la NADPH oxidasa y
proteinas como xantina oxidasas, pequefias moléculas como tioles o
flavoproteinas y organelas celulares como mitocondrias, cloroplastos

y membrana plasmatica (5, 7).

Ademas de los sistemas intracelulares, existen fuentes
exdgenas productoras de especies reactivas de oxigeno, tales como
la exposicion a radiacion electrénica y rayos X (16), exposicion a la
contaminacion ambiental, humo de tabaco e hidrocarburos

halogenados (17).
1.3. Dafio oxidativo celular

El metabolismo aerobio implica la produccion de especies
reactivas de oxigeno incluso en condiciones basales. Estas atacan
todo tipo de moléculas bioldgicas, incluyendo sustratos lipidicos,
carbohidratos, proteinas y ADN, induciendo su oxidacion. Como
consecuencia se originan nuevos radicales libres capaces de
reaccionar con otras moléculas (17). Por tanto, en las células y
organismos hay un continuo requerimiento de antioxidantes para la

inactivaciéon de estas especies.

El EO esta asociado con procesos degenerativos como
mutagénesis, carcinogénesis, alteraciones en membranas,
peroxidacion lipidica, oxidacion y fragmentacion proteica, asi como

alteracidnes en carbohidratos (7, 18, 19).

Se han desarrollado numerosos métodos para monitorizar el EO
in vivo. En la actualidad es posible la cuantificacion directa de ERO
mediante resonancia o su determinacion indirecta, a través de la
deteccién de “biomarcadores” de EO: subproductos del ataque

oxidativo en los lipidos (sustancias que reaccionan con el acido
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tiobarbiturico, 4-hidroxinonenal, peroxidos lipidicos, LDL oxidada,
isoprostanos F;), medida del dafio en ADN (8-hidroxi-2 -
deoxiguanosina y su base libre 8-hidroxiguanina) o en proteinas
(grupos hidroxilo o carbonilo), o por la determinacion de
antioxidantes enddgenos y la capacidad antioxidante, por ejemplo el

“total radical trapping antioxidant parameter” (TRAP) (20).

El término “biomarcadores” ha sido adaptado de la
epidemiologia molecular para describir los cambios moleculares
derivados del ataque por especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

a las moléculas biologicas.
1.3.1. Mecanismos de peroxidacién lipidica

Una de las biomoléculas mas sensibles al ataque de las
ERO son los acidos grasos poliinsaturados (AGPI), cuya lesion
oxidativa se denomina peroxidacion lipidica (Figura 2) y que
resulta especialmente relevante cuando se afectan los lipidos
constitutivos de las membranas biologicas, ya que se ven
alteradas propiedades como la fluidez, el potencial y la
permeabilidad i6nica de la membrana (21), conduciendo

finalmente a una pérdida de la integridad de la misma (22, 23).

Ademas, también se pueden alterar proteinas funcionales
tales como transportadores y enzimas (24,25), provocando
roturas que liberan el contenido de las células y organelas,
como las enzimas hidroliticas lisosomales (26, 27). Los
peroxidos lipidicos (LOOH) y/o sus derivados carbonilicos
citotoxicos pueden bloquear la accidén de los macréfagos, inhibir
la sintesis de proteinas, destruir bacterias, inactivar enzimas,
agregar proteinas, generar trombinas y actuar como agentes

quimiotacticos para los fagocitos (28- 30).
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Por otra parte, esta ampliamente descrito que los
productos finales de la peroxidacion lipidica, tales como
malondialdehido (MDA), 4-hidroxi-nonenal (HNE) y perdéxidos
lipidicos producen lesiones en las proteinas, al interaccionar
con restos de lisina, cisteina e histidina (31-34). Estas
interacciones producen alteraciones graves en las proteinas,
hecho que ha sido corroborado tanto en experimentos in vivo
(35, 36) como in vitro (37-39).

Figura 2. Secuencia de la reaccién para la peroxidacién de los
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) en lasmembranas

celulares.

Inicio R

R
HO-
|
o % "

CHs 0 CH; R
o |
HCOOH
R
| |
HCOO- CHs
|
CH;s

7

>

Fuente: Adaptacion de Jon Dryen (2000)

La secuencia de la reaccién se inicia por la acciéon de un oxidante enérgico, como el radical
hidroxilo (HO"), que extrae un atomo entero de hidrégeno (electrén y protén) de uno de los
atomos de carbono de un acido graso poliinsaturado (AGPI). Ello crea un radical con centro
carbono (C¢), que luego se transforma en un radical peroxi con centro de oxigeno (COQse), el
cual a su vez puede extraer un atomo de hidrégeno de una &cido graso adyacente e iniciar asi
una reaccion en cadena autoalimentado, que prosigue hasta que se agote el sustrato, es decir,

se agote el &cido graso o algo interfiera en la reaccion de propagacion.



Antecedentes bibliograficos

La deteccidn y medida de la peroxidacion lipidica ha sido
muy utilizada en el estudio de la influencia del estrés oxidativo

en distintas patologias (40).

Para determinar el grado de oxidacion lipidica de un tejido
se puede cuantificar el contenido en sustancias reactivas con
acido tiobarbiturico (TBARS) (41). Sin embargo, la medida de
TBARS puede resultar bastante imprecisa como indicador de la
peroxidacién de lipidos, ya que el MDA que forma aductos con
el acido tiobarbiturico, no solo se deriva de reacciones de este

tipo (42), lo cual produce una sobreestimacion de la medida.

En los ultimos siete afios, se ha descrito un método exacto
para la determinacion directa del contenido en lipoperéxidos,
mediante la reaccién de los mismos con un exceso de ion
ferroso (Fe **) a pH acido en presencia del colorante “xilenol
orange” (XO) (43). La cantidad de ion férrico (Fe **) generado
se puede medir en funcion de la cantidad de complejo Fe-XO
formado. Este método se conoce como FOX y esta
ampliamente reconocido para determinar la peroxidacion
lipidica (43, 44).

Mas recientemente se esta empezando a utilizar los
isoprostanos F, isomeros de las prostaglandinas que se
producen como productos finales de la peroxidacion del acido
araquidonico mediado por ERO, siendo el mas utilizado el 8-
epiPGF2a (45).

Otro posible indice de peroxidacion lipidica es la
determinacion de gases volatiles, particularmente etano y
pentano exhalados en el aliento, productos de la peroxidacién
de los acidos grasos poliinsaturados w-3 y w-6 respectivamente
(45).
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1.3.2. Mecanismos de oxidacidon proteica

La modificacién oxidativa de proteinas esta asociada a

ciertos procesos fisioldgicos y patologicos.

Aminoacidos, péptidos y proteinas son susceptibles de ser
sustrato de radicales libres o especies reactivas oxidantes.
Como se explico anteriormente, las ERO pueden oxidar
directamente las proteinas o bien originar derivados oxidados
de tipo lipidico o glucidico que reaccionan con los grupos

funcionales de las proteinas (46-49).

Una primera etapa implica la oxidacién de los residuos
aminoacidos de la proteina por la accion de un sistema
oxidante. Modificacion que conlleva una desaminacion o
decarboxilaciéon del aminoacido proteico, ademas de generar
fendmenos de pérdida de actividad de la proteina por una
progresiva  desnaturalizacion, un incremento de |la

hidrofobicidad y/o una agregacion de proteinas (50).

Entre las modificaciones oxidativas que pueden sufrir los
diferentes aminoacidos en las proteinas figuran la formacion de
bitirosina (51, 52) y compuestos carbonilo (53), que son uno de
los productos finales de oxidacibn de proteina mas
ampliamente estudiados. Lisina, arginina, prolina e histidina son
los aminoacidos con mayor tendencia a la modificaciéon

oxidativa por formacion de compuestos carbonilo (53).

El contenido en carbonilos de las proteinas puede ser
usado como medida del dafo producido en las mismas por
procesos de oxidacién (54, 55). Hasta la fecha, se han
desarrollado diversos procedimientos muy sensibles para la
deteccion y cuantificacion de grupos carbonilos (56, 57), siendo

el mas utilizado el método en el que se emplea el reactivo 2,4-
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dinitrofenilhidrazina (DNPH) que se conjuga con los carbonilos
dando lugar a un compuesto que se mide

espectrofotométricamente.
1.3.3. Otros mecanismos de oxidacion: molécula de ADN

Las especies reactivas de oxigeno pueden atacar la
molécula de ADN, promoviendo el desarrollo de procesos
cancerigenos a través de diversos mecanismos: efecto en la
proliferacion celular (58), dafio en enzimas de sistemas
reparadores (59) y union de productos de peroxidacion lipidica
a moléculas de ADN, determinando cambios mutagénicos (60).
Ademas, la lesion oxidativa del ADN puede inducir mutagénesis

espontaneas (61, 62).

Se ha demostrado que la formacion de 8-hidroxi-2°-
deoxiguanosina (8-OHdG) y su base libre (8-hidroxiguanina)
son indicadores de la lesion oxidativa y la determinacion en

orina puede ser un marcador util de la lesiéon del ADN (63).

1.4. Sistemas de defensa frente a las especies reactivas de

oxigeno

Los organismos aerobios poseen mecanismos para neutralizar
los radicales libres, los cuales se estan produciendo continuamente
en el metabolismo, en pequenas cantidades. Ademas las células
disponen de sistemas enzimaticos complejos y secuestradores

quimicos que previenen el dafo oxidativo (64).

El exceso de ERO se inactiva por moléculas antioxidantes (AOX)
endogenas y exdgenas que tienen la capacidad, siempre a bajas
concentraciones, de retrasar o inhibir la oxidacion de un substrato
(64).
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1.4.1. Mecanismos de neutralizaciéon de las ERO

Las estructuras criticas en la célula son protegidas por la
capacidad de varios tipos de AOX y también por otros
mecanismos como los de reparacién o eliminacion del dafio por

enzimas especificas.

Las enzimas constituyen la primera linea de defensa
celular frente al dafo oxidativo. En general, funcionan
eliminando O’; y H,O, antes de que interactuen para formar el
radical OH’. Pero existe una segunda linea de defensa
compuesta por secuestradores no enzimaticos, que actuan
sobre los radicales libres residuales que escapan a las enzimas

antioxidantes (65).

Los antioxidantes se pueden agrupar segun su naturaleza

quimica y su modo de accion en:

A) Enzimas AOX, que actuan sobre ERO especificas

degradandolas a moléculas menos nocivas (Figura 3).

Los mecanismos de inactivacion de las ERO incluyen
etapas sucesivas. El proceso se inicia con la dismutacién del
superoxido (O'2) a perdxido de hidrégeno (H.0,), bajo la
influencia de la Super6xido Dismutasa (SOD). La SOD es una
enzima distribuida en todo el organismo. Hay dos tipos
intracelulares de SOD: la que esta presente en la mitocondria,
que contiene manganeso en su centro activo (Mn-SOD) y la del
citosol, que tiene iones de cobre y zinc (Cu-Zn-SOD). También

existe la SOD extracelular (66).
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Figura 3. Descripcidén esquematica del mecanismo de
produccidn y neutralizacion de
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La secuencia de la reaccion reproduce el metabolismo del oxigeno. Los
cofactores para la superoxido-dismutasa son el manganeso (Mn), el cobre
(Cu) y el zinc (Zn), pero nunca estan presentes como una triada en la misma
enzima. El cofactor para la glutation-peroxidasa es el selenio (Se). GSH,
glutation reducido; GSSG, glutation oxidado como dipéptido.

Posteriormente, Catalasa y Glutation Peroxidasa (GPx)
actuan convirtiendo el peréxido de hidrégeno (H2O,) en agua
(66).

La Catalasa es una enzima intracelular que se localiza en
el interior de los globulos rojos. El equilibrio entre la actividad
de la Catalasa respecto de SOD es fundamental para mantener
el balance REDOX (64)

La GPx es un complejo enzimatico. Existen cuatro formas
diferentes de esta enzima y todas ellas tienen selenio en su
centro activo. La GPx celular elimina el (H,O,) formado por las
SOD, transformando el glutation reducido (GSH) en glutatiéon

disulfuro oxidado (GSSG). La GPx gastrointestinal es una



Antecedentes bibliograficos

enzima intracelular que actua de manera similar que la anterior
y podria metabolizar los hidroperoxidos absorbidos de la dieta.
La GPx plasmatica o extracelular reduce hidroperéxidos
esterificados en los fosfolipidos e hidroperéxidos libres. Por
ultimo, la fosfolipido-hidroperoxido-glutation peroxidasa se
encuentra en el citosol y en las membranas celulares, siendo la
unica forma intracelular que puede reducir los hidroperoxidos

de los acidos grasos esterificados de los fosfolipidos (66)

La glutatién reductasa regenera el GSH a partir de GSSG,

transfiriendo los equivalentes reductores del NADPH.

B) AOX preventivos, que secuestran a los iniciadores del
proceso oxidativo tales como los metales de transicion hierro
(Fe) y cobre (Cu), los cuales contienen un electréon

desapareado y aceleran fuertemente la formacién de ERO.
Dentro de este grupo se encuentran:

e Transferrina y lactoferrina: son glucoproteinas que ligan
el Fe y lo transportan en la circulacion sanguinea. La ferritina
almacena este metal intracelularmente (67,68, 69).

e Ceruloplasmina: que secuestra iones de Cu para
impedir la formacion de radicales libres a partir de perdxidos,
siendo también capaz de oxidar el ion ferroso (Fe*") a férrico
(Fe*"). En el plasma, el cobre no unido a la ceruloplasmina esta
ligado principalmente a la albumina, aunque parece ser que
ésta no previene su interaccion con H,O, para formar el radical
hidroxilo (68, 70).

C) AOX secuestradores de ERO, que inhiben la cadena
de iniciacion de reacciones de radicales libres o rompen la

cadena de propagacion de la misma.
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Dentro de cada célula o compartimento biolégico existen
fases hidrofébicas como membranas estructurales o
lipoproteinas y fases acuosas como citosoles o la fase acuosa

del plasma (68).

Los AOX intracelulares suelen ser compuestos
liposoblubles como los «-Tocoferoles, p-Carotenos vy
Ubiquinona o coenzima Q. Mientras que los AOX extracelulares
son generalmente sistemas proteicos y compuestos

hidrosolubles, como acido ascorbico, acido urico y bilirrubina.

El &cido Urico, si bien es como un producto de desecho del
metabolismo de las purinas, puede secuestrar directamente
especies radicales como peroxilos y alcoxilos. Ademas, puede
actuar en la fase de prevencion de la oxidacion, por un lado
atrapando ERO y por otro uniéndose a iones de Cu y Fe (71,
72).

La bilirrubina, aunque inicialmente considerado como
producto téxico del metabolismo de los grupos hemo, puede
inhibir la peroxidacion lipidica in vitro, tanto en soluciones

homogéneas como emulsiones (72, 73)
1.4.2. Antioxidantes nutricionales

En la proteccion de las células contra la oxidacion, todos
los niveles de defensa antioxidantes deben actuar en conjunto
para formar un sistema integrado. La dieta es la mayor fuente
de nutrientes que contienen propiedades antioxidantes o son

elementos para la sintesis de enzimas antioxidantes.

Diversos Metales (Cu, Zn, Se, Mn, Fe) participan como
componentes o cofactores de numerosas enzimas AOX vy
ciertas vitaminas (acido ascoérbico, a-tocoferol y B-caroteno,

acido fdélico) actuan como secuestradores de las ERO.
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Vitamina E

Es la vitamina antioxidante liposoluble mas ampliamente
distribuida en la naturaleza. El término vitamina E comprende 8
compuestos diferentes estrechamente relacionados,
basicamente tocoferoles y tocotrienoles, de los cuales el mas
abundante es el a- tocoferol. La vitamina E sintética es una
mezcla equimolar de los 8 esteroisdmeros del «- tocoferol,

llamada all-rac-a- tocoferol.

Los tocoferoles se encuentran principalmente en las
membranas de la mayoria de las células, protegiéndolas de la
lipoperoxidacién mediante la donacion de un atomo de
hidrogeno al radical peroxilo, formando un lipido hidroperéxido
y convirtiéendose en a- tocoferil, escasamente reactivo, que
puede ser reducido de nuevo a tocoferol por accion del acido
ascorbico o del glutation, regenerandolo o que puede

reaccionar de nuevo con un radical peroxilo (Figura 4) (74, 75).

Figura 4. Accién antioxidante de la vitamina E
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Carotenoides

Casi todos los componentes de esta familia de polienos
poseen actividad antioxidante. Su naturaleza lipofilica y su
localizacion en el compartimiento hidrofébico de las membranas
bioldgicas y lipoproteinas hacen que sea un compuesto efectivo
en la reduccion de la peroxidaciéon lipidica, actuando como
inhibidor de las reacciones de oxidacion en cadena Dicha
reaccion se produce mas facilmente a bajas concentraciones
de oxigeno y complementa la accion de la vitamina E, que
funciona mas eficazmente con concentraciones altas de
oxigeno. El efecto antioxidante de la vitamina A se potencia en
presencia de vitamina E, siendo maximo en una proporcion
1:10 (retinol: tocoferol), que es precisamente la relacion
aproximada que guardan ambos compuestos en la mayoria de

las membranas biologicas. (76, 77, 78).
Vitamina C

La vitamina C o acido ascoérbico es una molécula
hidrosoluble que se encuentra intra y extracelularmente en la
mayor parte de los sistemas bioldgicos. El organismo humano
no puede sintetizarla, por lo que la dieta debe contener una
cantidad adecuada para mantener los niveles corporales. Su
funcién AOX deriva de su capacidad de donar electrones (79).
Actua eficientemente atrapando los radicales libres en la fase
acuosa, disminuye los niveles de H;O, de O, y del ion
hipoclorito y protege frente a la peroxidacion aumentando la
actividad del a-tocoferol (80, 81). Otra funciéon importante del

acido ascorbico es mantener estables los niveles de GPx (82).
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Acido félico

La molécula de acido folico esta compuesta por tres
unidades caracteristicas: una pteridina con una sustitucién en
su estructura, una molécula de acido p-aminobenzoico y uno o
mas residuos de acido L-glutamico unidos por enlaces
peptidicos. Los humanos no somos capaces de sintetizar esta
molécula de novo, siendo por tanto su unica fuente la ingesta a
través de la dieta. Se encuentra en forma reducida como
tetrahidrofolato (THF) en el organismo humano y en los

alimentos (83).

Actua como cofactor en diversos procesos fisioldégicos
gracias a su capacidad de transferir restos monocarbonados,
por lo que puede intervenir en dos grupos de reacciones: las de
biosintesis de nucleoétidos y las de metilacion, que emplean S-
adenosilmetionina y que requieren, por tanto, un suministro
constante de metionina. El acido folico es esencial para este
aporte, ya que interviene junto al piridoxal fosfato (vitamina Bg)

en la transformacion de homocisteina a metionina (84).

Ademas la capacidad antioxidante per se del acido folico,
ampliamente descrita en multitud de trabajos, es debida a su
capacidad para oxidarse cediendo protones, actuando por tanto

como agente reductor (85).
Selenio (Se)

Es un nutriente esencial para los humanos. Se presenta

en dos formas diferentes: selenometionina y selenocisteina.

La funcion del Se como antioxidante no sélo se debe a su
papel como cofactor de la GPx y otras selenoproteinas, sino
también a su interaccidon con determinados nutrientes, como la

vitamina E.
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El selenio tiene un papel directo en el reciclaje del
tocoferol por el glutation, en una reaccién catalizada por una

selenoenzima (66).
Cinc (Zn)

El Zn participa en varias funciones del sistema de defensa
antioxidante. Su intervencién en la prevencién de la
peroxidacion lipidica podria ser a través de la enzima Cu-Zn-
SOD, donde el metal tiene un papel estructural. Ademas el Zn
estabiliza las membranas, por lo que su deficiencia puede
ocasionarle dafos oxidativos. Los iones de Zn pueden unirse a
los grupos sulfihidrilo de las proteinas, protegiéndose contra la

oxidacion (86).
Cobre (Cu)

El Cu participa en la defensa antioxidante a través de su
intervencion en la actividad de cuatro enzimas: la Cu-Zn-SOD
intracelular, en la que el Cu tiene un papel catalitico; la SOD
extracelular; la metalotionina que une Cu y puede tener
actividad como secuestrante de ERO; y la ceruloplasmina, que
puede eliminar diferentes ERO protegiendo a los acidos grasos

poliinsaturados de las membranas del dafio oxidativo.

La deficiencia de Cu se ha asociado con una reduccion de
la actividad de la Cu-Zn-SOD vy de la ceruloplasmina, y también
a un incremento del dafio oxidativo en los lipidos y en los
niveles de LDL, por lo que podria incrementar el riesgo de
aterosclerosis y cancer. Sin embargo, un exceso de cobre
también puede ser perjudicial, por el aumento en la produccion

de radicales de oxigeno a través de la reaccion de Fenton (87).
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Otros nutrientes con posible actividad antioxidante

El manganeso (Mn) forma parte de la SOD mitocondrial,
por lo que también es un nutriente fundamental para la

eliminacion de ERO que se producen en la mitocondria (87).

Los aminoacidos azufrados metionina y cisteina también
pueden participar, secundariamente, en Ila defensa
antioxidante, ya que permiten la sintesis de novo del glutation,
por lo que reducen la necesidad de reciclaje y la reduccién del
glutation oxidado. La actividad de la glutation peroxidasa puede

estar disminuida por una limitacion tisular de cisteina (87).

Asimismo, la glutamina tiene propiedades antioxidantes ya
que es un precursor del glutation y de la taurina (88). Es el
aminoacido mas abundante en el organismo, representando el
50% del total. A pesar de ello, en situaciones de estrés
metabdlico se convierte en aminoacido esencial debido a que el
aumento de sus requerimientos supera la capacidad de su
produccion endégena en el organismo. Esta situacion de
deficiencia de glutamina puede manifestarse como una
alteracion en la estructura y funcion de los tejidos y células

donde su empleo es elevado (89).
1.4.3. Necesidades nutricionales

Es evidente que si la membrana mitocondrial se dafa, las
células pueden perder su capacidad de supervivencia como
ocurre durante el EO. Para evitarlo se necesita una ingesta
suficiente de elementos AOX, sin embargo, “mas” no es
necesariamente “mejor”, ya que las vitaminas y elementos traza
tienen curvas dosis- respuesta con alto riesgo de toxicidad a

niveles excesivos de ingesta (90, 91).
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El balance entre fuerzas oxidantes y reductoras es muy
sutil (92). La capacidad de secuestrar radicales libres esta
asociada con una transformacion del propio antioxidante en un
radical libre. Algunos elementos traza como Cu, Se y Fe
pueden ser potentes prooxidantes, tanto in vivo como in vitro,

como consecuencia de sus propiedades fisioldgicas.

También es el caso de algunas vitaminas como acido
ascorbico, a-tocoferol y pB-caroteno, las cuales pueden ser

prooxidantes bajo determinadas condiciones (93).
Ingestas recomendadas

Los requerimientos nutricionales son un conjunto de
valores de referencia de ingesta de energia y de los diferentes
nutrientes, considerados como Optimos para mantener un buen
estado de salud y prevenir la aparicion de enfermedades tanto

por exceso como por defecto (94).

Las entidades oficiales proponen las denominadas
“Ingestas recomendadas”, cuyos valores se apoyan en datos
experimentales (y ocasionalmente en datos epidemiolégicos)
que analizan los efectos de las deficiencias y excesos de cada
nutriente en la salud de los individuos y se tienen en cuenta
numerosos aspectos como la variabilidad interindividual de los
requerimientos (en funcién de la edad, sexo y situacion
fisiolégica), la biodisponibilidad del nutriente, su grado de
utilizacidn en el organismo, la existencia o no de precursores
del mismo, las interacciones entre los diferentes nutrientes y
con otras sustancias y su transporte y almacenamiento en el

organismo (94).

Las ingestas recomendadas difieren segun los criterios

utilizados para su establecimiento. Destacan, por su
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importancia y amplio uso a nivel internacional, las
recomendaciones de la Food and Nutrition Board (Nacional
Academy of Sciences, Institut of Medicine. United State of
America) denominadas Dietary Reference Intakes (DRIs) (90,
91) (Tabla 1).

El empleo de ingestas recomendadas es una
aproximacion que aporta estimaciones cuantitativas de la
ingesta de nutrientes necesarias para prevenir deficiencias en

individuos sanos (90, 91).

En Espafia disponemos de las Ingestas Recomendadas
de energia y nutrientes para la poblacion espainola de 1994 (IR)
(95), basadas en las establecidas por el Food and Nutrition
Board (Nacional Academy of Sciences, Institut of Medicine.
United State of America) de 1980.

No obstante, las cantidades requeridas de AOX en
condiciones patoldgicas especiales no se conocen ya que varia
considerablemente por la situacion clinica y tanto el uso habitual de
farmacos como el estado nutricional pueden modificar los

requerimientos.



Tabla 1. Ingestas Diarias Recomendadas (DRIs) de Vitaminas y

Minerales antioxidantes
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Edad

(anos)

19-30

31-50

51-70

HOMBRES

>70

19-30

31-50

MUJERES

51-70

>70

Vit A

(w/d)®

900

900

900

900

700

700

700

700

Vit E

(urd)*

15

15

15

15

15

15

15

15

Vit C

(mg/d)

90

90

90

90

75

75

75

75

Folato

(p/d)’

400

400

400

400

400

400

400

400

2,4

24

24

2,4

2,4

24

2,4

Cu

(u/d)*

900

900

900

900

900

900

900

900

Mn

(mg/d)

420

420

420

420

320

320

320

320

Se

(w/d)®

700

700

700

700

700

700

700

700

Zn

(w/d)®

11

11

11

11

Fuente: RDI para tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6, folato, vitamina B12,

acido pantoténico, biotina y colina (1998); RDI para vitamina C, vitamina E, selenio

y carotenos (2000); y RDI para vitamina A, vitamina K, arsénico, boro, cromo,

cobre, yodo, hierro, manganeso, molibdeno, niquel, silicio, vanadio y zinc (2001).

www.nap.edu
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2. IMPLICACIONES DEL ESTRES OXIDATIVO EN SITUACIONES
PATOLOGICAS

El EO se presenta en dos tipos de situaciones (96):

% Agudas (inflamacién aguda, sepsis, shock séptico),
caracterizadas por una activacion intensa de células
sanguineas, especialmente fagocitos. En éste caso el EO es

sistémico y frecuentemente su duracion es limitada.

«» Cronicas, asociadas a una continua activaciéon celular donde

el EO es habitualmente local pero de larga duracion.

El EO, tanto agudo como crénico, afecta a una amplia variedad
de funciones fisiolégicas, por lo que estda implicado en un gran
numero de enfermedades humanas degenerativas como la
aterosclerosis, diabetes, enfermedades inflamatorias (artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal y pancreatitis),
enfermedades neuroldgicas, hipertension arterial, enfermedades
oculares, enfermedad pulmonar y hematolégica. También es un
importante factor fisiolégico durante la inflamacién sistémica aguda

que ocurre después de una lesién (97-100).

Esta implicacion no significa que las ERO desempefien siempre
un papel directo en el desarrollo de la enfermedad. De hecho, las
especies reactivas predisponen al organismo a enfermedades
causadas por otros agentes. En muchos casos, el dano oxidativo es
mas una consecuencia del dafo tisular que produce la enfermedad
que una causa del mismo y puede entonces contribuir a empeorar el

dafo tisular generado (101).
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2.1. El paciente critico y el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS)

Cuando el organismo entra en contacto con cualquier
agente agresor, independientemente de su naturaleza,
experimenta una reaccion en la que participan componentes
neuroendocrinos y humorales y cuya finalidad inmediata es la

de establecer la homeostasis (102).
2.1.1. Fases de la respuesta sistémica a la agresion

La respuesta a la agresion fue dividida por Cuthbertson
en 1942 en una fase inicial llamada “ebb” o hipodinamica,
otra llamada “flow” o hiperdinamica y otra anabdlica o de
reparacion. Actualmente se admite una division mas

adecuada a la realidad (Figura 5):

El proceso de agresion es dinamico y no
obligatoriamente consecutivo. La fase aguda (fase I)
comienza en el instante de contacto del organismo con el
agente agresor y tiene una duracién de 2 6 3 dias. Si la
evolucion es favorable concluye con la fase de reparacion

(fase II) (103).

En algunos casos, ya sea por la intensidad o la duracién
de la noxa o por una respuesta inadecuada del huésped, se
produce un estado de reactivacion (fase III) de las células
inflamatorias, con liberacibn de células inmaduras vy
activacion de monocitos y macrofagos, que liberan
poderosos mediadores proinflamatorios e inducen un estado

de inflamacidn sistémica generalizada (103).

Este proceso se define clinicamente como Sindrome de

Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS). Si el curso de la
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enfermedad sigue siendo adverso, se entrara en la fase de
disfuncion/fallo multiorganico o fase IV, que frecuentemente

conduce a la muerte.

Figura 5. Fases de la respuesta sistémica a la agresioén

AGENTE AGRESOR 4
RESPUESTA LOCAL Fase |
ﬂ Aguda
RESPUESTA PARACRINA/AUTOCRINA !
] A
N Fase I

ALTERACION EN LA HOMEOSTASIS Recuperacion

N
SRIS Fase 11

ﬂ Reactivacién
Fase IV

DMO / FMO Muerte

Las condiciones que llevan al SRIS incluyen infeccion,

traumatismos, quemaduras y cirugia, entre otras.

La sepsis es el cuadro clinico de respuesta inflamatoria
del huésped a la infeccion. No obstante, su definicion y las
manifestaciones clinicas son aun fuente de controversia. Se
reconocen diferentes grados clinicos (sepsis, sepsis grave y
shock séptico) que constituyen un continuum del proceso

infeccioso (104).
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Hasta 1992 no se disponia de una terminologia
unificada para designar los procesos relacionados con la
sepsis y establecer criterios diagnosticos, por lo que el
American College of Chest Physicians/Society of Critical
Medicine (ACCP/SCCM) en una Conferencia de Consenso
establecioé que la sepsis grave exige el fallo de un érgano; el
shock séptico es una sepsis grave en la que el 6rgano que
falla es el cardiovascular y si hay dos o mas fallos de

organos se trataria de un fallo multiorganico (FMO) (105).

El fallo multiorganico es comun en una Unidad de
Cuidados Intensivos. Un estudio multicéntrico
observacional, “Sepsis Ocurrence in Acutely ill Patients”
(SOAP) (106), reveld que mas del 71% de los pacientes

criticos tienen un grado considerable de disfuncién organica.

Se han utilizado numerosos parametros fisioldgicos e
intervenciones  terapéuticas para definir el fallo
multiorganico. La escala mas empleada es el SOFA
(Secuency Organ Failure Assessment), que describe y
cuantifica el grado de disfuncion organica en el tiempo. Los
organos mas comunmente considerados para describir el
fallo/disfunciéon de 6rganos son el pulmonar, cardiovascular,
renal, hepatico, hematoldgico y el sistema nervioso central
(107). Pero otros organos considerados en este contexto
son el gastrointestinal, metabdlico, endocrino y la funcion

inmunoldgica.

El alcance de la afectacion de cada 6rgano en particular

en pacientes con FMO es variable.
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2.1.2. Componentes de la respuesta sistémica a la

agresion

El SRIS tiene un componente neuroendocrino y otro
inflamatorio mediado por la inmunidad, ambos

interconectados (108) (Figura 6).

Figura 6. Respuesta sistémica a la agresion
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Determinados estimulos secundarios a la repercusion
sistémica de la inflamacién, como pueden ser el dolor, la
acidosis o la hipovolemia, conducen a través de nervios

sensitivos, la sefal al sistema noradrenérgico central del
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nucleo ceruleus y al hipotalamo, segregandose
corticotropina (CRH) y noradrenalina (NA). La CRH estimula
la secrecibn de adenocorticotropina (ACTH) por la
adenohipodfisis y ésta a su vez estimula la secreciéon de

cortisol por las glandulas suprarrenales (109).

El cortisol y las catecolaminas mantienen la
homeostasis cardiovascular, metabodlica e inmune durante el
estrés. Por otro lado, la activacién simpatica a través de
receptores p-adrenérgicos, estimula la secrecion de
glucagdén por el pancreas, asi como la secrecién de

adrenalina por la médula suprarrenal (110).

Mecanismo inflamatorio

Simultaneamente, la agresidon sobre un &rgano
desencadena la activacidn del sistema inmune (coagulacion,
complemento, prostaglandinas, leucotrienos y fibrinolisis)
modulado por las citocinas, mediadores inmunes que son

sintetizados por los leucocitos (111).

Inicialmente se produce una liberacion de mediadores
de caracter proinflamatorio, regulados fundamentalmente
por la accién de las citocinas TNF-a, IL-1 e IL-6.
Inmediatamente se  desencadena una  respuesta
antiinflamatoria, mediada por las citocinas antiinflamatorias,
fundamentalmente IL-4, IL-10, IL-13 y TNF-f, que intentan

contrarrestar el efecto de las inflamatorias (111).

También se liberan mediadores secundarios como
especies reactivas de oxigeno (ERO), proteinas vy
eicosaenoides, dirigidos fundamentalmente a destruir la
noxa (102).
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2.1.3. Alteraciones metabdlicas de la respuesta

sistémica a la agresion

Las citocinas proinflamatorias combinadas con la
elevacion de catecolaminas, cortisol y glucagon estimulan
alteraciones metabdlicas que promueven el catabolismo,
con el resultado de glucdlisis hepatica, neoglucogénesis
sistémica vy lipdlisis. Todo esto determina hiperglucemia con
mala utilizacién periférica, hipertrigliceridemia e

hipocolesterolemia (112).

Alteracion del metabolismo de los hidratos de carbono

La dlicolisis, estimulada por las citocinas, esta
aumentada provocando un flujo de captacién de glucosa
fundamentalmente en células fagociticas acompafiada de
una resistencia a la captacion en el musculo esquelético
donde, por el contrario se crea una corriente de sustratos

hacia la neoglucogénesis hepatica (112).

La neoglucogénesis esta aumentada por la accion
sinérgica de citocinas, cortisol, catecolaminas y glucagon a
partir de lactato, aminoacidos glucogénicos (alanina,

glutamina y glicina) y glicerol (112).

La resistencia a la insulina es directamente
proporcional a la gravedad de la respuesta sistémica. El
sentido de la hiperglucemia persistente es el de asegurar el
suministro energético a los tejidos lesionados y a los
organos que dependen de la glucosa como unico sustrato
(112).
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Alteracion en el metabolismo de las proteinas

El metabolismo proteico estd marcado por un
acelerado catabolismo. El cortisol y las catecolaminas
activan la proteolisis muscular. Los aminoacidos de cadena
ramificada procedentes de la proteolisis muscular son
oxidados en el miocito. Alanina y glutamina son enviadas a
la circulacion, para ser captados por el higado como
sustrato para la neoglucogénesis y, junto con otros

aminoacidos, para la sintesis proteica (113).

Por tanto, en el higado hay una sintesis incrementada
de proteinas de la fase aguda, pero una disminucion en la
sintesis de albumina y de oxidacién de aminoacidos. En los
tejidos viscerales, hay una tasa incrementada en la sintesis
de proteinas, lo que solo se compensa parcialmente por la

degradacion elevada en el musculo (113).

Alteracion en el metabolismo de los lipidos

El cortisol y las catecolaminas provocan una intensa
lipolisis activando la lipasa a nivel de los adipocitos, sin
embargo, la estimulacion B-adrenérgica es probablemente,

el mayor mecanismo de lipdlisis (114).

Los acidos grasos resultantes de la lipdlisis son
oxidados fundamentalmente a nivel del musculo
esquelético, corazén e higado. En éste ultimo se produce
cierto grado de reesterificacion de acidos grasos

formandose nuevos triglicéridos (114).

Un aumento en la produccion hepatica de triglicéridos y
un empeoramiento del aclaramiento puede resultar en

esteatosis (114).
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Una respuesta inflamatoria persistente constituye un
factor de riesgo en el desarrollo de la disfuncion y fracaso
multiorganico en los pacientes criticos. Esta caracteristica
puede deberse al aumento continuo de desencadenantes
proinflamatorios como el 6xido nitrico (ON’), peroxinitrito
(ONOO’) y ERO (115).

2.1.1. Mecanismos y vias de produccion de ERO en el

paciente critico

Las ERO pueden producirse basicamente por cuatro

caminos diferentes (116):

> La cadena respiratoria mitocondrial, que
ocurre en las disfunciones mitocondriales severas, como la

observada en el shock séptico.

> Actividad del sistema NADPH oxidasa, via
predominante en la sobreproduccion de ERO durante la

sepsis severa.

> Incremento de la enzima Xantina Oxidasa,
activada durante la cirugia vascular y cardiaca y durante el

transplante de érganos.

> lones metélicos como Fe y Cu, que son

liberados en lisis celulares y pueden ampliar el EO.

Independientemente de la via que inicie la produccion
de ERO, se crea un ciclo de inflamacion, activacion celular y
generacion de ERO (117). (Figura 7).
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Figura 7. Ciclo de produccién de especies reactivas de oxigeno
durante la enfermedad critica.
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Adaptacion de Heyland D. (2006)

La isquemia o reperfusiéon de los tejidos pueden
generar ERO, principalmente por la actividad de la xantina

oxidasa celular.

En los tejidos u organos Vvitales, cuando Ila
disponibilidad del oxigeno es limitada debido a wuna
hipoperfusion, la célula cambia de un metabolismo aerobio a
uno anaerobio disminuyendo, de ese modo, el gasto
energético celular. Como resultado, se incrementa la
hidrolisis de ATP, con el subsecuente incremento de los

niveles de AMP; por lo que, en los tejidos isquémicos, se
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produce una acumulacion de metabolitos de purina

(adenosina, inosina e hipoxantina) (117).

Al mismo tiempo, la xantina deshidrogenasa es
activada a xantina oxidasa, por una oxidacibn o una

degradacion proteolitica irreversibles.

Durante la reperfusion, el oxigeno es reintroducido
pudiendo desarrollarse una rapida oxidacion de purinas
generando uratos y radicales superoxidos (O';); éstos
ultimos pueden generar, secundariamente, radicales
hidroxilos (HO') altamente toxicos, facilitando nuevamente

una reaccion catalizada por el hierro.

Por otro lado, la activacién de la respuesta de los
neutréfilos, macréfagos y otros componentes del sistema
inmune pueden activar el sistema NADPH oxidasa asociado
a la membrana, capaces de oxidar el NADPH a NAD+,

generando radicales superoxidos (O 7).

La dismutacion espontanea del radical superdxido lo
convierte en peroxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno

molecular a pH fisiologico.

Las ERO y las ERN no solo producen un dafio directo
de los componentes celulares, sino que también
desencadenan la liberacion de citocinas, que activan la
cadena inflamatoria e incrementan la expresiéon de

moléculas de adhesion (117).

Los mediadores proinflamatorios activan el flujo de
células inflamatorias en tejidos y oérganos y pueden
directamente causar disfuncién mitocondrial, llevando a mas

isquemia y lesion tisular (117).
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2.3. Efecto de la hiperhomocisteinemia en el endotelio

vascular

Otro mecanismo que recientemente se ha implicado en la
generacion de ERO, es el efecto de niveles elevados de

homocisteina plasmatica.

La homocisteina (Hcy) es un aminoacido tiol sintetizado
durante la conversion metabdlica de metionina a cisteina. Para
mantener concentraciones intracelulares fisiologicas,
aproximadamente el 50% de la Hcy intracelular producida es
transformada por remetilacion a metionina, y la Hcy restante es
transulfurada a cisteina. Este proceso requiere varias etapas en
las que participa el acido félico activado (5,10
metiltetrahidrofolato) y enzimas que requieren vitamina Bs y B12

como cofactores (118, 119).

Tanto los defectos enzimaticos, como las deficiencias o
alteraciones en la distribucién de las vitaminas involucradas en
el metabolismo de la Hcy, la interaccion con los estilos de vida,
enfermedades y farmacos o la combinaciéon de todos ellos,
pueden alterar las vias metabdlicas y por tanto producir

hiperhomocisteinemia (HH) (119).

Un incremento de la concentracion de Hcy plasmatica total
mayor a 14 ymol/L representa un factor importante de riesgo
independiente de la morbilidad en la enfermedad cardiovascular
y la mortalidad en la poblacion en general (120). Aunque no
estd definitivamente confirmado, esto se atribuye a multiples
efectos nocivos de la Hcy sobre el endotelio y células del
musculo liso, plaquetas, interferencia con la oxidacién de las
LDL, y con la cascada de coagulacién como asi también la

vasodilataciéon dependiente del 6xido nitrico (ON) (120-122).
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Numerosos estudios sugieren que la homocisteina
plasmatica total tiene un efecto prooxidante per se y un papel
en la liberacion de especies reactivas de oxigeno que resulta

en el dafio a células endoteliales arteriales (123).

Los mecanismos patogénicos propuestos mediante los
cuales la HH puede causar tanto dano vascular, como
alteracion cognitiva y complicaciones neuroldgicas, entre otras,
son principalmente los procesos oxidativos. La interaccién con
el ON y otros cambios adaptativos en la actividad de diferentes
sistemas antioxidantes apoyan fuertemente el hecho de que la
hiperhomocisteinemia esta implicada en el estrés oxidativo (EO)
(124-125).

Por otra parte se ha comprobado que promueve Ila
modificacion oxidativa de las lipoproteinas de baja densidad
(LDL). También se ha descrito que afecta a los sistemas
antioxidantes enzimaticos y que promueve la peroxidacion
lipidica, caracterizado por una elevacion plasmatica de dienos
conjugados, hidroperoxidos lipidicos y sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico (126).

Por ello, en condiciones normales, es rapidamente
metabolizada enzimaticamente de forma que se encuentra a
muy baja concentracion en el torrente circulatorio (5-15
pmol/l). Los dafios oxidativos derivados de bajos niveles de
folatos y altos niveles de Hcy puede que jueguen un importante

papel en la etiopatogénesis de distintas enfermedades (118).

Durante la enfermedad critica, ademas de los mecanismo
antes descritos, muchos factores pueden combinarse para
incrementar drasticamente la produccidén de radicales libres y
su consecuente dafio a los tejidos: la elevacion de la

concentracion de oxigeno por compromiso respiratorio, el
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tratamiento con 6xido nitrico, el empeoramiento de la funcién
renal que lleva a la disminucion de depuracion de sustancias
que pueden ser pro-oxidantes, el desequilibrio de fluidos vy

electrolitos y la pérdida masiva de antioxidantes (126)
2.4. Déficit de micronutrientes en pacientes criticos

El SRIS esta asociado con una redistribucion desde la
circulacién a los 6rganos y tejidos de vitaminas y elementos
traza, los cuales estan involucrados en la sintesis proteica y la
produccion de células inmunes. La concentraciéon plasmatica de
la mayoria de los elementos traza (Fe, Se, Zn) y sus proteinas
transportadoras asi como de las vitaminas hidrosolubles
disminuye, mientras que las concentraciones de Cu y Mn se
incrementan (128, 129, 130).

Los niveles circulantes de antioxidantes también se ven
afectados por las pérdidas agudas a través de fluidos biologicos
(exudados, drenajes, pérdidas de quilo y digestivas, etc.) y por
la dilucién, como resultado de los fluidos empleados para la
resucitacion. A esto se suma el aporte deficiente de elementos

con capacidad AOX a través de la nutricion (131-134).

Los consensos de expertos de distintas entidades han
realizado grandes esfuerzos para definir las cantidades totales
de energia y proteinas y el consumo diario de los
micronutrientes necesarios para prevenir la aparicion de
deficiencias especificas a través de las diferentes
recomendaciones. Sin embargo, éstas estan disefiadas para
garantizar los requerimientos de una poblacion sana, por lo que
no pueden aplicarse en sentido estricto a los sujetos que
reciben nutricion artificial, enteral (NE) o parenteral (NP), ya que
se considera que sus necesidades estan incrementadas por la

situacion clinica.
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No obstante, en el caso de la NE los requerimientos de los
pacientes pueden basarse razonablemente en las
recomendaciones ya que en la Unién Europea existe una
normativa especial que regula la cantidad de micronutrientes
que deben contener los alimentos dietéticos para usos médicos
especiales por 2000 Kcal. De esta forma se relaciona el aporte
energético con la ingesta de micronutrientes. Sin embargo, en
el caso de la NP las recomendaciones de vitaminas y otros
micronutrientes no serian validas, ya que se obvia la absorcion
de los nutrientes. La Sociedad Americana de Nutricion Enteral y
Parenteral (ASPEN) (135) establece rangos generales para la
administracion segura de micronutrientes, adaptando las DRIs
para nutricion enteral y parenteral, pero advierte que la
prescripcion de estos nutrientes debe individualizarse para

cada paciente y su situacion clinica.

Es decir, en los pacientes criticos las recomendaciones son
s6lo orientativas ya que la mayor tasa de oxidaciéon biolégica
que suele existir en las enfermedades graves probablemente
incrementa los requerimientos diarios de vitaminas y elementos

traza, muy por encima de los valores sefialados.

Por otra parte, hay que tener en cuenta que en el pasado,
las especies reactivas de oxigeno y las especies reactivas de
nitrogeno fueron consideradas principalmente sustancias
toxicas, responsables del dafo de toda clase de
macromoléculas como lipidos (principalmente membranas
lipidicas), proteinas y también ADN. Sin embargo, en la
enfermedad critica, dependiendo del estado de ésta, la

situaciéon redox optima puede variar considerablemente.

Para los linfocitos, un bajo potencial redox resulta

beneficioso para su proliferacion. Por otro lado, los monocitos y
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neutréfilos necesitan un alto potencial redox para la destruccion

de los microorganismos invasores (136).

Por esta razdén, es importante adaptar las intervenciones
terapéuticas para lograr una situacion redox éptima, que puede
variar en cada caso, ya que después de una lesion, trauma o
cirugia, la concentracion de AOX circulantes disminuye
rapidamente y quedan por debajo de niveles normales durante

varios dias o semanas (137).

Las bajas concentraciones enddégenas de AOX estan
asociadas a un incremento en la generacion de radicales, a un
aumento del SRIS vy la subsiguiente lesidn celular, con aumento

de la morbilidad y mortalidad en pacientes criticos.
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3. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y ENFERMEDAD
GRAVE. REVISION DE LA EVIDENCIA

3.1. Estudios de biomarcadores de estrés oxidativo

Diversas condiciones criticas estan claramente provocadas,
mantenidas o empeoradas por un incremento en la producciéon de
ERO. Numerosos trabajos han descrito estrés oxidativo en diferentes
situaciones clinicas, evidenciado por incremento de biomarcadores
del dafio a estructuras celulares y/o por la disminucién de

antioxidantes circulantes (Tabla 2) (138).
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Tabla 2. Estrés oxidativo en diferentes situaciones criticas

Autores ?'Eigg Biomarcadores Resultados
Tsai et al. 2000. (139) SRIS 4 TBARS
Motoyama el al. 2003. (140) 4 MDA, 4- Desarrollo de
Alonso de Vega y cols. hidroxinonenal multi?ruo’ .
2002.(141) v TRAPy ganico
componentes
Ogilvie et al. 1991. (142) Sepsis |4 Peroxidos lipidicos
Galley et al. 1996. (143) 4 MDA, actividad
Goode et al. 1995. (144) xantina oxidasa Mayor
Borreli et al. (1996. (145) t TARS incidencia de
Cowley et al. 1996. (146) v Tocoferol muIti?rI:;Oénico
v Selenio y peor
+ Vitamina A, prondstico
caroteno y licopeno
¥ Vitamina C
Strand et al. 2000. (147) Shock |4 Grupos carbonilos Peor
Ohya et al. 2002. (148) Séptico | & 5N 0ON pronéstico
Bowler et al. 2003. (149) SDRA |4 Isoprostanos
Sznajder et al. 1989. (150) 4 Peroxidos lipidicos
Baldwin et al. 1986. (151) $ Tocoferol, caroteno
Carpenter et al. 1998. (152) y selenio
Richard et al. 1990 . (153) v AOX hidrosolubles
Metnitz et al. 1999. (154)
Quinlan et al. 1996. (155)
Kumar et al. 2000. (156)
Alonso de Vega et al. 2000. (157) | & 4 TBARS
Winterbourn et al. 2000. (158) E o f Grupos carbonilos | asociacion con
Curran et al. 2000. (159) S X * Actividad  xantino resultados
Ritter et al. 2003. (160) gE oxidasa aﬂ:,néfsooss
Polidori el al. 2001. (161) S t,C:;OEe”O’ vitamina
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3.2. Estudios de suplementacion antioxidante

La investigacion del efecto de los nutrientes antioxidantes en el
paciente critico se han centrado principalmente en cinco
micronutrientes: Cu, Se, Zn, vitaminas C y E y recientemente las del
grupo B. Las dosis utilizadas en los diferentes estudios se muestran
latabla3ay3b.

Son varios los ensayos no controlados y estudios de casos vy
controles que muestran efectos beneficiosos de la suplementacion
AOX.

Recientemente, Heyland y cols. (162) publicaron un metaanalisis
de ensayos prospectivos aleatorizados sobre el empleo de
micronutrientes AOX, cuyos resultados revelaron que los elementos
traza (particularmente selenio) y las vitaminas con funcion AOX,
administrados solos o en combinacién con otros AOX, son seguros y
pueden estar asociados con una reduccion de la mortalidad en

pacientes criticos.

En todos estos estudios, el mecanismo por el que se obtienen
los beneficios clinicos y bioldgicos se argumenta en el refuerzo de
las defensas AOX (163-173).

Si bien los hallazgos mas significativos de éste metaanalisis
fueron los relacionados con la suplementacion de Se a altas dosis,
se debe considerar que tanto el Se como el glutation y las vitaminas
A y C actuan sinérgicamente para regenerar antioxidantes lipo e

hidrosolubles.



Antecedentes bibliograficos

Tabla 3.a. Ensayos clinicos aleatorizados que evaluan la
suplementacién antioxidante en pacientes criticos.

Estudio Poblacién Via Intervencion Resultados
Nathens et | UCI Trauma Intravenosa | a tocoferol 1000 Ul ¢/8h via | Neumonia
al. quirdrgica y enteral | oro o nasogastrica y acido Fallo
2002.(163) | general ascorbico 1000 mg c¢/8h via multioraani

_ IV vs cuidado estandar 9
N=770 co
Preiser et UCI mixta Enteral Formula con antioxidantes | Tolerancia
al. 2000. N=51 via NE (133 pg/100 ml vit delaLDL al
(164) A, 13 mg/100 ml vit C, y 4.9 | estrés
mg/100 ml vit E) vs férmula | oxidativo
estandar isonitrogenada,
isocalérica (67 ug/100 ml
vit A, 5 mg/100 mlvit C y
0.81 mg/100 ml vit E) dias
0-7
Young et Pacientes con Primero 12 mg Zn elemental via NP, | Resultado
al.1996. dafo cerebral intravenosa | progresando hacia zinc oral | neurol6-
(165) severo, y después | dias 0-15vs 2.5 mg Zn gico
ventilados oral elemental, progresando (Glasgow
N=68 hacia placebo oral comascore
alos 28
dias)
Maderazo Traumatismo Intravenosa | 200 mg vit C, después 500
etal. 1991. | cerrado o no mg + 50 mg a tocoferol vs 2
(166) penetrante grupos (200 mg acido
ascorbico vs 50 mg a
tocoferol) dias 0-7; todos
los grupos recibieron NE o
dieta oral

Heyland, 2002
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Tabla 3.b. Ensayos clinicos aleatorizados que evalluan la
suplementacién antioxidante en pacientes criticos.

Estudio Poblacion Via Intervencion Resultados
Bergery Pacientes Intravenosa | Suplemento de Se (500 Estado AOX
cols. 2001. | traumatolégicos, ug/dia) vs placebo Funcidn
(167) UCI quirargica tiroidea

N=32
Porter y UCI quirargica Intravenosa | 50 ug Se IV ¢c/6h + 400 Ul | Fallo
cols. 1999. | Pacientes con y enteral | vit E, 100 mg vit C c/8hy 8 | organico
(168) trauma g de acetilcisteina (NAC) Infecciones
penetrante con c/6h entre los dias 0-7 via Estancia en
ISS =25 N=18 nasogastrica u oral vs
ucCl
nada
Bergery Quemados Intravenosa | Cu IV (40.4 ymol), Se (159 | Infecciones
cols. 2001 | >30% TBSA Mg), Zn (406 pymol) + Estancia
(169) N=20 elementos traza estandar uCl
vs elementos traza
estandar (Cu 20 pmol, Se
32 ug, Zn 100 ymol) entre
los dias 0-8, todos
recibidos precozmente por
NE
Kuklinskiy | Pacientes con Intravenosa | Suplemento de SE IV (500 | Letalidad
cols. 1991 necrosis pg/dia) vs NP sin
(170) pancreatica suplemento de selenio
aguda N=17
Zimmerman | Pacientes con Intravenosa | 1000 ug Na-selenito en Letalidad
y cols. 1997 | SRIS, APACHE bolo IV y 1000 ug Na-
171) >15y SOFA>6 selenito/24h en infusion
N=40 continua durante 28 dias
vs estandar
Angstwurm | Pacientes con Intravenosa | NP con alta dosis de Se Fallo renal
y cols. 2001 | SRIS N=42 (535 ug x 3 dias, 285 yg x | agudo
(172) 3 diasy 155 ug x 3 dias y
35 ug después) vs baja Sgslultado
dosis de Se, 35ug
selenio/dia durante el
estudio
Bergery Quemados Intravenosa | 100 ml Cu (59 ymol) + Se | Niveles
cols. 2002 >20% TBSA (380 pg) + Zn (574 pmol) titulares de
(173) N=17 vs CINa (0,9%) desde la selenio y
admision durante 14-21 zinc
dias .
Infecciones

Ademas, la

administracion

de

Heyland, 2002

una combinacion

de

micronutrientes AOX en un estadio temprano en el curso de una
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enfermedad aguda puede ser superior al aporte simple de un AOX,
sobre todo porque ese nutriente AOX puede ocasionar disturbios en
todo el sistema de defensa AOX ya que puede convertirse en
prooxidante (134).

El hecho de que los AOX interactien unos con otros en sus
efectos protectores (Figura 8) lleva a pensar que el nivel conjunto de
todos los AOX es el dato que debe optimizarse, mas que el nivel de
uno de ellos individualmente (174, 175). Se deberia tener en cuenta
la importancia de una suplementacion basada en un grupo de AOX

mas que en el hecho de suplementar con un unico AOX.

Aunque la evidencia no muestra perjuicio de nutrientes AOX,
todavia no se ha confirmado su beneficio. Estos hallazgos
constituyen mas bien la generacién de una hipétesis y no la

confirmacion de la misma.

Figura 8. Red Antioxidante

ROOH Radical Tiorredoxina ox
a-tocoferoxil ascorbato GSSG NAD (P)H

Ciclo _Ciclo Ciclo
Vitamina E Vitamina C tioles
GSH

ROO radical . .
L. a-tocoferol o i tiorredoxina red

ROH

Adaptada de Morantes (2006)
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Hipotesis y objetivos

1. HIPOTESIS

Los pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica

(SRIS) sufren un empeoramiento de los biomarcadores de estrés

oxidativo durante su estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos,

lo que se asocia a la ingesta insuficiente de antioxidantes y a una

mayor morbimortalidad.

2. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el estrés oxidativo de los pacientes con sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica y su modificacion a la
semana de estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos,
valorando su asociacién con los niveles de antioxidantes

endogenos, exdégenos y la gravedad.

Objetivos especificos

Estudiar las alteraciones del status de biomarcadores de
oxidacion de proteinas y lipidos y la capacidad antioxidante
total al ingreso y a la semana de estancia en la Unidad de

Cuidados Intensivos.

Cuantificar la ingesta media de antioxidantes nutricionales a la
semana de estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos y
evaluar su asociacion con antioxidantes enddégenos y con los

cambios en el estrés oxidativo.

Valorar la prevalencia de hiperhomocisteinemia en los
pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y
su asociacion tanto con el estrés oxidativo como con la

deficiencia de vitaminas especificas.

Determinar la asociacién del estrés oxidativo con la mayor
gravedad y la mortalidad de los pacientes con sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica.
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Material y métodos

1. Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional prospectivo y analitico en el
que se siguieron a los pacientes incluidos desde su ingreso hasta el
séptimo dia de estancia en UCI. Las pruebas y analisis realizados se

esquematizan en el siguiente diagrama:

Valoracion diaria de la
ingesta durante una
semana
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Material y métodos
2. Poblacion objeto de estudio y seleccion de la muestra
2.1. Pacientes del estudio

La muestra estuvo constituida por pacientes criticos con
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS)
ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del

Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada.
2.2. Seleccién de pacientes y criterios de inclusion

Para seleccionar los pacientes de nuestro estudio, se

tuvieron en cuenta los siguientes criterios de inclusion:
1. Presencia de SRIS.

2. Expectativa de permanencia en UCI de al menos una

semana.

3. Situaciones clinicas que impidan que los pacientes, por

si mismos, tomen alimentacion oral.
4. Edad mayor o igual a 18 afios.

5. Firma previa del consentimiento informado por parte del

paciente o se representante.
2.3. Tipo de muestreo

Se utilizd un muestreo no probabilistico consecutivo, ya que
se incluyeron todos los pacientes que, cumpliendo los criterios
establecidos, ingresaron en la UCI durante un periodo de dos

anos, ambos incluidos.
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2.3.1. Tamafio muestral y descripcién de la muestra

Para el calculo del tamafio de la muestra se utilizd el
programa informatico Epiinfo version 6.04, en donde se
emplearon los resultados obtenidos en una prueba piloto de

20 pacientes.

Las variables de estudio que se incluyeron en el programa
fueron cuantitativas tomadas en dos periodos: al ingreso y
séptimo dia de peroxidos lipidicos, grupos carbonilos y

capacidad antioxidante total.

Se calculé para cada variable la diferencia de medias
asumiendo un error minimo de 5% y un nivel de confianza del
95%.

Se tomd el mayor valor calculado, por lo que la muestra de

estudio estuvo constituida por 60 pacientes.
3. Valoracién clinica y nutricional
3.1. Historia clinica

De las historias clinicas de cada individuo se reunio
informacion sobre diagndésticos y procedimientos principales y
secundarios; que fue completada con los programas
informaticos de “Informe de alta” y “Codificacién” del hospital.
Tanto los diagndsticos como los procedimientos se codificaron
segun el criterio de la Clasificacion Internacional de
Enfermedades (CIE-9? Edicion).

Con el fin de facilitar el analisis de los datos, se realizé una
agrupacion de los diagnésticos principales y en su defecto, de
los secundarios atendiendo a los mismos criterios de

clasificaciéon que los empleados por la CIE-9.
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3.2. Valoracion de la presencia del sindrome de respuesta

inflamatoria sistémica

Se evaluaron las constantes vitales, tomadas de las
graficas de la historia clinica y el recuento de leucocitos/mmc.
Se tomod el valor mas desfavorable en las primeras 24 horas
para cada una de ellas y se determiné la presencia de SRIS
segun si el paciente presentaba 2 6 mas de los siguientes

parametros (105):
e Temperatura > 38° C 6 < 36° C.
e Frecuencia cardiaca > 90 latidos/minuto.
e Frecuencia respiratoria > 20 respiraciones/minuto.

e Leucocitos > 12.000/mmc 6 < 4.000/mc 6 > 10% de

formas inmaduras.
3.3. Valoracion de la gravedad

Para valorar la gravedad de la enfermedad y la disfuncién

organica se utilizaron dos sistemas de puntuacion:

a) APACHE Il (ACUTE PHYSIOLOGY AND CHRONIC
HEALTH EVALUATION 1l) (177): se divide en dos
componentes. El primero consta de doce variables fisiologicas.
A 11 de éstas se le asignan valores de 0 a 4 puntos segun el
grado de desviacion respecto al estandar de normalidad, que
se puntua como cero. La variable restante es la escala de coma
de Glasgow (GCS), la cual consiste en tres componentes
esenciales del examen neuroldgico que totalizan 15 puntos:
apertura de ojos (4 puntos), mejor respuesta verbal (5 puntos) y
mejor respuesta motora (6 puntos); la puntuacion
correspondiente se calcula restando de 15 el valor GCS para el
paciente en estudio. La determinacién tiene lugar en las
primeras 24 horas del ingreso, escogiendo el valor mas

desfavorable de cada variable durante ese periodo. Con la
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suma de las puntuaciones de estas variables se obtiene el

primer componente.

El segundo componente recoge la edad y el estado de
salud previo (presencia de enfermedad crénica definida de los
sistemas cardiovascular, respiratorio, hepatico, renal e
inmunoldgico) como variables a puntuar en una segunda escala

denominada Chronic Health Evaluation.

La suma de los valores de ambos componentes constituye
la puntuaciéon APACHE II. La puntuacién maxima posible de
este sistema es 71, pero muy pocos pacientes sobreviven

pasando los 55 puntos (178).

b) SOFA SCORE (“Sequential Organ Failure Assesment”):
sistema de puntuaciéon disenado para describir una secuencia
de complicaciones en el enfermo critico, que valora la
disfuncion organica y tiene una buena correlacibn con la
mortalidad (177).

Se determina evaluando la funcion de 6 6rganos o
sistemas (respiratorio, coagulacion, circulatorio, hepatico,
cerebro y renal). Cada uno de ellos se puntua de 0 a 4. El fallo

individual se corresponde con un score de 3 6 mas puntos.

Recientemente, un estudio multicéntrico concluyé que los
pacientes mayores de 60 anos con un SOFA score superior a 9

durante mas de cinco dias tienen nula supervivencia (107).
3.4. Valoracion del grado de estrés metabdlico

Se valor6 el grado de estrés segun parametros
metabdlicos, mediante una modificacion de la gradacion

propuesta por Cerray cols. (178)
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Grado de estrés 0 1 2 3
Nitrégeno ureico (g/dia) <5 5-10 10-15 15-20
Glucemia (mg/dia) 100+20 | 150 +£25 | 200+ 25 | 250 + 50
Resistencia a lainsulina No No No/Si Si
gj};ﬁ,%enfgg)sumO de | 90410 | 130+10 | 140+ 10 | 160 +10
Cociente respiratorio 0,7 0,85 0,85 0,85-1

Garcia de Lorenzo, 2005
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3.5. Valoracién de la ingesta
3.5.1. Cuantificacion de laingesta

Se realiz6 mediante un método prospectivo, registrando
diariamente el tipo, volumen y composicion de la nutricion

administrada por via enteral 6 parenteral.
3.5.2. Ajuste de laingesta

Para valorar la medida en que el consumo de
micronutrientes se ajustan a las recomendaciones se tomaron
como referencia las recomendaciones de la ASPEN (135), y
para las necesidades caloricas y proteicas se siguieron las

recomendaciones de las guidelines de la ESPEN (179).

Se realiz6 un estudio comparativo tanto de la ingesta
energética y de macronutrientes (hidratos de carbono,
proteinas y grasas), como de vitaminas (A, E, C, B4, y acido
félico) y oligoelementos (Se, Cu, Zn, Mn) en funcién de las
recomendaciones y requerimientos, calculando la razon

ingesta real/requerimientos.

Tal como estan disenadas las recomendaciones dietéticas,
en caso de las DRIs, éstas incluyen un margen de seguridad
que cubre variaciones interindividuales, por lo cual, no
necesariamente aquellas dietas con menores aportes de
nutrientes pueden provocar estados de desnutricion. Es usual
utilizar el valor de 2/3 de las mismas como limite arbitrario,
por debajo del cual se consideraria un factor de riesgo para el

nutriente especifico (94).
Para conocer la calidad de la dieta aportada, se calculé:

o Perfil caldérico: porcentaje de energia, respecto al

total, aportado por los macronutrientes.
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En funcion del ajuste a las recomendaciones de cada uno
de los nutrientes con funciéon AOX, se considerd dieta AOX
suficiente si se cubria igual o mas del 2/3 de las
recomendacidénes, en cada uno de los micronutrientes

antioxidantes estudiados.
4. Determinaciones y técnicas analiticas
4.1. Toma de muestras

Una vez concluida la fase de estabilizacion hemodinamica,
se realizé a todos los pacientes la extraccion total de 20 ml de
sangre a primera hora de la mafiana, procedimiento que se

repitio a los siete dias del ingreso.

Una vez obtenida la muestra, se reparti6 en cuatro

alicuotas:

a) 5 ml en tubos de vacio que contenian heparina de litio
liofilizada (T Ferumo®, venojet) destinada al analisis de los

biomarcadores de estrés oxidativo.

b) 10 ml repartidos en dos tubos con gelosa (Vacuette® Z
serum Sep., Germany) para la obtencién de suero destinado al
analisis: bilirrubina, acido urico, proteinas totales, albumina y

las vitaminas B4z y acido félico.

c) El resto se depositdé en tubos que contenian EDTA/K3
como anticoagulante (Vacuette® K3E, Germany), utilizada para

la determinacion de homocisteina plasmatica total.

Posteriormente la sangre del primer tubo se centrifugd a
3000 r.p.m., durante 15 minutos a 4°C, para separar el plasma
de los elementos formes. El plasma asi obtenido, se transfirié a
tubos ependorff de polipropileno con pipetas Pasteur de

plastico, en condiciones de oscuridad, almacenandolas a -
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80°C, hasta su posterior analisis. En el momento de proceder a

las determinaciones las muestras se descongelaron en hielo.

En los tubos con gelosa, la sangre se dejo coagular durante
30 minutos y posteriormente se centrifugd a 2000 r.p.m.

durante 10 minutos y se procedié a su analisis.

Los tubos con EDTA/ K; se colocaron en hielo hasta su
centrifugacion a 3000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C y

posterior analisis.
4.2. Determinaciones bioquimicas generales

Se determinaron albumina, proteinas totales, bilirrubina,
acido urico, cianocobalamina, acido folico y homocisteina total,
todas ellas mediante técnicas de analisis habituales en los
laboratorio de Bioquimica del Hospital Unversitario Virgen de
las Nieves de Granada, siguiendo los procedimientos de control

y calidad establecidos. Tabla 1.
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Tabla 1. Magnitudes bioquimicas y métodos utilizados.

Analito Método Valores de
referencia del
hospital
Virgen de las
Nieves
Bilirrubina Método diazoico 0-1 mg/100ml
Autoanalizador Hitachi
MODULAR P
(Roche Diagnostics,
Gremany)
Acido urico Test enzimatico colorimétrico H: 3,0-7,0
Autoanalizador Hitachi mg/dl
MODULAR P M: 0,8-1,2
(Roche Diagnostics, mg/dl
Gremany)
Proteinas totales Test enzimatico colorimétrico | 6,0-7,5 g/dI
Autoanalizador Hitachi
MODULAR P
(Roche Diagnostics,
Gremany
Albdmina Test inmunoturbidimétrico 3,4-5,5 g/dI
Autoanalizador Hitachi
MODULAR P
(Roche Diagnostics,
Gremany

Cianocobalamina

Inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia
(ECLIA),

Elecsys 2010, MODULAR
ANALYTICS E170 (ROCHE
Diagnostics, Germany).

240-900 pg/dl

Acido folico ECLIA, (Elecsys 2010 y 4,2-19,9
MODULAR ANALYTICS mg/dl
E170 (ROCHE Diagnostics,
Germany).
Homocisteina Inmunoensayo de | 5-12 ymol/l
Polarizacion de fluorescencia
(FPIA)

(IMx® ABBOTT Laboratories

S.A)
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4.3. Valoracion del estrés oxidativo

Se determinaron tres biomarcadores genéricos de estrés

oxidativo:

Grupos carbonilos (GC) (180) y perodxidos lipidicos (PL) (181),
los cuales representan el dano a las proteinas y a los lipidos
respectivamente. Capacidad antioxidante del suero (CAT)
(182), ensayo que proporciona una medida global de la

protecciéon contra el dafio oxidativo.

Se otras magnitudes bioquimicas: bilirrubina total, acido urico y

proteinas totales, como antioxidantes enddgenos.

Existen numerosos métodos para medir la magnitud en que
ocurre el dafio oxidativo en organismos vivos y su capacidad
para protegerse de éste, y aunque muchos de ellos fueron
descritos por primera vez a final de los afios 80, son revisados
continuamente para minimizar las interferencias. Sin embargo,
ninguno de ellos puede ser considerado como “gold standar”

para la evaluacion de estrés oxidativo.

Como en todos los biomarcadores en general, los métodos
elegidos en nuestro estudio tienen ventajas e inconvenientes.
Sin embargo, a pesar de las limitaciones de los mismos, hemos
optado por ellos por la simplicidad de la determinacién y porque
dan informacién util en el area de investigacion de estrés

oxidativo.

Para asegurarnos una buena reproducibilidad de los datos
obtenidos en las determinaciones, cada muestra fue analizada
por triplicado en diferentes diluciones, aceptando un error del
8%.
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4.3.1. Grupos Carbonilos (GC): Se determinaron mediante un

método espectofotométrico, con 2,4- dinitrofenilhidrazina
(DNPH) (180).

A las muestras de suero se les adiciond una soluciéon de 10 nM
de 2,4- dinitrofenilhidrazina (2,4-DNPH) en 10% de acido

trifluoroacético (15% de la concentracion final).

Las proteinas se lavaron tres veces con 1 ml de una mezcla de
etanol/acetato de etilo (1:1, V/V) para remover residuos libres
de 2,4-DNPH. Las muestras fueron resuspendidas en guanidina
6M en acido férmico al 50%, durante toda una noche a

temperatura ambiente.

El contenido en Carbonilos se cuantificd por absorbancia a 360

nm usando un coeficiente de extincién molar (g) a 22,00 M'cm *
1

4.3.2. Hidroperdxidos Lipidicos (PL): Se determinaron por

oxidacién del hierro en presencia de xilenol orange (FOX
reagent) (181).

El FOX reagent se preparé con 100 umol/L de xilenol orange,
butirato de hidroxitolueno 4 mM, acido sulfurico 25 mM vy sulfato

ferroso amonio 250 uM.

Las muestras se mezclaron con 900 yL de FOX reagenty 35 pL
de metanol y luego se incubaron a temperatura ambiente,
durante 30 minutos. Los viales se centrifugaron a 2400 X g
durante 10 minutos. La absorbancia del sobrenadante se midi6
a560 nm (e =4.3x10*M'ecm ™).
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4.3.3. Capacidad Antioxidante Total (CAT) se midié usando el
método colorimétrico ABTS (182).

El radical ABTS" 30 uM se obtuvo con una solucién de ABTS
9x10 ° moles y una disolucién de peroxidasa 1,5x10 ®moles.
Para la obtencidn del radical se afnadio, en estricto orden, un
tampodn de glicina-HCL ph=4.5 50 mM; la solucién de ABTS, la
disolucion de la enzima y por ultimo H20,. Luego se midio la
actividad antioxidante de las muestras disueltas en el radical a

diferentes concentraciones, a una longitud de onda de 414 nm.

El sistema se estandariz6 con una solucion de trolox. La unidad
de actividad es la concentracion de trolox que tiene su
equivalente en capacidad antioxidante total a una solucién 1
mM de sustancia bajo estudio. El rango de linealidad del

ensayo es de 0 a 2,5 nM de Trolox.

5. Analisis estadistico de los datos

Para la expresion de los datos se ha utilizado la estadistica
descriptiva, indicandose los resultados de las variables
numeéricas como media aritmética y desviacion estandar (X =
SD) y mediana y los resultados de las variables categoricas en

frecuencias absolutas y relativas (%).

Como paso previo a la ejecuciéon de un modelo paramétrico o
no, se aceptd la hipdtesis de distribucion normal mediante el

test de Kolmogorov-Smirnov.

En el estudio de los datos o variables numéricas, se han
utilizado test de muestras independientes en las comparaciones
entre los grupos y test para muestras relacionadas, que han

permitido evaluar la significacion estadistica del cambio
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producido en las distintas variables numeéricas durante el

estudio.

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

paramétrico para muestras relacionadas.

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

variables no podemos asumir normalidad.

Dentro de cada grupo, para el estudio del cambio de las

variables categoricas, se ha utilizado el test de Mc Nema.

El andlisis de regresion lineal se utilizd6 para la busqueda de
correlaciones bivariadas, utilizando el coeficiente de correlacion

de Pearson.

La interaccion entre las variables cualitativas y cuantitativas se

evalua mediante un modelo linear general.

La estimacién del grado de asociacién entre cada uno de los
parametros plasmaticos analizados y los resultados clinicos se

realizé mediante un analisis de regresion logistica.

Todos los andlisis se realizaron con la version 12.0 de un
paquete estadistico para Ciencias Sociales SPSS Inc. (Chicago
IL., USA). Se consideran las diferencias significativas para un
nivel de probabilidad del 5%.
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IV. RESULTADOS

64



Resultados

1. Caracteristicas de la muestra

La muestra estuvo constituida por 60 pacientes, 73% varones. La

edad media fue de 61 = 15 afios (rango: 27- 80).

La tabla 1 muestra las caracteristicas basales de los pacientes,
en la que puede observarse que el numero de hombres predomina

sobre el de mujeres.

De las patologias, las respiratorias fueron las mas frecuentes.
Cabe destacar que las puntuaciones medias de morbilidad no
superan los limites en los que la supervivencia es nula, sin embargo
la mortalidad en UCI fue del 47%.

Tabla 1. Caracteristicas basales de los pacientes del estudio

Caracteristicas Valores (media £ DE
Edad (afos) 61 + 15,9
Sexo (hombres/mujeres) 44/16
Diagndstico
Cardiocirculatorio/lAM 16
Digestivo/enf. hepéticas 5
Pancreatitis
Peritonitis
Respiratorio/ SDRA 26
Neumonia 5
Dias de estancia en UCI 21+6
APACHEII (media £ DE) 16+ 4
SOFA (media + DE) 8+3
Mortalidad hospitalaria(n/%) 28/47
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2. Ingesta de energia y nutrientes (Tablas 2, 3)

El soporte nutricional comenz6é a los 3 + 2 dias desde la
admisién en UCI. El 6 % (4/60) de los pacientes recibié nutricion

antes de las 48 horas después de la estabilizacion hemodinamica.

En cuanto al tipo de nutricion, el 58% de los pacientes recibio
nutricion enteral exclusiva (NE), en todos los caos por sonda
nasogastrica; el 25% nutricion parenteral por via central (NP), y el
17% restante tuvo nutricidn mixta (enteral a bajo ritmo de perfusion

20-40 ml/h, mas parenteral periférica complementaria).

En la tabla 2 se detallan los valores medios y desviaciones
estandar de la ingesta de energia y macronutrientes y los
porcentajes de energia aportados por cada uno, respecto al total

(perfil caldrico).

Tabla 2. Consumo medio de energia y macronutrientes y perfil

calérico
Energiay _ Perfil calérico
) Media + DE
macronutrientes (%)
NE NP y mixta
NE NP
(n =29) (n=31)
Energia (Kcal/d) 1108 £527 1692 + 325
Proteinas (mg/d) 48 + 30 88 £ 35 17 21
Hidratos de
179 + 86 200 + 120 65 47
Carbono (mg/d)
Grasas (mg/d) 38 +£30 60 £ 10 30 32

Puede observarse que los porcentajes de macronutrientes

estan dentro de los rangos aceptables de distribucién recomendados
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(10-35% de proteinas, 45-65% de hidratos de carbono y 20-35% de
lipidos).

No obstante, los valores absolutos de energia y proteinas,
tanto en pacientes alimentados con NP y mixta como los que
recibieron NE, se alejan bastante del requerimiento medio calculado,

valores que se cifran en 2000 Kcal/d y 120 g/dia de proteinas.

La Tabla 3 muestra los valores medios y desviaciones estandar
de la ingesta enteral y del aporte parenteral de micronutrientes
antioxidantes en la que puede apreciarse que para todos los
elementos estudiados se obtienen cifras muy inferiores a lo
recomendado, a excepcion de la vitamina Bq,, que en la nutricién
enteral se acerca a los requerimientos, y el Zn, cuyo aporte

parenteral se ajusta a lo recomendado.
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Tabla 3. Consumo medio de micronutrientes

Micronutrientes

Vitamina A (ug/d)
Vitamina E (mg/d)
Vitamina C (mg/d)
Vitamina B12
(ng/d)

Acido folico (ug/d)
Zinc (mg/d)
Selenio (ug/d)

Cobre (pg/d)

Media = DS Recomendacione
s de la ASPEN
(135)
NPTy NE NPT NE
mixta

351+245 401 +125 1000 900

578+6 7,984 10 15
54+35 6127 90 90
2+1,2 212 5 2.4

274+270 280+120 400 400

47449 39+21 5 11
23+21  28%12 60 55

15+1,7 18%09 5 9

3. Ajuste de laingesta media a las recomendaciones

La tabla 4 muestra el porcentaje de ajuste a las

recomendaciones de la ASPEN y la Tabla 5 el porcentaje de

pacientes con ingestas deficientes.
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Tabla 4. Ajuste a las ingestas recomendadas

Adecuacion a las recomendaciones (%)

NP y mixta NE
Energia 84 55
Proteinas /3 40
Vitamina A (ung/d) 53 35
Vitamina E (mg/d) 44 58
Vitamina C (mg/d) 61 60
Vitamina B, (ug/d) 40 87,5
Acido félico (ug/d) 68 70
Zinc (mg/d) 94 35
Selenio (ug/d) 38 50
Cobre (ug/d) 30 20

Los resultados obtenidos en el aporte enteral de energia no
superan el 60 % de los requerimientos establecidos, mientras que la

NP aporté un 84% de las necesidades estimadas.

En cuanto a la ingesta enteral de proteinas, los valores
obtenidos son claramente inferiores a lo recomendado (40%). Sin
embargo, la administracion parenteral de nitrogeno representd un

73% de los requerimientos proteicos estimados.

Segun los resultados obtenidos para las vitaminas, se observa
tanto en el aporte enteral como parenteral y mixto, que de las

vitaminas hidrosolubles, sélo acido félico tienen valores medios
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superiores a los 2/3 de las recomendaciones, destacando el aporte
enteral de vitamina B4, con valores cercanos a las recomendaciones.
En cambio, ninguna de las vitaminas liposolubles supera el 60% de

las recomendaciones.

Con respecto a los elementos traza, salvo el Zn, en ninguno de
ellos se obtuvieron valores medios superiores al 50% de las

recomendaciones.

Al estudiar como se distribuyen los pacientes segun la
adecuacion a las recomendaciones (Tabla 5), se observan
importantes desviaciones para todos los elementos analizados.
Especialmente para los oligoelementos, en donde el Zn y el Cu
presentaron un 70% y 74% de pacientes con ingestas inferiores a

1/3 de lo recomendado, respectivamente.

En lo referente al aporte de vitaminas, las mayores
desviaciones se observan para la vitamina Ay E, con so6lo un 15% y
20% de pacientes que cubrieron las recomendaciones. Destaca la
vitamina Bq,, para la cual un 83% de pacientes alcanzaron las

ingestas recomendadas.

70



Resultados

Tabla 5. Distribucion del porcentaje de pacientes segun su

ajuste a las recomendaciones

Micronutrientes > 1/3 de las > 2/3 de las >
recomendaciones |recomendaciones [recomendado
Vitamina A 57 85 15
Vitamina E 63 80 20
Vitamina C 13 39 61
Vitamina B12 8 17 83
Acido Félico 33 65 35
Selenio 59 80 20
Cobre 74 85 15
Zinc 70 82 18

4. Cambios en las variables clinicas (Tabla 6)

La gravedad valorada por el SOFA score pone de manifiesto
un aumento significativo de la morbilidad de los pacientes a la

semana de estudio (Tabla 6).

Por otro lado, en cuanto a los niveles plasmaticos de los
antioxidantes  enddégenos  estudiados destacan  aumentos
significativos en las cifras de bilirrubina y proteinas totales,

observandose una reduccion de las de acido urico.

La homocisteina es otro parametro que experimenté aumentos

significativos junto a la vitamina Bi2, mientras que los niveles
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plasmaticos de acido félico disminuyeron con respecto a los valores

encontrados al inicio del estudio.

Los valores de homocisteina plasmatica propuestos como
normales (183) se situan en 12 pm/l por lo que, segun nuestros
resultados, el 55% de los pacientes estudiados presentod

hiperhomocisteinemia (HH) al cabo de una semana de seguimiento.

Tabla 6. Evolucion de las variables clinicas durante el periodo

de estudio
Valores basales Valores dia 7
(Media £ D.E.) (Media £ D.E.)
SOFA score 6,55+ 2,77 7,58 + 3,53*
Bilirrubina (mg/l) 1,07 + 1,68 24+1,37"
Proteinas totales
49+0,61 5,03 + 0,63
(mgfl)
Acido drico (mg/l) 5,22 + 3,10 4,11 + 2,84*
Homocisteina
12,00 £ 9,16 14,03 +9,73*
(umol/l)
Vitamina B2 (pg/dl) 924 + 501 977+ 500
Acido félico (mg/dl) 6,65+ 5,22 6,53+ 4,30

*P< 0,05, diferencias significativas entre basal y dia 7.

5. Cambios en los biomarcadores de estrés oxidativo (Tabla 7,

Figura 1)

Todos los marcadores de estrés oxidativo cuantificados
experimentaron cambios significativos a lo largo del periodo de

estudio (Tabla 6), de forma que los niveles de peroxidos lipidicos y
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grupos carbonilos se incrementaron en un 27 y 22%
respectivamente, mientras que la capacidad antioxidante total sufrio

un reduccion del 29% comparada con sus niveles basales .

Tabla 7. Valores medios basales y al séptimo dia de estudio de

los biomarcadores estudiados

Nivel basal Dia 7
Biomarcador
(Media £ D.E.) (Media £ D.E.)
Peréxidos lipidicos
2,19+1,31 2,791, 72*
(nm/mg de proteina)
Grupos carbonilos
2,70£1,26 3,31+1,29*
(nm/mg de proteina)
Capacidad antioxidante
total 1,35+0,80 0,96+0,63*
(meq.trolox)

* p< 0,05 diferencias significativas entre niveles basales y dia 7.

6. Andlisis de regresion lineal

Se hallé una correlacién significativa entre los biomarcadores
de estrés oxidativo, ingesta de nutrientes antioxidantes vy
antioxidantes endogenos (bilirrubina, acido urico y proteinas totales)
(Tabla 8).
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Tabla 8. Coeficientes de correlacion (ry) entre ingesta

antioxidante, antioxidantes enddégenos.

Perdxidos Grupos Capacidad
Variables . s ; antioxidante
lipidicos carbonilos
total

|ngesta 0,252* 0,475* 0,457*
antioxidante

Proteinas 0.533*

totales

- . 0,355*
Bilirrubina

o, 0,388*
Acido urico

Peroxidos

lipidicos

Grupos

carbonilos

Capacidad
antioxidante

total

* p< 0,05

(-) valores no significativos

El analisis de la correlacion entre el incremento (al cabo de
siete dias) de GC y de LP revel6 falta de asociacion; asimismo

ambos marcadores se correlacionan negativamente con la CAT.

También se observd una asociacidon positiva entre la CAT y
antioxidantes endégenos como proteinas totales, bilirrubina y acido

urico.

Por su parte, la homocisteina presentdé una correlacion

significativa con los biomarcadores de estrés oxidativo y la ingesta
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de vitaminas By, y acido fdlico. Sin embargo no se encontrd
asociacion de éstos con las concentraciones séricas de las vitaminas
estudiadas (Tabla 9).

Tabla 9. Coeficientes de correlacion (r;) entre homocisteina,

vitaminas B, y acido fdélico y biomarcadores de estrés

oxidativo.
. Peréxidos Grupos Cgpa_mdad Ingestz.ﬂ ik Inge§ )
Variables N : antioxidante vitamina de ac.
lipidicos carbonilos o
total B, folico
Homocisteina 0,651* 0,580* 0,537* 0,436* 0,518*
Vitamina B>
en plasma
Acido félico
en plasma

7. Andlisis bivariado y regresion logistica

En funcion del ajuste a las recomendaciones de cada uno de
los nutrientes con funcién AOX, se considero dieta AOX suficiente si
se cubria igual o mas del 66% de las recomendaciones, en cada uno
de los micronutrientes antioxidantes estudiados, por lo que se
encontraron 26 pacientes (47%) con dieta AOX suficiente y 34 (53%)
con dieta AOX insuficiente.

Las caracteristicas de ambos grupos se detallan en la tabla 10
y en la Tabla 11 se resumen los principales cambios clinicos
nutricionales durante el periodo de estudio.

Los resultados obtenidos revelan que no existen diferencias
significativas al ingreso entre los grupos, en ninguna de las variables
analizadas y que a la semana de estancia solo el SOFA score

presenté cambios con significacion estadistica.
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Tabla 10. Caracteristicas de los grupos de estudio al ingreso

Grupo con Grupo con
ingesta AOX | ingesta AOX
suficiente deficiente
(n =26) (n = 34)
62+7 59+8
17 (65%) 27 (79%)
9 (35%) 7 (21%)
6 20

1
4 4
1 12
4
1 3
0
1 3
4
1155+ 3,2 14,7 £ 4,8
71+£25 6,0+238
0,93+0,5 0,92+0.3
6,11 + 3,8 46+25
5,24 £ 0,57 4,67 £ 0,54
11+5,2 12+7,7
712, + 487 950 + 536
7,46 £5,5 552+28
50 50
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Tabla 11. Evolucién de las caracteristicas tras una semana de

estudio
Grupo con Grupo con
_ ingesta AOX ingesta AOX
Variables p
suficiente deficiente
(n =26) (n=234)
DiEe e VehtlEeh 4047 38+22 | NS
mecanica
Media de la diferencia
de SOFA (m# DE) 0.77 £ 1 148 £2.14 | 0.035
Tipo de Nutricion
Parenteral total (%) 56(5) 20 (6)
Enteral (%) 33 (3) 55 (17) NS
Mixta (enteral y 11 (2) 25 (7)
parenteral) (%)
Energia (media + DE) 1299 £ 708 1081 £ 495 NS
Nitrégeno (m + DE) 11.82 £ 10.35 7.16 + 5.41 NS
Carbohidratos (m = DE) 180 + 91 182 + 83 NS
Grasas (m £ DE) 47 + 31 35+ 27 NS

m: media

El andlisis de las diferencias entre la ingesta de nutrientes

antioxidantes y

los biomarcadores de estrés oxidativo (Tabla 12)

muestra interacciones entre ingesta y periodo de estudio para los

peroxidos lipidicos (Figura 2A), los grupos carbonilos (Figura 2B) y la

capacidad antioxidante total

(Figura 2C),

reflejando que las

diferencias encontradas en cada uno de ellos se deben a una

ingesta deficiente.
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Tabla 10. Interacciones observadas en el analisis de la varianza
entre ingesta, periodo de estudio y homocisteinemia para cada
uno de los biomarcadores de estrés oxidativo.

Perdxidos Grupos Capacidad
lipidicos carbonilos antioxidante total
Ingesta antioxidante
por periodo de P =0,026 P =0,035 P =0,018
tiempo
Homocisteinemia
tiempo

Figura 2 a. Interacciénes entre laingestay el periodo de estudio para
perfioxidos lipidicos

Ingesta
Suficiente
Deficiente

3,00

N

®

[=3
|

2,60

2,40

Nivel de peroxidos lipidicos

2,20

2,00

Periodo de estudio
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Figura 2 b. Interacciones entre ingesta y periodo de estudio para grupos
carbonilos

Ingesta
375 — Suficiente
— Insuficiente

©» Kd
N 5
o S
1 1

Nivel de grupos carbonilos
w
o
o
1

2,75 ;

T T
1

N

Periodo de estudio

Figua 2 c. Interacciones entre ingesta y periodo de estudi para capacidad
antioxidante total

Ingesta
— Sufuiciente
— Deficiente

1,50

1,40

1,30

1,20

1,10

1,00

Nivel de capacidad antioxidante total

0,90

N -

Periodo de estudio

Es de destacar que el 89% de los pacientes con ingestas AOX
deficientes sufrid un empeoramiento del estrés oxidativo (definido

como el aumento de uno de los dos marcadores de oxidacion lipidica
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y/o proteica y la disminucién de la capacidad antioxidante total).
Mientras que en aquellos pacientes cuyas ingestas fueron
suficientes solo el 33% empeoré el estado de estrés oxidativo (figura
3).

Por tanto, un aporte de nutrientes con efecto AOX adecuado a
las recomendaciones, disminuye el riesgo de empeorar la situacion
de EO en un 94% (p< 0,05).

Figura 3. Asociaciéon entre dieta antioxidante vy

empeoramiento del estrés oxidativo

100
90 P <0.05
80 89%
70
60

50 O Empeoramiento de EO

40 0170 B EOsin cambios

30
20 33%
10

0
Dieta AOX adec

(OR =0,06; IC 95% = 0,010 — 0,39)

En cuanto a los cambios en la homocisteina plasmatica y los
biomarcadores de estrés oxidativo a la semana de estancia en UCI,
el analisis de las interacciones denota la influencia de los niveles de
homocisteina sobre el estrés oxidativo. A su vez, también se observo
el influjo de la ingesta de vitaminas B4, y acido folico sobre la

hiperhomocisteinemia (Tabla 10).

Con respecto a la gravedad, en el analisis bivariado los
pacientes que sufrieron un empeoramiento del estrés oxidativo,

tuvieron un incremento significativo del valor medio de la puntuacion
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del SOFA al séptimo dia (de 6,7 a 8,27; p< 0,05). Sin embargo no
hubo modificaciones significativas en el SOFA score, en aquellos en

los que el estrés oxidativo se mantuvo sin cambios (figura4).

Mediante un analisis de regresion logistica se ha establecido el
nivel de asociacién entre la gravedad valorada por el SOFA score, la
ingesta antioxidante, el estrés oxidativo y las concentraciones
plasmaticas de homocisteina, destacando que sdélo se mantuvo
como variable independiente la homocisteinemia (OR= 0.314; 95%
Cl = 0,001 — 0,232) y que, en cambio, la ingesta antioxidante y el

estrés oxidativo perdieron la significacion.

Figura 4. Cambios en la puntuacion SOFA, segun

empeoramiento del estrés oxidativo.

20 [ soFao
B soFa7

.
1

NO Sl
EMPEORAMIENTO

Es decir, la morbilidad en los pacientes al cabo de una semana
de estancia es significativamente diferente para aquellos pacientes

que tienen mayores niveles de homocisteina plasmatica,
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independientemente del estrés oxidativo y de la ingesta de nutrientes

antioxidantes
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V. DISCUSION
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1. Sobre la ingesta de energia y nutrientes y su ajuste a las

recomendaciones

En los pacientes criticos el estado hipermetabdlico y la
proteolisis acelerada del musculo esquelético, particularmente si se
combina con una malnutricion preexistente, lleva a una marcada
inmunosupresion, debilidad muscular y aumento del riesgo de

infeccion nosocomial (184).

La indicacion del soporte nutricional artificial en estos pacientes
es incuestionable y un aporte deficiente de energia puede llevar a
malnutricidon con consecuencias adversas que incluyen mayor tasa

de complicaciones y mayor estancia en UCI (184).

En nuestro estudio, el tiempo en que se empieza a nutrir al
paciente y el tipo de nutricion aportada, coincide con la practica
descrita por Montejo et al. (185), quienes estudiaron las
complicaciones relacionadas con la nutricion enteral en pacientes
criticos, dando una visidén general de las practicas de nutricion en las

UCls espafiolas.
1.1. Energiay proteinas

El aporte parenteral de energia y proteinas fue adecuado a los
requerimientos calculados. Sin embargo en los pacientes que
recibieron NE, la ingesta energética media no alcanz6 el 60% de lo
recomendado. Este resultado es consistente con otros publicados
anteriormente (186-191). Mc Clave et al. (186) evaluaron el aporte
de nutricion enteral en pacientes de UCI, observando que solo se
prescribia el 66% de los requerimientos energéticos y que solamente
se aportaba el 78% de lo prescrito. Adam y Baston (187) y Eberner
et al. (188) hallaron un resultado similar. Por otra parte, Reid y
Campbell (189) encontraron asociacion entre el déficit del aporte

energético y el tiempo de estancia en UCI.
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La mayoria de los estudios que han documentado ingestas
insuficientes de energia en pacientes criticos, han utilizado la via

enteral.

Existen numerosos factores que impiden una alimentacion

enteral suficiente en estos pacientes.

Entre el 50-60% de los pacientes criticos presentan retardo del
vaciamiento gastrico. La etiologia de una anormal actividad motora
del tracto gastrointestinal superior probablemente refleje una
comorbilidad preexistente, aporte de farmacos (especialmente
narcoticos o catecolaminas), alteraciones electroliticas junto con
hiperglucemia, cirugia reciente, shock, aumento de citocinas

circulantes, etc. (192).

El fracaso intestinal es la resultante de una compleja situaciéon
en la que intervienen neutrdéfilos, el 6xido nitrico, las citocinas, la

acidosis y la deplecion del ATP, entre otros.

La situacion clinica del paciente critico puede generar una
disfuncién intestinal donde el reflujo gastroesofagico, Ila
gastroparesia, la disminuciéon de la perfusién de la mucosa, la
colonizacion bacteriana, el deterioro del transito intestinal y el
deterioro de la capacidad de absorcidon del intestino son posibles

factores que contribuyen a la intolerancia a la NE (193, 194).
1.2. Micronutrientes

Con respecto a las vitaminas y minerales AOX, nuestros
resultados indican que las ingestas medias diarias son insuficientes
en todos los casos, tanto en NE como en NP y mixta, con valores
que, salvo la vitamina B2 (en NE) y el Cinc (en NP) no alcanzan los

2/3 de las recomendaciones.
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Esto se relaciona, por un lado, con los bajos volumenes de NE
aportados, ya que la composicion de la mayoria de las formulas
enterales esta disefiada para proporcionar el 100% de las
recomendaciones de la ASPEN de vitaminas y oligoelementos en
2000 ml de producto. Por otro lado, cabe destacar que, aunque el
aporte energético/proteico por la via parenteral fue suficiente, en la
preparacion de ésta se incorporan los oligoelementos vy

multivitaminas, pero en dias alternos.

Los micronutrientes son de especial importancia en el paciente
gravemente enfermo. Sus funciones nutricionales se conocen desde
hace décadas y, actualmente, las no nutricionales, como la funcién
antioxidante y la inmunitaria se consideran por lo menos tan

importantes como las nutricionales.
2. Sobre los biomarcadores de estrés oxidativo

Nuestro grupo de pacientes evidencio un claro incremento de los
niveles plasmaticos de los biomarcadores de estrés oxidativo al cabo

de una semana de estancia en UCI.

Nuestros hallazgos confirman y extienden los resultados
descritos por otros autores, que han demostrado un aumento del EO
en pacientes con SRIS (139-141), sepsis (142-146), shock séptico
(147, 148), SDRA (149-156) y poblacion mixta de UCI (157-161).

En general estos estudios demostraron que en la poblacion de
pacientes criticos disminuyen los AOX séricos, mientras aumentan
los marcadores de EO. Ademas, encontraron que altos niveles de
EO se asociaron al fracaso multiorganico, con incremento de la

morbilidad e incluso alta mortalidad.
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2.1. Peroxidos lipidicos

Las especies reactivas de oxigeno reaccionan con todo tipo de
sustratos. Su interaccidn con los acidos grasos poliinsaturados
constituyentes de membranas celulares lleva a una peroxidacion
lipidica, con incremento de los perdxidos lipidicos plasmaticos y

destruccion de la membrana celular (194).

Nuestros resultados muestran un incremento en los valores
plasmaticos de PL con respecto a los registrados el dia de ingreso
en la UCI.

La oxidacion de los lipidos genera radicales peroxilos que,
ademas de combinarse con otros o atacar a las proteinas de las
membranas, son capaces de sustraer hidrégeno del acido graso
adyacente de la membrana vy, asi, propagar la cadena de reacciones
de lipoperoxidacion. Ademas, los productos de bajo peso molecular
escapan de la membrana y causan alteraciones a distancia (195).
Arglelles et al. (196) estudiaron la relacion entre marcadores
basicos de estrés oxidativo en suero y tejidos de ratas, tratadas
previamente para inducir cambios en su estrés oxidativo, y
encontraron una correlacion estadisticamente significativa entre los
valores de PL del suero y los de los tejidos, lo que sugiere que este
marcador en suero podria ser utilizado para predecir lo que pasa a

nivel tisular.
2.2. Grupos carbonilos

Las proteinas también han sido sometidas al dafio oxidativo de
los radicales libres, generando un aumento en las concentraciones
de grupos carbonilos en nuestro grupo de pacientes. Algunos
aminoacidos carboxilados pueden convertir sus grupos carboxilos en
grupos carbonilos por accién de los radicales libres, lo que los hace

mucho mas susceptibles a la degradacién proteolitica. No obstante,
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hay una variedad de rutas metabdlicas a través de los cuales se
forman los GC de las proteinas y no todos dependen de una
modificacion directa de las proteinas (197). La determinacion de GC
en complejos bioldégicos puede no ser apropiada para examinar los
efectos especificos en las proteinas expuestas a las ERO. Sin
embargo, debido a que los GC son formados por mecanismos
oxidativos, es probable que su cuantificacion proporcione un indice
razonable del estado de EO. En el trabajo de Arguelles et al. citado
anteriormente, se describe una débil correlacién entre GC del suero
y los de diferentes tejidos, lo que indica que su determinacion sélo

mide el dafio oxidativo producido en las proteinas séricas.

La baja asociacion observada entre GC y PL podria ser
explicada por lo ya expuesto, mientras que los PL indican dafo
oxidativo en general, tanto en tejidos como en suero; los GC sélo

dan informacion de lo que sucede en el suero.
2.3. Capacidad antioxidante total

La reduccion de los antioxidantes es otro componente de la
respuesta biolégica a la presencia de ERO. En nuestro estudio se

observo una disminucion media del 27% en la CAT del suero.

Diferentes tipos de antioxidantes tienen un papel importante en
el sistema de defensa del organismo frente a la generaciéon de ERO.
Sustancias como el ascorbato, a-tocoferol, proteinas tioles,
bilirrubina y acido urico actuan como mecanismos de defensa contra
el dafio oxidativo en fluidos corporales, por lo que la determinacion
de la capacidad antioxidante total del suero nos da una medida de
los efectos aditivos de diferentes moléculas antioxidantes

endogenas.

El analisis de la correlacion entre las moléculas del suero que

actian como secuestrantes de radicales (albumina, acido urico,
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bilirrubina y proteinas totales) y la CAT reveld asociaciones
significativas. Las proteinas constituyen el principal componente
antioxidante del suero. Los grupos sulfhidrilos libres de las proteinas

son en su mayoria responsables de sus efectos antioxidantes.

Durante muchos anos, los pigmentos de bilirrubina se
consideraron como productos toxicos formados durante el
catabolismo hemo. Sin embargo, estudios recientes demostraron
que la bilirrubina es un fuerte antioxidante fisiolégico, que puede
proporcionar una importante proteccién contra la aterosclerosis, las
enfermedades coronarias y la inflamacion. El acido urico es otro
potente antioxidante que secuestra y reduce la actividad de los
radicales. Ozcan Erel (198) desarrollé un método para medir la
capacidad antioxidante total y encontr6 que las proteinas totales
contribuyen en un 52,9 % a la capacidad antioxidante, la bilirrubina
un 2,4% y el acido urico un 33,1%. En nuestro estudio, la
contribucién de cada molécula antioxidante a la CAT del suero
refleja que el mayor aporte lo hacen las proteinas totales, seguidas
del acido urico y la bilirrubina. Sin embargo, estos resultados deben
ser interpretados con cautela, ya que la bilirrubina y el urato pueden
enmascarar una deplecion de antioxidantes en algunas

enfermedades.

La asociacion entre la ingesta de micronutrientes antioxidantes y
los biomarcadores de estrés oxidativo encontrada en nuestro grupo
de estudio, sugiere que la dieta de estos pacientes tiene un

importante papel en el estrés oxidativo.
3. Sobre las variables clinicas
3.1. Homocisteina plasmatica

Nuestros datos revelan wuna elevada prevalencia de

hiperhomocisteinemia en pacientes criticos. Sin embargo, Schindler
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et al. (199) encontraron una prevalencia del 16% en una poblacion
de pacientes criticos. Esta diferencia podria deberse a que en dicho
estudio, el punto de corte considerado como hiperhomocisteinemia
fue de 14,4 um/L en comparacion con 12 um/L que se considerd en
el nuestro. Si bien la edad fue similar en ambos trabajos, la
caracteristica heterogeneidad de los pacientes de UCI y la posible
presencia de otros condicionantes de hiperhomocisteinemia también

pudo haber influido en las diferencias encontradas.

La presencia de altos niveles de hcy facilita el desarrollo de
aterosclerosis e incrementa la mortalidad cardiovascular,
principalmente porque su acumulacion resulta en una proliferacién
de la musculatura lisa e interfiere con la funcion anticoagulante
endotelial, por lo que es considerado un factor de riesgo importante

para las enfermedades cardiovasculares (200).

Los resultados obtenidos con respecto a la asociacidén de la
Hcy y la ingesta de folatos y vitamina B4, sugieren una influencia de
estas vitaminas en el metabolismo de éste aminoacido en nuestro
grupo de estudio. Se sabe que los niveles circulantes de hcy
dependen de la actividad de las reacciones que la metabolizan hasta
metionina o a cisteina, para lo cual es esencial la intervencion de

micronutrientes como el acido félico, piridoxina y vitamina B,

En un metaanalisis de 12 ensayos clinicos aleatorizados se
demostré que la suplementacion con acido folico (dosis desde 500 a
5000 ug) redujo las concentraciones de Hcy en un 25% con efectos

similares entre ambas dosis (201).

La alta ingesta de folatos esta asociada con un menor nivel de
Hcy en adultos, independientemente de otros factores dietéticos o
estilos de vida (202)

En este estudio no encontramos asociacién de las bajas
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ingestas dietéticas de folatos y vitamina B4, con los valores
plasmaticos de estas vitaminas, tal vez porque las determinaciones
en plasma no reflejan deficiencia hasta que las concentraciones
intraeritrocitarias descienden considerablemente, por lo que estos
parametros plasmaticos no son de mucha utilidad. Cabe destacar
que algunos autores han propuesto que las concentraciones de Hcy
se utilicen como marcador de déficit subclinico, tanto de folatos
como de cobalaminas, en particular en aquellos individuos que
presenten unas concentraciones de vitaminas proximas al limite de
la normalidad (203). Ello es de gran interés, ya que la gravedad
clinica del déficit de estas vitaminas no se correlaciona con sus
concentraciones plasmaticas, y la deteccion de un exceso de Hcy
puede indicar esta deficiencia antes de la aparicion de
manifestaciones clinicas graves, incluyendo la anemia y la

afectacidon neurologica

En la mayoria de los estudios, existe una evidencia indirecta de
que la hiperhomocisteinemia puede promover la formacién de
radicales libres. Esto esta sustentado por correlaciones positivas
entre las concentraciones plasmaticas de Hcy y LDL oxidada (126),
o con productos finales de la peroxidacién lipidica como por ejemplo
malondialdehido (204) o F2-isoprostanos (205).

Nuestros resultados evidencian EO asociado a
hiperhomocisteinemia, lo que podria exacerbar las consecuencias de

una respuesta intravascular descontrolada.

4. Sobre la morbilidad y su asociacion con estrés oxidativo,

ingesta suficiente de antioxidantes e hiperhomocisteinemia.

En nuestro estudio no hemos encontrado asociacion
independiente entre la gravedad clinica determinada por el SOFA
score, la dieta antioxidante y el empeoramiento del estrés oxidativo

que presentaron los pacientes respecto al periodo inicial. Si bien en
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el analisis bivariado se observa una asociacion significativa, ésta

pierde independencia al someterse a un analisis multivariante.

Nuestros resultados no coinciden con lo descrito por otros
autores, que observaron una asociacion entre el estrés oxidativo y la
gravedad del paciente critico. Hug et al. (206) demostraron una
relacion entre el inicio del fallo de 6rganos en la sepsis severa
(APACHE Il = 19.4) y el descenso del potencial antioxidante del
plasma, sugiriendo que este potencial AOX se incrementa en
respuesta a la lesion en aquellos pacientes que sobreviven, mientras
que en los que mueren se mantiene permanentemente bajo.
Presieret et al. (164) observaron un incremento de la actividad de
radicales libres y de la excrecién de nitritos hallando asociacion entre
la peroxidacién lipidica y la disfuncién organica en pacientes con
shock séptico y APACHE Il de 21.

Tal vez estas diferencias se deban a que estos investigadores
incluyeron pacientes con una puntuacion de los scores de gravedad
mayores al observado en nuestra poblacion de estudio, por lo que
podrian tener peor pronostico y por tanto una mala evolucion,

independientemente del mayor o menor grado de estrés oxidativo.

Existen estudios que al evaluar la capacidad antioxidante en
pacientes sépticos y hemodializados revelaron paraddjicamente una
mayor capacidad antioxidante en suero, fenémeno que los autores
explican por los altos valores de bilirrubina y acido urico encontrados

en los pacientes evaluados (207, 208).

En nuestro grupo de estudio, el aumento significativo de la
bilirrubina durante el periodo de estudio tal vez podria conferirle
mayor capacidad antioxidante a pacientes con diferentes grados de
gravedad, lo que ayudaria a interpretar el por qué los pacientes a
pesar de empeorar el estrés oxidativo no estan mas graves. En

pacientes con enfermedades agudas, como los ingresados en la
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Unidad de Cuidados Intensivos, los antioxidantes endégenos pueden
enmascarar una deplecion de la defensa antioxidante del organismo,
ya que pueden aumentar considerablemente el acido urico o la
bilirrubina como sintomas de un fracaso multiorganico vy, sin
embargo, reflejar una capacidad antioxidante sérica mayor con

respecto a su nivel basal.

Por otro lado, aunque una dieta antioxidante ajustada a las
recomendaciones mostré una influencia en el empeoramiento del
estrés oxidativo a lo largo del periodo de estudio, ésta no parece ser
suficiente para ejercer efectos protectores con respecto a la
morbilidad de los pacientes criticos. Si bien en el grupo que recibid
2/3 de las recomendaciones, los niveles de peroxidos lipidicos y
grupos carbonilos no aumentaron significativamente con respecto a
los pacientes con ingestas deficientes en nutrientes antioxidantes,
éstos no parecen ser suficientes para reducir el dafio y prevenir la

mala evolucién de estos pacientes.

Las recomendaciones de antioxidantes proponen cantidades
minimas para evitar deficiencias en personas sanas, pero no
contemplan el aumento de las necesidades por la situacién aguda-

grave de los enfermos de la UCI

En los estudios realizados con suplementacion antioxidante,
las dosis utilizadas fueron, en algunos casos, mas de diez veces de
las recomendaciones, cuyos resultados revelaron que los elementos
traza (particularmente selenio) y las vitaminas con funcién AOX
administrados solos o en combinacién con otros AOX, son seguros y
pueden estar asociados con una reduccion de la mortalidad en

pacientes criticos.

Por su parte, el hallazgo de la influencia que ejerce la
hiperhomocisteinemia sobre el estrés oxidativo y la gravedad de los

pacientes criticos y su relaciéon con ingestas deficientes de vitaminas
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Discusién

especificas (B12 y acido fdlico) es de suma importancia de cara al
abordaje del paciente critico, en el cual se deberian monitorizar los
niveles de homocisteina plasmatica y suplementar con vitaminas, en
caso de deficiencias. Cabe destacar que no hemos encontrado
trabajos relacionados en este tipo de pacientes con respecto a la

hiperhomocisteinemia y su relacion con el estrés oxidativo.

El empleo de antioxidantes para paliar los efectos de las ERO
se ha planteado desde que Harman postulé por primera vez que
éstas ERO eran un factor causal del envejecimiento y enfermedades
relacionadas (209). El exceso de ERO inducidos por factores
exdgenos, factores nutricionales o distintas patologias produce
alteraciones en el ADN, en proteinas y/o en fosfolipidos de
membrana. Es necesario tener en cuenta que la respuesta celular
ante el desequilibrio entre ERO, y antioxidantes puede ser de muy
diversa naturaleza, incluyendo estimulacién o inhibicién de distintas
funciones celulares alteraciones en la ruta de sefalizacién celular y
en la expresidbn génica. Es por ello que el efecto de la

suplementacién con antioxidantes es dificil de predecir.

Al igual que las especies reactivas de oxigeno no actuan de
forma general sobre todas las biomoléculas, ni tampoco todas ellas
son igualmente susceptibles al dafo oxidativo, los antioxidantes

pueden actuar protegiendo determinadas vias y otras no.

Aun quedan por determinar cuales son las dosis efectivas y
seguras de una combinacion de nutrientes antioxidantes en este tipo
de pacientes. Nuestro mayor desafio es cambiar el concepto de
dieta suficiente para adaptarlo a las verdaderas necesidades de los

pacientes criticos.
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Conclusiones

El objetivo general de este trabajo ha sido determinar el estrés
oxidativo de los pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica y su modificacion a la semana de estancia en la Unidad de
Cuidados Intensivos, valorando su asociacion con los niveles de

antioxidantes enddgenos y exégenos y con la gravedad.

Tras el analisis y discusion de los resultados obtenidos podemos

extraer las siguientes conclusiones:

Conclusién Primera:

La ingesta media de energia evaluada en los pacientes de
estudio, cuando es a través de la via enteral, no alcanza los 2/3 de
las necesidades estimadas, mientras que por via parenteral se llega

al 84% de las mismas.

Conclusion Segunda:

En cuanto al perfil calérico, se ha observado un equilibrio
adecuado al recomendado en las proporciones de ingesta de

macronutrientes en los pacientes criticos estudiados.

Conclusioén Tercera

Respecto a los micronutrientes, los valores medios de ingesta
no alcanzan el nivel minimo suficiente para evitar deficiencias segun

los requerimientos, a excepcion de vitamina B1, en NE y cinc en NP.
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Conclusién Cuarta

Los pacientes criticos que padecian SRIS experimentaron
cambios significativos en los biomarcadores de estrés oxidativo

analizados durante su estancia en UCI.

Conclusiéon Quinta

La morbilidad de los pacientes incluidos en el estudio se
incrementd (de manera significativa) a la semana de estancia en
UCI.

Conclusion Sexta:

Se ha demostrado una asociacion entre los biomarcadores de
estrés oxidativo y los niveles de antioxidantes enddgenos: bilirrubina,

acido urico y proteinas totales.

Conclusion Séptima:

En el 57% de los pacientes se encontré una ingesta
globalmente deficiente en nutrientes antioxidantes, lo que condicion6
cambios significativos en los biomarcadores del estrés oxidativo
durante el periodo de estudio. Dichos cambios no se observaron de
manera significativa en los pacientes (43%) cuyos aportes

antioxidantes alcanzaron 2/3 de las recomendaciones.
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Conclusiéon Octava:

En cuanto a los niveles de homocisteina plasmatica, se
observdé un 55% de pacientes con hiperhomocisteinemia,
relacionada con ingestas deficientes de vitaminas B12 y acido fdlico,

y con alteraciones en los biomarcadores de estrés oxidativo.

Conclusion Novena:

Los pacientes con hiperhomocisteinemia presentaron mayor
morbilidad medida por el SOFA, independientemente de la ingesta

global de antioxidantes y del estrés oxidativo.

CONCLUSION FINAL

En resumen, podemos afirmar que en los pacientes con SRIS
hay un aumento del estrés oxidativo durante la estancia en UCI,

asociado a bajos niveles de ingesta de nutrientes antioxidantes.

Aunque dicho incremento no empeora la situacion clinica de
los pacientes, tampoco la ingesta cercana a las recomendaciones
ejerce un papel protector frente a la morbilidad, destacando que solo

la hiperhomocisteinemia influye en la gravedad del paciente critico.

Pensamos que se deberian adaptar las recomendaciones
propuestas para NE y NP en enfermo critico, estableciendo dosis
mas adecuadas de nutrientes antioxidantes que cubran las
necesidades segun criterios especificos basados en un estudio

individualizado del paciente.
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