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Justificacion y Objetivos

1. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En Espafia, al igual que en la mayoria de los paises desarrollados, se ha producido un
notable cambio en los habitos alimentarios como consecuencia del espectacular desarrollo
econdmico y de las profundas transformaciones que se vienen produciendo en el aspecto

sociocultural (Sanchez y cols 2010; Varela y cols, 1995; MAPA, 2000).

Los resultados obtenidos en numerosos estudios ponen de manifiesto una clara
relacién entre las enfermedades crénicas y los habitos alimentarios. Es por ello por lo que la
alimentacién en el hombre constituye uno de los grandes campos de investigacion en los

paises desarrollados (Thomson, 2004).

La Evaluacion del Estado Nutricional de un determinado colectivo es, sin duda alguna,
una excelente forma de relacionar los habitos de una poblacién con su estado de salud (Mataix y
cols, 2009). Ademads, los resultados obtenidos permitirdn disefiar y planificar politicas

nutricionales encaminadas a conseguir modelos de consumo alimentario mas saludable.

Aunque la deficiencia pura de selenio no es muy habitual, en los casos en los que
ocurre suele desencadenar en una enfermedad crdénica como la enfermedad de Kesham, una
cardiopatia que padecen principalmente niflos y adolescentes que consumen una dieta
deficitaria en selenio y cuyo tratamiento principal es el aporte de un suplemento de selenio,
sin embargo, aunque esta enfermedad no es comun en paises desarrollados, no hemos de
olvidar que el selenio es un mineral fuertemente vinculado al metabolismo antioxidante de
nuestro organismo, de modo que una ingesta deficitaria estard asociada a una menor

capacidad antioxidante de nuestro organismo.

Con este propdsito se ha realizado un estudio en un grupo de poblacién adulta para
determinar el estado nutricional de selenio y el riesgo posible de sufrir deficiencia.
Centrandonos en los siguientes aspectos: analisis de la ingesta de alimentos y nutrientes,
concretamente el selenio, de la poblacion a estudiar, evaluacién de los parametros
bioquimicos y correlaciones entre los distintos niveles plasmaticos y eritrocitarios con el estilo

de vida y actividad de la enzima GPx dependiente de selenio.

La evaluacién de los pardametros bioquimicos constituye un objetivo muy interesante,

ya que si bien el analisis de la ingesta nos puede proporcionar informacion sobre un posible
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riesgo de deficiencia, la valoraciéon bioquimica nos va a permitir confirmar la existencia de
deficiencias o de excesos nutricionales, asi como el grado en que se encuentran (Sauberlich,

1999) tanto en poblaciones en situaciones fisiolégicas como patoldgicas crénicas y agudas.

El paciente critico presenta una situacién hipercatabdlica y de alto grado de estrés
quirdrgico, traumatico o shock séptico, que puede derivar en malnutricién y complicarse con
otras enfermedades o disfunciones. La lesién o la aparicién de complicaciones pueden dar
lugar a la generalizacién del proceso inicidndose el conocido Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica (SRIS), donde la generacion de radicales libres de oxigeno es intensa.
Esta reaccion metabdlica de mantenerse consume la reserva proteica orgdnica determinando

la disfuncién de multiples érganos que conlleva una altisima mortalidad.

Se hace por tanto necesario la aplicacién de un tratamiento a partir de un soporte
nutricional que cubra la energia y los nutrientes esenciales como selenio, en cantidad
suficiente debido a sus mayores necesidades, con el objetivo de preservar la vida en este tipo

de enfermo agudo.

Hipdtesis del estudio:

Los pacientes criticos con SRIS presentan deficiencia de selenio desde el ingreso en la
Unidad de Cuidados Intensivos, y empeoran durante su estancia, tanto por su aporte
insuficiente como por su asociacién con otros minerales, asi como por la complicacién en la
situacion antioxidante e inflamatoria, y por la alteracion en la expresidén génica y sintesis de

proteinas que dependen de este mineral.

Segun lo anteriormente comentado, los objetivos del presente estudio son:

e Valorar el estado nutricional general de pacientes criticos ingresados en la UCI,

comparando con un grupo de personas sanas.

e Valorar el estado nutricional en selenio de pacientes criticos ingresados en la

UCI, comparando con un grupo de personas sanas.
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e Evaluar la evolucion del estado nutricional en selenio durante su estancia de 7

dias en UCI, y comparar con el grupo control.

e Estudiar la implicacion de otros minerales y de factores inflamatorios,
inmunoldgicos, de riesgo cardiovascular y antioxidantes asociados, con el metabolismo de

selenio, comparando con un colectivo de adultos sanos.

e Determinar los niveles de proteinas selenodependientes Glutation Peroxidasa
y Selenoproteina P y estudiar el estado y evolucidn de las mismas durante la estancia en UCI
de los pacientes criticos, asi como su asociacion con los niveles de selenio y otros

parametros.

e Definir el perfil de expresiéon de los genes que determinan las proteinas
selenodependientes Glutation Peroxidasa y Selenoproteina P en sangre total en un subgrupo
de pacientes criticos, estudiando la alteracidon en su sintesis y su posible eficacia como

biomarcador del estatus de selenio.
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1.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1.- EL SELENIO

Del selenio en términos generales podemos decir del que es un elemento quimico de
la tabla periddica cuyo simbolo es Se y su nimero atdomico 34. Fue descubierto en 1817 por el

quimico sueco Berzelius.

Este mineral durante muchos afios no se ha considerado, debido a su similitud en
cuanto a efectos fisioldgicos con la vitamina E, lo que dificultaba el reconocimiento de su rol

bioldgico.

No fue hasta 1957 cuando Shwartz y Foltz mostraron que el selenio era capaz de
prevenir la necrosis hepdtica en ratas deficientes en vitamina E, pero no fue hasta 1973
cuando se comprobd la funcion reductora de la especie SeCys2 presente en la GPx. Dicha
enzima esta implicada en los procesos de la defensa antioxidante contra la lipoperoxidacion vy,
por eso, su papel se solapa con el de la vitamina E; pero desde su identificacion se estan
estudiando sus funciones fisioldgicas y bioquimicas presentes en el organismo,
comprobdandose una estrecha relacion con los niveles adecuados de selenoproteinas y enzimas
dependiente de selenio en varios érganos vitales, ya que el selenio ademas de poseer funcion

antioxidante, también interviene en el metabolismo tiroideo, reproduccion y sistema inmune.

Por otro lado, se ha visto una relacién directa en la presencia de un estado nutricional
deficiente en selenio y la aparicidon de la enfermedad de Kashin — Beck (una osteoartritis que
aparece durante la adolescencia o preadolescencia) y la enfermedad de Keshan (una
cardiopatia endémica propia de la preadolescencia y adolescencia) que suelen presentarse en
areas de China, bajas en ingesta de selenio (Thomson, 2004), siendo el tratamiento una

suplementacién adecuada de éste elemento.

El contenido corporal de selenio es siempre un reflejo de la ingesta del mineral. De tal

modo que en adultos de nueva Zelanda el contenido en selenio es de 3 a 6 mg, en los de

EE.UU. el contenido aumenta hasta los 15 mg, dado que la ingesta es mayor.
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El musculo esquelético es el que contiene la mayor parte del selenio del organismo,
mientras que el higado y rifidn son los drganos con mayor concentracion del mismo, lo cual

nos da una idea de la posible implicacién de estos 6rganos en el metabolismo del mineral.

La mayor parte del selenio presente en los tejidos animales se encuentra en dos
formas, selenocisteina (SeCys) (Lockitch, 1991) y selenometionina (SeMet), (Rayman, 2004;
Waschulewski, y Sunde, 1998) siendo ambos complejos de Se —aminoacidos azufrados, en los que el
azufre ha sido sustituido por selenio. Existen otras formas de incoemporacion de selenio a las
selenoproteinas, como son la selenocisteina (CH3SeCys) (bong, 2001) y seleno-metil-

selenocisteina (SCM) (Thompson HJ, Zhu y Ganther HE. 2000)

La selenometionina es un aminodcido esencial, por lo que no puede ser sintetizado por
el organismo y ha de aportarse a través de la dieta. En cuanto a la selenocisteina, es la forma
de selenio que posee actividad bioldgica, no siendo un metabolito esencial para el organismo,
si no que es sintetizado cuando existe selenio disponible, siendo asi incluido a las distintas

selenoproteinas.

Figura 1.- Sintesis de los aminodcidos SeMet y SeCys

L&
e

O
0]
i L, %2 Mo

\S H
e
SSH

A pH fisiolégico este aminoacido se encuentra en forma anidnica. Es ésta
particularidad la que le brinda la capacidad de donar y aceptar electrones, comportandose
como un centro catalitico ideal. La SeCys se comporta como un depdsito de selenio corporal,

ya que el 80 % del selenio corporal estd incorporado en los residuos de las proteinas.

(Manzanares y col., 2007).
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Tabla 1.- Forma quimica del selenio en el medio ambiente y en seres vivos

Formas de selenio en la naturaleza

Selenio elemental Selenometionina, SeMet

Selenio elemental Selenocisteina, SeCys

Acido selenoso (selenito) Selenocystina, SeCys2

Acido selénico (selenato) Selenoetionina, SeEt

Seleniuro de hidrogeno Selenometilcisteina, SCM
Seleniocianato a — glutamil — Se — metilselenociateina
Sulfuro dimetilselenio Seleno — metil — selenometionina
Oxido dimetilselenio Selenohomociateina

Propianato dimetilselenio Selenourea

Metilselenol Selenonocolina

Acido metilselenico Selenonobetaina

Dimetil seleniuro, DMSe Se — adenoxil selenohomocisteina
Dimetildiseleniuro, DMDSe Selenoazucares
Trimetilselenonio, TMSe+ Selenoproteinas

Recogido de: Brown y Arthur. 2001; Rayman. 2000; Levander.1987; Brigelius-Flohé.
2008; Lockitch. 1989; Ip y Dong. 2001, Sunde. 1990.

1.2.- FUNCIONES DEL SELENIO

El selenio es un elemento traza esencial en humanos. Sus funciones bioldgicas las
realiza como constituyente de las selenoproteinas en forma de selenocisteina (Vanda, Lu,
Holmgren y col. 2007) la cual se integra en la cadena polipeptidica principal como un aminoacido
mas donde contribuye a su actividad catalitica (Bissinger, Pilawa y Flohé. 2000). Estructuralmente, la
selenocisteina es idéntica a la cisteina, con la excepcién que contiene selenio en el lugar del
azufre, lo que confiere ventajas funcionales ya que los grupos selenol se ionizan mas que los
grupos tiol a pH fisioldgico (Stadtman. 1996). Cuando en lugar de la selenocisteina se sitla una

cisteina, la actividad catalitica se reduce drasticamente. (Berry, Kieffer, Harney y col. 1991. )

La funcién mas importante del selenio es como antioxidante, ya que se encuentra en
cada uno de los cuatro centros cataliticos de la enzima glutation peroxidasa (Tietz. 1999) Esta
enzima utiliza el glutatién para reducir los peréxidos, protegiendo asi las membranas y otras

estructuras celulares de la accién de los perdxidos lipidicos y otros radicales libres (Simonoff M,
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Sergeant C, Garnier N y col. 1992). Concretamente, la selenocisteina es oxidada rdpidamente por los

hidroperdxidos en lo que constituye el primer paso catalitico de la reaccidn peroxidasa.

(Bissinger, Pilawa y Flohé. 2002)

El centro catalitico de la enzima Glutation peroxidasa contiene un residuo de
selenocisteina en el que el selenio sufre un ciclo de oxidacién-reduccién, constituyendo el
selenol (E-Se-H) la forma activa que reduce los perdxidos de hidrégeno y organicos. El selenol
es oxidado a 4cido selénico (E-Se-OH), el cual reacciona con el glutation reducido (GSH)
formando un compuesto derivado del acido selénico (E-Se-S-G). Un segundo glutatién
regenera la forma activa del enzima reaccionando con E-Se-S-G y formando el glutation
oxidado (GSSG). En conjunto, dos glutationes son oxidados para reducir un hidroperdéxido.
Aunque la mas importante funcién conocida es la antioxidante, el selenio tiene también otras
funciones. En total se han identificado mas de treinta selenoproteinas, aunque no en todas

esta bien establecido el papel del selenio en sus funciones (Driscoll, Copeland. 2003)

Es un elemento esencial para casi todas las formas de vida, y posee multiples funciones

(Carmona-Fonseca 2010) ademas de la destacada funcidn antioxidante, tales como:

e  Forma parte del centro activo de las enzimas antioxidantes (selenoenzimas)
e Induce la apoptosis

e  Estimula el sistema inmunoldgico

e Interviene en el funcionamiento de la glandula tiroides

e  Modula la expresion de genes que codifican selenoproteinas

e Interviene en la produccién de energia mitocondrial junto con la vitamina E
e  Estimula la produccién de prostaglandinas y ubiquinonas

e  Contribuye a la fertilidad al formar parte de la capsula espermatica

Una de las funciones principales del selenio se centra en su actividad como mineral
antioxidante como parte del centro activo de diversas selenoproteinas, estando fuertemente
implicado en la actividad de la enzima Glutatién Peroxidasa, la cual se encuentra presente en
células y plasma, desempefiando importantes tareas de detoxificacion celular de radicales

libres como peroxido de hidrogeno, asi como hidroperoxidos de los 4cidos grasos presentes en
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los fosfolipidos... ya que son agentes muy perjudiciales y altamente téxicos para las
membranas celulares.

Recientemente se ha visto que la enzima GPx puede estar regulada a nivel de la
traduccidn (kim, Galindev, Sei y col. 2009) a través de la selenocisteina, pudiendo asi reinterpretar el

coddn de parada y finalizar la traduccion del polipéptido.

El selenio no solo forma parte de enzimas antioxidantes, también de las yodotironinas

desyonidasas (I, Il y lll) que intervienen en el metabolismo de las hormonas tiroideas.

Dentro de las selenoproteinas, ademas de glutatiéon peroxidasa (GPx) y yodotironinas
desyonidasas (DIO), existen otras como tioredoxin reductasa (TrxR), selenofosfato sintetasa

(SPS2) y otras como Sep15, SelH, SelO, Sel M... cuya actividad es aun desconocida (Vanda, Lu,

Holmgren 'y col 2007).

1.3.- ABSORCION Y METABOLISMO

Los niveles corporales de selenio dependen principalmente de su aporte dietético, la
cantidad de selenio en el organismo es de 10 a 20 mg, estando el 50% del total en el musculo
esquelético, aunque son los rifiones, el higado y los testiculos los drganos con mayor
concentracioén relativa, y las células que denotan el mayor consumo de selenio son las células

del sistema inmune, los gldbulos rojos y las plaquetas (Manzanares Castro.2007).

La concentracion de selenio en el eritrocito es mayor que la de selenio plasmatico y
sérico, concretamente en una relacion 2:1, siendo las concentraciones en suero y plasma muy

similares. (Rayman. 2002)

La absorcion de selenio no esta regulada homeostdticamente, ni parece alterarse por
el estado nutricional del individuo. Generalmente, la absorcién de selenio de la dieta es
aproximadamente del 80%, reduciendo su absorcidon las altas concentraciones de azufre, por

competencia, al tener una estructura quimica similar. La absorcién de SeMet es activa, y se
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realiza a través de las mismas enzimas transportadoras que para la metionina. Las formas
organicas de selenio, poseen mayor biodisponibilidad que las especies como selenito o
selenato, siendo muy eficaces para aumentar las concentraciones en sangre de selenio,

aunque todas las formas incrementan la actividad de las selenoenzimas (GPx).

Hay evidencias de que los suplementos alimentarios que contienen formas se selenio
organico, este es retenido durante un largo periodo de tiempo tras la suplementacién. De tal

modo que el selenio aportado como SeMet es retenido 2,5 veces mas que el selenito. (Rayman,

Goenaga y Sargent. 2008)

La excrecidn de selenio se realiza principalmente a través de orina y heces, si bien hay
otras rutas secundarias como el aliento, tal y como se aprecia en la Figura 1. El 48% del selenio
se excreta a través de la orina, y el 52% por heces (Biigel S, Larsen EH, Sloth 1) y col. 2008), aunque
tras una recirculacién a través del higado, pancreas, rifiones y otros tejidos periféricos antes de

ser excretado.

Secrecion
endogena de < T Selenoproteinas «——————  Seleno-tRNAs
selenoproteinas

&

Otras formas
de selenio

Selenametioning S Selenocisteina libre

DIETA 4 Selenocisteing

Se inorganico

. Selenofosfato
(selenito y selenato) fosft

Metabolitos excretados

Figura 2.- Metabolismo del selenio procedente de la dieta en humanos
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El selenio plasmatico es transportado en un 60 - 70% contenido en la selenoproteina P,
un 30% en la Glutation Peroxidasa y un 10% ligado a albumina y lipoproteinas de baja y muy

baja densidad (Harrison, Littlejohn y Fell. 1996)

1.4.- REQUERIMIENTOS DE SELENIO

La valoracion de la ingesta selenio adecuada, se realiza en funcion de la ingesta de
selenio necesaria para optimizar la actividad de la enzima seleniodependiente GPx.
Recientemente este concepto ha entrado en debate, ya que es posible que con una ingesta
que se traduzca en la maxima actividad enzimatica no sea suficiente para beneficiar al
organismo de los efectos beneficiosos que pueden promover para la salud una ingesta mayor

de selenio ante diversas enfermedades.

La determinacion de selenio en plasma o suero, refleja el estatus de selenio a corto
plazo, mientras que valores eritrocitarios muestran el estatus a largo plazo, debido a la

incorporacién de selenio durante la sintesis celular.

En los tejidos las concentraciones pueden ser medidas engafosas del estado de
selenio, ya que no reflejan exactamente la actividad funcional, la cual puede variar en funcidn
de la forma de selenio ingerida. La SeMet es la forma dietética mas abundante, y es la de
mayor contenido en los tejidos al no poseer especificidad de incorporacidn a las proteinas. La
verdadera medida de estatus de selenio viene reflejada por la cantidad de selenio disponible

para la actividad funcional de las distintas selenoproteinas.

1.4.1.- REQUERIMIENTOS FISIOLOGICOS DE SELENIO

Se establecen una recomendacion media de 55 pg de selenio al diacomo cantidad

adecuada (Standing Comité on the Evaluation of Dietary Referente Intakes, 2000).

Otras selenoproteinas distintas a la GPx, como la Selenoproteina P, IDIs, PHGOx y

tioredoxin reductasa, se podrian usar como puntos de determinacién de requerimientos de
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selenio, aunque la maxima actividad de algunas de estas proteinas a veces se producen con

una ingesta menor a la necesaria para maxima actividad de GPx.

1.4.2.- REQUERIMIENTOS PARA LA PREVENCION DE ENFERMEDADES

Tradicionalmente las recomendaciones dietéticas estaban orientadas para prevenir
estados de deficiencia en la mayoria de la poblacion para un grupo especifico de referencia,
pero actualmente han evolucionado hacia el reconocimiento de una “optima nutricion”
creciendo un gran interés sobre los nutrientes y su efecto sobre la salud, incluyendo la
promocidén del crecimiento, mantenimiento del buen estado de salud y reduccidn de aparicion
de enfermedades que no estan causadas por deficiencias nutricionales. Dentro de los posibles

efectos de incrementar la ingesta de selenio se incluye:

Tabla 2.- Efecto fisioldgico del slenio en funcion de la dosis

Efecto Evidencia cientifica

Concentraciones en plasma de 87 ug/L

(Akbaraly, Arnaud, Hininger-Favier y col. 2005)
Suplementacion con 100 - 200 ug/dia

Mejora del sistema inmune  (Peretz, Neve, Desmedt y cols. 199; Broome, McArdle,
Kyle y col. 2004)

Suplementacion con 100 ug/dia (Scott y MacPherson
y col, 1998)

Suplementacién con 200 ug/dia (Duffield-Lillico,
Efecto anticancerigeno Reid, Turnbull y col. 2002; Bjelekovic, Nikolova, Simonetti
y col. 2004)

Reduccion de la mortalidad

Mejora en la reproduccion

Suplementacion con 200 ug/dia

Proteccion del tiroides (Flores-Mateo, Navas-Acien, Pastor-Barriuso y col. 2006)

Recogido de: Rayman. 2008

1.4.3.- VALORACION DEL ESTADO DE SELENIO

Principalmente debemos establecer los requerimiento de selenio para la prevencion
de la enfermedad de Kesham, la cual expondremos detalladamente mas adelante, ademas de
para la maximizacidn de las selenoproteinas, pudiendo estimar unos valores de corte a partir

de los niveles de selenio en plasma.
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Tabla 3.- Concentracion de selenio en plasma para un efecto protector

Parametro Concentracién de Se (umol/L)
Prevencion de enfermedad de Kesham >0.25
Optima actividad de IDIs >0.82
maximizacion en plasma de GPx y SEPP >1.00-1.20
Proteccion frente ciertos cdnceres >1.50

Recogido de: Thomson. 2004

1.5.- SELENIO EN LA DIETA VEGETARIANA

Las dietas vegetarianas se basan principalmente en cereales, verduras, frutas
legumbres y frutos secos. A pesar de la aparente menor disponibilidad de selenio en las dietas
vegetarianas por el alto contenido en acido fitico y/o fibra dietética y el bajo contenido en
alimento de origen animal en la dieta, el estado nutricional de selenio en la mayoria de los

vegetarianos adultos parece ser adecuado.

Como ya sabemos, el contenido en selenio en los distintos alimentos es muy variado,
principalmente en los alimentos de origen vegetal, ya que su contenido en selenio depende
directamente del contenido del este mineral en el suelo, siendo las mejores fuentes
alimentarias de selenio, el marisco, higado y musculo en la carne, higado y rifndn en el caso del

pescado y las nueces de Brasil.

Debido precisamente a que generalmente el selenio se encuentra en mayor contenido
en alimentos de origen animal, los omnivoros tienden a consumir una alimentacién mas rica en
selenio que los vegetarianos, ya que en paises como Nueva Zelanda, Bélgica u Holanda donde
el contenido en selenio del suelo es baja, la carne y el pescado son a menudo las principales
fuentes de selenio en la dieta. Sin embargo, en América del Norte, donde el contenido en
selenio del suelo es mucho mayor, los cereales son con frecuencia las principales fuentes de

selenio tanto de vegetarianos como de omnivoros.
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Presencia de fitatos: El acido fitico se encuentra en alimentos vegetales tales como
cereales integrales, semillas, nueces, legumbres, algunas frutas y tubérculos, formando
complejos con uniones de cationes divalentes, que crean compuestos insolubles en el intestino

dificultando la absorcién de las moléculas que retiene.

Tanto la cantidad como el tipo de fibra influye en la biodisponibilidad dietética de los
nutrientes del alimento. Generalmente, la fibra soluble, como la pectina, contenida en

alimentos como frutas, vegetales... ejerce efectos negativos sobre la absorcién de selenio.

Cantidad de proteinas: La cantidad y/o calidad de la proteina en la dieta puede influir
en la biodisponibilidad de selenio del resto del alimento. Por ejemplo, en las dietas basadas en
el consumo de proteinas de origen animal, se encuentra aumentada la biodisponibilidad de
selenio, siendo probablemente debido a la formacion de complejos solubles de L-aminodcidos.
De tal modo que la exclusion de este tipo de alimento altere la biodisponibilidad de selenio en

las dietas vegetarianas.

El consumo de selenio es muy variable, y poco se sabe con precision sobre la
biodisponibilidad de selenio en los distintos productos alimenticios, de tal modo que, aunque
inicialmente la ingesta de selenio en vegetarianos tiende a ser menor (Gibson. 1994) no se
observan diferencias en los niveles de selenio en sangre entre vegetarianos y omnivoros.

Siendo poco probable que los vegetarianos estén en riesgo de deficiencia de selenio.

1.6.- INGESTA RECOMENDADA DE SELENIO

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, las recomendaciones dietéticas
estaba orientadas para prevenir estados de deficiencia de nutrientes para la mayoria de la
poblacién, disefiadas a partir de un grupo de referencia y previniendo de este modo la

aparicion de enfermedades asociadas a la deficiencia de este mineral.

No hemos de olvidar que la ingesta de selenio varia de un modo muy significativo en

funcién del drea geografica estudiada, de modo que en la tabla inferior se muestran las

diferentas recomendaciones de ingesta de selenio para distintos paises.
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Tabla 4.- Cantidad diaria recomendada de selenio en distintos paises

Sexo CDR (ug / dia)

Hombres
Reino Unido

Mujeres
Paises Nordicos

Hombres
Francia

Mujeres
Alemania, Austria y Suiza

Hombres 70
Bélgica

Mujeres

Hombres
Irlanda

Mujeres

European Comunita 1992

Hombres
Estados Unidos

Mujeres

FAO / OMS. 2001

Recogido de: Cuervo M, Corbalan M, Baladia E y col. 2009
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Tabla 5.- Ingesta estimada de selenio en distintos paises

Lugar Ingesta estimada (ug /dia)
Australia 57 — 87 (Fardy, McOrist y Farra. 1989)
Austria 48 (Sima y Pfannhauser. 1998)
Bélgica 28 — 61 (Roberecht y Deelstra. 1994)
Dinamarca 38 —47 (Danish Government Food Agency. 1995)
Francia 29 —43 (Lamand y col. 1994)
Alemania 35 (Alfthan y Neve. 1996)
Irlanda 50 (Murphy, Hannon, Kiely y col. 2002)
Italia 43 (Allegrini, Lanzola y Gallorini. 1985)
Portugal 37 (Reis, Holzbecher, Martinho y col. 1990)
Espafia 35 (Diaz-Alarcon, Navarro-Alarcon, Lopez-Garcia y
col. 1996)
Suiza 31 — 38 (Becker. 1989)
Turquia 30— 36,5 (Reilly. 1996)

29 — 39 (Ministry of Agricultura, Fisheries and

Reino Unido food, 1997)

EE.UU. 106 (Food and Nutrition Borrad, 2000)

Canada 98 — 224 (Gissel-Nielsen. 1998)

Recogido de: Rayman. 2008

1.7.- INGESTA DE SELENIO Y FUENTES ALIMENTARIAS

A la hora de hablar de ingesta de selenio no se puede generalizar, ya que en funcion de
la regién o ciudad en la que nos encontremos, la ingesta de este mineral es muy variable, y
excepto en circunstancias poco frecuentes de exposicion laboral o de ingesta accidental de
reactivos, la Unica fuente significativa de aporte de selenio para el hombre es la dieta (Litov y
Combs. 1991) razoén por la cual los conocimientos sobre su abundancia o carencia en los

alimentos son de especial interés.
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Generalmente las dreas donde los niveles de selenio en suelo son relativamente bajas,
coinciden con que el selenio contenido en los alimentos también lo es. Mientras que el selenio
del suelo depende principalmente de la localizacién geografica, la biodisponibilidad de este en
los alimentos (especialmente en las plantas) depende del pH, condiciones redox, materia

organica del suelo, actividad microbioldgica, temperatura, etc.

Aunque que el metabolismo del selenio esta bien caracterizado en el reino vegetal, en
el caso de los humanos, hay mucha menos informacion, (Rayman. 2008). El estado y la
concentracién del selenio en los alimentos de origen vegetal son altamente variables vy
dependen principalmente de las condiciones del suelo en el que se han cultivado (Levander. 1985)
puesto que los vegetales incorporan el selenio absorbido del suelo en las proteinas,

principalmente en forma de selenometionina o selenocisteina.

Las principales especies de selenio en plantas son: selenato, SeMet y selenocisteina
ademads del selenio contenido en proteinas. La enzima selenocisteina metiltransferasa es la
enzima responsable de la mutilacién de la selenocisteina presente en los organismos seleno-

acumuladores

Las fuentes principales de selenio en la dieta humana son la carne, pescados vy
mariscos, en los que el selenio se encuentra unido a proteinas. Los rifiones, seguidos del
higado, son los tejidos animales con mayor contenido en selenio. En general, de todos los
alimentos adquiridos en la dieta, la ternera, el cerdo, el pollo y el pescado suponen,
aproximadamente, el 36% del selenio total ingerido; mientras que el pan y los cereales el 22%
(Holben y Smith. 1999). Las concentraciones aproximadas del selenio en los principales grupos de

alimentos destinados al consumo humano se recogen en la siguiente Tabla

La cantidad de selenio contenido en los alimentos enriquecidos siempre sera mayor a

la de los alimentos obtenidos mediante un cultivo tradicional.

43



Elena Milldn Adame

Tabla 6.- Contenido y especie quimica de selenio en los alimentos

Alimento fl:pt::::ina da Contenido en selenio(ug/g)
0.1 - 30 (Occidente de EE.UU.)
Cereales Selenio 0.016 — 0.021 (Dinamarca)
0.007 — 0.011 (Finlandia, Suecia y
Noruega)
Maiz, arroz y cebada Selenio <30 (EE.UU.)
Trigo Selenato <100
Maiz Selenometionina 0.01 — 19.01 (China)
Cebada Selenio 0.3 —20.2 (Dinamarca)
Nuez de Brasil Selenio total 35.1 (Brasil)
Nueces Selenio total 0.38 nuez negra y 0.20 nuez blanca
Anacardos Selenio total 0.27
Nueces de Pecan Selenio total 0.10
wescles TR O, sngto <6 ol
Espdrragos Selenato 11 (Reino Unido)
Col Selenato 94
. 0.77 (Agaricus bisporus
setas i) 0. 043{ (Lgentinula epdades))
Cebolla Selenato 17
oo gl
Carne Selenio 0.3 (EE.UU.)
Carne de vacuno, cerdo y cordero Selenio 0.03 —0.15 (Reino Unido)
Pavo Selenio 0.1-0.2 (Reino Unido)
Pescado (entero) Selenio 0.42
Pescado blanco Selenio 0.4-4.3 (EE.UU.)
Pescado azul Selenio 2.5-4.2 (EE.UU.)
Pulpo Selenio 0.13 (Esparia y Portugal)
Sardina, pez espaday atun Seleniometionina 0.43, 0.47 y 0.92 (Espafia y Portugal)
Moluscos, crustdceos y vainas Selenato 0.15-4.15 (enlatados)
Bacalao Selenito 1.5

Recogido de: Rayman, Infante y Sargent, 2008

Los granos de soja y otros granos contienen un elevado contenido de SeMet frente al
de selenato o SeCys. Tal y como se aprecia en la tabla, hay un gran conocimiento del contenido
total de selenio en plantas, y de las especies concretas en las que este se encuentra. Sin
embargo hay mucha menos informacion disponible del selenio de origen animal. Un ejemplo
claro de la dificultad de estos alimentos es el pescado, ya que este varia mucho las
concentraciones en funcién de que lo determinemos en un pescado fresco, cocinado o en

conserva. Ademads de por la gran interaccion que existe entre el selenio y el mercurio.
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Desde los afios setenta se han venido realizando algunos estudios en los granos de
cereales que han puesto de manifiesto que la forma quimica mayoritaria en la que se
encuentra el selenio en el trigo, semillas de soja, arroz y maiz es la selenometionina (Ortufio, Ros,
Periago y col. 1996) . Sin embargo, en los alimentos de origen animal el contenido de selenio no
varia tanto como en los vegetales porque los animales pueden conservar el selenio en estados
de bajo aporte, y excretar grandes cantidades en caso de suplementos excesivos (Fenwick y
Heaney. 1983). En los animales el selenio, bajo la forma de selenocisteina, se encuentra en
proteinas especificas, sobre todo en la GSHPx, mientras que la selenometionina de origen
alimentario sigue la ruta metabdlica de la metionina y es incorporada en su lugar en las
proteinas, constituyendo asi una forma de reserva. Si la selenometionina fuera necesaria para

las células, sufriria una protedlisis fisioldgica y se liberaria de forma retardada.

1.8.- DEFICIENCIA DE SELENIO

La deficiencia de selenio afecta a diversos tipos de tejidos por diferentes vias como
consecuencia de la accién de varias selenoproteinas. La biosintesis de selenoproteinas
depende de la disponibilidad de selenio, de modo que, las selenoproteinas con una funcion
bioldgica poco relevante responden mas rapidamente a la deficiencia de selenio, perdiendo su
actividad, mientras que las selenoproteinas con una funcion biolégica de mayor importancia
permanecen estables en estados carenciales de tipo moderado, y sélo disminuyen su actividad

cuando la deficiencia es sustancial y prolongada (Flohé, Andreesen, Brigelius-Flohé y col 2000; Miiller,

Wringler y Brigelius-Flohé, 2003).

Estas proteinas se recuperan rapidamente tras la ingesta de complementos
nutricionales con selenio (Brigelius-Flohé. 1999). En general, el aporte de selenio al cerebro y a los
6rganos de los sistemas endocrino y reproductor se mantiene, en la medida de lo posible, en
los niveles éptimos, mientras que el corazén, los musculos esqueléticos, el higado y los
glébulos rojos son los menos prioritarios para este elemento, lo cual explica que estos sean los
tejidos en los que primero aparecen lesiones cuando el aporte de selenio no es el

adecuado.(Behne, Hilmert, Scheid y col. 1988; Behne, Weiss-Nowak, Kalcklésch y col. 1994)
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En animales, los desérdenes asociados con la deficiencia en selenio han sido
identificados principalmente en zonas cuyos suelos presentan bajo contenido en el elemento.
Asi, desde 1950 se han identificado enfermedades que afectan a la reproduccion y el
crecimiento, asi como la llamada enfermedad del musculo blanco. En pollos y aves de corral,
los estados carenciales de selenio estdn asociados a una disminucién en la produccién de

huevos, problemas de fertilidad y aumento de la mortalidad embrionaria.

El descubrimiento de desdrdenes clinicos asociados a la falta de selenio como la
enfermedad de Keshan en China y la aparicién de miopatias y cardiomiopatias en pacientes
con alimentacion parenteral han puesto de manifiesto la importancia del selenio en estados
carenciales (Arlington. 1990) Por otro lado, existen evidencias de que la deficiencia de selenio
puede aumentar la susceptibilidad a ciertas enfermedades y dificultar asi el mantenimiento de
un estado de salud éptimo. Niveles bajos del elemento pueden contribuir en algunos casos a
las causas de la enfermedad, pero en otros pueden ser una consecuencia de la propia

enfermedad capaz de agravar su progresion.

A continuacidon se recogen y comentan brevemente algunos de los desdérdenes vy
enfermedades en humanos asociados con la deficiencia de selenio en la dieta. En el hombre, la
aparicion de enfermedades debidas a la deficiencia de selenio se produce por ingesta de
cantidades inferiores a 50 pg/dia (Cdmara, Cobo, Palacios y col. 1995). La primera observacion se hizo
en la provincia de Keshan en China y desde entonces se observé en otras zonas incluyendo
Nueva Zelanda y Finlandia en donde las concentraciones de Se en el suelo son también bajas.
Se caracteriza por presentar unos niveles de ingesta de selenio extremadamente bajos, la cual
ha podido ser controlada mediante la suplementacion con selenio. Sin embargo, a pesar de la
suplementacion, se dan casos crénicos que sugieren que la falta de selenio predispone a la

enfermedad pero no es su causa primaria, que podria tener relacidn con infecciones virales

(Flohé L, Andreesen JR, Brigelius-Flohé y col. 2000)

La estimacion de una adecuada ingesta de selenio se asume cuando también lo es de
otros nutrientes. Hay un gran numero de factores a evaluar que afectan a los requerimientos
de selenio, ya que este tiene interaccién con otros nutrientes que afectan al balance celular

antioxidante/pro-oxidante.
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Se considera hiposelenemia sérica, cuando el sujeto presenta niveles inferiores a 58,4
ug/L, siendo una hiposelenemia moderada cuando los niveles séricos o plasmaticos se
encuentran entre 24 — 43,4 pg/L y una hiposelenemia intensa cuando presenta niveles
inferiores a 24 pg/L (Carmona - Fonseca. 2010). Sin embargo, hay que tener en cuenta que las
personas con valores “bajos” no deben de clasificarse como “enfermas” o en estado de

“anormalidad” con esta Unica determinacion.

Destacan dos enfermedades asociadas directamente con la deficiencia de este mineral:

la enfermedad de Keshan y la enfermedad de Kashin — Beck.

a) La enfermedad de Keshan, una cardiomiopatia propia de zonas endémicas de China
en las que la ingesta de selenio es alrededor de 10 - 15 pg/dia (en comparacion con los 95 pg/L

de las zonas no endémicas).

La principal causa de este déficit en la ingesta es el bajo contenido en selenio del suelo,
y por tanto de los alimentos obtenidos del cultivo de este, tal y como ocurre con los cereales,

cuyo contenido en selenio es 0.02 pg/g.

Una suplementacidon a gran escala entre los afios 1974 — 1977 logro reducir de un

modo muy significativo la incidencia de la enfermedad. (Fordyce. 2005)

b) La enfermedad de Kashin — Beck, se produce también en zonas rurales de China,
ademas de en el Tibet y Liberia, y al igual que la enfermedad de Keshan esta asociada a una

grave deficiencia en selenio, ademas de, entre otros factores, un bajo estatus de yodo.

Se cree que la aparicidn de esta enfermedad, es como consecuencia del daiio oxidativo
sobre el cartilago y células éseas, todo esto asociado con una disminucion e la capacidad de

defensa antioxidante.

Numerosos estudios apuntan que la deficiencia de selenio estd acompafiada por la
pérdida de inmunocompetencia que probablemente esté relacionada con el hecho de que el
selenio se encuentra normalmente en tejidos del sistema inmune como higado, bazo y nédulos

linfaticos, por lo que las células del sistema inmunoldgico podrian tener una importante
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necesidad funcional de selenio. De hecho, la suplementacién con selenio, incluso cuando no

hay deficiencia, produce efectos estimulantes sobre el sistema inmune.

Los dispositivos celulares de defensa frente a una infeccidon implican a las enzimas
antioxidantes, entre las que destaca la enzima Glutation Peroxidasa (GPx) y probablemente la
Selenoproteina P, de tal modo que, como la biosintesis de estas selenoproteinas no es
prioritaria en caso de deficiencia de selenio, el deterioro de la defensa antioxidante es uno de
los primeros sintomas de dicha deficiencia, por lo que no sorprende que la deficiencia de

selenio esté asociada con la aparicidn, virulencia y progresion de ciertas infecciones. (Cabafero

Ortiz. 2005)

El selenio juega un papel esencial en la reproduccién animal. De hecho, la deficiencia
del mismo estd relacionada con la presencia de abortos. Algunos estudios realizados en
humanos han encontrado niveles de selenio significativamente bajos en el suero sanguineo de
mujeres que han sufrido abortos durante el primer trimestre o de forma recurrente (Barrington,
Lindsay, James D y col. 1996). Estos abortos podrian estar relacionados con una proteccidon
insuficiente de las membranas bioldgicas y del ADN frente a la oxidacién, debido a bajos
niveles de GPx. Ademas, el selenio es esencial en la fertilidad masculina, ya que es necesario
para la biosintesis de la testosterona y para la formacidon y desarrollo normal de los

espermatozoides, interviniendo concretamente en la formacién de la capsula espermatica.

(Thomson, 2004)

Existen evidencias de que el selenio esclave en un funcionamiento adecuado de
6rganos como el cerebro o el corazén. En estados carenciales, el cerebro recibe un suministro
prioritario. Se ha visto que la presencia de estrés oxidativo estd fuertemente implicada en
enfermedades neuronales y neuromusculares, como la apoplejia, Alzheimer, Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica y distrofia muscular. Por ello el selenio, gracias a su efecto

antioxidante, podria proteger al organismo frente a dichas enfermedades.

Otros efectos beneficiosos del selenio estdn relacionados con sus propiedades
antioxidantes y antinflamatorias, actuando frente a la pancreatitis y mejorando los sintomas
de ciertas enfermedades, como el asma o la artritis reumatoide. Por ultimo, estudios
epidemioldgicos, experimentos con animales y ensayos clinicos llevados a cabo en los ultimos

afios han demostrado la existencia de una correlaciéon importante entre los niveles de selenioy

48



Antecedentes Bibliogrdficos

la incidencia de algunos tipos de cancer. Este descubrimiento ha contribuido enormemente a

que se hayan multiplicado las investigaciones en torno al papel de este elemento.

Aproximadamente una tercera parte de las afecciones cancerigenas
desarrolladas en humanos tienen un origen medioambiental, observandose una
disminuciéon de un 50% en su incidencia, en dietas ricas en selenio (Clark, Combs y Turnbull.
1996). Por otro lado, estudios experimentales realizados en animales indican que
exposiciones supranutricionales de selenio pueden reducir significativamente las
proliferaciones tumorales. El efecto anticancerigeno dependerd de la dosis y de la
forma quimica del selenio (spaliholz. 2001). Entre las especies naturales de selenio, las
capaces de producir facilmente especies monometiladas han demostrado ser
especialmente activas (ip, Lisk y Ganther. 1998). EI monometilselenol es considerado como
un metabolito critico para la proteccion de ciertos cédnceres. Ademas, algunos
compuestos sintéticos de selenio, que no son utilizados en la sintesis de

selenoproteinas, también muestran efectos anticancerigenos. (Tapiero, Townsend y Tew 2003)

1.9.- TOXICIDAD POR EXCESIVA INGESTA DE SELENIO

Ademas de los posibles efectos beneficiosos anteriormente mencionados, el selenio
puede llegar a provocar efectos toxicos cuando se ingiere en concentraciones superiores a 200
ug/dia (Cémara, Cobo, Palacios y col., 1995). En Espafia la dosis maxima tolerable es de 400 ug/dia
para adultos y la toxicidad producida por selenio es mucho menos generalizada que la
deficiencia. Los efectos toxicos del selenio, se conocen desde hace mucho tiempo. Ya en el
siglo Xlll, Marco Polo descubrié plantas seleniferas en una regién montafiosa de China cuya
ingesta causaba la pérdida de las pezuias en los animales. La toxicidad del selenio depende de
factores tales como la forma quimica, la especie bioldgica, la concentracidn y las posibles

transformaciones que puede sufrir en su interaccion con el medio.
Generalmente las especies organicas de los elementos suelen considerarse mas toxicas

que las especies inorganicas, debido a su naturaleza lipofilica, al poseer mayor facilidad para

difundir rdpidamente a través de las membranas celulares. Sin embargo, muchas especies
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organicas de selenio, como es el caso de los selenoaminodcidos, son esenciales y forman parte
de las proteinas, por lo que su toxicidad potencial se reduce. Las especies metiladas de selenio,
salvo el trimetilselenonio, son volatiles y téxicas a niveles de concentracion elevados. Las
especies monometiladas son generalmente bien toleradas, debido a que pueden
transformarse facilmente en otras con menor actividad bioldgica y de facil excrecién por el

organismo (Levander. 2001; Fishbein. 1991).

Dentro de las formas inorganicas, el selenio elemental parece ser el menos téxico por
ser el mas insoluble y por tanto dificilmente asimilable por los organismos. La especie selenito

es mas toxica que el seleniato, pero a ambas se les otorgan propiedades mutagénicas (Hogber y

Alexander. 1986).

Algunas especies de plantas son capaces de acumular grandes cantidades de selenio
que, al ser consumidas por ganado, causan un sindrome caracteristico descrito como blind
staggers disease. Este sindrome ocurre tras un periodo breve (desde dias a pocas semanas) de
ingesta diaria muy elevada de selenio por parte del animal. Se caracteriza por alteraciones de
la visidn, pérdida del apetito y deambulacién en circulos. Si no se detiene la elevada ingesta de
selenio, puede producirse una progresion a paradlisis de la lengua y del mecanismo de la
deglucion vy, finalmente, acabar en la muerte por depresién respiratoria. Otro sindrome,
descrito en ganado y caballos, es la enfermedad alcalina. Este sindrome se asocia a con
concentraciones menos elevadas de selenio pero mantenidas (muchas veces tarda varios aifos
en aparecer). Se caracteriza por pérdida de pelo, deformacién y desprendimiento de las

pezuias y erosidn con pérdida de vitalidad en las articulaciones de los huesos largos.

El hombre se ha mostrado menos sensible que los animales a sobredosis de selenio. Se
desconocen los niveles precisos en la dieta para producir intoxicacion crénica, pero cantidades
del orden de 2-8 mg/kg son capaces de producir graves lesiones. Se han dado casos de
selenosis cronica en zonas geograficas extremadamente ricas en selenio (zonas de China y
Venezuela)(Yang, Wang, Zhou y col. 1983) donde la exposicidn crdnica a elevadas dosis se selenio se
ha observado en con una ingesta de alrededor de 4.9 mg/dia, lo cual lleva asociado unos

niveles de selenio en plasma de 3200 pg/L y sintomas de selenosis.
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Entre los afios 1961 y 1964 se detectd en Enshi (China) en la poblacién humana una
enfermedad endémica manifestada por pérdida de cabello, ufias, irritacion de la piel y los ojos,
y debilidad de los dientes provocada por sobredosis de selenio. Otros sintomas de toxicidad
son anorexia, dolor abdominal, diarrea, fatiga, irritabilidad, depresiéon, edema pulmonar,
hemorragias, necrosis de higado y rifién, mal aliento, deterioro neurolégico, ceguera y caries
dental. Este mal se atribuyd a un alto contenido de selenio en el maiz. Sin embargo, la
poblacién con mds riesgo de sufrir selenosis estd constituida por personas que trabajan en la
industria del selenio. De hecho, existen casos de envenenamiento por exposicién industrial de

especies de selenio volatiles como Se02, SeOCI2 y SeH2 (Goehring, Palmer, Olson y col. 1984).

La evaluacién bioquimica de toxicidad por selenio es mas dificil de valorar que el déficit
de ingesta. El andlisis de las selenoproteinas no es Util para determinar la potencial toxicidad
ya que éstas no incrementan su actividad al aumentar la ingesta de selenio, una vez alcanzados
los requerimientos necesarios. (Hambidge, 2005). El analisis de la concentracion de selenio en los
tejidos (incluyendo plasma y sangre) es util para estimar el riesgo de toxicidad. El aporte de
selenio en forma de selenometionina se traduce en concentraciones altas de selenio en los
tejidos. Este aumento estd causado por la incorporacion aleatoria de selenometionina en las
proteinas en lugar de la metionina. Por el contrario, las formas inorganicas de selenio
(habitualmente usadas en suplementos) no causan una elevacion de la misma magnitud
porque estas formas de selenio no pueden incorporarse a la metionina. Esto explica que para
una misma concentracidon sanguinea o plasmatica de selenio, éste sera mas toxico si se ha

ingerido en forma inorganica (Dietary Reference Intakes for Vitamin C, Vitamin E, Selenium and Carotenoids.

2000).

1.10.- INTERACCIONES DEL SELENIO CON OTROS NUTRIENTES Y MEDICAMENTOS

La interaccion entre el selenio y la vitamina E se observa en la etiologia de muchas
enfermedades deficientes en animales, pero la deficiencia pura en selenio es rara. La
deficiencia suele ocurrir cuando hay un bajo estado de selenio junto con un estado adicional
de estrés, como por exposicion a sustancias toxicas, trauma o infeccidn. La deficiencia

combinada de selenio y vitamina E han dado como consecuencia perfiles desfavorables de
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lipidos en modelos de animales. Se ha observado un efecto protector de lipidos y vitamina E
sobre la peroxidacion de lipidos. Esto sugiere que condiciones fisioldgicas por debajo de la
normal y una baja actividad de GPx se puede ver compensada por otros componentes del
sistema antioxidante como la vitamina E y C, pero que el efecto protector de la GPx tiene una
particular importancia cuando el organismo esta expuesto a condiciones adicionales de estrés.

Por otro lado, dietas bajas en vitamina E, tienen incrementadas las necesidades de selenio.

Tabla 7.- Principales caracteristicas y funciones del selenio

El Selenio

e Posee funcion antioxidante. Se encuentra principalmente en dos formas:
selenometionina (Se-Met) y selenocisteina (Se-Cys).
e La Se-Met puede sustituir a la metionina en varios tejidos donde no pueden ser

Rol del sintetizados, y la Se-Cys es la forma biolégicamente activa y se encuentra presente en
selenio los centros activos de selenoproteinas como la Glutation Peroxidasa (GPx)
e Participa en la produccion de hormonas tiroideas a través de yodo-tiroxina
deiodinasas

e Inhibe la transcripcion nuclear el factor kB (NF-kB)

e [E/ selenoaminoacido Se — Met se absorbe en un 90% en al duodeno y yeyuno
proximal

e La absorcion de selenio inorgdnico es menos eficiente.

e Setransporta en sangre unido a proteinas

e E| 75% del selenio de la dieta se excreta por la orina y el resto a través del tracto
gastrointestinal

Metabolismo

e Por una administracion insuficiente de selenio libre en NP o NE

e Por aumento de las perdidas: presencia de infeccion, resercion del duodeno o

Estado deficiente yeyuno...

e Por aumento de las necesidades: procesos de hemodidlisis, traumatismos, fistulas
gastrointestinales, quilosis...

e Cardiomiopatia: se manifiesta como fracaso congestivo cardiaco y presencia de

Manifestaciones arritmias. Los musculos presentan miositis, debilidad y calambres musculares.
clinicas e Cambios en la piel (sequedad con eritema) y del cabello cambios (adelgazamiento,

coloracion de la luz) estos sintomas se presentan en estados de deficiencia severa

e [os niveles plasmdticos (comunmente utiliza para Se determinard el estado) no son
precisos para reflejar la ingesta, pero si para cambios agudos entre compartimentos.
e La GPX eritrocitraria refleja los niveles de selenio a largo plazo

Determinacion en
laboratorio

e Laingesta recomendada en nutricion parenteral es de 20-100 mg/dia, siendo la dosis
habitual de 60 mg.

e RDA para nutricién enteral es 50-100 mg/dia. monitorizando los niveles en plasma en

Recomendaciones funcion de la funcién renal del paciente critico.

e Los pacientes criticos y los inmunodeprimidos se benefician del empleo de
suplementos farmacolégicos en dosis de Selenito de sodio de 1000 g/dia con
reduccion de la mortalidad

e no hay informes de toxicidad de selenio (selenosis) en soporte de NE o PN.

e £n caso de toxicidad, los sintomas incluyen la fragilidad de cabello y las ufias,
irritabilidad, fatiga, neuropatia, la erupcion de la piel y sintomas gastrointestinales
(nduseas y vomitos)

Toxicidad

Recogido de: Instituto Internacional de Ciencias de Norte América, 1996
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El selenio tiene ademas fuertes interacciones con metales pesados como el cadmio,
plata y mercurio de alimentos marinos, protegiendo frente a efectos téxicos de estos metales.
Dos medicamentos muy usados cominmente para el tratamiento de la artritis (penilacilamina

y sales de oro) son potentes inhibidores de la GPx purificada en tejidos.

1.11.- DETERMINACION DEL CONTENIDO CORPORAL EN SELENIO

Los marcadores bioldgicos de ingesta y contenido corporal de selenio son considerados
indices de buena calidad en comparacion con el resto de los elementos traza. Ademas, el
selenio es el Unico elemento traza en el cual las mediciones en plasma o suero son marcadores
biolégicos de primera eleccion (Hambidge, 2005). La concentracion de selenio en plasma o
suero constituye un marcador de corto plazo y también de largo plazo del contenido corporal
de selenio, excepto tras alteraciones graves y prolongadas. Concentraciones plasmaticas
alrededor de 0,89 umol/L son adecuadas para los requerimientos fisioldgicos de las
selenoproteinas. Un mayor aporte de selenio se traduce en un aumento de la concentracion
plasmatica, pero la fuerza de la correlaciéon con la ingesta depende mucho de la forma quimica
del selenio en la dieta. Asi la principal forma presente en nuestra dieta suele ser la
selenometionina, que es absorbida eficientemente pero no esta sujeta a control homeostatico,
siendo ademds en un elevado porcentaje incorporada rapidamente al musculo esquelético por

lo que se refleja poco en las concentraciones plasmaticas.

Asimismo, la concentracion de selenio eritrocitario es un indicador que aporta
informacién a mas largo plazo (Dietary Reference Intakes for Vitamin C, Vitamin E, Selenium and Carotenoids.
2000) es decir responde a la ingesta durante un periodo de varios meses, mientras que la

medida en suero suele reflejar la ingesta de los ultimos 2 a 3 dias.

El andlisis de la actividad de la enzima glutatidon peroxidasa en sangre constituye un
indice funcional del contenido corporal pero sdlo es util en situaciones de déficit de este
elemento. Cuando se alcanzan concentraciones de selenio normales o elevadas, la actividad
glutation peroxidasa no aumenta. Debe tenerse en cuenta que la actividad glutation

peroxidasa puede afectarse por el déficit de otros nutrientes. Se considera que la actividad de
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la glutatién peroxidasa plasmadtica es la que mejor refleja la actividad de los selenoenzimas.

(Dietary Reference Intakes for Vitamin C, Vitamin E, Selenium and Carotenoids, 2000)

La determinacion de la selenoproteina P, principal proteina plasmatica en contenido
de selenio, es también una prueba sensible para evaluar el contenido corporal nutricional de
selenio (Allan, Lacourciere y Stadtman. 1999; Burk, Hill y Motley. 2003) que puede determinarse mediante

métodos inmunoquimicos.

Otros marcadores bioldgicos estudiados son la yoduroperoxidasa, la tiroredoxina
reductasa y la selenoproteina W. Estos marcadores, técnicamente mas complejos de
determinar, no han mostrado ventajas sobre el selenio plasmatico por lo que éste se considera
aun de primera eleccion. Como se ha dicho, las concentraciones de selenio en plasma o suero
varian segun la localizacidon geografica de la poblacidn. Por tanto, los intervalos de referencia
varian de forma importante de algunos paises respecto a otros, e incluso dentro de un mismo
pais. También dentro de una misma poblacién, los nifios tienen concentraciones mas bajas que
los adultos. La concentracidn en sangre y eritrocitos es respectivamente un 15% y un 37%

mayor que la plasmatica (Montel, Lépez, de Prddena y col. 2000).

En cuanto a su determinacién en orina, se considera que su excrecién urinaria
aumenta con el aumento de aportes, pero no es afectada por el estado nutricional, por lo que
es util, por tanto, como control del cumplimiento terapéutico. La concentracién de selenio en
cabello y ufias también ha mostrado relacion con la ingesta de este elemento. Sin embargo, su
uso como marcador del contenido corporal de selenio estd limitado por la forma quimica del
selenio ingerido, el contenido de metionina en la dieta y el color del cabello, factores que
afectan al depdsito de selenio en estos tejidos (Dietary Reference Intakes for Vitamin C, Vitamin E,
Selenium and Carotenoids, 2000). Ademas, debe tenerse en cuenta la posible presencia de selenio en

algdn champua.

2.- VALORACION DEL ESTADO NUTRICIONAL:

Existen diferentes métodos de valoracién del estado nutricional en poblaciones,

pudiendo ser objetivos o subjetivos, y diferenciandose en la capacidad para detectar cambios

en un periodo corto de tiempo, en su capacidad para demostrar la presencia de desnutricion,
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en su capacidad para evaluar la respuesta ante una intervencidén nutricional, etc. En la
siguiente tabla (Tabla 8) se describen los métodos de evaluacidn del estado nutricional y los

parametros a determinar en cada caso.

Tabla 8.- Metodologia para la valoracion del estado nutricional

METODOS EMPLEADOS EN LA VALORACION DEL ESTADO NUTRICIONAL

e Indice de Masa Corporal (IMC)
e Perdida de peso
e Plieguesy perimetros corporales

Antropométricos

o Albumina

Prealbumina

Transferrina

e Feriitina

e Proteina transportadora de retinol (RBP)
e Balance nitrogenado

e Indice creatinina - altura

METODOS OBJETIVOS R:lelell[galleeXy

Composicion Corporal e Bioimpedancia
e Densitometria

METODOS SUBJETIVOS e Valoracion Global Subjetiva
e Mini nutritional Assesment

En la realizacidn de una evaluacién del estado nutricional de tanto de una poblacién
como a nivel individual, ademds de realizar un completo estudio antropométrico debemos de

recoger la Historia Dietética completa y una adecuada historia clinica de los sujetos.

2.1.- LA HISTORIA CLiNICA

Es un factor muy importante para poder identificar el riesgo o presencia de una
enfermedad o de malnutricién de un individuo, debiendo prestar especial en aquellos
antecedentes personales o familiares que suponen un riesgo para el individuo como son la

presencia de:
e Enfermedades crodnicas

e Patologia Gastrointestinal

e Procesos que aumentan las demandas metabdlicas
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e Procesos que incrementan las pérdidas de nutrientes

e Tratamientos farmacoldgicos que alteran la biodisponibilidad de nutrientes
e Disfagia

¢ Dificultades en la masticacion

e Alergias e intolerancias

e Ansiedad o depresion

2.2.- LA HISTORIA DIETETICA

La valoracion de la dieta es un aspecto muy importante para detectar un posible riesgo
de desnutricién, ya que proporciona una informacion objetiva para poder disefiar una

intervencién nutricional.

La valoracidon de la dieta se puede hacer a través de distintos métodos, tanto
retrospectivos como prospectivos, aunque todos estan destinados a identificar aspectos

cuantitativos y cualitativos de los habitos alimentarios.

Existen tres sistemas fundamentales para determinar la ingesta de alimentos vy
nutrientes:

II) Determinacidn directa por pesada de los alimentos implicados, y andlisis

guimico de los nutrientes contenidos en los mismos. Es la situacién ideal, pero no es viable en

términos practicos.

Ill) Determinacién directa por pesada de los alimentos ingeridos y
determinacién de los nutrientes de los nutrientes contenidos en ellos mediante tablas de

composicion de alimentos (TCA).

IV) Determinacion directa de alimentos ingeridos mediante encuestas
alimentarias, y determinacién de los nutrientes ingeridos mediante tablas de composicién de

alimentos (TCA).

Este ultimo sistema es el mds utilizado, aunque en un principio puede parecer menos

preciso, es mds comodo, factible, y a nivel poblacional nos aporta una informacidn bastante

completa y fiable.
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Hay tres niveles donde se puede estimar la ingesta de alimentos:

1) Nacional

2) Familiar

Método “cesta de la compra”
Método de inventario
Método de registro familiar

Método de recuerdo por lista de alimentos

3) Individual

Determinacion de la ingesta actual de nutrientes (prospectivos)
Método de la dieta duplicada
Método mediante pesada
Método mediante medidas caseras
Determinacion de la ingesta de nutrientes en el pesado
(retrospectivos)

v' Recuerdo 24 horas

v Frecuencia de consumo de alimentos

v" Historia dietética

v" Recordatorio de consumo de 24 horas: En esencia, este método consiste en preguntar

anterior).

al individuo que esta siendo entrevistado sobre alimentos consumidos, tanto cualitativa como

cuantitativamente, ingeridos durante en un periodo de 24 horas (correspondiente al dia

Este método es muy Util para realizar estudios epidemioldgicos en grandes poblaciones.
Aunque lo indicado para este método suele ser el recordatorio de 24 horas, este sistema se
puede aplicar a periodos de tiempo mas cortos (de tan solo unas horas) o mas largos (de varios
dias), pasando a ser recordatorios de 48 horas, 72 horas... pudiendo llegar incluso a

recordatorio de 1 semana. No hemos de olvidar que, tal y como su nombre indica, este sistema
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se basa en preguntar al encuestado por la ingesta de los alimentos, basandonos Unicamente
en la memoria de este, por lo que cuanto mayor sea el periodo de tiempo a recordar, menor

serd la fiabilidad de la informacidn recogida.

Con el fin de precisar en la medida de lo posible en la cantidad de alimento ingerido
(tamafio de raciones...), podemos emplear dlbum de fotografias, utensilios domésticos, platos

preparados...

v’ Recordatorio de frecuencia de consumo de alimentos: Debido a las claras limitaciones
del recordatorio de 24 horas para evaluar la ingesta de alimentos a medio y largo plazo (desde
unos dias, unas semanas, meses o incluso un afo), en estos casos se prefiere la utilizacion de
encuestas de frecuencia de consumo. En este método se parte del principio de que las
diferencias en las ingestas de nutrientes estan en parte determinadas por la frecuencia en Ila

gue se consumen los alimentos.

El objetivo de este método sera el de obtener, a partir de un conjunto o listado de
alimentos, la frecuencia habitual de consumo en un periodo de tiempo determinado en le
pasado. Respondiendo el encuestado al nimero de veces que, como promedio, ha ingerido un

alimento en un periodo de tiempo.

Es un método muy usado en estudios epidemioldgicos nutricionales.

2.3.- CALCULO DE LOS REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

Existen diversos organismos nacionales e internacionales que establecen
recomendaciones de ingesta tanto para la energia como nutrientes, los mas importantes a

escala internacional son:

- El Comité de Expertos de la Organizacién de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura y La Organizacién Mundial de la Salud
(FAO/OMS)

- Food and Nutrition Borrad del Nacional Research Council de los Estados

Unidos
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Siendo este ultimo el que, desde hace seis décadas, establece las Raciones Dietéticas
Recomendadas (RDA).
Las RDA se definen como el nivel de ingesta de un nutriente suficiente para cubrir las

necesidades de la mayoria de la poblacién sana segun la edad y el sexo.

Estas recomendaciones son revisadas periddicamente de acuerdo con los nuevos

conocimientos cientificos.
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Figura 3.- Distribucion de los requerimientos individuales de un nutriente

Actualmente se establecen las ingestas dietéticas de referencia (RDI), que determinan

otros conceptos como:

e los niveles maximos de cada nutriente que no presentan riesgos de efectos

secundarios

e la estimacion del gasto energético segln las recomendaciones adaptadas a
las caracteristicas de la poblacion
En nuestro pais las recomendaciones de ingesta de nutrientes para la poblacién

espafiola la realizan:

- La Sociedad Espafiola de Dietética y Ciencias de la Alimentacion (SEDCA)

- La Universidad Complutense de Madrid
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2.4.- ESTRUCTURA Y COMPOSICION CORPORAL

La composicién corporal se puede clasificar segln niveles de compartimentos:

12 nivel: Atémico
22 nivel: Molecular
32 nivel: Celular
- Celular o masa celular (MC)
- Liguidos extracelulares (LE)
- Sélidos extracelulares (SE)
42 nivel: Tisular
- Tejido muscular
- Tejido adiposo
- Tejido éseo
- Sangre
- Otros
592 nivel: Cuerpo completo
- Talla
- Peso total y relaciones peso talla como el IMC
- Forma corporal determinadas a través de anchuras

- Caracteristicas externas y fisicas del organismo
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Grdfical.- Composicion corporal en hombres y mujeres segun la edad
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MM: Masa Magra; MG: Masa Grasa; MC: Masa celular; LEC: Liquido Extracelular

Composicion corporal en compartimentos corporales:

Para determinar la composicion corporal del organismo se pueden emplear diferentes

métodos, como son:

I) Antropometria
II) Densitometria hidrostatica

1) Métodos isotdpicos

IV) Métodos basados en la conductancia eléctrica: Bioimpedancia

V) Métodos de diagndstico por imagen: tomografia axial computarizada,

ultrasonidos, radiologia, resonancia magnética nuclear...
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2.5.- VALORACION ANTROPOMETRICA

Etimolégicamente, el termino antropometria deriva del griego anthropo, que se
identifica con el hombre, y metry traducido como medida, de modo que se trata de la medida

del ser humano.

La antropometria es una técnica ampliamente utilizada en la evaluacién nutricional,
tanto para la vigilancia del crecimiento y el desarrollo, como para la determinacion de la

composicion corporal.

La medicidn de diferentes parametros antropométricos, asi como la obtencién de
indicadores derivados de los mismos, permite conocer el estado de las reservas proteinas y

caldricas ademas del contenido en materia grasa.

- Los objetivos de la antropometria son:

1) Evaluacién del estado nutricional.
2) Control del crecimiento, desarrollo y maduracion.

3) Valoracién del efecto de las intervenciones nutricionales.

- La antropometria posee ciertas caracteristicas generales:

1) Constituye un método en cierto grado objetivo y no invasivo para medir la
constitucién y composicién corporal.

2) Las medidas realizadas son relativamente sencillas, rapidas y econdmicas.

3) datos obtenidos son capaces de reflejar cambios e la ingesta nutricional
producidos a largo plazo y corto plazo, siendo el periodo minimo para
apreciar cambios a través de la antropometria de cuatro semanas.

4) Los resultados obtenidos deben evaluarse comparando con referencias

estandar de acuerdo a la edad y sexo del individuo.
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- La antropometria posee ciertas limitaciones:

1)

2)

3)

4)

Pueden ocasionarse errores debido a la inexperiencia del examinador o
por la no cooperacién del individuo o material inadecuado.

Algunos cambios significativos del estado nutricional que no pueden ser
detectados antropomeétricamente porque se producen lentamente.

Las medidas antropométricas pueden alterarse por determinadas
patologias como la osteoporosis, cifosis y edema.

Puede que las referencias estandar no sean las mas apropiadas.

presenta limitaciones para la estimacion del perfil de distribucion de grasa
corporal, sobre todo en personas obesas.

Diferencias en la compresiéon del tejido adiposo subcutaneo puede alterar

las mediciones.

2.5.1.- MATERIAL ANTROPOMETRICO PARA ADULTOS:

- Bdscula: para determinacién de peso corporal

- Tallimetro: para medir la talla o estatura del individuo

- Antropometro: para medir alturas, longitudes y grandes diametros (precision 1mm)

- Paquimetro: para medir pequefios diametros (precisién 1mm)

- Lipocalibre: para medir el espesor del tejido adiposo subcutdneo. Permite medir

pequenas anchuras de hasta 48mm, con una precision de 0,2mm y ejerciendo un

presion de 10g/mm?>.

- Cinta métrica: para medir perimetros y localizaciéon del punto medio entre dos

referencias anatdmicas.

- Marcador para senalar los puntos anatémicos y referencias anatémicas.
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2.5.2.- PARAMETROS ANTROPOMETRICOS MAS USUALES:

2.5.2.1.- Parametros longitudinales: Talla

Se puede realizar la estimacion de la talla completa, para ello el sujeto debe estar de
pie y descalzo, con los talones juntos y sobre la marca del estadiometro y los pies formando un

angulo entre 45 y 60 grados.

Para estimar la talla sentado, el individuo estara sentado sobre la caja de medicion en
la postura lo mas erecta posible, con las rodillas formando un angulo de 902 y los pies

formando a su vez un angulo de 902 con los brazos reposados a ambos lados del cuerpo.

2.3.2.2.- Peso Corporal

Se empleara para este destino una bascula. Para llevar a cabo la correcta medicién, el
individuo debera situarse de pie en el centro de la plataforma de la bascula distribuyendo el

peso por igual e ambas piernas.

El peso mide, de forma simplificada, el total de los componentes corporales. El peso

puede usarse como herramienta antropométrica €en numerosas ocasiones, Como son:

e Peso actual: Corresponde al peso en el momento de la valoracidn. Este
peso se debe de medir con el sujeto en ropa interior y preferiblemente en

ayunas
e Peso ideal: Se establece a partir de formulas o tablas de estandares
poblacionales calculadas en funcién de la talla y la complexién. Este peso

también se puede calcular a partir de la formula de Lorentz:

En hombres: Peso ideal (Kg) = (talla (cm) — 100) — ([talla (cm) — 150] / 4)
En mujeres: Peso ideal (Kg) = (talla (cm) — 100) — ([talla (cm) — 150] / 2)
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e Peso ajustado: Se estima calculando el 25% del peso actual del sujeto y

sumandole el peso ideal calculado segun la formula anterior:

Peso ajustado (Kg) = (peso real (Kg) x 0,25) + peso ideal (Kg)

En el caso en el que los sujetos puedan padecer alguna enfermedad o deficiencia

nutricional, se puede utilizar el peso como herramienta de deteccién mediante:
e Peso habitual: El peso habitual del individuo nos sirve de referencia a la
hora de determinar el efecto que puede tener una enfermedad sobre el

peso corporal.

e Porcentaje de pérdida de peso: La utilidad mas importante de este

pardmetro radica en la capacidad de apreciar cambios recientes en el peso.

% pérdida de peso = ([peso habitual — peso actual]/peso habitual) x 100

2.5.2.3.- Estimacion del Indice de Masa Corporal

Otras de las determinaciones que se pueden realizar a través de la antropometria es la
estimacion del indice de Masa Corporal (IMC) o indice de Quetelet, siendo estos unos de los
indicadores mds frecuentemente utilizados. Se calcula a partir del peso corporal en kilogramos
dividido por el cuadrado de la talle en metros, mediante la siguiente formula:

IMC = Peso (Kg) / Talla (m?)

Estableciéndose unos criterios para definir la obesidad en funcién de este parametro,

tal y como se muestra en la grafica inferior:
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Tablas 9.- Clasificacion de la obesidad a partir del IMC segun la SEEDO 2000

SOCIEDAD ESPANOLA PARA EL ESTUDIO DE LA OBESIDAD (SEEDO 2000)

Normopeso 18,5-24,9
Sobrepeso de grado | 25-26,9
Sobrepeso de grado Il (preobesidad) 27-29,9
Obesidad de tipo | 30-34,9
Obesidad de tipo Il 35-39,9
Obesidad de tipo Il (morbida) 40-49,9
Obesidad de tipo IV (extrema) >50

Tablas 10.- Clasificacion de la obesidad a partir del IMC segun la OMS 1998

CLASIFICACION WHO — OMS (1998)

Normopeso 18,5-24,9

Sobrepeso 25-29,9
Obesidad de grado | 30-34,9
Obesidad de grado | 35-39,9
Obesidad de grado Il >40

2.5.2.4.- Perimetros

Los lugares que se consideran mas importantes para cuantificar y describir la

distribucion del tejido adiposo son:

- Perimetro del térax: Se mide a nivel de los pezones tras la espiracién no
forzada del aire respiratorio y sin comprimir los tejidos blandos.

- Perimetro del brazo: Es el perimetro tomado en el punto medio del brazo,
entre el acromion y el olécranon. Con el brazo extendido y relajado.

- Perimetro de la cintura (abdominal): Se localiza el minimo perimetro del

abdomen y se sitla la cinta en este punto perpendicular al eje corporal.
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- Perimetro de la cadera (pelviano): es el perimetro que pasa por la regidon mas

saliente de los gluteos, tomando asi el maximo perimetro.

Figura 4.- Puntos para la determinacion de pliegues y perimetros corporales

® ® '
ey b Perimetro craneal
ChEactomialiicdy o sse e Bas vl b ae v i oA Tmetro cervica
D. bi-acromial Perimetro cervical
BRI e i i S S e e Perimetro deltoideo
D. tordcico transverso : 5
""""""""" Perimetro tordcico
Perimetro del brazo |-...
PerrG e e e e e | R Perimetro abdominal
D. bi-liaco .
4 Perimetro del antebrazo /.
Didela Y 4] ===z Yoo o0 A ) Perime e maki
: SiEiE erimetro de la pelvis
e D. bi-trocantéreo

———————— Perimetro del muslo

D. de la rodilla ~-1t Perimetro de la rodilla

------ Perimetro gemelar

D. del tohillo /\/\. +{ Perimetro del tobillo

{0 Manaie 3008

Recogido de: Mataix y col., 2009

2.5.2.5.- Pliegues Cutaneos

El hecho de que una parte importante de la grasa corporal se acumule a nivel
subcutdneo por todo el cuerpo, va a permitir que la medicion de pliegues cutaneos en distintas
zonas corporales, conduzca a la determinacion del componente graso a través de distintas

tablas y formulas.
Los pliegues cutaneos se determinan con el lipocalibre indicado anteriormente. Para

ello se debe de traccionar la piel junto con los tejidos subcutaneos, separandolos del musculo

tal y como se ve en la imagen.
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Zona superior del cuerpo:

.- Pliegue tricipital (PB): Se mide el punto medio del brazo, entra el borde inferior del

acromion y el olécranon en la cara posterior del brazo. Pliegue perpendicular.

.- Pliegue bicipital (PT): Se mide el punto medio acromio — radial, marcando el punto

medio y realizando ahi la medida. Pliegue perpendicular.

.- Pliegue subescapular (PSE): Se localizara del pico inferior de la escapula realizando
una marca en este punto, midiendo aproximadamente un centimetro por debajo de ese punto.

Pliegue oblicuo.

.- Pliegue abdominal (PA): Se localiza el pliegue situado lateralmente a la derecha 5cm

del ombligo en su punto medio. Pliegue oblicuo.

.- Pliegue suprailiaco o de la cresta iliaca (PIL): Se tomara el pliegue en la linea

medioaxilar, justo por encima de la cresta iliaca. Pliegue vertical.

.- Pliegue supraespinal (PSEP): Situado en le punto de corte entre una linea imaginaria
paralela que va desde la cresta iliaca y otra que partiendo de la axila derecha, va dirigida a la

ingle. Pliegue oblicuo.

Zona inferior del cuerpo:

.- Pliegue del muslo anterior (PM): Situado en el punto
medio entre el pliegue inguinal y la parte superior de la rotula.

Pliegue vertical.

.- pliegue de la pierna (PP): A la altura del gemelo en el

unto en el que el perimetro es maximo. Pliegue vertical. T
P q P & Lipocalibre |

Figura 5.- Lipocalibre

2.5.3.6.- Estimacion de la Grasa Corporal

A continuacién se muestran una relacién de formulas muy utilizadas en antropometria,

las tres primeras se emplean para determinar la densidad corporal del sujeto, para a partir de
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la misma, estimar el porcentaje de grasa corporal mediante la formula indicada debajo de las

tres citadas.

En la parte inferior de la tabla se muestran dos formulas para predecir la cantidad de

grasa del organismo, siendo estas, debido al mayor numero de pliegues empleados, las mas

adecuadas para realizar el calculo correspondiente.

Tabla 11.- Férmulas antropométricas para el cdlculo del porcentaje de grasa corporal utilizando

distintos pliegues cutdneos

N@ de pliegues FORMULA
1 Siri
Tricipital Densidad Corporal (D) = 1,11 — 0,062 x log PT
2 Sloam
0 Gl D = 1,1043 — (0,001327 x PMA) — (0,001310 x PS)
Subescapular
E Durnin — Womersley
, Afos Formula
Biceps
Triceps 17-19 D =1,1620—0,0630 x log (5 4 PL)
Subescapular 20-29 D =1,1631-0,0632 x log (4 PL)
Cresta iliaca 30-39 D =1,1422 —0,0544 x log (5 4 PL)

Grasa (%) = [(4,95/D) — 4,5] x 100

4
Triceps
Subescapular
Abdominal
Supraespinal

Faulkner (modificada de Yuhasz)

Grasa (%) = (>4 PLx0,153) + 5,783

6
Triceps
Subescapular
Abdominal
Supraespinal
Muslo anterior
Pierna medial

Yuhasz

Grasa (%) = (26 PLx0,1051) + 2,585

Recogido de Mataix, 2009
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2.5.2.7.- Determinacion de la Complexion

1) Mediante la altura y circunferencia de la mufieca: Se determina dividiendo la talla
en centimetros, entre el perimetro de la mufieca. Se mide la circunferencia de la mufieca en

posicion distal a la apdfisis estiloide, en el pliegue de la muiieca del brazo derecho.

Talla (cm)
Perimetro mufieca (cm)

Lugar de medida

/ (apofisis)

Complexion Hombre Mujer
Pequena > 10,4 >11
Mediana 9,6—-104 10,1-11

Grande <96 <10,1

2) Mediante la anchura del codo: Este pardmetro parece ser un buen indicador de
complexidn corporal, ya que se ve poco influenciado por la obesidad ni otros factores. Se
realiza midiendo la distancia entre las prominencias dseas del codo cuando este esta

flexionado, empleando para ello un pie de rey.
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Tabla 12.- Determinancion de la complexion a partir del ancho de codo

Ancho codo Ancho codo Ancho codo
Altura (m)
Pequeiia Mediana Grande
- <62 62-7,2 >7.2
- <65 6,5-72 >7.2
Hombres - <60 60-75 >75
- <69 69-78 578
- <72 7,2-81 >81
- <56 56-6,2 >6,2
- <56 56-62 >6,2
Mujeres - <6,0 60-65 >6,5
- <6,0 6,0-65 >6,5
- <62 62-69 >6,9

2.5.2.8.- Determinacion del drea muscular del brazo y drea grasa

Los cdlculos de medida que nos permiten determinar el drea muscular del brazo y el
drea grasa, se basan en las medidas de perimetro del brazo y del pliegue tricipital. Para esto se
asume que el brazo es un cilindro determinando el area transversal con la ecuacidn

correspondiente. La determinacion del drea muscular del brazo es especialmente (til en nifios.

Recogido de: Mataix, 2009
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Las dareas grasa y muscular del brazo son mas indicativas como indices de
compartimento graso y muscular que le pliegue tricipital y el perimetro muscular del brazo, ya

que estos subestiman la magnitud de los cambios del depdsito adiposo y la masa proteica

muscular.
Perimetro muscular del brazo (PMB) Area total del brazo (ATB)
PMB=PB-axPT (expresado en cm) . PB* (mm)
PB: perimetro del brazo ATB (mum) = 4n
PT: pliegue tricipital
m 5,14
Area muscular del brazo (AMB) Area grasa del brazo (AGB)
[PB (mm) - nx PT (mm)]* AGB = ATB - AMB
AMB (mm?) =

4n

Recogido de: Mataix, 2009.

2.5.2.9.- Estimacidn del porcentaje de masa magra

Este porcentaje se calcula facilmente una vez es conocido el porcentaje de masa grasa

corporal, por simple diferencia.

2.5.3.- EVALUACION BIOQUIMICA DEL ESTADO NUTRICIONAL

Con la determinacion bioquimica de pardmetros nutricionales, determinaremos a nivel

plasmatico o celular las concentraciones o cantidades de los marcadores que nos

proporcionaran informacién relativa a la de las funciones metabdlicas o corporales en las que

estan directamente implicadas.

Ante una situacion de disminucidn de los depdsitos tisulares o celulares, los métodos

qgue generalmente se emplean son:
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- Determinacion de los niveles de reserva: Los tejidos de depdsito por excelencia
son el higado y tejido adiposo, pero para realizar una valoracién de los niveles de
reserva, esto exigiria una biopsia, lo cual descarta la utilizacidn clinica de este
método. En algunos casos existen medidas indirectas para valorar los depdsitos,

como es el caso de la ferritina sérica para valorara los depdsitos de hierro.

- Determinaciones de niveles circulantes de nutriente: los niveles circulantes en
sangre de un nutriente pueden indicar una posible deficiencia. De modo que los
niveles disminuirdn no solo cuando haya una ingesta deficiente, si no también
cuando debido a reduccién en la ingesta, aumenta la demanda celular, lo cual

puede impedir que los niveles en sangre aumenten.

- Determinacion de niveles de excrecion urinaria: la deficiencia nutricional de un
nutriente conduce como consecuencia a unos menores niveles de excrecion del
mismo a causa de un aumento de la reabsorcién tubular y por tanto una menor

eliminacion del mismo en orina.

Para ver la situacién de los niveles de nutrientes cundo estos estan por debajo de los

requerimientos, los métodos usados son:

- Determinacion de niveles de reserva: Para la deteccion de esta deficiencia, debe
de aparecer una disminucion muy acusada de los depdsitos o niveles celulares del

nutriente.

- Determinacion de niveles de metabolitos: Aumentan los niveles de metabolitos
previos al lugar donde el nutriente ejercia su funcion metabdlica y/o se
incrementan algunos metabolitos de rutas alternativas que arrancan de aquellos
metabolitos previos a la etapa afectada. Un ejemplo significativo es la
determinacidon de piruvato y lactato, por deficiencia de vitamina B4, y consiguiente

disminucién de la actividad de la primera deshidrogenada.
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- Determinacion de actividades enzimdticas: Algunos nutrientes, como las
vitaminas, que pueden actuar como enzimas o coenzimas, de modo que la
determinacion de una actividad enzimatica puede reflejar la existencia de una

deficiencia nutricional, ya que se ve afectada su actividad.

- Determinacion de niveles sanguineos de componentes con significacion
fisioldgica: Estos métodos se basan en la estimacién de sustancias que tienen
funciones fisioldgicas concretas y cuya sintesis depende muy directamente de un
adecuado aporte de nutrientes. Un ejemplo claro es la determinacion de la

creatina, para determinar la cantidad de proteina visceral.

- Determinacion de lesiones celulares directamente relacionadas con una
deficiencia nutricional: Gran parte de estos métodos indican una funcién alterada.
Los ejemplos mas conocidos son la del estudio de formas eritrocitarias anormales

en las deficiencias de hierro, vitamina By, y folatos.

El estudio de parametros bioquimicos permite no solo detectar estado carenciales de
nutrientes, si no también alteraciones metabdlicas como consecuencia del exceso, como es el
caso de la determinacion del colesterol- LDL sanguineo, pudiendo utilizarlo como herramienta
de caracter preventivo antes de que aparezcan los signos clinicos derivados del exceso de este

elemento e sangre (ateromas...).

Sin embargo, no hemos de olvidar que no todos los métodos son adecuados a todas las
situaciones fisioldgicas, especialmente en situaciones patoldgicas. Siendo un claro ejemplo el
uso de la creatinina como indice que masa muscular, que no puede ser aplicable a individuos

con fallo renal.

Mediante diversos métodos bioquimicos se pueden determinar pardmetros que
faciliten la valoraciéon del estado nutricional de un individuo, ya que nos proporcionan
informacidn tanto de una ingesta reducida, como de una funcién alterada (FA) o una deplecion

celular (DC).
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2.5.3.1.- Marcadores Bioquimicos

Albumina: Es el pardmetro bioquimico mas utilizado como marcador nutricional. Es
una proteina de sintesis hepatica, posee una vida media relativamente larga (entre 14 — 22
dias) y un gran pool corporal, de modo que no es un marcador adecuado ante cambios agudos

del estado nutricional.

Sus niveles pueden verse afectados en situaciones patoldgicas como la presencia de
alteraciones renales, cutdneas o gastrointestinales, asi como ante la deshidratacién o

hiperhidratacién.

Cuando un sujeto se encuentra en una situacidn patoldgica aguda este parametro
puede ser empleado en lugar de como marcador del estado nutricional, como un reflejo de la

severidad de la enfermedad.

Los valores de referencia se encuentran entre los 3,5 -5 g/dL

Prealbumina: Es una proteina de transporte de hormonas tiroideas, posee una vida

media de 2,5 dias, por lo que en un principio es un parametro bastante sensible para la

valoracién de una intervencion nutricional.

Se sintetiza en el higado, y se cataboliza parcialmente en el rifidon.

Al igual que ocurre con la albimina, existen situaciones fisioldgicas pueden alterar las

concentraciones plasmaticas de esta proteina, como son la presencia de una enfermedad

aguda grave, una enfermedad hepdtica, presencia de un sindrome nefrético, presencia de

deshidratacion, insuficiencia renal crénica...

Los niveles de referencia se sitdan entre los 19,5 — 35,8 mg/dL

Transferrina: es una betaglubulina transportadora de hierro. Tiene una vida media de

8 — 10 dias y sus cambio agudos son reflejo de modificaciones de las proteinas viscerales. Su

principal inconveniente para su uso como marcador nutricional, es que sus cambios estan muy
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ligados al metabolismo del hierro, por lo que en presencia de déficit de este mineral sus
niveles en sangre se ven aumentados, mientras que disminuye ante enfermedades hepaticas,

renales o infecciosas.

Los valores de referencia se encuentran entre los 170 - 370 mg/dL

Ferritina: La ferritina es una proteina especializada en el depdsito del hierro, se
encuentra presente principalmente en higado, el bazo, la médula ésea y el musculo
esquelético. Pero también ha sido identificada en muchos otros tejidos en casi todas las células

corporales, incluyendo los leucocitos, el plasma e incluso tejidos neopldsicos

Su vida media es de aproximadamente 50 a 75 horas.

La ferritina plasmatica es considerada en la actualidad como la principal prueba para
detectar estados de deficiencia o de sobrecargas de hierro corporal, ya que cada microgramo
de ferritina plasmatica por litro equivale a 8 a 10 mg de hierro de depdsito, siendo su valor
proporcional a los depdsitos de hierro, indicando por tanto, la cantidad de hierro disponible en

el organismo.

Su cuantificacidon en sangre y fluidos se utiliza en medicina principalmente para el

diagndstico de las anemias ferropénicas.

Los niveles de referencia en plasma se establecen entre los 20 — 250 ng/mL en el caso

de los hombres, y entre 10 — 120 ng/mL en las mujeres.

Tabla 13.- Grados de desnutricion a partir de parametros bioquimicos nutricionales

Desnutricion Desnutricion Desnutricion
Normal
leve moderada severa
Albimina (g/dL) 3,5-5 2,8—3,5 2,1-27 <21
Prealbumina (mg/dL) 19,5-5,8 15-19,5 10-15 <10
Transferrina (mg/dL) 170-370 150-170 100 - 150 <100
Ferritina (ng/dL) 10- 250 - - -

76


http://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
http://es.wikipedia.org/wiki/Hierro
http://es.wikipedia.org/wiki/Anemia_ferrop%C3%A9nica

Antecedentes Bibliogrdficos

3.- VALORACION DEL ESTADO NUTRICIONAL EN PACIENTE CRITICO

3.1.- HISTORIA CLINiCA

Es un factor muy importante para identificar aquellos factores que pueden producir un

riesgo de malnutricion:

e Enfermedades crénicas

e Patologia gastrointestinal

e Procesos que aumentan las demandas metabdlicas

e Procesos que aumentan las perdidas de nutrientes

e Tratamientos farmacolégicos que alteran la biodisponibilidad de nutrientes
e Dificultades en la masticacién, disfagia

e Alergias o intolerancias alimentarias

e (Otros

3.2.-HISTORIA DIETETICA

La valoracién dietética nos proporciona una informacién objetiva del paciente, para
poder realizar una adecuada estimacién de las necesidades nutricionales, asi como un

adecuado soporte nutricional.

El paciente critico suele presentar al inicio de su patologia, cierto grado de
desnutricidn. Se ha demostrado que el estado nutricional afecta en la evolucion del paciente, y
que precisamente un estado nutricional deficiente aumenta la morbimortalidad. De modo que
es importante poder identificar a los pacientes desnutridos o con riesgo de desnutricion para
poder corregir el déficit que presenten de forma precoz mediante un soporte nutricional

adecuado.
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3.2.1.- Examen fisico y marcadores antropométricos:

La exploracion fisica de los pacientes es importante detectar signos de malnutricién, ya
que hay ocasiones en los que pueden ser muy evidentes, de modo que la exploracion debemos

centrarla fundamentalmente en cuatro estructuras:

e Pielyfaneras
e Dentadura
e Sistema musculo esquelético

e Sistema nervioso

3.3.-MARCADORES ANTROPOMETRICOS

En el caso de los pacientes criticos, en numerosas ocasiones, las determinaciones de
las medidas antropométricas pueden sufrir pequefias variaciones con respecto a las realizadas

para individuos sanos.

Determinacion de la talla: En condiciones normales, la determinacién de la talla se
realiza con el sujeto de pie, pero en pacientes encamados (como es nuestro caso) existen

variaciones de determinacién, como son:

1) Determinacion rodilla — talén: Se realiza sobre la pierna izquierda,
empleando un calibrador, con el paciente en posicién de cubito supino y
con las rodillas flexionadas en angulo de 90° midiendo la distancia desde
debajo del talén hasta el musculo proximal de a la rotula. Una vez
realizada la medida, se aplicara la Formula de Chumlea para el calculo de

la talla.
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Tabla 14.- Determinacion de la talla a partir de la longitud rodilla — talon

Sexo Edad Formula

19-59 Talla (cm) = (1,86 x distancia RT (cm)) — (0,05 x edad) + 70,25

Mujeres . .
60 — 80* Talla (cm) = (1,83 x distancia RT (cm)) — (0,24 x edad) + 84,88

19-59 Talla (cm) = (1,88 x distancia RT (cm)) + 71,85

Hombres
60 — 80* Talla (cm) = (2,02 x distancia RT (cm)) — (0,04 x edad) + 64,19

*r=0,93

2) Longitud del antebrazo: Se estima la talla a partir de la medicion de los
huesos largos de la longitud del antebrazo, entre el olécranon y la apdfisis
estiloides con una cinta métrica, y una vez realizada esta medida, el valor

obtenido se consulta en las tablas de referencia ajustada por sexo y edad.

3.4.- CUESTIONARIO ESTRUCTURADOS PARA LA VALORACION DEL ESTADO NUTRICIONAL

Existen diversos cuestionarios estructurados que permiten realizar un “cribado

IM

nutricional”, es decir, una valoracién inicial de los pacientes destinada a detectar desnutridos o
en riesgo de desnutricién con el fin de remitirlos a una valoracidon mas especifica y elaborar un

adecuado plan nutricional.
Entre estos cuestionarios figuran:
e Nutricional Risk Screening 2002, desarrollado por la European Society for
Parenteral and Enteral Nutrition (ESPEN) (Anexo 1)
e Malnutrition Universal Screening Tool (MUST) desarrollado por la British

Association fo Parenteral amd Enteral Nutrition (BAPEN) (Anexo 2)

Existen otros cuestionarios estructurados de valoracién nutricional, en los que se

pueden incluir medidas antropométricas y datos relativos a los habitos alimentarios, datos
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extraidos de la exploracidn fisica... como sintomas que pueden influir en el estado nutricional,

entre ellos destaca por su sencillez y elevado grado de validacién:

e Valoracién Global Subjetiva (VGS) (Anexo 3)

e  Mini Nutritional Assessment (Anexo 4)

3.5.- VARIABLES BIOQUIMICAS EN LA VALORACION DEL ESTADO NUTRICIONAL EN
PACIENTES CRITICOS

Al igual que ocurre con los parametros antropomeétricos, las variables bioquimicas se
pueden encontrar alteradas por los cambios que tienen lugar en los pacientes criticos, por lo

que su interés en la interpretacion del estado nutricional en muchas ocasiones es limitado

(Acosta, 2005)

3.5.1.- VARIABLES BIOQUIMICAS INDICATIVAS DEL ESTADO DE LAS PROTEINAS MUSCULARES

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

influenciados por la cantidad y contenido proteico de la dieta y por la edad.

En el paciente critico el indice creatinina/altura detecta la malnutricion al ingreso, pero

carece de valor pronéstico o de seguimiento de forma aislada.

3-Metil-histidina: Es un aminoacido derivado del metabolismo muscular proteico. Sus
valores aumentan en situaciones de hipercatabolismo y disminuyen en ancianos y en pacientes
desnutridos. En el paciente critico es un pardmetro de seguimiento nutricional, renutricién y

catabolismo muscular.

Excrecion de urea: Es un método habitual de medicién del catabolismo proteico.
También estima la pérdida de creatinina y acido Urico. Sus valores presentan variaciones en
relacidn con el volumen intravascular, el aporte nitrogenado y la funcion renal. En el paciente

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

desnutricidn y seguimiento nutricional, pero si como indice de prondstico nutricional.

3.5.2.- VARIABLES BIOQUIMICAS INDICATIVAS DEL ESTADO DE LAS PROTEINAS VISCERALES

Albumina: Es el pardmetro bioquimico mas frecuentemente utilizado en la valoracion
nutricional. Una reduccidn significativa de los valores de albimina se asocia con un incremento
en la aparicion de complicaciones y en la mortalidad. Los valores de albimina al ingreso de los
pacientes criticos tienen valor prondstico. No obstante, dichos valores son poco sensibles a los

cambios agudos del estado nutricional (por la elevada vida media de la albimina: 20 dias).

La albumina sérica tampoco es un buen parametro de seguimiento nutricional, aunque

sus valores pueden relacionarse con la extension de la lesion.

Prealbumina: Su vida media corta (2 dias), la convierte en un parametro de evolucion y
seguimiento en el paciente critico9, habiéndose apreciado que la prealbimina es el pardmetro
mds sensible a los cambios en el estado nutricional. No obstante, sus valores estan interferidos
por factores no relacionados con el estado nutricional: disminuyen en la infeccidon y en la

insuficiencia hepatica y aumentan en el fracaso renal.

Transferrina: Presenta una baja sensibilidad y especificidad cuando se analiza de forma
individual. Sus niveles plasmaticos estan aumentados en la anemia ferropénica y disminuidos
en la enfermedad hepatica, sepsis, sindrome de malabsorcién y alteraciones inespecificas

inflamatorias.
El déficit cronico de hierro, la politransfusion y las alteraciones en la absorciéon
intestinal, lo invalidan como parametro nutricional en el paciente critico. Su vida media es de

(8-10 dias).

Somatomedina: Se trata de un péptido de bajo peso molecular, cuya sintesis esta

regulada por la hormona de crecimiento y el factor | de la insulina. Mide la intensidad de la
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respuesta metabdlica de la agresién y es un buen parametro de seguimiento nutricional. La

complejidad en su determinacién y su elevado coste limitan su uso.

3.5.3.- OTRAS PROTEINAS

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

nutricional.

3.6.- CALCULO DE LOS REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES

El calculo o determinacién de las necesidades nutricionales de los pacientes es un paso
indispensable para la realizacion de un adecuado soporte nutricional con nutricién artificial,
siendo ideal la realizacidon de formulas adaptadas a lo requerimientos especificos de cada uno
de los pacientes en funcién tanto de la composicidon corporal como de las caracteristicas

fisiopatoldgicas.

3.6.1.- CALCULO DE LA ENERGIA

Las necesidades energéticas de un individuo vienen determinadas en funcidn de:

e Gasto energético basal (GEB)
e Gasto derivado de la actividad fisica o Gasto Energético por Enfermedad
e Gasto caldrico inducido pos los alimentos

e Gasto derivado de la termorregulacién
1) Gasto Energético Basal (GEB): Es el componente mas importante a la hora de

determinar el gasto energético total de un individuo, ya que se trata de la energia

necesaria para mantener las funciones corporales vitales, correspondiente a las
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necesidades del individuo en situacién de reposo, ayunas y en condiciones de

neutralidad térmica.

En el caso en el que la medicidon se realiza en condiciones de ayuno menos
estrictas, se obtienen unos valores ligeramente superiores, correspondientes al

Gasto Energético en Reposo (GER), este Uultimo depende de:

e Laedad
e Elsexo

e La composicién corporal, principalmente dependiente de la masa magra

La Ecuacion de Harris — Benedict es la mas ampliamente utilizada en la practica clinica

diaria para la determinacidn del GER en adultos

Tabla 15.- Determinacion del GER aplicando la ecuacion Harris - Benedict

Ecuacion Harris - Benedict

Hombres 66,47 + (13,74 x P) + (5,03 x T) — (6,75 x E)

Mujeres 665,1+ (9,56 xP) + (1,85 xT)— (4,68 x E)

E: edad (afios); P: peso (Kg); T: talla (cm)

2) Actividad fisica: Cualquier movimiento de la musculatura esquelética produce un
incremento del GER, este factor es el mas variable del gasto energético, ya que
puede ser practicamente nulo en un paciente encamado con ventilacién mecanica,
o muy elevado como en el caso de personas que practican deporte de forma

intensa.

En adultos sanos se consideran tres niveles de actividad por los que multiplicar el

GER: actividad leve, moderada o intensa.

e Actividad leve: cuando no se requiere andar mucha distancia, o los

desplazamientos son en vehiculos de motor (coche, autobus...), el
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individuo no practica actividad fisica con regularidad y se dedica la
mayor parte del tiempo a actividades sedentarias (leer, ver la
television, uso de ordenadores..). Generalmente se trata de
personas con trabajos sedentarios, que realizan tareas domesticas
con sistemas mecanicos (aspiradoras...) y que realizan actividades

de tiempo libre que requieran esfuerzo fisico.

Actividad moderada: en el caso de personas que aun teniendo un
trabajo sedentario, realizan desplazamientos importantes sin
vehiculo o que realizan actividades de tiempo libre que requieren
esfuerzo fisico (como actividades deportivas), o personas con una

actividad laboral mas energética (agricultura, construccion...)

Actividad intensa: cuando la actividad laboral es intensa o

practican deporte varias horas al dia.

Tabla 16.- Factor de actividad en funcion del grado de actividad fisica

Actividad Leve Actividad moderada Actividad intensa

ADULTOS 1,40- 1,69 1,70-1,99 2,00-2,40

Human energy requeriments: FAO/WHO/UNU Expert consultatio 2001

En la practica, se utilizan mayoritariamente los factores siguientes segun la

actividad:
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.- Paciente limitado en cama o silla NAF =1,2

.- Trabajo sentado sin levantarse y con escasa actividades de tiempo
libre NAF=1,4-1,5

.- Trabajo sentado pero con necesidad de levantase y moverse, con
escasas actividades de tiempo libre y poco energéticas NAF = 1,6 —
1,7

.- Trabajo de pie NAF=1,8-1,9



3)

4)
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.- Practica de deporte y actividad de tiempo libre enérgica (30 — 60
minutos; 4 — 5 veces a la semana) NAF = +0,3
.- Trabajo muy energético o actividades de tiempo libre o deportivas con

esfuerzo intenso NAF=2,0-2,4

Gasto energético en la enfermedad: El estrés metabdlico es una situacidon que se
desencadena como respuesta a determinados procesos patolégicos. Esta situacion
esta inducida por citoquinas y mediadores neuroendocrinos, favoreciendo en
cierto modo la recuperacion del proceso, pero cuando la causa no se resuelve
adecuadamente, se produce una respuesta inflamatoria sistémica que puede

conducir a un fracaso multiorganico.
Este estrés metabdlico produce una elevacion del GER de un modo
proporcional a la gravedad del paciente. Existiendo distintas propuestas para la

determinacion de estos factores de estrés:

Tabla 17.- Factor de estrés en funcion de la situacion clinica

Situacion Factor de Estres
Cirugia menor 0,7-0,85
Cirugia mayor 1,1-1,2

Infeccion moderada 1,2
Politraumatismo 1,4-1,5
Sepsis 1,2-1,7
Quemaduras 1,5-2

Gasto Energético Total (GET): Se obtiene a partir del Gasto Energético en Reposo
(GER) multiplicado por el factor de actividad fisica (NAF), y en caso de los
pacientes, también por el factor de estrés o agresion. No hemos de olvidar que
tanto el calculo del GER como el resto de los factores, pueden comprender un

margen de error considerable.

GET = GER x NAF x F. Estres

85



Elena Millan Adame

Sin embargo, la estimacidén de los requerimientos en paciente criticos, en las unidades
de cuidados intensivos es muy dificil, ya que existen numerosas variables que dificultan la
aplicacién de las formulas predictivas mencionadas hasta el momento, pueden alterar los
resultados, como son la obesidad, caquexia, presencia de edema, por lo que existen una serie

de recomendaciones para este tipo de pacientes

3.6.2.- RECOMENDACIONES NUTRICIONALES EN EL PACIENTE CRITICO

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

aumento sobre el gasto energético basal del 20% al 60% (Plank, Connolly y Hill, 1998).

Las estimaciones de las necesidades energéticas en los enfermos criticos con sepsis
han ido evolucionando desde el concepto de “infraalimentacion permisiva” en los primeros

dias de ingreso en UCI (Heyland, Dhaliwal, Drover y col. 2003.

En 1997 el Colegio Americano de Neumologos indico que las calorias aportadas a los
pacientes ingresados en UCI deberian de ser suficientes para promover una situacidon
anabolica, realizando una recomendacion de 25 Kcal/kg/dia para pacientes con IMC normal.
Recientemente en un estudio publicado en la Journal of the American Dietetic Association
realizado sobre 77 paciente criticos, con sepsis y fallo multiorganico, se estimaron unos

requerimientos energeticos de 25 — 35 Kcal/kg/dia para pacientes con IMC normal (Hise,

Halterman, Gajewski y col. 2007).

PROTEINAS: Las proteinas del organismo se degradan y resintetizan continuamente,
siendo necesario un suministro para reponer las perdidas que se producen. El organismo es
incapaz de sintetizar nueve aminodcidos, que se consideran esenciales, y deben ser aportados

a través de la alimentacion.

En situacion de estrés metabdlico se incrementan la perdida de nitrégeno, y los
aminoacidos liberados del musculo esquelético se emplean para la gluconeogenesis y sintesis
de otras proteinas necesarias para el sistema inmunolégico y reparacidn de otros tejidos

afectados.
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Los requerimientos de proteinas para una persona sana esta entre 0,8 — 1 g/kg/dia, en
pacientes en situacion de estrés metabdlico pueden oscilar entre 0,8 — 2 g/kg/dia, y en
pacientes con sepsis se estima que las proteinas a administrar se encuentran entre 1,5 -
2g/kg/dia (Martindale, Shikora, Nishikawa y col. 2002; Shaw, Wildbore y Wolfe. 1987), sin embargo los
requerimientos pueden ser mas altos en los pacientes con perdidas de nitrdgeno excesivas,
con en los pacientes con quemaduras graves o con heridas grandes abiertas, y ademas la
cantidad y calidad de las proteinas pueden ser alteradas en los pacientes con insuficiencia
renal aguda o hepatica (Gottschlich, 2009). Ademas en situaciones de estrés, las necesidades
proteicas son proporcionalmente mayores a las de energia, es decir, que el porcentaje de la
energia procedente de las proteinas, es mayor en personas con estrés metabdlico que en las

personas sanas.

Datos recientes apoyan el empleo de proteinas séricas y de caseina en pacientes
criticos, ya que el valor bioldgico, el coeficiente de eficiencia proteica y de utilizaciéon neta son

mayores para el suero y la caseina que para la soja (Lefton y Lopez. 2005).

Sin embargo, sigue siendo polémica la idea de que los suplementos de aminodcidos
mejoren el resultado o reduzcan la morbilidad y la mortalidad en los pacientes criticos con

sepsis. La arginina y la glutamina han sido han sido los mas estudiados (Furst y Stehle. 2004).

En cuanto a la arginina, una corriente sostiene que es potencialmente toxica (Heyland y
Samis. 2003), mientras que otra corriente argumenta que es escasa en los pacientes con sepsis y
gue deberia de suplementarse (Luiking, Poeze, Dejong y col. 2005) Se sabe que la arginina tiene
efectos citotéxicos por la via éxido nitrico, incluyendo el daifo a las estructuras celulares, como
la peroxidacion lipidica, la nitraciéon de la tirosina y la oxidacidn de los grupos sulfidrilo.
También se han descrito roturas de la cadena del ADN, siendo también el sustrato para el
6xido nitrico, el cual tedricamente podria inducir a la hipotensién en el paciente critico ya

inestable hemodindamicamente (Gottschilch, 2009).

Aunque actualmente no estan disponibles datos clinicos prospectivos que demuestren
que el suplemento de la arginina sola, en la cantidad vigente estipulada en las formulas
inmunomoduladoras, es perjudicial, hay datos en grupos de pacientes seleccionados, que han

sido alimentados con formulas enterales suplementadas con arginina, que sugieren que estas
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formulas pueden ser perjudiciales (Heyland y Novac. 2001) En general, la poblacidn quirldrgica y con

traumatismos paree haber sido la mas beneficiada por la suplementacion de arginina (Heyland y

Samis. 2003).

La glutamina es considerada esencial en el individuo con estrés. Durante los veinte
ultimos afios se ha comprobado que la glutamina posee numerosos beneficios bioquimicos y
clinicos, incluida la estabilidad del equilibrio acido — base, el aprovisionamiento de combustible
primario para las células de rapida proliferacion, la interaccion de la mucosa gastrointestinal, la
disminucién de las infecciones, la sintesis de glutation y arginina, y la disminucién de la
resistencia a la insulina y la respuesta inflamatoria, funcionando ademas como sustrato para a

gluconeogénesis (Grimble. 2005; Wischmeyer, Lynch, Liedel y col.2001; Newsholme, Procopio, Lima y col. 2003)

La evidencia reciente de que la glutamina puede inducir una proteina de shock térmico
es también otro efecto molecular beneficioso de este aminodacido. La proteina de shock
térmico es un tipo de proteina celular chaperona que mantienen plegadas las proteinas

apropiadas mientras se sintetizan en el ribosoma (Gottschilch, 2009).

En un ensayo clinico aleatorizado y controlado en pacientes de la UCI, de los cuales el
71 % tenian sepsis, la suplementacion con glutamina dio lugar a un descenso de 24 % de la
mortalidad (Griffiths, Jones y Palmer. 1997). Estos resultados se vieron confirmados por un
metaanalisis sobre el empleo de glutamina en la UCI, mostrando una reduccién del tiempo de
estancia, la disminucién de las complicaciones infecciosas en los pacientes quirdrgicos y una
mejoria de la mortalidad en los pacientes criticos (Novak, HeylandK, Avenell y col.2002). En otro
estudio realizado en pacientes alimentdos con NP suplemetada con glutamina, se observé una
disminucién de la gravedad valorada con SOFA a lo largo de la estancia, ademas de un
aumento de la concertacion de glutation asi como de la actividad de la enzima GPx con un

incremento en algunos de hasta el 62 % (ABiles, Moreno-Torres, Moratalla y col. 2008).

CARBOHIDRATOS: La oxidacion de la glucosa aumenta en los pacientes con sepsis y
hasta cierto punto puede proporcionar la ruta adecuada para la administracién exdgena de
glucosa. Wolfe en una serie de estudios realizados, concluyo que el aporte de calorias no
proteica a los pacientes con sepsis deberia ser en gran parte a través de hidratos de carbono

con insulina exégena anadida para estimular el anabolismo proteico (Wolfe. 1997)

88


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heyland%20DK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Samis%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Heyland%20DK%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Avenell%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moreno-Torres%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moratalla%20G%22%5BAuthor%5D

Antecedentes Bibliogrdficos

La administracion de hidratos de carbono deberia de suministrar del 50 al 60 % de la
energia total, para evitar la oxidaciéon excesiva de glucosa y contribuir la lipogenesis, en
términos absolutos, no debe realizarse un aporte superior a 7 g/kg/dia de hidratos de carbono,
ya que un aporte excesivo de hidratos de carbono eleva las concentraciones de glucosa en

sangre (Gottschilch, 2009).

En un estudio realizado en pacientes criticos sometidos a ventilacion mecanica (Van Den
Berghe, Wouters, Weekers y col. 2001) analizd la influencia del mantenimiento de las concentraciones
de glucosa en sangre entre 80 — 110 mg/dl, sobre mas de 1500 pacientes poniendo de
manifiesto que un control de la glucemia durante la estancia en UCI disminuyo los niveles de
mortalidad y ademas se produjo un 46 % menos de episodios de septicemia en comparacion
con los pacientes que tuvieron concentraciones de glucosa en sangre superiores (entre 180 —

200 mg/dl)

LIPIDOS: Los lipidos exégenos pueden utilizarse con eficacia como fuente de energia
durante la sepsis, aunque la composicidon optima de varias fuentes de lipidos sigue siendo
polémica. Hay dos caracteristicas de los lipidos que los hacen una fuente de energia valiosa

para los pacientes con sepsis (Gottschilch, 2009).

e La primera es que son muy energéticos, aportando 9 Kcal/g, lo que permite
administrar mds calorias en poco volumen, siendo esto una gran ventaja en
los pacientes con restriccion de volumen

e La segunda es que poseen un coeficiente respiratorio inferior al de los
hidratos de carbono, por lo que la oxidacién de los lipidos puede reducir las

concentraciones sanguineas de diéxido de carbono.

Debemos tener en cuenta que la sepsis provoca una disminucién de la capacidad
celular de transportar los acidos grasos de cadena larga a través de la membrana mitocondrial,
como consecuencia de la alteracion inducida por la sepsis en el transportador de la acil
carnitina (Hasselman y Reimund, 2004), mientras que los acidos grasos de cadena media no
requieren carnitina para el transporte a la mitocondria. Se han publicado datos que apoyan los
beneficios de los acidos grasos de cadena corta producidos en la oxidacidn bacteriana de las
fibras solubles en la luz gastrointestinal (Bengmark, 2005). Los beneficios van desde el

mantenimiento de la integridad de la membrana de la mucosa gastrointestinal, a la mejora
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sistematica de la funcién inmunitaria por la via de los receptores en las lineas de los leucocitos

(Bengmark, 2005).

Los acidos grasos omega — 3 del aceite de pescado tienen efectos beneficiosos en los
pacientes con sepsis, incluyendo la modulacion de la funcion leucocitaria y la regulacion de la
liberacién de citosinas a través de la sefializacién nuclear y de la expresidn génica (Sweeney, Puriy
Reen. 2005) Recientemente se ha publicado que los lipidos w — 3 mejoran la produccion de un
grupo de dereivdos de las prostaglandinas llamadas resolvinas y neuroprotectinas que estan
implicadas en la aceleracién de la resolucién del estado proinflamatorio (Gottschilch, 2009).. Datos
abundantes demuestran la influencia de los acidos grasos w — 3 sobre la sefalizacidn nuclear y
la expresion génica. Por ejemplo los acidos grasos poliinsaturados interaccionen con varias
proteinas de los receptores nucleares, como el receptor activo proliferador de los
peroxixomas, el cual altera el NFK-B y la expresidn génica. Por disminucién de la migracion del
NFK-B al nucleo, los acidos grasos w — 3 bajan la regulacidn de la respuesta proinflamatoria por

los estimulos activadores (Mayer, Grimm, Grimminger y col. 2002).

Utilizando una via enteral se requieren entre 3 y 5 dias para alcanzar las
concentraciones adecuadas de 4cidos grasos w — 3 en la membrana celular para obtener los
efectos beneficiosos sobre la distribucién de las prostaglandinas. Sin embargo, mediante
nutricién parenteral, se puede alcanzar una respuesta clinicamente relevante en 3 horas (Roy,
Bouthillier, Seidman y col. 2004; Mayer, Gokorsch, Fegbeutel y col. 2003). Heller et al publico en 2006 un
estudio en el que participaron 661 pacientes que recibian una mezclas de w — 3 mediante
nutricién parenteral, los cuales presentaron una disminucion del uso de antibidticos,

disminucién de la estancia hospitalaria y un tendencia a una menor mortalidad (Heller, Stehr, Litzy

col. 2006)

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

. Trasporte de vitamina liposolubles

° Formacidn de de estructuras en las membranas celulares
. Precursores de eicosanoides

. Produccidn de citosinas

° Interaccion con la expresidn génica
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3.6.3.- REQUERIMIENTOS DE ENERGIA Y MACRONUTRIENTES EN EL PACIENTE CRITICO:

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

diversas posibilidades disponibles.

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

muestra cada dia mds importante en los pacientes criticos

3.6.3.1.- Necesidades energéticas del paciente critico:

Varios estudios (Frankenfield, Smith y Cooney. 1997) sobre pacientes con politraumatismo y
buen estado nutricional previo, encuentran que aportes isonitrogenados y con aporte calérico
superior, igual o inferior al gasto energético en reposo no previenen el catabolismo proteico,
sugiriendo, de acuerdo con otros estudios (Muller, Muller, Bachem y col. 1995; Streat, Beddoe y Hill. 1987)
gue no parece necesario aportar todo el gasto energético medido, al menos durante las
primeras fases del estrés, ya que no se consigue disminuir las pérdidas nitrogenadas con
aportes caléricos por encima del mismo, produciéndose depésitos de grasas y apareciendo

complicaciones metabdlicas secundarias a la sobrealimentacién.

En pacientes en los que se determine el gasto energético mediante calorimetria
indirecta, se recomienda comenzar con un aporte energético alrededor del 80% durante los
primeros 7-10 dias tras la fase de estabilizacion, dado lo proximos que estdn el gasto energético
en reposo y el gasto energético total durante esta primera fase (Weissman y Kemper. 1995;
Frankenfield, Wiles y Siegel. 1994) Posteriormente se deberia aumentar el aporte energético pero sin
sobrepasar en las primeras semanas el 120-130% del gasto energético medido, dado el

aumento del mismo durante la segunda semana y la fase de convalecencia (Uehara, Plank y Hill.

1999)

En pacientes con desnutricion previa importante y sin altos niveles de agresién se

pueden utilizar aportes en el rango mas alto. En pacientes donde no se pueda medir el gasto
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energético son aplicables las recomendaciones de la ACCP (Cerra, Benitez, Blackburn y col. 1997) y de

la ASPEN (ASPEN. 1998)

Estas Recomendaciones abarcan todo tipo de paciente critico, estando contempladas

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

Una recomendacién vélida seria la de aportar una cantidad de 25-30 kcal / kg de
peso. El peso a utilizar deberia ser el previo a la agresidon o el peso ajustado en caso de
obesidad. La AGA (AGA. 2001) recomienda que el aporte energético se haga en relacion al

Indice de Masa Corporal segln la Tabla 18

Tabla 18.- Recomendaciones de aporte energético en funcion del IMC

Recomendaciones para el aporte energético en funcion del IMC

(segtin la AGA)
Indice de Masa Corporal Necesidades Energeticas
(Kg/m’) (Kcal/Kg/dia)
<15 35-40
15-19 30-35
20-29 20-25

15— 20 (sin exceder >2000 Kcal /dia en

230 . -
pacientes criticos)

Recogido de: Ortiz, Gomez-Tello y Seron. 2005

El aporte energético puede hacerse también en relacién al aporte nitrogenado. La
proporcién KcalNP/gN, media es de 110-130 cal/gN,. No obstante, si el paciente se encuentra
en grados de estrés avanzados, con presencia de disfuncion multiorganica, esta relacion

puede descender hasta 80 cal/gN,.

3.6.3.2.- Cantidad y tipo de carbohidratos que se deben de aportar en el paciente

critico

La glucosa continda siendo el principal substrato caldrico en el paciente critico en
general, aun cuando en algunas situaciones de agresion la fuente energética sea mixta (hidratos
de carbono y grasa). Los hidratos de carbono constituyen entre el 50 y el 70% de las calorias

no proteicas en el metabolismo. Una perfusion de glucosa a 4 mg/kg/min sélo suprime la
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neoglucogénesis al 50% y ademas suprime el catabolismo proteico en un 10%-15%; por lo tanto

se recomienda que el aporte de glucosa no sobrepase el valor de 5 g/kg/d.

El aporte de glucosa debe ajustarse para intentar que los niveles de glucemia sean
inferiores a 140 mg/dL, recurriendo a la administracion de la cantidad necesaria de insulina.
Esta recomendacion estaria basada en los resultados de algunas publicaciones que indican una
mayor morbi-mortalidad en los pacientes que tienen niveles de glucemia elevados, (Van den
Berghe, Wouters, Weekers y col. 2001) aunque es cierto que el valor éptimo de glucemia en

pacientes criticos estd aun por definir.

3.6.3.3.- Cantidad y tipo de lipidos que hay que aportar en el paciente critico

Dado que en el hombre no existe la desaturasa hepdtica, que produce las series de
acidos grasos n-3 y n-6, tanto el cido linoleico como el linolénico son acidos grasos esenciales.
El aporte de lipidos es, por tanto, imprescindible para evitar el déficit de acidos grasos
esenciales (debe aportarse al menos un 2% de las calorias en forma de acido linoleico y un
0,5% como acido linolénico) y para mantener la estructura de las membranas celulares y la

funcion de éstas en la modulacion de las sefiales intracelulares (Ortiz, Gémez-Tello y Serén. 2005).

En el soporte nutricional se emplean actualmente triglicéridos de cadena larga (TCL)
pertenecientes a las series n-3, n-6 y n-9, bien de manera individual o en combinacién con

triglicéridos de cadena media (TCM) en una mezcla fisica 50:50, o como lipidos estructurados.

Se deben aportar lipidos alcanzando hasta el 40% del aporte calérico no proteico. La
cantidad minima seria la de 1 g/kg/d, con el fin de evitar déficit de acidos grasos esenciales. El
aporte de grasas no debe exceder la cantidad de 1,5 g/kg/d. El aporte de lipidos debe

suspenderse si los niveles plasmaticos de triglicéridos son superiores a 400 mg/dL.

3.6.3.4.- Cantidad de proteinas que hay que aportar al paciente critico:

El paciente critico es un paciente hipercatabdlico que presenta intensa destrucciéon

proteica. Por tanto el aporte proteico es absolutamente necesario. Aunque las pérdidas

nitrogenadas puedan ser muy altas, especialmente en pacientes traumatizados y quemados, no
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se recomiendan aportes muy elevados dado que ello podria conducir a un aumento de la
degradacidén proteica neta. (Un aporte de 1,5 g/kg/d reduce el catabolismo proteico en un 70%,
pero si se incrementa a 2,2 g/kg/d la degradacion proteica neta se ve incrementada). Por tanto
parece que la elevacién del aporte proteico por encima de un determinado nivel critico

incrementaria la tasa de catabolismo (Campbell. 1997).

El 15-20% de las calorias totales diarias deben ser dadas en forma de proteinas. Debe
iniciarse con aportes de 1,2-1,5 g/kg/d, ajustandose de acuerdo con controles periddicos de
balance nitrogenado y cambios en la urea plasmatica. El aporte protéico puede incrementarse
en situaciones de aumento de pérdida proteica, como seria el caso de los pacientes con que-

maduras, heridas abiertas, nefropatia o enteropatia con pérdida proteica.

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

clas de todos ellos en diferentes proporciones.

En la Tabla 19 se recogen las recomendaciones para el aporte proteico en funcion de

la situacién clinica (segun la AGA).

Tabla 19: Recomendaciones de proteinas en nutricion parenteral segun la situacion clinica

Recomendaciones proteicas en nutricion parenteral,en funcion
de la situacion clinica (segun la AGA)

Necesidades proteicas diarias (g/kg

Situacion clinica

de peso ideal/dia)
Normal 0,8
Estrés metabdlico 1,0-1,5
Fracaso renal agudo sin didlisis 0,8-1,0
Hemodialisis 1,2-1,4

Ortiz, Gomez-Tello y Serén. 2005

94



Antecedentes Bibliogrdficos

3.6.4.- VITAMINAS Y MINERALES NECESARIOS EN EL PACIENTE CRITICO

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

Se considera que el Zn es necesario para el proceso reparador de las heridas y que su
déficit acarrea diferentes aspectos de inmunocompetencia. En situaciones de agresion, es
necesario afiadirlo en cantidades elevadas en la nutricion artificial. Pueden administrarse
hasta 13 mg/d, aunque un aporte de 4,5-6,0 mg/d, mas un suplemento de 12,2 mg/d si el
paciente presenta pérdidas intestinales importantes, debe ser suficiente. Un exceso de

aporte de Zn puede producir interferencias en el metabolismo del Cu.

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

elevados en las fases inciales.

Otros elementos traza que debieran incorporarse al soporte nutricional son el

manganeso (0,8 mg/d), el cromo (0,1 mg/d), el selenio (hasta 120 mg/d).

Respecto a las vitaminas, se consideran imprescindibles los aportes de vitamina A,
complejo B, Cy E. No obstante, los requerimientos de vitaminas no estan establecidos para la
nutricién artificial del paciente critico. Las diferentes recomendaciones publicadas (AMA-

NAG, RDA, ASPEN) podrian infravalorar las necesidades de vitaminas para estos pacientes

(Ortiz, Gémez-Tello y Serdon. 2005).

4.- ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS DE SELENIO EN POBLACION ADULTA SANA

Se sabe que le selenio es un nutriente, concretamente un mineral que forma parte del
grupo de los micro nutrientes, siendo a su vez un elemento esencial para la salud del ser
humano, de tal modo que bajos niveles en suero de esta sustancia estan intimamente
relacionados con la patogénesis de enfermedades crdnicas severas, ademas la disponibilidad

de selenio y los niveles de selenoproteinas especificas pueden afectar al riesgo de cancer e
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influir en la capacidad de los agentes perjudiciales para la estabilidad del ADN y mutaciones.
De hecho, bajos niveles de selenio en plasma estan asociados con enfermedades crdnicas
como hipertension, enfermedad coronaria, asma, diabetes y cancer (anteriormente

mencionado).

El rol del selenio en estas enfermedades se puede explicar por la implicacién de
enzimas como la Glutation Peroxidasa (GPx) junto con otras selenoproteinas como la
Selenoproteina P, que intervienen en procesos de defensa antioxidante del organismo
protegiendo de los dafios inducidos por el peroxido de hidrogeno, lipidos peroxidados y otros
derivados. Mientras que los niveles plasmaticos de selenio son indicadores de una ingesta
reciente del mineral, la Selenoproteina P y GPx representan la tasa de biosintesis como

indicador del estado funcional de selenio, es decir, son indicadores a largo plazo.

De modo que tras estas aclaraciones, se puede establecer que a través de una
adecuada determinacion de selenio en suero se podria realizar una valoracién éptima del
estado nutricional de la poblacién. Ademas se intentara reflejar la existencia de una asociacion

entre los niveles de selenio obtenidos y la influencia de la dieta sobre estos.

En un estudio realizado (Rasmussen, Hollenbach, Laurberg y col. 2009) en una poblacién de
Dinamarca en la que se llevd a cabo un seguimiento durante 8 afios en el que se tomaron
muestras de 817 sujetos con edades de entre los 18 a los 65 afios, aplicandose una encuesta
de frecuencia de consumo, se obtuvieron niveles de selenio de 98 + 19,8 pg/L y niveles de
Selenoproteina P de 2,72 mg/L. los mayores niveles de selenio se observaron en hombres
frente a mujeres y en ambos casos los niveles plasmaticos aumentaron con la edad. Estos
investigadores consideraron que la GPx esta saturada a niveles de selenio en plasma de 70 —

80 pg/L mientras que la selenoproteina P se satura a 100 pg/L.

Los resultados obtenidos fueron el de una ligera asociacién entre el consumo de
pescado y niveles de selenio en plasma, mientras que no se produzco dicha asociacion en los
niveles de selenoproteina, asi como tampoco se aprecid asociacion entre los niveles de selenio
en plasma con el consumo de pan o leche, ser o no fumadores, ser o no bebedores, tampoco

en la practica de ejercicio ni en el consumo de medicamentos.
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Por otro lado, otros autores (Arnaud, Bertrais, Roussel y col. 2006), realizaron un estudio
sobre la determinacién de niveles de selenio en distintas regiones de Francia junto con una
serie de encuestas de estilo de vida, darea demografica, estado familiar, actividad fisica... con fin
de establecer una relacion entre niveles de selenio y determinantes ambientales. Se
estudiaron 13.017 sujetos entre 35 — 60 afios obteniendo unos niveles medios de selenio de
90,01 % 15,79ug/L en el caso de los hombres, mientras que para las mujeres los valores medios

obtenidos fueron algo mas bajos, de 86,06 + 15 pg/L.

En este estudio se observd que el 75% de los hombres y el 83% de las mujeres se
encontraban con niveles de selenio por debajo del umbral dptimo para la actividad de la GPx,

considerando dicho nivel, valores medios en plasma superiores a 98,7 ug/L.

En lo referente a la implicaciéon de los habitos de vida en los niveles plasmaticos de
selenio, se observd una asociacién positiva con el consumo de alcohol, carne, pescado y en
fumadores, mientras que un incremento en el consumo de leche, frutas, vegetales y alimentos

ricos en almidén producen una disminucion de dichos niveles.

Posteriormente, (kim, Galindev, Sei y col. 2009) realizaron un seguimiento en 100
voluntarios coreanos con edades comprendidas entre 21 — 69 afos (50 mujeres y 50 hombres)
obteniendo valores niveles medios de selenio en plasma de 112,05 + 30,42 pg/L, apreciandose
mayores niveles de selenio en los sujetos con edades comprendidas entre 60 — 69 afios,
obteniendo los niveles de selenio mas altos en hombres que en mujeres, dando para este
aspecto como explicacion el mayor consumo de alimentos de mayor contenido en selenio por

parte de este grupo.

En comparacién con otros estudios, en esta poblacidn se han obtenido mayores niveles
de selenio que en lugares como India, sureste de Espafia, Polonia y sur de Suecia, mientras que
en comparacion con lugares como Singapur, USA, Taiwan y norte de Espafia los valores medios

registrados son menores.

En ese mismo afio Farzin, Moassesi, Sajadi y colaboradores (2009), realizaron un estudio

sobre 115 voluntarios de Teherdn, con edades comprendidas entre los 2 - 62 afos (60 mujeres

y 55 hombres), y se obtuvieron valores medios de 99,10 + 21,78 pg/L, siendo la media de los
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resultados de 104,31 + 24,70ug/L para los hombres y de 94,33 + 17,60 pg/L para las mujeres,

apreciandose un ligero aumento de los niveles en los grupos de mayor edad.

Igualmente, en Grecia (Letsiou, Nomikos, Panagiotakos y col. 2010) se realizd un estudio de
cohorte sobre 506 voluntarios con edades entre 26 — 51 afos y valores medios de selenio de
91,8 + 33,7 ug/L, de los cuales el 87,6% de las mujeres y el 88,5% de los hombre presentaban
valores de selenio en plasma por debajo de los 125 ug/L, considerados adecuados para la

6ptima actividad de la GPx.

Al igual que en otros estudios similares, se observo una asociacién positiva entre los
niveles de selenio y la edad, y por el contrario no se observo asociacion positiva entre los
niveles de selenio y el sexo de los sujetos a pesar de que los indices de salud eran peores en

hombres.

En la poblacidn espafiola, concretamente un estudio realizado sobre la poblacién
Canaria (Diaz, Ldpez, Henriquez y col. 2001) en el que se determinaron valores de selenio en plasma
en 395 sujetos procedentes de las siete islas (187 hombres y 208 mujeres), con una media de

edad de 38+20 afios, y obtuvieron concentraciones de selenio en plasma de 74,7 + 24,2 ug/L.

Se estimd una ingesta diaria de selenio de 50 y 49 ug/dia para hombres y mujeres

respectivamente a partir de la excrecién de selenio en orina.

Las concentraciones de selenio en mujeres fueron muy similares a las encontradas en
hombres, aunque los hombres siempre tienen mayor concentracién de selenio en plasma. No
se observaron diferencias entre sexos en los niveles de selenio en grupos de poblacidn
menores a 14 afos, y a partir de los 20 afios si se observd una correlacién positiva entre

concentraciones de selenio y la edad de los individuos.

En cuanto a la influencia del estilo de vida sobre los niveles de selenio, se vio que, en lo
referente al consumo de alcohol, tanto cerveza, como vino como bebidas espirituosas,
muestran cierta tendencia a incrementar los valores de selenio en suero. No se encontraron
diferencias significativas en concentraciones de selenio entre fumadores y no fumadores, ni

tampoco parece influir la practica de ejercicio fisico.
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Por otro lado, comentaremos de un modo mas detallado un estudio realizado en
Andalucia (Sdnchez, Lépez-lurado, Aranda y col. 2010) en el que se analizaron en los niveles de selenio
en plasma la influencia debida a la edad, la obesidad y a otros factores del estilo de vida. Se
evaluaron adultos de entre 25 — 60 afios, recogiendo un total de 340 sujetos (167 hombres y

173 mujeres). Dichos sujetos mostraron unos niveles de selenio en plasma de 82 + 1,99 ug/L.

El 56% de la poblacién era no fumadora, observandose que los fumadores tenian
menor nivel de selenio que los no fumadores. No se observaron diferencias significativas entre
los niveles plasmaticos de selenio en hombres y mujeres. La poblacidon sedentaria presentd
unos niveles de selenio en plasma ligeramente mayor que la poblacidn mas activa, y se vié un
nivel de selenio inferior en la poblacion con menor nivel de estudios. Se aprecid una
correlacién positiva entre los niveles de selenio y la edad, y una relacién inversamente
proporcional entre el consumo de grasa, dulces y carne y los niveles de selenio. Dentro de la
poblacién andaluza estudiada, los mayores niveles de selenio se encontraron en Granada, Jaén

y Almeria.

En una revisidn publicada en 2010 (Carmona - Fonseca. 2010) en la que se pretendieron
establecer unos niveles de referencia para los paises de Europa y América Latina, a partir de la
revisiéon de 161 estudios publicados desde 1972, ya que en Europa a pesar de existir
numerosos trabajos dedicados a Selenio en suero y plasma en humanos sanos, no existen unos
valores de referencia establecidos. En Europa, donde generalmente el suelo es pobre en
selenio, se han encontrado unos niveles medio se selenio en plasma que oscilan entre 48,2 y

124 ug/L, siendo el valor medio ponderado de selenio en suero/plasma de 85,19 + 14,58 ug/L.

En este mismo afo otros autores (Hurst, Armah, Dainty y col. 2010) realizaron un estudio
doble ciego, con placebo controlado, con una poblacién de 119 hombre y mujeres sanas de
entre 50 y 64 afios residentes en Reino Unido, a los que se suplementaron diariamente con
placebo o selenio en dosis de 50, 100 o 200 pg/dia, obteniendo en el punto inicial del estudio,
para todos los sujetos, los niveles medios de selenio en plasma fueron de 95,7 + 11,5 pg/L,
viéndose estos niveles incrementados tras diez semanas de suplementacién a concentraciones
de 118,3 + 13,1 ug/L, 152,0 + 24,3 pg/Ly 177,4 £ 26 pg/L en los casos en los que el consumo
fue de 50, 100 y 200 pg/dia respectivamente.
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También se determinaron niveles se selenoproteina P como marcador del estado
nutricional, obteniendo niveles medios de de 4,99 + 0,80 pug/L antes de comenzar la
suplementacion, y produciéndose un incremento significativo en los grupos suplementados,
obteniendo valores medios de 6,17 + 0,85 ug/L, 6,73 £ 1,01 pug/Ly 6,59 * 0,64 pg/L en los

casos en los que el consumo de selenio fue de 50, 100 y 200 pg/dia respectivamente.

A partir de estos resultados se concluyo que la selenoproteina P era un adecuado
biomarcador del estatus de selenio para poblaciones con ingestas relativamente bajas de
selenio, ya que se aprecié un aumento significativo en los sujetos que recibieron un
suplemento dietético de 50 pg/dia (estimando que la ingesta diaria en este grupo se
encontraria dentro de los 55 pg/dia recomendados como RDA), pero que estos niveles de se

estabilizaron en los sujetos que recibieron un suplementaciones de 100 y 200 ug/dia.

Por ultimo, en un estudio publicado en 2011 (Combs, Watts, Jackson y col. 2011). en el que
para evaluar es estatus nutricional de selenio en una poblacion de 261 sujetos sanos
Americanos, se determinaron niveles plasmaticos de selenio, niveles de selenoproteina en
plasma, y niveles de actividad de GPx. lgualmente, se analizd la ingesta energética, de
macronutrientes y de selenio, obteniéndose niveles medios de selenio en plasma de 142,0 +
23,5 pg/L, y una ingesta de 109,1 + 43,6 ug de selenio al dia, 122 + 51 pg/dia en hombres y
101+ 35 pg/dia en las mujeres. El mayor aporte dietético de selenio se realizd principalmente a

partir de la ingesta de pan, huevos y pasta.
No se aprecid una asociacidon significativa entre la ingesta de selenio y los niveles

plasmaticos de selenio, ni se encontraron diferencias entre hombres y mujeres. Tampoco se

apreciaron diferencias significativas asociadas a la edad o indice de masa corporal.
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Tabla20: Valores medios de selenio sérico/plasmdtico en distintos paises de Europa y ciudades de Espafia

Numero de Promedio Desviacion
PAIS . Fuente
casos (ug/L) estdndar (+DS)
Rusia 556 103,1 +13 Golubkina y Alfthan. 2002
Finlandia 2.150 76,5 +14,9 Virtamo J y cols, 1985
Overvad, Wang, Olsen y col. 1991;
+
Noruega 1.317 117,2 $157 Ringstad, Knutsen, Nilssen y col. 1993
. Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986,
+
Suecia 208 84,1 $12,6 Wang, Heinonen, Mdkeld y col. 1995
A Bro, Berendtsen , Norgaard y col. 1988;
+
Dinamarca 3.489 89,2 t144 Suadicani, Hein, Gyntelberg y col. 1992
Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
Holanda 611 108 +13,6 Bukkens, de Vos, Kok y col. 1990; Kok,
Bruijn, Hofman y col. 1987
R Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
+
Belglca 861 91,6 +1L,8 Kellen, Zeegers, Buntinx y col. 2006
. Li, Rossipal y Micetic-Turk. 1999; Tiran,
+
Austria 200 68,6 $16,1 Tiran, Petek y col. 1992
q Meissner. 1997; Winnefeld, Streck, Tre,
Alemania 952 80,5 +20,5 A 27
col 1999.
. Burri, Heldimann, Dudler y col. 2008;
+
Suiza 2.777 96 $12,8 Haldimann, Venner y Zimmerli. 1996
Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
Francia 15.410 86,7 +15,1 Arnaud, Bertrais, Roussel y col. 2006;
Lecomte, Herbeth, Pirollet y col. 1994
McMaste, Bell, Anderson y col. 1990;
+
Irlanda 425 81,4 + 16,2 Marphy y Cashman, 2002
a a Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
+
Reino Unido 862 75,1 $14,5 Short, Duthie, Robertson y col. 1994
. Bellisola, Perona, Galassini y col. 1993;
+
Italia 5.726 884 $11,2 Olivieri, Girelli, Azzini y col. 1995
Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
Grecia 876 81,6 + 26,8 Charalabopoulos,Kotsalos, Batistaou y
col. 2009
, Delilbasi, Turan, Yiicel y col. 1991;
+
TuquIa 397 1084 1234 Odabasi, Turan, Aydin y col. 2008
Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
Portugal 507 90 +16 Lopes, Santos, Vicente y col. 2004; Viegas
— Crespo, Pavao, Paulo y col. 2000
~ Thorling, Overvad, Geboers y col. 1986;
+
Espaha 2.677 74,7 $16 Cabré, Periago, Mingorance y col. 1992
Canarias 395 74 +24,2 Dicaz, Lépez,Henriguezy col. 2001
Andalucia 340 82 +1,99 Sanchez, Lépez-Jurado,Aranda y col. 2010
Barcelona 150 Rango: 60 — 106 [lg/L Torra, Rodamilans, Montero y col.1997
Valencia 287 Rango: 53,03 — 108,96 ug/L Alegria, Barberd, Clemente y col. 1996

Recogido de Carmona — Fonseca. 2010

5.- LASALUD Y LA ENFERMEDAD

La salud del latin "salus, -dtis" se define desde un punto de vista fisiolégico como la

ausencia de infecciones o enfermedades ligeras, fuertes o graves. Segun la Organizacion
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Mundial de la Salud realizada en su constitucién de 1946 también puede definirse como el

nivel de eficacia funcional o metabdlica de un organismo tanto a nivel celular como social.

La enfermedad esta caracterizada por una alteracién del estado ontoldgico de salud.
La cual puede ser provocada por diversos factores, tanto intrinsecos como extrinsecos al
organismo enfermo: estos factores se denominan noxas del griego vooog, ndsos:

«enfermedad», «afeccion de la salud».

La enfermedad provoca una modificacidén del estado de salud y se desarrolla en cinco

etapas:

- | etapa aparece el sintoma.

- Il etapa aparece la enfermedad y la persona se tiene la situacion de enfermedad
- Il el enfermo toma contacto con personal sanitario

- IV el enfermo depende del servicio de salud

-V empieza el tratamiento o la recuperacion o se acepta la enfermedad que puede

derivar en crénica

«En Medicina, las enfermedades se agrupan segun tengan similitudes anatdmicas,
etiolégicas o patogénicas. La clasificacion mas adecuada es la que adna las tres
particularidades. Aunque esto no es frecuente» (Rozman. 2000). En Espafa, tanto los
diagnodsticos como los procedimientos se codifican segun el criterio de la Clasificacidon

Internacional de Enfermedades (CIE-102 Edicion).

La salud y la enfermedad son parte integral de la vida, del proceso biolégico y de las
interacciones medioambientales y sociales. Generalmente, se entiende a la enfermedad como
una entidad opuesta a la salud, cuyo efecto negativo es consecuencia de una alteracion o

desarmonizacidn de un sistema a cualquier nivel.
Por consiguiente el enfermo es aquel ser humano que padece una enfermedad, sea

consciente o no de su estado. Joan Riehl-Sisca define el rol del enfermo como «la posicién que

asume una persona cuando se siente enferma» (Mosby. 1996).
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El paciente critico es aquel paciente, que presenta una alteracidn en la funcién de uno
0 varios de sus 6rganos o sistemas, de un modo que puede comprometer su supervivencia en

algin momento de su evolucion.

El paciente critico viene definido por cuatro aspectos fundamentalmente:

e Estar gravemente enfermo (con proceso potencialmente reversible)
e La inflamacion
e La disfuncién organica

e La alta mortalidad

En numerosas ocasiones requieres de un “Apoyo vital”, siendo esto toda técnica que,
aplicada al organismo,puede sustituir la funcion fisioldgica de un érgano cuando su disfuncion

pone en peligro la vida, como son el soporte ventilatorio, soporte hemodinamico...

La Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), es el lugar destinado para el manejo de
pacientes criticos con disfuncion de dérganos y/o sistemas, que debe contar, con tecnologia de
punta, y con la participacion de un equipo multidisciplinario en el que forman parte

especialistas (médicos, enfermeros...) capacitados en el manejo de este tipo de pacientes.

La respuesta metabdlica en el paciente critico que se genera ante una enfermedad

grave, la podemos dividir en dos fases:

1) Fase inicial: Aparece e las primeras 24 horas. Se caracteriza por hipotension,

hipovolemia e hipoxia tisular.

2) Fase tardia: Se caracteriza por una primera respuesta aguda en la que
predomina el catabolismo. En esta fase tiene lugar una secrecién exagerada
de catecolaminas y de mediadores inflamatorios, fundamentalmente
citoquinas y eicosanoides, que actuan de forma directa o indirecta mediante
modificaciones del flujo sanguineo. El factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a)
y la interleucina 1 (IL-1) van a favorecer el aumento del gasto energético, la

degradacién proteica y el aumento de la glucogenolisis, asi como la
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activacion de la lipoproteinlipasa y el aclaramiento elevado de las

lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL).

Si durante la evolucidn surgen complicaciones infecciosas, esta respuesta puede

perpetuarse y el paciente puede desarrollar un Sindrome de Fracaso Multiorgdnico (FMO).

La respuesta a la agresidn tiene efectos importantes sobre la respuesta inmunitaria.
Inicialmente, se produce un aumento de mediadores inflamatorios, seguido de una respuesta
mas prolongada de inmunosupresidn. Las causas que, en el paciente critico, contribuyen a la

depresién inmunitaria son:

° Desnutricion aguda como respuesta metabdlica a la agresién
° Exceso de produccién de citoquinas

° Liberacion de metabolitos del 4cido araquiddnico

° Déficit de nutrientes especificos

° Alteracion de la flora intestinal

Exceso de produccion de radicales libres (aniones superdxido, hidroxilos y

peroxidos), con dafio tisular asociado

5.1.- SEPSIS, SEPSIS SEVERA, SHOCK SEPTICO, Y OTROS TRASTORNOS RELACIONADOS CON LA
ENFERMEDAD CRITICA

En 1992 la American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine
realizd un panel con el fin de llegar a un consenso de los siguientes términos que son

relevantes en la discusidn de shock séptico.
Infeccidn: Infeccién es un fendmeno microbiano caracterizado por una respuesta

inflamatoria en presencia de microorganismos o la invasion del tejido del huésped

normalmente estéril por estos organismos.
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Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica: El sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) es una respuesta inflamatoria generalizada de una variedad de injurias clinicas

severas.

Sepsis: Sepsis es la respuesta sistémica a la infecciéon. Por lo tanto, en sepsis, los signos

clinicos describiendo SRIS estan presentes junto con evidencia definitiva de infeccién.

Sepsis severa: Sepsis es considerada severa cuando estd asociada con disfuncién
organica, hipoperfusién, o hipotensién. Las manifestaciones de hipoperfusién se pueden
incluir pero no estan limitadas a acidosis lactica, oliguria, o alteraciéon aguda en el estado

mental.

Shock séptico: Shock séptico es sepsis con hipotensidn a pesar del adecuado aporte de
fluidos. Esto incluye trastornos de la perfusién como la acidosis lactica, oliguria, o alteracién
aguda en el estado mental. Los pacientes que se encuentran recibiendo agentes inotrépicos o
vasopresores pueden no tener hipotension en el momento que las anormalidades de perfusién

son mensuradas.

Sindrome de disfuncion multiorganica: El sindrome de disfuncién multiorganica
(SDMO) se refiere a la presencia de funcién organica alterada en un paciente agudamente
enfermo en el que la homeostasis no puede ser mantenida sin intervencién. El sindrome de

disfuncién multiorgdnica es clasificado como primario o secundario.

e SDMO primaria es el resultado de una injuria bien definida en el cudl la
disfuncion orgdnica ocurre en forma precoz y puede ser atribuible
directamente a la injuria por si misma (por ej, fallo renal debido a

rabdomidlisis).

e SDMO secundaria es un fallo organico que no se debe a una respuesta directa
de la injuria misma, pero es una consecuencia de la respuesta del huésped. En
el contexto de las definiciones de sepsis y SRIS, SDMO representa el mas
severo final del espectro de severidad de la enfermedad caracterizada por

SRIS/sepsis. (Levy, Fink, Marshall y col. 2001)
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Siendo este el afio en el que se dispuso de una terminologia unificada para designar los
procesos relacionados con la sepsis y establecer criterios diagndsticos, por lo que el American
College of Chest Physicians/Society of Critical Medicine (ACCP/SCCM) en establecié que la
sepsis grave exige el fallo de un érgano; el shock séptico es una sepsis grave en la que dicho
drgano pertenece al sistema cardiovascular, y si hay dos o mas érganos con fallo se trataria de

un Fallo Multiorgdnico (FMO).

5.1.1.- SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA SISTEMICA (SIRS) Y SU EVOLUCION

El sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) o SIRS (del inglés:
Systemic Inflammatory Response Syndrome) se caracteriza por ser una reaccidn pro-
inflamatoria anormal y generalizada que se presenta en dérganos a distancia de la agresion
inicial. Una vez iniciada la respuesta inflamatoria, se ponen en marcha mecanismos
compensatorios, siendo la evolucidn dependiente del balance entre SIRS y los mecanismos
compensadores de la respuesta inflamatoria, pudiendo desencadenar en un Sindrome de

disfuncién-fracaso multiorganico (DMO / FMO) o incluso la muerte.

Algunos mecanismos de control inflamatorio se desencadenan inmediatamente, como
es el caso de la respuesta antiinflamatoria, mientras que otros son dependientes de las

carencias o aportes de algunos sustratos y/o de las actuaciones terapéuticas.

Las causas del SIRS son muy variadas, desde infecciones (en cuyo caso se habla de
sepsis, con independencia de que haya o no bacteriemia/viremia/funguemia), hasta

traumatismos, procesos inflamatorios (ej: pancreatitis), quemaduras, etc...

Durante los ultimos afios se ha desarrollado una intensa investigacion sobre este

sindrome, especialmente para caracterizar los mediadores quimicos de la respuesta inmune.

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

sintomas:
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e Temperatura >38°C 0 <36°C

e Frecuencia cardiaca >90 latidos/min

e Frecuencia respiratoria >20 respiraciones/min o PaCO2 <32 mmHg

e Recuento de gldbulos blancos >12.000 células/mm3, <4000 células/mm3, o

>10 % de formas inmaduras (en banda)

El tiempo que transcurre para que una enfermedad se considere aguda o crénica son:

Tiempo o fase aguda (fase |I) comienza cuando el agresor entra en contacto con el

cuerpo y dura 2 o 3 dias.

Si la evolucion es favorable concluye con la fase de reparacidn (fase Il). Si el agresor es
demasiado fuerte para el cuerpo se produce la fase de reactivacion (fase Ill). En este tiempo las
células inflamatorias se reactivan y liberan células inmaduras se activa los macrofagos y
monocitos que liberan mediadores pro —inflamatorios que determina estado de inflamacién
sistémica generalizada. Si la enfermedad sigue evolucionando, entrara en ultima fase (fase 1V)
de fallo multiorganico (FMO) o disfuncién multiorganica (DMO) que es la ultima fase que
puede inducir la muerte. En la figura 4 se muestran las fases que transcurren en la

enfermedad asi como la respuesta del organismo a la infeccidn. (Meadows, Grainger, Ruse y col.

1983)

El fallo multiorganico es comun en una Unidad de Cuidados Intensivos. Un estudio
multicéntrico observacional, en el “Sepsis Occurrence in Acutely ill Patients” (SOAP), reveld
que mas del 71% de los pacientes criticos tienen un grado considerable de disfuncién organica.
Se han utilizado numerosos pardmetros fisioldgicos e intervenciones terapéuticas para definir

el fallo multiorganico (Queiroz, Almeida, Teixeira y col. 2008; Serrano, Chacon, Sanchez y col. 1991; Meadows,

Grainger, Ruse y col. 1983).
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Figura 6.- Fases de la enfermedad

RESPUESTA LOCAL

RESPUESTA PARACRINA / AUTOCRINA

|

ALTERACION EN LA HOMEOSTASIS
\/

SIRS

!

DMO / FMO
[

Recogido de Sosa, Lombardo y col 2006

5.1.2.- SINDROME DE DISFUNCION ORGANICA MULTIPLE

Se define el Sindrome de Disfuncién Orgdanica Multiple (DMO) como el fallo funcional
de dos o mas drganos vitales, en la cual la homeostasis de los mismos no puede mantenerse
sin ningln tipo de intervencion. En la actualidad el DMO es la mayor causa de morbimortalidad
en pacientes criticos, inicialmente solo se asociaba este sindrome con los cuadros de sepsis
incontrolada, pero actualmente se acepta que no necesariamente tiene que existir un cuadro

infeccioso para que se produzca.
El desarrollo de nuevas intervenciones terapéuticas redujo en parte la incidencia y

severidad de esta entidad, pero para lograr este propdsito es fundamental poder determinar

su presencia y poder valorar su progresion a través del tiempo.
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5.1.3.- SEQUENTIAL ORGAN FAILURE ASSESSMENT (SOFA)

Por ello, en la actualidad existen scores que permiten objetivar la presencia de dicho
sindrome. En la conferencia de consenso realizado en Paris en 1994, organizado por la
European Society of Intensive Care Medicine (ESICM), se cred el Sequential Organ Failure
Assessment (SOFA), de todos los scores existentes, el SOFA es uno de los mas utilizados a la
hora de evaluar la existencia del DMO, ya que este score evalia morbilidad de los pacientes,
teniendo una finalidad descriptiva y facil de calcular de manera individualizada el grado de
disfuncion organica de forma cuantitativa obtenida periddicamente, por intermedio del

estudio de seis drganos.

Tabla 21: Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) Score

PUNTUACION SOFA 0 1 2 3 4
. . <200 <100
Respiratorio:
i > 400 <400 <300 con soporte con soporte
PaO, / FiO, . . . .
respiratorio respiratorio
Coagulacion:
>150 <150 <100 <50 <20
Plaquetas x 1000
Hepadtico: <12 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
Bilirrubina (umol/L) (< 20) (20-32) (33-101) (102 - 204) (> 205)
*Dopa <5 *Dopa > 5 *Dopa > 15
3 No TAm , 3
Cardiovascular . . Dobuta 0A<0,1 0A>0,1
hipotension < 70 mm Hg . . i i
(cualquier dosis) O0NA<0,1 O0NA>0,1
Neuroldgico:
15 13-14 10-12 6—-9 <6
Glasgow
Renal: 3,5-4,9 >5,0
o <12 1,2-1,9 2,0-34 ) )
Creatinina mg/dl (300 - 440) 6 (>440) 6
o (< 110) (110-170) (171 -299) ) )
(umol/L) o diuresis / 24h < 500 ml/dia < 200 ml/dia

inotrépicos administrados durante al menos una hora; TAm: tension arterial media; A: adrenalina; NA: Noradrenalina

Para facilitar el diagnostico, prever la posible evolucién del paciente critico durante su
estancia en UCI, se han elaborado escalas (scores) y/o tablas para determinar la gravedad de la
enfermedad como SOFA o SIRS, descritos anteriormente, o como APACHE Il, LODS y SEPSIS

descritos a continuacion.
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5.1.4. - SCORE ACUTE PHYSIOLOGY AND CHRONIC HEALTH EVALUATION 11

El Score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE ll), es un sistema
de valoracién pronostica de mortalidad, que consiste en detectar los trastornos fisioldgicos
agudos que atentan contra la vida del paciente y se fundamenta en la determinacién de las
alteraciones de variables fisioldgicas y de parametros de laboratorio, cuya puntuacién es un
factor predictivo de mortalidad, siendo este indice valido para un amplio rango de
diagndsticos, facil de usar y que puede sustentarse en datos disponibles en la mayor parte de

las UCI.

Tabla 22.- Sistema de Valoracion APACHE Il

4 3 2 1 0 Puntuacion 1 2 3 4
39- 385- 36— o 34— 32- 30—
>41,0 40,9 389 384 Temperatura Central (2C) 359 33,9 31,9 <299
>160 130- 110- 70— Presion arterial media 50 - <49
159 129 109 (mmHg) 69
1490- 110- 70 - . . . . 40—
> 180 179 139 109 Ritmo cardiaco (latidos/min) 55-69 54 <39
35— 25— 12 - . . . 10-
>50 49 34 24 Frecuencia respiratoria 11 6-9 <5
_ _ Oxigenacion (mmHg) _
> 500 3;5:9 2;)59 <200 Si FiO, > 0,5, considerar la A-sDO, 6; 0 55-60 <55
>70 Si FiO, < 0,5, considerar la PaO,
>7, 7,60 - 7,50 - 7,33 - . 7,25 — 7,15 -
70 769 7,59 7,49 pH arterial 732 724 <7
160- 155- 150- 130- . 120- 111-
>180 129 159 154 149 Sl latoi) 129 119 <110
6,0 — 55— 35— . 2,5 -
>7,0 6.9 59 54 Potasio (mMol/L) 3-34 29 <25
>3,5 2- o= 0,6~ (dgggtln;zgu(gzﬁ/: Zg,;:l)/o <06
J 34 1,9 1,4 2ol ’
renal crénico)
50— 46 — 30- s 20—
>60 59,9 49,9 45,9 Hematocrito (%) 29,9 <20
20- 15— -
> 40 0 > 3 Leucocitos (x10°/L) 1-29 <1

39,9 19,9 14,9

El indice APACHE Il calculado en el momento de ingreso o al final del dia de internacién
del paciente, nos proporciona informacion relativa al paciente del correspondiente al

momento de la determinacion.

110



Antecedentes Bibliogrdficos

Ademds, en el sistema de valoracién APACHE se puntlan aspectos como la edad del

paciente y el estado de salud crénico del paciente, es decir, el motivo de ingreso en UCI:

Edad (afios) Puntuacion
<44 0 puntos
45 —-54 2 puntos
55-64 3 puntos
65-74 5 puntos
>75 6 puntos

El estado de salud previo al ingreso: Si el paciente antes de ingresar en el hospital,
tiene historia de insuficiencia severa de drganos o de compromiso inmunitario, se asignara una

puntuacién de la manera siguiente:

e Pacientes no quirurgicos o postoperatorio de cirugia urgente: 5 puntos

e Pacientes con postoperatorio de cirugia programada: 2 puntos

5.1.5.- LOGISTIC ORGAN DYSFUNCTION SYSTEM

El Logistic Organ Dysfunction System (LODS) es un método objetivo de valoracion de

la disfuncidn organica en los pacientes ingresados en la UCI durante el primer dia de estancia.

Identifica tres niveles de disfuncién para 6 sistemas de érganos: neuroldgico, cardiovascular,

renal, pulmonar, hematoldgico y hepatico. (Tabla 23)

Es un sistema de puntuacién global que permite cuantificar la disfuncion organica de

un modo objetivo, pudiendo relacionar la puntuacion obtenida con la probabilidad de muerte.
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6.- INTERVENCION NUTRICIONAL EN EL PACIENTE CRITICO

El paciente critico ademdas se caracteriza, ademads, por presentar diferentes
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas, que suponen
un aumento tanto de los requerimientos energéticos como del catabolismo proteico. Todos
estos cambios metabdlicos contribuyen no solo a alterar el sistema inmune, si no también, el
tracto gastrointestinal, y generan consecuencias sobre la morbimortalidad, asi como un

retraso en el tiempo de recuperacion del paciente.

Como consecuencia de todo ello, las estrategias de actuacidén nutricional se centran en
evitar la desnutricién aguda, y frenar la produccién de metabolitos del dcido araquiddnico y en
administrar antioxidantes y nutrientes supuestamente esenciales para el sistema inmunitario,
como son la glutamina, los acidos grasos w-3, la arginina, nucleétidos, aminoacidos de cadena

ramificada y la fibra.

La valoracién nutricional completa en paciente critico es muy importante. Tiene como
objetivo evaluar el riesgo de mortalidad y morbilidad de la malnutricidn, identificar y separar
de forma individualizada las causas y consecuencias de la malnutricidon y analizar el grupo de

enfermos con mayor posibilidad de beneficiarse del soporte nutricional (Grant. 1994; Webster y

Galley. 2000; Webster y Galley. 2000).

6.1.- TIPOS DE SOPORTE NUTRICIONAL

El soporte nutricional debe considerarse como un parte mas dentro del tratamiento de

los enfermos en estado critico. Con el soporte nutricional se persiguen varios objetivos:

e Corregir el déficit especifico de nutrientes originados por la enfermedad
e Realizar un aporte dietético adecuado en funcién de los requerimientos
metabdlicos y nutricionales.

Prevenir la desnutricion y evitar las complicaciones derivadas de la misma
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Es preferible realizar la intervencién nutricional de forma precoz, independientemente
de estado nutricional previo del paciente. Aunque no esta claramente definido el tiempo de
espera necesario para iniciar el soporte nutricional, lo ideal es no retrasarlo mas de 48 horas

desde el momento de ingreso en la unidad de cuidados intensivos.
Ademas es preferible, siempre que no existan contraindicaciones especificas, utilizar el
tracto digestivo (con nutricion enteral), ya que mantiene los mecanismos inmunitarios

intestinales y la funcidén absortiva de la mucosa, y asegura el efecto de la barrera intestinal.

En la figura inferior se muestran las rutas de decisidon para le seleccidn de la ruta mas

recomendable para la nutricién.

Figura 7.- Rutas de decision para la eleccion del soporte nutricional en el paciente critico

Valoracion Nutricional

éTracto gastrointestinal funcionante?

v v

Corto plazo

Lesiero e (< 4 — 6 semanas)

(>4 - 6 semanas)

Gastrostomia SN gastrica
Yeyunostomia S e/
y SN yeyunal
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6.2.- NUTRICION ENTERAL:

Se denomina Nutricién Enteral (NE), a aquel soporte nutricional que se realiza
aportando directamente el alimento al tracto digestivo. Generalmente se emplea siempre que
el aparato digestivo es competente tanto anatdmica como funcionalmente, siendo preferible

que se realice de la manera mas temprana posible.

Esta contraindicado su uso cuando hay presencia de:

e Obstruccion del tracto gastrointestinal

e Perforacidn gastroduodenal

e (leo gastrointestinal agudo

e Hemorragia digestiva alta

e Diarrea grave intratable

e Lesiones abdominales que obliguen a cirugia de urgencia

e |nestabilidad hemodinamica

A la hora de elegir una via de acceso digestiva, se deben tener en cuenta una serie de

factores, como son:

e Laenfermedad base

e Lasituacion clinica y el estado nutricional del paciente
e Sus requerimientos nutricionales y metabdlicos

e El soporte nutricional previo

e La duracion prevista de tratamiento

e Lafdormula elegida
Se debe intentar optimizar al maximo la dieta oral mediante suplementos dietéticos y
una adecuada seleccién de la formula. Si tras 5 — 7 dias la ingesta fuera inferior al 60 % de los

requerimientos diarios, estaria indicada la administracion de NE mediante sonda nasoenteral.

La nutricién por via nasoenteral esta indicada en todo paciente que es incapaz de

alcanzar sus requerimiento nutricionales por via oral y posee un tracto digestivo funcionante.
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El acceso gastrico esta contraindicado en pacientes con problemas de vaciamiento gastrico,
ileo paralitico y con riesgo de broncoaspiraciéon. Por otro lado, los acceso postpilérico y
yeyunal, exigen una minima funcionalidad del intestino delgado y estan indicados en pacientes

que tienen limitado el uso gastrico.

Figura 8 y 9: Colocacion de la sonda nasogastrica

CAVIDAD NASAL . SONDA NASOGASTRICA

TRAQUEA

ESOFAGO

ESTOMAGO

NASOGASTRIC TUBE

La sonda nasogastrica es de eleccidn para el soporte nutricional en el paciente critico a
medio y corto plazo, siendo preferibles las sondas nasoduodenales y nasoyeyunales cuando
existe riesgo de complicaciones con la nutricién géstrica, como dificultades para el vaciamiento
gastrico, aumento del reflujo gastroesofagico, o enfermedades que afectan al estomago,

duodeno, vias biliares o pancreas.

Cuando no es posible una nutricién nasoenteral, o se prevé la necesidad de un soporte
nutricional durante un periodo de tiempo superior a cuatro semanas, se puede colocar una
sonda para nutricién enteral, con técnica invasiva, por gastrostomia endoscépica percutanea o

bien por yeyunostomia endoscdpica percutanea.
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Parte del éxito en la tolerancia de la nutricidn enteral va ha depender de la forma en
que sea administrada. Para poder decidir cual es la forma mas adecuada de administracion,

deben tenerse en cuenta varios factores, como son:

e La patologia de base del paciente

e Su estado nutricional

e Sus requerimientos caldricos y proteicos
e Las necesidades hidricas

e Laviade acceso elegido

e Eltipode formula

e La duracion prevista del tratamiento nutricional

La administracion intragdstrica continua gota a gota es la forma de alimentaciéon mas
frecuente en este tipo de pacientes. Generalmente se utilizan nutribombas para regular la
velocidad de infusién y asi prefundir un volumen concreto en un tiempo determinado,
normalmente mL/h, reduciendo asi tanto el riesgo de broncoaspiracion como el residuo

gastrico y se mejora la tolerancia.

A pesar de que la nutricidn enteral es una técnica sencilla y segura, no esta exenta de

sufrir complicaciones, pudiendo dividirlas en:

e Mecanicas
e Infecciosas
e Gastrointestinales

e Metabdlicas
Las complicaciones mecdnicas normalmente estan relacionadas con la técnica de
insercion de la sonda de alimentacién, el tiempo de permanencia de la misma y por las

deficiencias en su mantenimiento.

Entre las complicaciones infecciosas mas frecuentes se encuentran la sinusitis y la

otitis media, sobre todo en pacientes con ventilacidn mecdnica. Esta infeccién se puede
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producir por colonizacion ascendente de la flora gdstrica, como por colonizacién descendente

de la flora orofaringea.

Las complicaciones gastrointestinales se producen en aproximadamente el 30 — 50 %
de los pacientes graves que reciben nutricion enteral, ya que los pacientes criticos,
generalmente con ventilacion mecanica y sedacion, tienen un aumento del residuo gastrico
siendo esta la complicacién mas frecuente. La principal consecuencia de estas complicaciones,
es la necesidad de reducir el volumen de la formula, lo que conlleva a un aumento del riesgo
de desnutricion y presencia de carencias nutricionales, en cuyo caso se recomienda el uso de
alimentacién parenteral complementaria (nutricion mixta) o incluso la nutricién parenteral

tota (NPT).

Otras complicaciones gastrointestinales, aunque menos frecuentes, son los vomitos, la
regurgitacion, el estrefiimiento y la distensién abdominal. Las complicaciones metabélicas no
son frecuentes con las dietas actuales, completas y equilibradas, y cuando aparecen,

generalmente son faciles de controlar.

6.2.1.- COMPOSICION DE LAS FORMULAS DE NUTRICION ENTERAL

La composicion de las formulas empleadas en nutricion enteral es una mezcla de

proteinas, grasas e hidratos de carbono, suplementados con vitaminas y oligoelementos.

Proteinas: Poseen proteinas de alto valor biolégico por contener una proporcion
adecuada de aminoacidos esenciales, pueden ser tanto de origen vegetal (soja) como de
origen animal (leche, huevos, carne...), y se obtienen por homogeneizacion o extraccion

quimica. Disponen de:

e Proteina intacta: caseina, proteina de soja, lactoalbumina

e Hidrolizados de proteina: caseina, proteina de soja, lactoalbumina (para
pacientes con la capacidad digestiva disminuida)

e Aminodcidos libres (L-aminodcidos): al ser moléculas pequefias aumentan

la osmolaridad de la formula
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e Aminodcidos especiales afiadidos: aminodcidos de cadena ramificada,

aminoacidos esenciales, glutamina, arginina...

Hidratos de Carbono: Extraidos de cereales o leguminosas. Su complejidad determina

su osmolaridad, el sabor dulce y la digestibilidad. Suelen ser:

e Polisacaridos: > 10 moléculas, generalmente polimeros de glucosa y
dextrinomaltosa, son de baja osmolaridad y digestion lenta.

e Oligosacaridos: 2 — 10 moléculas, como la maltodextrina y oligosacaridos
de glucosa.

e Disacaridos: 2 moléculas, son la latosa, maltosa, sacarosa, etc.

e Monosacaridos: 1 molécula como la glucosa, fructosa, galactosa, etc.. son
mas dulces y se absorben rapidamente, pero tienen una mayor

osmolaridad.

Lipidos: Mejoran el sabor y la palatabilidad de la formula si aportar practicamente
osmolaridad, y modulan la produccion de eicosanoides. Se extraen de aceites vegetales, grasas

l[acteas y aceites de pescado. Se obtiene de éstas fuentes:

e Acidos grasos de cadena larga: aceite de maiz, soja, cartamo, girasol, y su
absorcion es compleja

e Acidos grasos de cadena media: aceite de coco y palma, son &cidos grasos
de muy facil digestion y absorcion.

e Acidos grasos w-3: a partir de aceite de pescado.

Fibra: Esta constituida por hidratos de carbono cuya estructura no puede ser atacada

por las enzimas del tracto digestivo. Se divide en:

e Fibra soluble: polimeros de soja, pectinas, gomas y mucilagos) sufren un
proceso de fermentacién a partir del cual se obtienen acidos grasos de
cadena corta, siendo este el principal sustrato energético de los

colonocitos. Esta indicada en el sindrome de intestino corto, la
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enfermedad infamatoria intestinal y diarreas, ya que se reduce el volumen

fecal.

e Fibra insoluble: celulosas y hemicelulosas, son menos atacables por las
bacterias del colon aumentando considerablemente el volumen de las

heces, de modo que esta mas indicada en el caso de estrefiimiento.
Agua: La mayoria de las formulas la cantidad de agua esta alrededor del 80 % del
volumen total, excepto en las formulas concentradas, donde la cantidad de agua es menor, y
se encuentran aumentadas las cargas de solutos y la osmolaridad.

Micronutrientes:

e Electrolitos: Los contienen la mayorias de las formulas en cantidad

suficiente, salvo en aquellas en las que se encuentras restringidos.

e Vitaminas y Oligoelementos: Las formulas completas aportan las raciones

dietéticas recomendadas siempre que se superen las 1200 — 1500 Kcal/dia.

e Existen también formulas con restriccion de algunos micronutrientes y

otras formulas especiales enriquecidas.

6.2.2.- CLASIFICACION DE LAS FORMULAS DE NUTRICION ENTERAL

Desde un punto de vista clinico, el principal criterio de seleccion de las formulas de
nutricion enteral, se realiza en funcidon de la complejidad de las proteinas, y como criterio
secundario, teniendo en cuenta la cantidad de proteinas, la densidad energética, la

osmolaridad y la presencia de fibra. Figura9.
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Figura 10.- Clasificacion de las formulas en Nutricion Enteral

Insuficiencia
hepatica

Insuficiencia
renal

Insuficiencia
respiratoria

Especiales

Sindrome
hiperglucémico

Inmunorre-
guladoras

Paciente
oncoldégico

Normoproteicas

Poliméricas

Hiperoproteicas

Peptidicas

Oligoméricas

Monoméricas

= |so - hipercalérica=> Sin fibra

= Hipercalérica = Sin fibra

—> Hipercalorica = Sin fibra

= |so - hipercalérica = Con fibra

=—» Normocalérica = Sin fibra

Enrriquecida
= |so - hipercalérica=» con EPA;
con fibra

Con fibra
(soluble
Insoluble,
Mezcla)

Sin
fibra

Isocaldricas

Variable
(Segun dilucion)
Sin
Isocaldricas fibra

Variable
(Segun dilucion)

Variable
(Segun dilucion)

Férmulas oligoméricas: En estas formulas los nutrientes estan predigeridos para

facilitar su absorcion, siendo las formulas de eleccidn en pacientes con una capacidad digestiva

y una absorcién intestinal muy reducida.
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Las proteinas se presentan como hidrolizados proteicos, pudiendo ser peptidicas (con
péptidos de entre 2 a 6 aminodcidos) o monoméricas. Encontrando tanto formulas

normoprotéicas como hiperprotéicas.

Los hidratos de carbono son disacaridos u oligosacaridos.Tiene un bajo contenido en

grasas con un elevado porcentaje de acidos grasos de cadena media.

Tabla 24.- Contenido en selenio y macronutrientes en las formulas comerciales en nutricién artificial

Insuficiencia Diabetes
Hepatopatia Nefropatia
respiratoris Intolerancia a la glucosa

lII Dialisis ~ Predialisis IIlIII

Kcal no

148-178 202 122-142

proteicas/g N,

Densidad
calérica
(Kcal /mL)
Osmolandad
(mosmol /L)

Hidratos de
Carbono

Fibra (g/L) - - - - - == ==

Grasas 16,3 -40 - 33-40

AGCM / AGCL
(%)

Férmulas especiales: Se trata de formulas adaptadas a una determinada patologia o

371-789 230-340

situacidn del paciente en la que los requerimientos nutricionales se alejan de la normalidad. En
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la tabla 24 se describen las caracteristicas principales de las formulas disefiadas para

patologias especificas como:

e Insuficiencia hepatica
e Insuficiencia renal
e Insuficiencia respiratoria

e Sindromes hiperglucémicos

6.3.- NUTRICION PARENTERAL:

Se define nutricién parenteral (NP) como el conjunto de técnicas de administracién de
nutrientes por via intravenosa. Se recurre a la nutricién parenteral cuando la funcién intestinal
esta afectada y/o cundo falla la nutricién enteral, otras veces se usa como complementaria a la
nutriciéon enteral, cuando con esta ultima no se puede conseguir un aporte completo,

administrandose una nutricion mixta.

La nutricidn parenteral esta indicada en casos de:

Obstruccidn intestinal

e Sangrado gastrointestinal agudo

e Dolory distensién abdominal que impide la ingesta

e Fistula intestinal de alto debito (>500 mL/dia)

e Diarrea intratable grave (1500 mL/dia)

e Pancreatitis aguda grave si no se puede administrar nutricidon yeyunal
e Fase inicial del sindrome del intestino corto

e Inestabilidad hemodinamica grave

e Traumatismo craneoencefalico en fase precoz

e Anastomosis gastrointestinal cercana al lugar de percusién de la nutricion

123



Elena Millan Adame

La administracidn de | nutricién parenteral puede realizarse por via central o periférica:

e La via periférica: se utiliza en cortos periodos de tiempo y no suele ser de
gran utilidad en el paciente critico. Para evitar que se produzcan
complicaciones locales (como flebitis o trombosis), la osmolaridad de la

solucién debe encontrarse entre 600 — 900 mosmol/L.

e La via central: es habitual en pacientes graves, y permite administrar
macro y micronutrientes de alta osmolaridad sin riesgo. Las vias centrales

mas utilizadas son la yugular interna y la subclavia.

Las complicaciones mas frecuentes de la nutricion parenteral estan relacionadas con
la colocacién de la via central en el momento de la insercidn, siendo las mas frecuentes por la
malposiciéon del catéter y el neumotdrax, siendo este ultimo especialmente peligroso en
pacientes con ventilaron mecdnica. También pueden aparecer complicaciones derivadas del
mantenimiento de la via, salida accidental de la via y la infeccidn en el lugar de la puncién. Las

complicaciones tardias como la trombosis de la vena subclavia y cava son menos frecuentes.

6.3.1.- COMPOSICION DE LAS FORMULAS DE NUTRICION PARENTERAL

Los principales componentes de las formulas de nutricion parenteral por las que se

caracterizan las mezclas de nutricién parenteral son:
e Osmolaridad: determinara la via por la que se ha de administrar la formula, en
general, se considera que para valores superiores a 800 — 900 mosmol/L debe

utilizarse una via central

e Tipo de preparado: Existen distintos tipos de preparados en funcién de que los

macronutrientes estén contenidos o no en la misma mezcla, denominandose
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como mezclas “2 en 1”7 (bicompartimentales) o mezclas “3 en 1”

(tricompartimentales).

e Lugar de preparacion, estandarizacion e individualizacion: La preparacién de
las formulas de nutricién parenteral puede realizarse en la propia farmacia del
hospital, o a partir de laboratorios farmacéuticos que se dedican a la
elaboracion de este tipo de preparados, disponiendo de mezclas
estandarizadas tanto completas (con hidratos de carbono, lipidos y proteinas),
como incompletas (solo proteinas e hidratos de carbono), mezclas para
accesos centrales y periféricos y mezclas de mantenimiento para situaciones
de estrés. Las mezclas individualizadas son las realizadas por el servicio de

farmacia del hospital

e (Carga de nitrégeno: La cantidad de nitrégeno dependera de las necesidades

de cada paciente (1g de nitrégeno, equivale a 6,25 g de proteinas)

e Presencia o no de electrolitos: Las mezclas estandar preparadas por la
industria farmacéutica pueden estar preparadas con o sin electrolitos, de
modo que el servicio de farmacia del hospital complementa las preparaciones

de un modo personalizado.

Hidratos de carbono: Son una fuente rapida de energia para el organismo. La principal
fuente de carbohidratos en la formulas parenterales es la dextrosa (D-glucosa). Antiguamente
se utilizaban también el xilitol, la fructosa, el glicerol, el sorbitol, etc, pero ya no estan

aconsejados y la mayoria de estas soluciones se ha retirado del mercado.

Lipidos: Son también una fuente de energia para el organismo, pero ademas
proporcionan acidos grasos esenciales y vitaminas liposolubles, tienen funciones estructurales
y forman parte de diferentes enzimas y receptores. Su incorporacién a las formulas
parenterales, presenta grandes ventajas como son las de aportar gran cantidad de energia en
poco volumen y con menor osmolaridad, ademds de prevenir procesos de peroxidacion y de

degradacién de vitaminas.
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Los distintos tipos de emulsiones lipidicas disponibles son:

e Emulsiones de triglicéridos de cadena larga

e Mezcla de triglicéridos de cadena larga y triglicéridos de cadena media al 50%

e Mezclas de triglicéridos de cadena larga y triglicéridos de cadena media
estructuradas

e Emulsiones enriquecidas en acido oleico (w - 9)

e Mezclas de triglicéridos de cadena larga y triglicéridos de cadena media
enriquecidas con acido graso w — 3

e Mezclas de triglicéridos de cadena larga vy triglicéridos de cadena media, acido

graso w— 3y acido grasow -9

Proteinas: Son los constituyentes basicos del organismo, ademds de su funcidon
estructural, desempefian funciones enzimaticas, de transporte... aunque originalmente se
empleaban para las formulas de nutricio parenteral hidrolizados de proteinas naturales
(caseina...) actualmente se emplean, soluciones estériles de aminoacidos libres, ya que esto

nos permite obtener una composicidn conocida y constante de la mezcla.

Los aminodcidos incorporados son los levo (L — aminodcidos), ya que esta es su forma
proteinogénica, aunque en ocasiones se incorporan dipéptidos como la glutamina, ya que

aumentan a estabilidad de la formula y disminuyen su osmolaridad.

Generalmente los aminoacidos incorporados, son los aminoacidos esenciales, aunque
existen en el mercado preparaciones de mezcla de aminoacidos para situaciones especiales

(insuficiencia renal o hepatica, situaciones de estrés...).

Las soluciones de aminoacidos de las que disponemos actualmente se pueden

clasificar en:

e Soluciones estandar: contienen todos los aminoacidos esenciales (AAE) y casi

todos los aminoacidos proteicos, en unas proporciones que deben ser

aproximadamente del 40 % AAE, el 18 — 20 % de aminoacidos de cadena

126



Antecedentes Bibliogrdficos

ramificada (AACR: isoleucina, leucina y valina) y el 8 -9% de aminoacidos

aromaticos (AAA: fenilalanina, tirosina y triptofano).

e Soluciones especificas del drgano: este tipo de soluciones estan disefiadas
para corregir desequilibrios en el aminograma plasmdtico como consecuencia
de ciertos fallos orgdnicos, o para suplementar ciertos aminoacidos con efecto

terapéutico en distintas circunstancias.

- soluciones para encefalopatia hepatica: estas soluciones
contienen una mayor concentracién de AACR (alrededor del 34,5
%) y una menor proporcién de AAA y metionina.

- Soluciones para la insuficiencia renal: estas soluciones contienen
solo AAE e histidina. Incluyen ademas un 5,5 % de L- aminoacidos.

- Soluciones para situaciones de estrés: Existen principalmente dos
soluciones para situaciones de estrés, en la que existe un aumento
del metabolismo muscular, y por tantote los requerimientos de

AACR.

1) Una solucién, conocida como “HBC” (High Branched Chain)
en la que aparece un 36 — 45 % de AACR, recomendada para pacientes

en fase critica, de estrés o sepsis.

2) La otra solucién es rica en cisterna, tirosina y serina,
enriquecida con AACR y pobre en metionina, glicina y fenilalanina. Esta
mezcla esta recomendada en pacientes criticos o en fase de estrés y en
situaciones de deficiencia en pre y postoperatorios asi como en

situaciones postraumaticas.

e Soluciones especificas de sistema (con farmaconutrientes): Son soluciones

disefiadas para la recuperacién sistémica mediante la modificacién de la

inmunidad, empleando aminoacidos como farmaconutrientes.
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0 Soluciones enriquecidas con glutamina o dipéptidos de glutamina.

0 Soluciones enriquecidas con taurina.

Vitaminas: Como ya sabemos, las vitaminas son esenciales dentro del aporte diario de
nutrientes, ya que la mayoria de ellas el cuerpo es incapaz de sintetizarlas y son nutrientes
indispensables multiples procesos bioquimicos al actuar como cofactores enzimaticos. En los
preparados de nutricidn parenteral, las vitaminas vienen en presentaciones de mezclas de
vitaminas hidrosolubles, mezclas e vitaminas liposolubles y en ocasiones como vitaminas

aisladas, siendo afadidas de este modo a las formulas parenterales.

Oligoelementos: Al igual que las vitaminas son nutrientes esenciales, es complicado
realizar una individualizacion de los requerimientos, y al igual que las vitaminas, se adicionan a
las formulas parenterales como suplementos de preparaciones de mezcla de oligoelementos,

existiendo preparaciones individuales de elementos como el hierro.

Existe una problematica con las diferentes presentaciones comerciales de los
oligoelementos-ET debido a las importantes variaciones en la composicion de cada una de
ellas. Por tanto no es de extrafiar su desigual utilizacidn en los diferentes protocolos de NP de
los hospitales espafioles, en los que se contempla una periodicidad y alternancia muy diferente

en la administracion de estos micronutriente (Garcia de Lorenzo, Alvarez, Bermejo y col. 2009).

Algunos aspectos claves a tener en cuenta a la hora de realizar pautas y para

determinar su posicionamiento se derivan de las siguientes premisas.

e Los micronutrientes estdn en pools: Ferritina (Fe), hormonas tiroideas (l),
cobalaminas (Co), selenoproteinas (Se), metalotioneinas (Cu, Zn, Mn, Mo) o
fluoroapatita (F).

e Estan unidos a transportadores proteicos: Albumina (Mn, Cu, Zn, Se),
transferrina  (Fe, Cr), ceruloplasmina (Cu), cianocobalamina (Co),

selenometionina (Se); transportadores proteicos (F, |, Mo).

e En larespuesta de fase aguda esta alterada la distribucién de micronutrientes.
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e Eliminacidn se realiza por:

- Bilis: Fe, Cu, Mn, Zn
- Orina: |, F, Mo, Co, Se, Cr

e Contaminacidn por elementos traza: Los componentes individuales utilizados
para preparar las mezclas de NP suelen estar contaminados con elementos traza

no declarados en las etiquetas.

e Evaluacion del estatus de micronutrientes en el organismo:

- Determinacién en plasma
- Carencia de marcadores bioquimicos que permitan una rapida

medicién de sus niveles y de sus reservas corporales

e Se deben individualizar requerimientos en funcidn de riesgos previos de
deficiencia o patologias que conlleven incremento de pérdidas o incremento de
requerimientos.

e Desde un punto de vista econémico, no deben asumirse posibles complicaciones
clinicas derivadas de un deficitario aporte de micronutrientes, ya que el soporte

nutricional ha demostrado ser coste-efectivo.

6.4.- EL SELENIO EN NUTRICION ARTIFICIAL DEL PACIENTE CRITICO

El Selenio puede ser suplementado por via enteral o parenteral, bajo forma de Selenio
organico (SeMet o SeCys) o inorganico: Selenito (Se03 -2) y 4cido selenioso (H2Se03). Existen
diferencias fundamentales en el metabolismo de la Se-met y del Selenito. El Selenio inorganico
puede ser utilizado para la sintesis de las selenoproteinas pero solamente la Se-met puede ser
incorporada en las proteinas corporales. El Selenio inorganico aportado es rapidamente
reducido por el GSH a Selenio-Glutation (GS-Se-GS) e incorporado al pool de Selenio bajo

forma de Selenosulfuro o Selénico de Hidrégeno (H,Se), este compuesto es de importancia
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fundamental, puesto que el mismo aporta el Selenio necesario para la sintesis de las
selenoenzimas. Sin embargo, la administracion de Se-met debe ser convertida inicialmente en
Se-cis la cual es degradada a nivel hepatico en serina y H2Se (Klein, Nielsen y Moser-Veillon. 2008;
Schrauzer. 2000). Esto demuestra que el Selenio inorganico estd mas facil y rdpidamente

disponible para la sintesis de selenoenzimas.

En un metaandlisis realizado por Heyland D y cols en 2005, (Heyland, Dhaliwal y Drover.
2004) se afirma que la dosis de selenio asociada con una reduccién de la mortalidad en

pacientes criticos, debe de ser de 500 a 1000 mg/dia.

6.5.- CANTIDAD DE SELENIO CONTENIDO EN LAS FORMULAS DE NUTRICION ENTERAL Y
PARENTERAL Y SUPLEMENTOS.

El selenio contenido en las distintas formulas de nutricidon, se encuentra en diferente
concentracion en funcidon de la via de administracion de la formula, forma quimica... a
continuacién se muestran en la tabla 25 la cantidad de energia, macronutrientes y selenio
contenido en distintas formulas de nutricion artificial, tanto de formulas de alimentacion
enteral como parenteral, ademas de el contenido del mismo en suplementos poliminerales,
expresando estas concentraciones en funcién del volumen de presentacién comercial y por
100 ml. En la grdfica 1 se muestra igualmente el contenido de los diferentes nutrientes en las

formulas comerciales por 100mL.
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Tabla 25.- Contenido en selenio y macronutrientes en formulas comerciales

TIPO DE

HIDRATOS DE

FORMULA FORMULA VOLUMEN ENERGIA CARBONO PROTEINAS LIPIDOS SELENIO
. e . 1920 1400 130 45 68 -
Kabiven Periferico NP 100 72,9 6.8 24 496 .
. 1970 2100 250 100 75 -
Sturctokabiven NP 100 106,6 12,7 51 38
500 499 37,3 25 27,2 25
Glucerna Select NE 100 99,8 75 5 544 5
250 378 26 16 23 19
Pulmocare NE 100 151,2 10,4 6,4 9,2 7,6
. 500 500 61,5 20 19,5 28,5
Nutrison Standard NE 100 100 123 4 39 57
500 1000 113,2 35 48 40
Nepro NE 100 200 22,64 7 96 8
Oxepa NE 500 759 53 31,25 46,8 39
P 100 151,8 10,6 6,25 9,36 7,8
., 500 88 20 8,5 8,5 28,5
Peptisorb NE 100 17,6 4 1,7 1,7 57
. 500 500 56,5 21,5 21 37,5
Diason Standard NE 100 100 113 43 42 7.5
, 500 504 68 20 17 30
Osmolite NE 100 100,8 13,6 4 34 6
3 500 500 64 20 18,3 23
Novasource Diabet  NE 100 100 128 4 3,66 46
Addamel Suple- 10 31,58
mento

Grafica 2.- Contenido en selenio y macronutrientes en formulas comerciales por cada 100 mL

Kabiven Periferico

Informacion nutricional por 100 mL
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6.6.- SELENIO EN SITUACIONES FISIOPATOLOGICAS

6.6.1.- SELENIO Y CANCER

La relacién entre selenio y cdncer parece estar muy bien documentada. Diversos
estudios epidemioldgicos han establecido que existe una relacion clara y directa entre un bajo

nivel de selenio en sangre y el desarrollo de cancer.

Los estudios epidemioldgicos proporcionan evidencia de una relacién inversa entre la
ingesta de selenio y mortalidad por cancer En un estudio prospectivo realizado en una muestra
de 34.000 hombres de la Harvard-based Health Professional’s Cohort, los situados en el quintil
inferior en contenido corporal de selenio presentan tres veces mas posibilidades de desarrollar
cancer de proéstata (Giovannucci. 1998; Yoshizawa, Willet, Morris y col 1998) (no se tubiron en cuenta los
casos diagnosticados en menos de dos afios después de la toma de la muestra con el fin de
evitar la posibilidad de confusion de que la misma enfermedad fuera la causante de la baja
concentracidn de selenio, por baja ingesta, disminucién de la absorcién o mala alimentacidn).
Varios estudios demuestran que la suplementacion de la dieta con selenio en cantidades de
200-300 pg/dia disminuyen las cifras de algunos tipos de cancer (Rayman. 2000). Un posible
mecanismo de los efectos protectores del selenio podria relacionarse con la inhibicion de la
formacion de malonaldehido, un producto carcinogénico producido por el dafio tisular por

peroxidacion lipidica.

El selenio es capaz de inhibir canceres inducidos tanto por virus como quimicamente y
no soélo se inhibe la iniciacion de la enfermedad sino también su desarrollo. Ademas, el efecto
del selenio parece ser reversible (Combs y Gray. 1998). En este sentido, se han propuesto cuatro
posibles mecanismos por los que el elemento podria desarrollar su papel de agente protector

frente al cancer (Combs y Gray. 1998; Spallholz. 2001)

1) A través del efecto antioxidante de las selenoproteinas, que puede
proteger a los organismos frente al cancer (puesto que los peréxidos y las

especies activas de oxigeno provocan dafio genético y posiblemente
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cancer), regulando el sistema redox y eliminando el ADN dafiado por

peroxidos (Combs y Junxuan L. 2001)

Sin embargo, el papel quimiopreventivo del selenio requiere un aporte
supranutricional del elemento, que no eleva los niveles de las
selenoproteinas antioxidantes en los tejidos por encima de los que se dan
cuando el nivel de selenio es adecuado, con la excepcidn de la tiorredoxina

reductasa (Ganther. 1999).

Por el estimulo del sistema inmunitario que se produce como respuesta a
niveles supranutricionales de selenio. Sin embargo, no existen suficientes
evidencia para considerar que el mecanismo por el que el selenio detiene
el avance de los tumores esté claramente relacionado con este efecto. Asi
el selenio podria prevenir el cdncer reaccionando con los agentes

cancerigenos para evitar que éstos se unan al ADN originando mutaciones.

(Cabariero Ortiz. 2005)

A través de efectos sobre el ciclo celular. En cultivos celulares, ciertos
compuestos de selenio afectan de forma significativa a la viabilidad de las
células, al ciclo celular, a la sintesis de proteinas y a la integridad del ADN
(lp C. 1998; Jiang, Zhu, Ganther y col. 2001). Por ello, algunos autores
consideran que el selenio podria proteger al organismo frente a procesos
cancerosos ya iniciados interfiriendo en el ciclo de células tumorales.
Aunque los mecanismos moleculares por los que el selenio produce
paradas del ciclo celular y apoptosis son desconocidos, se sabe que su
actividad estd relacionada con la selenoproteina P (que se expresa en la
prostata) y con la selenoproteina de 15 kDa, que se encuentra en niveles
muy bajos en enfermos afectados por cancer de préstata. (Calvo, Xiao,

Kang y col. 2002).

Por inhibicion de la proliferacion celular. El hecho de que el selenio actue
como anticancerigeno a dosis superiores a las requeridas para que la
actividad de las selenoproteinas sea maxima, da pie a pensar que ciertos

metabolitos del elemento puedan inhibir el crecimiento de las células
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tumorales. Este es el caso de las yodotironinas deyodinasas, al ser
reguladoras del metabolismo de la hormona tiroidea y, por tanto, afectar
al crecimiento de células malignas. Sin embargo, sélo se ha demostrado el
papel anticarcinogénico del selenio en determinadas dosis, empledndose
como complemento en dietas de pacientes afectados por determinados
tumores (préstata, pulmén, estdmago, colon, higado...)(Cabafiero Ortiz.

2005).

Existen autores que han mostrado con una importante reduccion en la regulacién de la
selenoproteina-P durante la evolucién carcinogénica de la neoplasia prostatica epitelial de bajo
grado (Klein. 2004) Brooks y cols. (Brooks, Metter, Chan y col. 2002) observaron que el descenso del

nivel de selenio en suero se asocia a cuatro a cinco veces el riesgo de cancer de préstata.

Estudios realizados en enfermos con cédncer de cabeza y cuello inmunocomprometidos
han evidenciado menores concentraciones de selenio plasmatico que en sujetos sanos
(Kiremidjian-Schumacher, Roy, Glickman y col. 2000) asi como en pacientes con carcinoma de laringe
(Rostkowska-Nadolska, Pospiech y Bochnia. 1999). Se ha encontrado una asociacion entre el estrés
oxidativo y el descenso de concentracién en pacientes con cancer de mama (Huang, Sheu y Lin.
1999) igualmente en chicos con leucemia aguda (Pazirandeh, Assadi Nejad y Vossogh. 1999). Lo que
no esta claro es si el descenso de niveles de selenio es responsable de la enfermedad o un
efecto secundario. Estudios prospectivos investigan la relacion entre el efecto
guimiopreventivo del selenio frente a la inhibicién del crecimiento celular y la induccidn de la
apoptosis in vitro (Ghose, Fleming, EIl-Bayoumyy col. 2001). También se ha contemplado la

posibilidad de que estos bajos niveles se deban a la malnutriciéon de estos pacientes (Alaejos,

Diaz Romero y Diaz Romero. 2000).

6.6.2.- SELENIO Y ENFERMEDAD CARDIACA

Diversos estudios han enfatizado una posible relacién entre un insuficiente consumo
de selenio y el infarto del miocardio y, aunque no existe una definicidn final, estd demostrado
gue la ausencia de selenio en el organismo causa trastornos de consideracion en las funciones

hepatica y muscular, con consecuencias nefastas para el corazén.
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Se ha puesto de manifiesto la asociacion entre un bajo nivel antioxidante y una mayor
incidencia de enfermedades cardiacas (Gey. 1998). El estrés oxidativo provocado por los
radicales libres producidos durante el metabolismo puede provocar alteraciones cardiacas. Por
ejemplo, el poder oxidativo de las LDL induce la formacion de placas de ateroma en las
arterias; el selenio es uno de los antioxidantes que puede ayudar a poner limites a la accidn de
las LDL. Sin embargo es insuficiente recomendar un suplemeto dietético con selenio para

prevenir el riesgo coronario.

A pesar del tedrico efecto beneficioso del selenio en relacion con sus funciones
antioxidantes, los estudios no muestran de manera inequivoca que la suplementacién de la
dieta con selenio conduzca a una disminucion del riesgo de enfermedad cardiovascular. Varios
estudios encuentran concentraciones de selenio significativamente inferiores en pacientes con
cardiopatias de diversa etiologia aunque, de nuevo, es dificil establecer si juegan un papel

etioldgico o son consecuencia de la enfermedad. (Alissa, Bahijri y Ferns. 2003; Yoshizawa, Ascherio,

Morris y col. 2003)

6.6.3.- SELENIO Y ARTRITIS

Individuos con artritis reumatoide, tienen reducidos los niveles séricos de selenio (Kése,
Dogan, Kardas y col. 1996). El sistema inmune puede crear radicales libres que dafien los tejidos,
pero el selenio como antioxidante alivia los sintomas de la artritis mediante el control de los

radicales libres (Aaseth, Haugen y Fgrre. 1998)

6.6.4.- SELENIO Y REPRODUCCION

El selenio es importante en la fertilidad masculina, siendo requerido para la biosintesis
de testosterona y la formacion y normal desarrollo de los espermatozoides. Sin embargo,
existen datos contradictorios respecto a la mejora de la movilidad espermatica en los

individuos con problemas de fertilidad tras una dieta suplementada con selenio (Driscoll y

Copeland. 2003)
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6.6.5.- SELENIO Y LAS INFECCIONES Y VIH

El déficit de selenio se ha relacionado con la aparicién, virulencia o progresion de
varias infecciones viricas. El selenio, potente inhibidor de la replicacién del VIH in vitro (Sappey,
Legrand-Poels, Best-Belpomme y col. 1994) parece ser un nutriente muy importante en individuos
afectados por VIH (Look, Rockstroh, Rao y col. 1997). El selenio plasmatico es un buen predictor de la
progresion de la infeccion por VIH ya que su concentracidon disminuye de forma paralela a los

linfocitos CD4 (Rayman. 2000).

La malabsorcidn puede interferir la incorporacion de muchos nutrientes, incluido el
selenio. La deficiencia de éste se asocia a la disminucién del nimero de células inmunes vy al
aumento del riesgo de muerte en caso de HIV (Singhal y Austin. 2002) virus destruye el sistema
inmune y los radicales libres contribuyen al dafio, de una parte el selenio actia como
antioxidante. Puede ser que el virus necesite del selenio para su replicacion, lo cual podria

explicar los bajos niveles del metal en estos pacientes (Patrick. 1999).

6.6.6.- SELENIO Y TIROIDES

La deficiencia de selenio puede afectar la funcién tiroidea, de modo que la hormona
tiroidea activa es sintetizada en presencia de la enzima tioredoxin reductasa, de la que el
selenio es un constituyente esencial. Un adecuado nivel de selenio protege de los efectos

neuronales que provoca una deficiencia en la hormona tiroidea (Kucharzewski, Braziewicz, Majewska

y col. 2002).

6.6.7.- SELENIO Y OTRAS PATOLOGIAS

Patologias como la pancreatitis crénica o la cirrosis, en enfermedad celiaca, se ven

agravadas por la deficiencia en selenio, siendo aconsejable la suplementacion dietética

(Scolapio, Raimondo, Woodward y col. 2004).
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Un estudio controlado encuentra disminucién de la mortalidad en pacientes con

pancreatitis agudas necrotizantes que reciben suplementos de selenio (Kuklinsky y Schwder. 1999).

Un estudio nutricional de casos y controles realizado en nuestro pais en el que se
comparan individuos sanos con asmaticos no encuentra relacidn entre el asma y la ingesta ni la

concentracion de selenio. (Picado, Deulofeu, Lleonart y col. 2001).

6.7.- EL SELENIO EN EL PACIENTE CRITICO

Durante los estados de hipercatabolismo, se asiste a una redistribucidon del Selenio
entre los compartimentos extracelular e intracelular con desvio intracelular del Selenio. Ambos
fendmenos y en particular el mecanismo de redistribucion o traslocacién intracelular explican
el descenso de los niveles plasmaticos de Selenio y de la actividad GPx-3, caracteristicas
distintivas en los estados de SRIS-DOM (Zachara, Salak, Koterska y col. 2004). Estos eventos conducen
a un estado de deficiencia del estado nutricional de Selenio enddgeno, el que no es posible
replecionar con el aporte de Selenio habitualmente utilizado en el soporte nutricional enteral o

parenteral estandar, el que no supera los 50-100 pg/dia (Manzanares Castro. 2007).

Hay una amplia variabilidad en cuanto a los requerimientos diarios de Selenio América
y Europa sugieren que una dosis diaria de 80-100 pg/dia La recomendacién diaria actual dada

Ill

por el “US National Research Council” Mas recientemente, la “US Food and Nutrition Board” ha

sugerido un aporte diario basal de 55 pg/dia (Rayman. 2000).

Los hallazgos expuestos en un estudio realizado por W Manzanares permiten afirmar
que la SelPP con relacién a la GPx, es un mejor indicador del estatus nutricional de Selenio,
puesto que la maxima expresion de la actividad SePP requiere una dosis diaria de Selenio
mayor a la necesaria para optimizar la actividad GPx. Por lo en la actualidad es posible afirmar

Ill

que la SelPP es el “gold standard” para evaluar el estatus de Selenio.

Durante la enfermedad critica se asiste a una deplecion de la SelPP, siendo éste un

hallazgo secundario a la regulacién negativa por mediadores inflamatorios tales como las
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citoquinas proinflamatorios Factor de Necrosis Tumoral a (FNT-a), Interleuquina 1 B (IL-1 B) e

Interferdn (Geoghegan, McAuley, Eaton y col. 2006; Angstwurm y Gaertner. 2006).

Estudios recientes permiten afirmar que existe una directa relacidn entre el estrés
oxidativo y la induccién de genes responsables de la respuesta proinflamatoria sistémica,
incluyendo los genes del Factor de Necrosis Tumoral a (TNF a), Interleuquina 1 (IL-1), IL-6 e IL-
8 y la NO sintasa entre otros, los que son activados por el Factor de Trascripcién Nuclear-kB

(NF-kB). (Manzanares. 2007).

El selenio y las Vitaminas E y C son capaces de modular la activacion del NF-kB,
induciendo una inhibicién del mismo y limitando de este modo la respuesta inflamatoria. (Crimi,
Sica, Williams-Ignarro y col. 2006; Roth, Manhart y Wessner. 2004), el Selenio a niveles fisioldgicos es
capaz de inhibir la activacién de la transcripcion del NF-kB; por su parte la reduccion de Selenio
en el medio de cultivo induce la sintesis hepatica de Proteina C reactiva (PCR) durante la

respuesta de fase aguda inducida por el TNF a.

El estrés oxidativo se define por la concomitancia de dos fendémenos:

- Disminucion de los AOX enddgenos.

- Agresion sistémica mediada por las EAO.

1) En el afio 2002 Alonso Vega, Diaz, Serrano y colaboradores, demostraron en 20
pacientes admitidos en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) con criterios diagndsticos de
SRIS que los mismos presentaban mayor estrés oxidativo con relacién a los pacientes sin SRIS
(n =48). Asimismo, este grupo fue capaz de demostrar que en los pacientes que no sobreviven
a la enfermedad critica el stress oxidativo, la puntuacidon del score APACHE Il y los niveles
plasmaticos de marcadores de actividad leucocitaria fueron significativamente mayores en

relacién al grupo de supervivientes.

2) En el afio 2003, Motoyama T, Okamoto K, Kukita y colaboradores, demostraron que
el estrés oxidativo juega un rol capital en el desarrollo de la DOM secundaria en aquellos

pacientes con SRIS persistente. Los pacientes criticos con SRIS exhiben un descenso en los
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niveles séricos de Se, asi como una disminucidn en la actividad de las selenoenzimas GPx y
SePP.

3) Estos hallazgos referentes a la deplecidon de Selenio en la respuesta de fase aguda
también han sido encontrados en diferentes grupos de pacientes criticos. En 1990 Hawker,
Stewart y Snitch (1990) constataron en pacientes criticos un descenso del 40 al 60% en los

niveles de selenio plasmatico.

4) En 1996, Berger, Cavadini, Chiolero (1996) evaluaron los niveles de selenio en 11
traumatizados criticos las pérdidas renales asociada a un descenso del Selenio plasmatico
hasta el dia 7 post-injuria con persistencia del balance negativo a pesar de la suplementacion

precoz de Selenio parenteral.

5) En 1998 el grupo francés de Forceville & Vitoux D (1998), en 134 pacientes criticos
con un aporte diario de 40 mg/L encontré un descenso del 40% en los niveles de selenio sérico.
Este hecho estuvo asociado a una mayor frecuencia de neumonia asociada a ventilacion
mecdnica, desarrollo de fallo multiorganico y mortalidad. La concentracidn sérica de selenio al
ingreso a la UCI era en valores promedios de 0,68 + 0,23 umol/L, significativamente menor con
relacidn a los controles normales. El grado de esta deficiencia se correlacioné con la severidad
del SRIS. Los niveles séricos de selenio fueron correlacionados en forma inversa con la
mortalidad estableciéndose que cuando el nivel de selenio sérico era inferior a 0,70 umol/L (n
= 78) la mortalidad era tres veces mayor en relacion a un valor mayor (> 0,70 umol/L, n = 58).
Asimismo, en el grupo de pacientes con SRIS los niveles de selenio permanecian bajos tras dos

semanas de suplementacion parenteral.

6) En los pacientes con fallo renal crénico existe una deplecién del estatus nutricional
de Selenio, (Manzanares, 2006) que se traduce por un descenso de los niveles plasmaticos asi
como por una disminucion de la sintesis de GPx en las células epiteliales de los tubulos
proximales. Se evaluaron 16 pacientes criticos con SRIS (n = 8) y SIRS-DOM (n = 8) con score
APACHE Il promedio de 17, en los cuales se encontré un descenso significativo en los niveles
séricos de Selenio y GPx (Selenemia: 63,25 y 59,88 pug/L; GPx 0,47 y 0,23 U/mL,
respectivamente en ambos grupos); el Selenio sérico en el grupo sano fue 79,55 + 8,69 pg/Ly
la actividad GP x 0,72 = 0,18 U/mL, existiendo valores menores significativos en ambos

pardmetros en la poblacidn critica respecto a los sanos (p =0,001).
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6.7.1.- EVIDENCIA ACTUAL SOBRE LA SUPLEMENTACION DE SELENIO EN PACIENTES CRITICOS

Se puede afirmar que el dafio oxidativo durante la enfermedad critica puede ser
modulado mediante una estrategia adecuada en el soporte nutricional utilizando
micronutrientes antioxidantes. Sin embargo, estos micronutrientes antioxidantes deberian ser
administrados de manera precoz con la finalidad de preservar la funcién celular. Por ejemplo,
la suplementacién de selenio por via intravenosa esta asociada a mejores resultados con una

probable reduccion de la mortalidad en la UCI.

Sin embargo, hay interrogantes tales como la dosis éptima de éste elemento y la
duracion de administracion. Hasta el momento se han realizado diversos estudios clinicos
utilizando diferentes dosis de selenio dado el amplio margen de seguridad en la administracion
de Selenio. Existe ausencia de parametros clinicos de toxicidad por selenio al utilizar dosis

inferiores a 1.000 mg/dia durante un periodo de tiempo menor a 20 dias.

1) En 1998, Berger y cols (1998), publicaron los resultados de su estudio sobre los
efectos de la reposicion de una dieta enriquecida en elementos traza con relaciéon a una dieta

Ill

standard de micronutrientes en poblacidn de pacientes quemados graves. El “end point” del
estudio fue la incidencia de infeccidn pulmonar. El nimero de infecciones se redujo desde 3.1
en el grupo control con dieta standard en selenio, frente a 1.9 en el grupo con dieta

suplementada con altas dosis de minerales antioxidantes como selenio, cobre y cinc.

2) Angstwurm vy cols, en 1999 (1999) llevaron a cabo un estudio con el fin de
determinar el efecto de la suplementacion de selenio en la morbilidad y la mortalidad en
pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS). Se incluyeron 42 pacientes
con SIRS y sepsis, y APACHE Il minimo de 15. Los pacientes recibieron una suplementacion (n =
21) de selenito de sodio durante 9 dias: 535 pg durante 3 dias, 285 pg durante 3 dias
siguientes, y 155 pg durante los ultimos 3 dias, y a partir de entonces, 35 pg/dia por via
intravenosa, mientras que el grupo de control (n = 21) recibié 35 pg/dia por via intravenosa

durante todo el periodo de tratamiento. Se tomaron muestras de sangre los dias 0, 3, 7, y 14
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en las que se analizaron las concentraciones séricas de selenio y de glutatidon peroxidasa (GSH-

Px).

La puntuacién media del APACHE Il al ingreso, la edad, el sexo, la presencia de
enfermedades subyacentes, los niveles séricos de selenio, y las actividades de GSH-Px al
ingreso fueron idénticas en ambos grupos. En el grupo de pacientes con suplementacién mas
elevada, los niveles séricos de selenio y la actividad enzimatica se mantuvo normalizada en los
3 primeros dias tras el ingreso, mientras que en los controles, ambas variables permanecieron
significativamente menores. La puntuacion APACHE Il disminuyd significativamente en ambos
grupos, pero fue significativamente menor en el grupo con mayor suplementacion de selenio.
La necesidad de hemodialisis fue superior en los pacientes con suplementacién constante de
35 g Se/dia, concretamente, de 9 frente a 3, y la mortalidad fue del 33,5 % en el grupo mas

suplementado, mientras que la que mortalidad del grupo que recibié 35 pg/dia fue del 52 %.

3) En el mismo afo, Porter, y cols. (1999) estudiaron en un grupo de 18 pacientes
criticos, dos grupos pacientes con infeccion nosocomial; el grupo 1 o “antioxidante” (n = 9) que
recibia Selenio (200 pg/d) asociado a Vitamina C (300 mg/d), Vitamina E (1.200 Ul/d) y N-

acetilcisteina (32 g/d); y el grupo 2 (n = 9) que recibia placebo.

El nimero de complicaciones infecciosas en el grupo 1 fue de 5, en el grupo 2 se
registraron 18 complicaciones infecciosas. Por su parte, la estadia en la UCI fue de 49 dias en el

grupo control, mientras que en el grupo suplementado fue de 31 dias.

4) Valenta, Brodska, Drabek y col (2011) estudiaron a 60 pacientes criticos (control, n =
35), con un aporte diario: 30-60 pg de Selenio y grupo terapéutico, n = 25 suplementados con
Selenito de sodio, 1.000 pg carga y 500 pg/dia durante 14 dias). Al finalizar el periodo de
observacién el grupo terapéutico evidenciaba un aumento significativo de los niveles

plasmaticos de Selenio y GPx y de la Presién Arterial Media > 70 mmHg.

5) Un estudio multicéntrico aleman SIC (Angstwurm, Gaertner, Schopohl. 2005) incluyd a 238
pacientes con sepsis severa / shock séptico y APACHE Ill > 70 . En el grupo terapéutico se
administré 1.000 pg de selenio y posterior perfusion de 1.000 pg/d durante 14 dias,

observandose una reduccidn significativa de la mortalidad a los 28 dias del 14,3% con relacion
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al grupo control, siendo mayor el descenso de la mortalidad en los pacientes con shock séptico
y Coagulacion Intravascular Diseminada (CID), asi como en los pacientes con mas puntuacion

del score APACHE lll. El selenito de sodio a altas dosis fue seguro y poco costoso.

6) Mishra, Baines y cols (2007) evaluaron los efectos de la administracion de Selenio
sobre los parametros de estrés oxidativo y la mortalidad en una poblacién de pacientes
sépticos con APACHE Il > 15 (grupo terapéutico, n = 18); 6,4 y 2 umol/dia vs dosis estandar de
0,4 pumol/dia (grupo control, n = 22). Los niveles de Selenio y GPx sérica aumentaron

significativamente el dia 3y 7 en el grupo terapéutico.

7) Manzanares, Biestro, Galusso y col. (2009) evaluaron 36 pacientes ingresados en
UCI, los cuales fueron divididos en 3 grupos, ademds se constituyd un primer grupo compuesto
por 23 personas sanas, y en los otros tres grupos se incluyeron pacientes en funcién de la
ausencia/presencia de SIRS, y un tercer grupo con presencia de SIRS y MOD con un APACHE

>15, realizdndose un seguimiento de los pacientes a lo largo de la estancia en UCI.

A todos los sujetos se les determiné la actividad de GP,.; y niveles de selenio
plasmatico, observando que en los pacientes con SIRS y MODS, la GP,_; y selenio plasmatico
disminuian de un modo significativo, pudiendo ser parametros predictivos de la aparicién de
SIRS, ya que se observo una sensibilidad del 90% y una especificidad del 86,2 % en el caso de la
GP,_3, y una sensibilidad del 90% y una especificidad del 72,4% para las concentraciones de
selenio, pudiendo ser este ultimo un pardmetro predictivo de la mortalidad en UCI. En este
estudio se concluyd que el SIRS y MODS estan asociados con una disminucion temprana de los
niveles de selenio en plasma y actividad de GP,_3;. De modo que unos niveles bajos de selenio y
GPx en el momento de ingreso en UCI pueden ser valores predictivos del desarrollo de SIRS,
ademads de una herramienta Util para la seleccién de pacientes que podrian beneficiarse de la

suplementacion de selenio.

8) En 2010 este mismo autor (Manzanares, Biestro, Galusso y col. 2010) dié un paso mas en
este campo, y realizé un estudio piloto con 20 pacientes con SIRS sobre los que realizé una
intervencién nutricional comparando dos grupos que recibieron suplementacién de selenio
con el fin de determinar la farmacocinética y farmacodinamica del selenio asi como estimar la

dosis, para alcanzar el nivel dptimo de selenio.
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El grupo HD “High Dose” (n = 10, edad media 54 + 23), recibié un bolo inicial de 1200
ug, seguidos de una infusion continua de 800 pg/d, el otro grupo VHD “Very High Dose” (n =
10, edad: 41 + 19) recibié una primera dosis de 2000 pug, seguidos de una infusidn continua de
1600 pg/d. Ademas, la puntuacion APACHE Il y SOFA para el grupo HD fue de 23 +5y 10 + 2

respectivamente, y para el grupo VHD fue de 21 + 7 y 8 * 3, respectivamente.

Solo se observé la actividad méxima de GPx en el grupo VHD, produciéndose una
disminucién de los niveles de GPx después del séptimo dia de estancia en UCI

independientemente de la dosis de selenio administrada.

Tras la determinacion de la farmacocinética y farmacodindmica en ambos grupos,
expuestos a diferentes dosis de selenio administradas por via parenteral en pacientes con SIRS,
se observé que el grupo VHD tras 10 dias de suplementacion, se obtuvo una mayor
normalizacién de los niveles de selenio, una normalizacion de los niveles de actividad de GPx
desde el dia 2 hasta el dia 7, pero sin incremento de efectos adversos para el paciente o

mortalidad.

9) Se realizd otro estudio es el que se evaluaron los efectos de la suplementacion con
altas dosis de selenio y selenito sédico en pacientes con shock séptico, (Forceville. 2007) en el que
los pacientes recibian durante 10 dias una suplementacion de selenio de 4000 ug el primer dia,
seguidos de 1000 pg/d durante los 9 dias siguientes, o bien recibian un placebo por infusién
continua. Finalmente se incluyeron 60 pacientes, 29 pertenecientes al grupo con placebo y 31

a grupo con suplementos de selenio.

Al finalizar el estudio no se obtuvieron muestras de que las dosis administradas
pudieran ser tdxicas para los pacientes, pero tampoco se aprecidé una relaciéon entre el grupo
suplementado con selenio y una mejoria en la evolucién de su estancia en UCI, ni con una

disminucién de la mortalidad.

10) Berger, Spertini, Shenkin y cols. en 1998, realizaron una intervencidn nutricional en
20 pacientes con mas del 30% de su cuerpo con quemaduras, a los cuales les proporciond una
suplementacion intravenosa que contenia 40,4 umol de cobre, 159 ug de selenio, 406 umol de

cinc, en comparacion con otro grupo que recibié una solucién estandar (grupo control) con 20
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pmol de cobre, 32 ug de selenio y 100 umol de cinc durante 8 dias, con un seguimiento 30 dias

después de la suplementacion.

Tras el analisis de los resultados la media de cobre en plasma y las concentraciones de
cinc fueron inferiores a lo normal hasta el dia 20 y 15 respectivamente, en el caso del selenio,
los niveles plasmaticos se mantuvieron constantes en el grupo suplementado, pero disminuyd

en el caso del grupo que recibid la solucion estandar.

El nimero de infecciones en los pacientes fue significativamente menor en el grupo
suplementado que el grupo control. De modo que la suplementacién temprana de elementos
traza parece ser beneficiosa en presencia de quemaduras graves, debido a la disminucion de

infecciones respiratorias, asi como una disminucién en la estancia hospitalaria.

11) Berger, Recmond, Shenkin y cols., tres afios después, en 2001 Shenkin y col. 2001)
realizaron una intervencién nutricional en un grupo de 32 pacientes criticos politraumatizados
divididos en dos grupos, a unos de ellos se les realizd una intervencion nutricional intravenosa
con 500 pg/d de selenio frente a otro grupo con placebo. El grupo suplementado a su vez fue
subdividido entre los pacientes que Unicamente recibieron 500 pg/d de selenio, y otros
pacientes que recibieron 500 ug/d de selenio + 150 mg/d de a-tocoferol + 13 mg de cinc.

Todos los grupos fueron alimentados con nutricidn enteral.

Tras el andlisis de los resultados se concluyé que la suplementacion de selenio
aumenta los niveles de selenio circulante. Ademas, se vio una ligera asociacién entre la
suplementacion y los cambios en las hormonas tiroideas, con una normalizacién de los niveles
de T4 y T3 inversa. Sin embargo, la suplementacién de cinc no produjo ningun cambio

adicional.

12) Este mismo autor en 2006, (Berger. 2006) realizd una nueva intervencion nutricional
sobre 21 pacientes con quemaduras en el 45 + 21% de la superficie corporal con el fin de
investigar los efectos de los elementos traza a grandes dosis por via intravenosa y sus efectos
en la circulacion, su concentracién en los tejidos cutdneos y el resultado clinico después de

guemaduras graves. Los pacientes recibieron por via intravenosa una solucién que contenia
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cobre, selenio y cinc (grupo suplementado) o solucién salina (grupo control) durante 14 — 21

dias, recogiendo muestras de orina diariamente, y muestras de piel los dias 3, 10y 20.

Tras el andlisis de los resultados se observd que las concentraciones plasmaticas en el
grupo suplementado de elementos traza fueron significativamente superiores con respecto al
grupo no suplementado, ademds en las zonas quemadas, el contenido en selenio y cinc

aumentaron de un modo significativo el dia 20, mejorando el estado antioxidante del tejido.

El nimero de infecciones en los 30 dias de seguimiento fue significativamente menor
en el grupo suplementado, con una media de 2 frente a 4 en el grupo suplementado con
respecto a grupo control, y una mejor cicatrizacidn de las heridas en el grupo que recibié el

suplemento de elementos traza.

13) Porter JM, Ivatury RR, Azimuddin Ky cols 1999 (Porter, Ivatury, Azimuddin y col. 1999) en
18 pacientes con traumatismos y quirdrgicos ingresados en UCI realizaron una suplementacién
intravenosa de 50 pg de selenio + 400 IU de Vitamina E + 100 mg de Vitamina C + 8 g de N-

acetilcisteina durante 7 dias.

En comparacién con los controles, el grupo de los antioxidantes mostraron menos
complicaciones infecciosas (8 frente a 18) y menos drganos disfuncionales (0 frente a 9)
aunque no se produjeron muertes en ninguno de los dos grupos. Tras la finalizacion del
estudio se llegd a la conclusion de que estos datos podian apoyar la hipdtesis de que el uso de
mezclas de antioxidantes podria disminuir la incidencia del sindrome de fallo multiorganico y

de las complicaciones infecciosas en los pacientes criticos.

14) Kuklinski, Buchner, Schweder y cols en 1991, realizaron una suplementacién
intravenosa con 500 pg de selenio (selenito sddico) vs suplementacion estandar en 17
pacientes criticos con necrosis pancreatica. La necrosis pancredtica se considera una
enfermedad de elevado estrés oxidativo, empleando para la determinacion del estrés el
marcador bioquimico maldnico dialdehido (MDA), observandose unas concentraciones
inversamente correlacionadas entre de los niveles de este con los niveles séricos de calcio

durante la enfermedad, siendo ademas indicador de pronéstico.

145


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Porter%20JM%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ivatury%20RR%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Azimuddin%20K%22%5BAuthor%5D

Elena Millan Adame

En este estudio la mortalidad en el grupo control (no suplementado) fue del 89 %,
mientras que ningun paciente fallecié en el grupo con suplementacion. A las 24 horas de la
suplementacion de selenio en los pacientes, se observé una normalizacion de los niveles de
calcio junto con una disminucion de los valores de MDA, concluyendo que, esta
suplementacion de selenio aumentd los niveles de la peroxidasa fosfolipido hidroperéxido
glutation, induciendo de este modo la proteccién de la peroxidacidon de los acidos grasos de
membrana debido a la inhibicién de la actividad de |a fosfolipasa A2 y la interrupcién del acido

araquidénico.

15) Zimmerman, Albrecht, Khne y cols. en 1997, suplementaron con 40 pacientes de
los cuales 20, fueron suplementados con 1000 pg de selenito sdédico en perfusion continua a
pacientes criticos en presencia de SIRS vy fallo multiorgdnico durante 28 dias en comparacién
con otro grupo que recibié un suplemento estandar. Se emplearon como parametros clinicos
el APACHE Il y el MOF — Score de Goris. Obteniendo como resultado tras los 28 dias de

seguimiento una reduccidn de la letalidad del 15 al 40 %

16) Valenta J, Brodska H, Drabek Ty cols. (2011), llevaron a cabo una investigacion con
el fin de demostrar que dosis elevadas de suplementacidn de selenio puede actuar a nivel de la

inflamacién, nutricion y defensa antioxidantes y disminuir la mortalidad.

Se incluyeron a 150 pacientes con SRIS / sepsis y un SOFA de> 5. Los pacientes en el
grupo suplementado con selenio (n = 75) recibid selenio durante 14 dias (1.000 mg en el dia de
1.500 mg / dia los dias 2-14), y los pacientes del grupo control (n = 75) recibié una dosis
estandar de Se (<75 mg / dia). El selenio en plasma, la actividad de la enzima glutation
peroxidasa (GPx), la proteina C reactiva (PCR), la procalcitonina (PCT), los niveles de albumina,
prealbumina y colesterol, junto con APACHE Il y SOFA, se determinaron al inicio y los dias 1 -7

y 14 dias y se evalud la mortalidad a los 28 dias.

De modo tal modo que, la suplementacion con altas dosis de selenio en los pacientes
con SRIS / sepsis aumento los niveles de selenio plasmaticos y niveles de actividad de GPx,
pero no la mortalidad. Sin embargo, los marcadores de inflamacién se redujeron de forma

similar en ambos grupos
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17) En el afio 2011, se publica en la revista Critical Care Medicine se publica un articulo
en el que estudia el efecto de una baja concentracién de selenio plasmatico sobre el estatus
redox en los pacientes criticos (Bar-Or y. Garrett. 2011). Como sabemos, el selenio es un elemento
traza “redox-activo” en la biologia humana. Presenta una gran importancia en la salud del

hombre y participa en la funcidn tiroidea, en la defensa antioxidante y en la funcién inmune

(Brown y Arthur. 2001)

El Se sustituye al sulfuro en la cisteina para formar la seleno cisteina. De manera
interesante, existe un tRNA especifico para la selenoproteina, y la selenocisteina se reconoce
como el aminodcido 21 (Stadtman, 1987; Stadtman. 1996). Se conocen cerca de 25 selenoproteinas y
estan codificadas por genes principalmente envueltos en reacciones redox (Kryukov, Castellano,
Novoselov y col. 2003). La selenocisteina es normalmente incorporada en el centro activo de éstas

selenoproteinas.

La selenoproteina P es la principal selenoproteina del plasma que contiene diez
selenocisteinas por proteina y aporta el 53% de la concentracion total de Se en plasma. La
glutation peroxidasa y la albumina cuentan con aproximadamente el 39% y el 9% del Se

plasmatico, respectivamente.

La disfuncion endotelial observada en situacién de sepsis, trauma y enfermedad critica
parece derivarse principalmente de la accién de las especias reactivas de oxigeno generadas
durante los procesos de isquemia/reperfusion. El pH acido local inducido por la isquemia
favorece la unién de la selenoproteina P al endotelio activado, al parecer para proteger al
endotelio del dafio oxidativo (Brigelius-Flohe, Banning y Schnurr. 2003). Esta unién de la
selenoproteina P al endotelio puede explicar la disminucién en los niveles de Se en plasma
observados en esas condiciones, y parece ser consecuencia del estrés oxidativo, mas que una
causa. En éste trabajo de Critical Care Medicine, Stoppe y col. (Stoppe, Schiilte, Rossaint y col. 2011)
describen un descenso intraoperatorio en el Se plasmatico total en pacientes con bypass
cardio pulmonar, como predictor independiente de disfuncién multiorgdnica y de tiempo de
estancia en UCI, indicando que la suplementacion con Se podria ser beneficiosa. Aunque, como
ellos sugieren, la concentracion de selenio total en plasma puede ser un biomarcador de la
severidad de la enferemedad, hasta la fecha los estudios clinicos basados en la
sobresuplementacion con Se en pacientes sanos no demuestran resultados clinicos claramente

beneficiosos (Hawkes y Laslett. 2009). Aunque la suplementacién nutricional con Se Incrementa la
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capacidad antioxidante en pacientes con enfermedad arterio-coronaria, SIRS y sepsis, la
mayoria de los estudios clinicos controlados no confirman dichos beneficios mediante la
suplementacion antioxidante a pesar de los buenos resultados asumidos con la terapia
antioxidante. Los suplementos antioxidantes pueden no aumentar el estado redox intracelular,
y esto puede ser significativamente mas importante que afecte al estatus oxidativo
extracelular. Quizas cualquier suplemento se entrega con una seial a nrf2 para promocionar la
sintesis de enzimas antioxidantes intracelulares, o quizas el beneficio de la suplementacién en
grupos vulnerables no esta claro por la falta de sistema establecido para medir que
estratificara el estudio cohorte basado en el estatus antioxidante inmediato y mas importante,
la capacidad reductora de reserva. Esto apunta la posibilidad de que las bajas concentraciones
de Se en plasma observadas en estas condiciones pueden no ser la causa, pero si un reflejo del
dafio en la barrera endotelial vascular, que consecuentemente deriva en una fuga vascular y

en fallo multiorganico.

Una medida real del estrés oxidativo podria ser la determinacién de compuestos
antioxidantes y pro-oxidantes en plasma y calcular el balance neto. Un balance positivo podria
indicar estrés oxidativo, mientras que un balance negativo podria indicar estrés reductor (un
balance ligeramente negativo a favor de los reductantes se encuentra en situaciones de salud).
Alternativamente, la medida directa del potencial de oxidacidn-reduccion (en mv) en plasma o
tejidos con un electrodo podria ser un valor integrado del balance entre oxidantes vy
reductantes y reflejar el verdadero estado de oxidacion/reduccion (como opuesto a las
medidas individuales de actividad enzimatica o compuesto). Esto podria ser un punto final

ideal para asesorar del estatus de estrés oxidativo.

Las glutation peroxidasas son principalmente enzimas antioxidantes intracelulares.
Requieren de glutation para ejercer su accion, el cual es abundante en las células (mM) y esta
en mucho menor medida en plasma (uM). Por tanto, es concebible que la actividad de Ila
glutation peroxidasa en plasma es menos importante que otros mecanismos antioxidantes.
Stoppe et al. (Stoppe, Schiilte, Rossaint y col. 2011) no demostré un cambio en la actividad de la GPx

en plasma en estas condiciones, tal como se esperaba.

Queda por ver si la ingesta nutricional normal de Se (sobre 40-55 ug/dia) podria

aportar algun beneficio clinico a los pacientes criticos y si la captacion de la selenoproteina P
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por el endotelio y la hipoalbuminemia explican el bajo nivel de Se plasmatico encontrado en

estos pacientes.

6.7.2.- ANALISIS DE LAS RECOMENDACIONES ACTUALES SOBRE SUPLEMENTACION DE SELENIO
DURANTE LA ENFERMEDAD CRITICA

1) Berger MM, SpertiniF, Shenkin A y colaboradores en el afio 2001, (Berger, Spertini,
Shenkin y col. 1998) Sugirieron un aporte de Selenio de 100 pg/dia en pacientes criticos, pacientes

grandes quemados deberia ser superior (375 pg/dia).

2) En el afio 2003, las Guias Canadienses (Heyland, Dhaliwal, Drover y col. 2003) sobre soporte
nutricional en pacientes criticos en ventilacion mecanica destacaron la ausencia de evidencia
suficiente para recomendar el uso intravenoso de Selenio solo o asociado a otros

antioxidantes.

3) Posteriormente, en el afio 2005, el mismo grupo canadiense de Dhaliwal & Heyland

mantienen la misma recomendacién de selenio (Heyland y Dhaliwal. 2005).

4) En el afo 2004, Heyland, Dhaliwal, Suchner y cols. (Heyland, Dhaliwal, Suchner y col. 2005).
Realizaron un meta-analisis que incluyd un total de 11 estudios, n = 886, con estrictos criterios
de inclusién. El nimero de pacientes en los estudios incluidos en éste meta-andlisis fue

pequefio, a excepcidn del trabajo de Nathens y cols. (n = 595) (Nathens, Neff, Jurkovich y col. 2002)

El grupo de pacientes incluidos fue heterogéneo comprendiendo entidades clinicas
diversas tales como pancreatitis, quemados graves, neuroinjuria, y otros cuadros de SRIS. El
analisis critico de los resultados de éste meta-analisis permite concluir que la administracion
de AOX por via parenteral se asocia a una reduccidn significativa de la mortalidad. La
suplementacion con Selenio, solo o en combinacidon con otros AOX puede asociarse a una

reduccion no significativa de la mortalidad.

Berger en 2006 (Berger. 2006) repasa sus tres ultimos estudios clinicos sobre

suplementaciéon con selenio, cobre y zinc vs placebo en pacientes criticos. En estos estudios,
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las dosis de selenio utilizadas han aumentado desde 300 a 450 pg/d en las tres etapas,

incrementando los dias de suplementacion de 8 a 14 dias.

Las Guias de la ASPEN del afio 2001, (Fuhrman, Winkler y Biesemeier. 2001) en pacientes
qguemados criticos adultos establecen que no estd definido el uso de rutina de nutrientes
antioxidantes, siendo ésta una recomendacién grado B. Pacientes quemados criticos un aporte
de una dosis diaria mayor de selenio, cobre y cinc en relacidn a la dosis estandar de estos tres

micronutrientes.

Afios mas tarde, en 2009 se menciona como terapia coadyudante en nutricién artificial
el empleo de una combinacién de vitaminas antioxidantes y minerales, destacando entre estos
el selenio en el soporte nutricional en pacientes criticos que reciben una terapia nutricional

(grado B)

En las ESPEN Guidelines on Parenteral Nutrition in Intensive Care de 2009, (Singer, Berger,
Van den Berghe y col. 2009) se hace referencia a los criterios a seguir en la administracion de
vitaminas y elementos traza mediante soporte nutricional parenteral en enfermo critico, del

modo en el que se indica a continuacién:

Incluir un amplio rango de vitaminas y minerales como parte integral del soporte
nutricional, ya que muchos elementos traza y vitaminas son componentes esenciales en la

defensa antioxidante.

La mayoria de las preparaciones comerciales actuales que contienen elementos traza
fueron desarrolladas en los afos 70 y 80 a partir de las recomendaciones establecidas por la

American Medical Association en 1979.

Estas soluciones deben de ser equilibradas, ya que pueden ser administradas a los
pacientes durante largos periodos de tiempo, tal y como se demostré en un estudio en el que
se realizaron analisis de contenido mineral de hierro, cinc, cobre, manganeso y selenio en
diversos tejidos de 8 enfermos que habian sido alimentados con nutricidon parenteral durante

una estancia prolongada (Howard, Ashley, Lyon y col. 2007).
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Los resultados mostraron valores normales de los pacientes que recibieron nutricidon
parenteral domiciliaria para el hierro y el selenio, elevacién de los niveles de zinc, y de cobre,
manganeso y cromo. Las implicaciones de estos resultados para los suplementos de
oligoelementos a largo plazo en pacientes alimentados con nuyricion enteral son discutibles
aunque la necesidad de la reformulacién elementos traza de los productos disponibles

mercado es enecesaria.

Por otro lado, la poblacidon Europea y de algunas zonas de Australia es propensa a
presentar niveles plasmaticos bajos de selenio debido al bajo contenido de selenio en el suelo
en estas regiones, y la presencia de una enfermedad aguda expondria ademas al paciente a un
mayor aumento de estrés oxidativo, tal y como se demostré en un estudio realizado en

roedores deficientes en selenio lesionados por quemadura (Agay, Sandre, Ducros y col. 2005).

Los pacientes criticos se caracterizan por poseer un estrés oxidativo proporcional a la
gravedad de la enfermedad, siendo muy dificil corregir la deficiencia en selenio. Sin embargo,
en un estudio publicado en 2006 por Abilés J, de la Cruz AP, Castafo J y colaboradores (Abilés, de
la Cruz, Castafio y col. 2006), realuzaron un seguimiento y valoracion de la capacidad antioxidante
de los pacientes a lo largo de 7 dias de estanciaen UCI, observando un aumento significativo de
la perdxidacion lipidica y de los grupo carbonilo, asociados con una disminucién de la
capacidad antioxidante y un mayor deterioro en la puntuacidn de la evaluacion de fracaso de
6rganos, siendo significativamente mayor deterioro en los parametros de estrés oxidativo en
los pacientes que recibieron vitaminas antioxidantes por debajo de 66% de la RDA que en
aquellos que recibieron vitaminas antioxidantes por encima del 66% de la RDA. Una ingesta de
vitaminas antioxidantes del 66% al 100% del RDA redujo el riesgo de empeoramiento de estrés

oxidativo en un 94% independientemente de la evolucidn del paciente.

Las consecuencias de una dieta deficiente en elementos traza no son
facilmente detectables, ya que el cuadro clinico requiere de un tiempo minimo, que
siempre es prolongado, para desarrollarse. Aunque las alteraciones bioquimicas son
detectables a los 3 — 5 dias, el sindrome de deficiencia biolégica se produce aun asi

antes, lo que se demuestra con signos clinicos de estas deficiencias (de Berranger, Colinet,

Michaud y col. 2006).
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Por otro lado, cuando se presenta una variacion de peso importante, debe de
considerarse una adaptacion de la dosis diaria de elementos traza. En concreto, para el caso
de los pacientes criticos, estos requerimientos suelen estar aumentados, especialmente en el

caso de minerales como el selenio (tabla 26).

Cuando la nutricién parenteral es prolongada y el paciente permanece en estado
critico, la determinacidn rutinaria de las concentraciones plasmaticas, permite la deteccidn de
deficiencias graves, pudiendo corregir cada oligoelemento de manera individual. Las

deficiencias de selenio y cinc son las consideradas de mayor riesgo.

Tabla 26.- Variacion de los requerimientos en micronutrientes en paciente critico

Rango de presentacion Requerimientos

Elementos , .

en preparaciones modificados en

traza . . .

comerciales (ug) paciente critico
Selenio 20-70 4
Cobre 0,48-1,27 *
Flior 0,57 -1,45 —
Hierro 1-1,95 v —
Yodo 10-130 v
Manganeso 0,2-055 *
Cinc 3,27-10 4

Varios ensayos aleatorios han puesto a prueba la suplementacion de selenio en base a
la hipétesis de que la sepsis puede ser modulada por dosis de selenio entre de 350 y 4000

ug/dia (Berger y Shenkin. 2007; Berger y Chioléro. 2007).

Sin embargo, los beneficios fueron evidentes en ensayos clinicos realizados mediante
administracion de dosis entre 350 - 1000 pg/dia mediante bolo al inicio seguido por una
infusidn continuada. Hay que destacar que la situacién téxica de exceso de selenio en sangre,
denominada selenosis se puede llegar a observar en poblaciones consideradas “sanas” con
ingesta crénica mayor de 750 ug/dia. Por lo tanto, podemos afirmar que las dosis entre 750 -
1000 pg/dia no deberian de ser administradas a los pacientes criticos durante periodos de

tiempo superiores a dos semanas (Berger y Shenkin. 2007).
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6.7.3.- SUPLEMENTACION CON MICRONUTRIENTES EN TERAPIA NUTRICIONAL

El término micronutriente engloba a las vitaminas y elementos traza. Por su lado, las
vitaminas son sustancias organicas que no son sintetizadas por el organismo, son necesarias
para el metabolismo normal y por lo tanto deben de aportase a través de la dieta. Se dividen
en solubles en agua o solubles en grasa, y en funcién de si poseen o no funcién coenzimatica.
Por otro lado, los elementos traza son los metales presentes en cantidades muy pequefias en
el organismo, son esenciales para las funciones metabdlicas normales, y, o son cofactores de

enzimas, o forman parte integrante de la estructura de enzimas especificas.

Existen deficiencias frecuentes de ciertos micronutrientes en el paciente critico,
especialmente las vitaminas A, B y C. Estas deficiencias pueden ser debidas a una inadecuada o
insuficiente administracién de micronutrientes durante la estancia hospitalaria, bien por

aumento de las necesidades corporales o por un aumento de las pérdidas.

Las deficiencias de estos micronutrientes cabe esperar que afecten perjudicialmente a
varios procesos bioquimicos y funciones enzimaticas, lo que llevaria a la disfuncion de drganos,

debilidad muscular, mala cicatrizacion de heridas, y un estado inmunoldgico alterado.

La Food and Nutrition Board EE.UU. fueron los primeros en realizar listas en las que
figuraran las Ingestas Diarias Recomendadas (RDA) de cada uno de los nutrientes para la
poblacién sana hace ya mas de medio siglo. Durante la ultima década, el Instituto de Medicina
desarrolld una lista de necesidades y recomendaciones nutricionales conocido como el Dietary
Reference Intake (DRI). Los requerimientos exactos de micronutrientes en pacientes criticos
son aun desconocidos. La Sociedad Americana de Nutricion Parenteral y Enteral (ASPEN), ha

establecido unas Guias para la administracion parenteral de oligoelementos (ASPEN, 2002).
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Tabla 27.- Recomendaciones de micronutrientes en paciente critico

X L. Dosis estandar L, Nutricion
. . Cantidad diaria .. s Suplementacion
Micronutriente Nutricion Nutricion .. Enteral
recomendada adicional .
Parenteral Enteral mejorada
Selenio 50— 100 ug 20— 60 ug 20— 70 ug/L 100 — 400 ug/dia 77 — 100 ug/L
Cinc 15 mg 2,5-5mg 11-19mg/L 10-30 mg/dia 15-24 mg/L
Hierro 10-15mg 0 12-20mg/L --- -
. NP: 3,5 mg/d
Vitamina A 1mg 1mg 0,9-1mg/L NE: 8,6 mg/d 1,5-4mg/L
Vitamina C 75—-90 mg 200 mg 125 - 250 mg/L 500 - 3000 mg/d 80 — 844 mg/L
Vitamina E NP: 400 mg/d
(a — tocoferol) 15mg 10mg 25-50mg/L NE:40-1000 mg/d 40-212 mg/L

Recogido de: Sriram y Lonchyna. 2009; Food and Drug Administration. 2000; A.S.P.E.N. 2002; Demling y
De Biasse. 1995; Grant JP. 1994; Dietary Reference Intakes for Vitamin A, Vitamin K, Arsenic, Boron, Chromium,
Copper, lodine, Iron, Manganese, Molybdenum, Nickel, Silicon, Vanadium and Zinc. 2002

En las tablas 28 y 29 se resumen las recomendaciones actuales para la administracion

de vitaminas y oligoelementos para pacientes que requieren de apoyo nutricional.

Tabla 28: Recomendaciones actuales para la administracion de vitaminas en pacientes que requieren un
soporte nutricional

Inarediente Cantidad por unidad
g de dosis
Vitamina A im
(Retinol) 4
Vitamina D 5ug
Vitamina E 10m
(a — tocoferol) g
Vitamina K 150 ug
Vitamina C
C . 2
(Acido ascérbico) 00 mg
Acido Fdélico 600 ug
Niacina 40 mg
Vitamina B,
(Riboflavina) 3,6 mg
Vitamina B,
6,0
(Tiamina) oy
Vitamina Bg
(Piridoxina) 6, 0mg
Vitamina B,
5
(Cianocobalamina) Hg
Acido Pantoténico 15mg
Biotina 60 ug

(Sriram y Lonchyna. 2009)
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Tabla 29: Recomendaciones actuales de minerales en pacientes que requieren un soporte nutricional

Ingrediente Cantid:: gzsri :nidad
Cinc 2,5-50mg
Selenio 20-60 ug
Cobre 0,3-0,5mg
Manganeso 60— 100 ug

(Sriram y Lonchyna. 2009)

La composicidén las preparaciones comerciales de elementos traza disponibles en el
mercado esta aun lejos de ser ideal, especialmente para su empleo a largo plazo, tal y como se
observé en un estudio realizado en 2007 sobre 8 pacientes que recibieron soporte nutricional

por via parenteral durante un largo periodo de tiempo (Howard, Ashley, Lyon y col. 2007)

Las publicaciones realizadas sobre los soportes de apoyo nutricional, suelen hacer un
especial hincapié en la administracién adecuada de energia y de macronutrientes, con mayor
énfasis en el aporte proteico, lipidico y de carbohidratos. Se hace cada vez mas necesario el
conocimiento del papel que juegan los micronutrientes dentro del soporte nutricional no solo
en la evolucién clinica del paciente, sino también la estimacion de las dosis recomendadas y

posibles efectos adversos que cada micronutriente presenta.

Actualmente el empleo de las formulas parenterales como soporte nutricional es muy
frecuente gracias a la gran disponibilidad de formulas comerciales en bolsas tricamerales y de
facil administracién, aunque si no se complementan con micronutrientes pueden producirse

graves consecuencias para el paciente. (Sriram y Lonchyna. 2009)

Existen numerosas interacciones entre los diferentes oligoelementos que afectan a la
absorcién de los mismos a través del tracto gastrointestinal, entre las cuales se incluye la

forma quimica del nutriente, los ligandos antagdnicos, las interacciones por competencia, etc.

Los niveles séricos de varios elementos traza disminuyen durante la enfermedad
critica. Asi, los niveles séricos de Se, Cu, Fe y Zn se ven disminuidos debido a la retencion,
posiblemente en el higado y el sistema reticulo-endotelial, lo cual también puede deberse a

aumento de las pérdidas proteicas urinarias y el aumento del catabolismo.
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En cuanto a la toxicidad, todos los estudios parecen estar de acuerdo en que una dosis
diaria de hasta 400 ug administrada por via parenteral es segura, aunque la administracion de
mayores cantidades no ha mostrado efectos negativos aparentes, éstas Unicamente se han

realizado durante cortos periodos de tiempo.

Los estudios han demostrado que los niveles séricos de oligoelementos pueden ser
indicativos de administraciones recientes de elementos traza pero no para la valoracién de
niveles tisulares, empleando para ello el analisis de enzimas como al SOD para el cinc, o la GPx

para el selenio.

La suplementacién con micronutrientes debe comenzar en el primer dia del soporte
nutricional y continuar diariamente. Por ejemplo, en las quemaduras la administracién precoz
de micronutrientes ha demostrado ser muy beneficiosa. La ruta mas fiable de administracidn
de micronutrientes es por via intravenosa, ya que pueden alcanzar los niveles deseados con
mayor facilidad al evitarse todos los problemas que afectan a la absorcion durante la

administracion gastrointestinal.

Aunque la absorcion de nutrientes aportados mediante alimentacidon enteral
hipocalérica parece no estar afectada incluso en pacientes hemodinamicamente
comprometidos, por lo general se cree que en la enfermedad critica la cantidad de nutrientes
absorbidos por el tracto gastrointestinal es impredecible debido diversas alteraciones como la

presencia de isquemia intestinal, de edemas.

6.7.4.- ASPECTOS FARMACOLOOGICOS DE LA SUPLEMENTACION DE SELENIO EN PACIENTES
CRITICOS.

Manzanares, Biestro, Galusso y col. (2009), publicéd los resultados de un estudio
realizado sobre un grupo de pacientes criticos con SIRS, con una dosis de carga de 200 pg de
acido selenioso en 4 horas, continuando con 1600 pg/dia en perfusidén continua durante 10
dias, de tal modo que, aunque la muestra de estudio fue de un ndmero reducido, tan sélo 18

pacientes, se observé que el uso de esta dosis permite optimizar y maximizar la actividad
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plasmatica de GPx a las 72 h del ingreso del paciente en UCI, alcanzando unos valores medios
alrededor de 110 pg/L (niveles de selenio plasmaticos alejados de los valores considerados

como toxicos).

Tras todo lo expuesto anteriormente, podemos decir que, el Selenio es un
micronutriente que ilustra el concepto de nutracéutico y la necesidad de cambiar paradigmas
en Nutricidn clinica. En la actualidad es ampliamente reconocido el rol antioxidante del Selenio

como cofactor de numerosas selenoenzimas, en particular la GPx y la SePP.

El Selenio constituye un micronutriente necesario para el sistema inmune con una
reconocida funcién protectora de la infeccidn viral. Durante la enfermedad critica
caracterizada por una condicion inflamatoria con estrés oxidativo, los niveles séricos de
Selenio y de las selenoenzimas GPx y SePP se reducen precozmente, existiendo una relacion
inversa entre estos eventos y la mortalidad. En los ultimos afios, se han sucedido multiples
ensayos clinicos que han estudiado los efectos de la suplementacién de Selenio parenteral;
dichas investigaciones han utilizado dosis variables de Selenio y sus resultados en términos de
end points de relevancia tales como mortalidad, infecciones y dias de ventilacién mecanica y

estadia hospitalaria no han sido concluyentes.

7.- ESTRES OXIDATIVO

El oxigeno puede ser considerado un nutriente debido a la dependencia que los
mamiferos tienen del mismo para satisfacer sus necesidades energéticas a través de la
respiracién celular. A través de la respiracidn, el organismo es capaz de obtener energia
mediante de la oxidacion de combustibles ricos en carbono e hidrogeno (hidratos de carbono,
grasa, proteinas, acidos nucleicos y alcoholes) utilizando el oxigeno. Esta oxidacién permite
que la energia contenida en los enlaces de esos compuestos, se almacene en forma de
moléculas de ATP, obteniendo ademds, como productos finales de la oxidacion, didxido de

carbono (CO,) y agua (H,0).

La oxidacion de los combustibles bioldgicos por el oxigeno, implica la reduccion del

mismo mediante cuatro etapas monoelectrénicas (a través de la cadena de transporte de
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electrones o cadena respiratoria) produciéndose como residuo una molécula de agua. Gracias
a esta reduccién escalonada, se realiza una liberacidon energética gradual, sin embargo, hay
ocasiones en las que el oxigeno es reducido de forma incompleta, obteniendo unas molécula
finales con electrones no apareados, las cuales presentan una extrema reactividad vy

recibiendo el nombre de Radicales Libres (RL).

Se entiende por estrés oxidativo, el desequilibrio entre las reacciones prooxidantes y
antioxidantes, debido a la produccién de especies reactivas del oxigeno junto con la
incapacidad del sistema bioldgico de detoxificar rapidamente esas especies reactivas, siendo la

principal consecuencia de este imbalance, la produccion de un dafio sobre el organismo.

Los radicales libres son pequefias moléculas, que difieren de la mayoria de las
moléculas bioldgicas debido a la presencia de un electrén desapareado. Debido a la presencia
de este electron desapareado poseen una naturaleza muy reactiva, pudiendo desencadenar
reacciones en cadena en las que un Unico radical libre puede iniciar y propagar dafios en

multiples moléculas.

Sin embargo, no hemos de olvidar que todos los sistemas bioldgicos contienen
elementos redox que participan en la sefializacién celular y regulacién fisiolégica, ademas la
organizacion y coordinacidon de la actividad redox, se realiza a través de estos propios
elementos mediante circuitos redox, siendo en cierto modo el estrés oxidativo una alteracion

de la funcidn de estos circuitos.

La peroxidacion lipidica se produce cuando lo acidos grasos poliinsaturados presentas
en las membranas celulares son dafiados por la presencia de radicales libres liberados durante
el proceso de respiracidn celular, y siendo dafiados por la cadena de oxidacion de radicales

libres al entrar en contacto con el Oxigeno y en presencia de trazas de metales.

Como se ha mencionado anteriormente, el estrés oxidativo se define como un

imbalance entre las sustancias prooxidantes y las antioxidantes, dando como resultado dafios

macromoleculares junto con la interrupcién de la sefializacién redox y control del organismo.
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Existen dos mecanismos fundamentales de estrés oxidativo. Uno de ellos, es la
reaccion consecuente de la produccién de un radical libre que genera directamente una
degradacién de macromoléculas, y un segundo mecanismo, en el que por presencia de
sustancias oxidantes no radicalarias (derivadas en numerosas ocasiones de la neutralizacién de
radicales libres), se produce una alteracién en la sefializacion del estado redox-control, siendo
entonces los oxidantes no radicalarios los que contribuyen a la patologia de la enfermedad por

la interrupcion de los mecanismos de control oxidativo. (Jones. 2008)

Figurall.- Principales consecuencias del estrés oxidativo

Imbalanceientreireacciones
prooxidantesiy.antioxiaantes:

1000

Oxidantes
>99 No radicalarios

RADICALES LIBRES

Interrupcion de la
senalizacion
control - redox

Dano Macromolecular

7.1.- FORMACION DE RADICALES LIBRES

Un radical libre se define como cualquier especie quimica capaz de existir de forma
independiente y que presenta uno o mas electrones despareados en su estructura, lo cual los
hace extremadamente reactivos y generalmente nocivos para la célula. El electrén
desapareado puede pertenecer al oxigeno (0,), 0 a otro dtomo como el carbono (C), el azufre

(S) o el nitrégeno (N) entre otros.
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La reactividad de los radicales libres radica en la posicidn de su electron, de modo que
cuando un RL se une a otra molécula o le cede o toma un electrdon de ella, la convierte en un

radical libre.
Existen principalmente tres mecanismos de produccion de RL:

e Mediante la adicion de un electron a una molécula, este proceso se denomina
“transferencia electrdnica” que es bastante comun en los procesos bioldgicos. Asi
ocurre en los casos de la formacion del anidn superoxido (O,’), el radical hidroperoxido
(HOO') formado a partir del anién superoxido y un protdn, y el radical hidroxilo (OH’)

formado a partir del peroxido de hidrogeno con ganancia de un electrén y un proton.

e A través de la perdida de un protén de una molécula normal. Por este mecanismo se
pueden formar diversos RL como los radicales de acidos grasos insaturados o los

radicales tioles (R — S’) a partir de dos restos de metionina, glutation...

e A través de la rotura homolitica de un enlace covalente de cualquier molécula,
conservando cada uno de los fragmentos resultante un electrén desapareado. Para
este mecanismo de produccién de RL se necesita una gran cantidad de energia capaz

de romper ese enlace covalente.
7.2.- DIFERENCIA ENTRE RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Aproximadamente el 2% del oxigeno es reducido de forma incompleta al aceptar un menor

numero de electrones, dando origen a compuestos intermedios inestables como son:

e Radicales libres (RL): Son moléculas que
. - L] . . ~
contienen uno o0 mas electrones .‘—‘. Radical Superoxido (0;)
desapareados de la Ultima capa, siendo
St "
capaz de reaccionar con otras moléculas y ) ,.—.’. Peroxido de Hidrogeno (H,0,)
generar reacciones quimicas que pueden

LI ]
conducir al dafio molecular y celular. . . - H Radical Hidroxilo (OH)
[ [
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e Especies reactivas del oxigeno (ERO): Son moléculas formadas por la reduccion
incompleta del oxigeno. Los mas estudiados son el anidn superéxido (0,), el perdxido

de hidrogeno (H,0,), el radical hidroxilo (OH) y el peroxinitrito (ONOO").

7.3.- DONDE SE GENERAN LOS RADICALES LIBRES

e Sistema de transporte electrénico (cadena respiratoria): Entre el 2 — 5% del oxigeno
que pasa a través de la cadena respiratoria escapa al adecuado funcionamiento de la
misma y se realiza una reduccién parcial, dando lugar principalmente a la generacion

del anidn superoxido, aunque también se pueden producir H,0, y OH..

e Sistema de transporte de electrones no fosforilado: Un ejemplo claro de este sistema
es el “sistema de hidroxilacion microsomal hepatico”, este sistema esta formado por
una flavoproteina (NADPH — citocromo P450 reductasa) y un citocromo microsomico

(P450)

e Sistemas enzimaticos de tipo oxigenasas y oxidasas: En condiciones fisiolégicas, la
oxidacion de la hipoxantina a xantina y esta a acido Urico, esta catalizada por la xantina
deshidrogenasa, esta enzima en condiciones de estrés como la hipoxia, se produce su
conversidn de xantina deshidrogenasa a xantina oxidasa. Esta xantina oxidasa, cataliza
la misma reaccidn, pero empleando como aceptor de electrones el 02 (en lugar del
NAD+ de la xantina deshidrogenasa), con la consiguiente formacidon del anidn

superoxido.

e Fagocitosis: el que la inflamacion sea aguda o cronica depende de la regulacion
humoral y de la respuesta celular. Ademas las moleculas que se consideran
normalmente mediadoras de la inflamacion a varios niveles son numerosa, siendo un
hecho comun a todas ellas la infiltracion en el tejido afectado. Se trata
fundamentalmente de leucocitos polimorfonucleares, aunque tambien es encontrar

monocitos y macrofagos. Estas celelulas se activan y llevan a cabo la fagocitosis a
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traves de un mecanismo de consumo de oxigeno. Este consumo de oxigeno puede

llegar a ser hasta 20 — 30 veces superior al que existia antes de la activacion.

Como consecuencia del proceso de fagocitosis aumenta la produccion de NADPH a
traves de la ruta de las hexonas fosfato. De forma paralela, hay un aumento en a
generacion de anion superéxido, radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno y acido
hipocloroso, todas especies capaces de dafiar la membrana celular, ademas de cumplir
su funcion protectora al destruir los agentes agresores al organismo al destruirlas por

oxidacion.

Metales de transicidn: los metales de transicidon (sobre todo hierro y cobre) libres o
formando complejos con proteinas son elementos de gran actividad de de numerosos
centros activos enzimdticos, motivo por el cual pueden tener un papel activo en el

dafio dependiente de oxigeno.

7.4.- TIPOS DE RADICALES LIBRES Y ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO

Aunque la formacién de los radicales asi como la de las especies reactivas del oxigeno se

genera de una forma muy compleja, a continuacion se exponen diferentes tipos de ellos junto

con una breve descripcidn de la accidn fisiologia de los mismos:
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Radicales Libres derivados del Nitrédgeno: Dentro de este grupo se encuentran
principalmente el Didxido de Nitrégeno (NO2) y el Oxido Nitrico (NO). Aunque se trata
de moléculas bastante estables, ambos son capaces de reaccionar con distintas
moléculas dando lugar a RL, el NO es relativamente inestable en condiciones
aerdbicas, generando un proceso NADPH-dependiente en el que interviene una NO-

sintetasa ejerciendo un efecto vasodilatador (Mataix y Battino. 2009)

Anién superoxido (0;): Se produce en todas las células, actia como un agente
proinflamatorio, siendo capaz de reclutar neutrofilos, inducir la liberacidon de factores
qguimiotracticos y otros mediadores proinflamatorios como el TNFa e interleucina IL-1,

generar dafio sobre el ADN en iniciar la peroxidacion lipidica. Modula sefiales de
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transduccion intracelular por la activaciéon del factor nuclear NF-kB (Cuzzocrea, Riley, Caputi

y col. 2001).

Peroxido de hidrogeno (H,0,): No posee electrones desapareados, sin embargo, se
considera una especie reactiva del oxigeno por su capacidad de inactivar enzimas,
atravesar membranas celulares y reaccionar tanto con dtomos de hierro como de

cobre para producir OH' (Andresen, Regueira y Leighton. 2006)

Radical hidroxilo (OH’): Es un potente radical libre, varias miles de veces mas reactivo
que el O,, produciendo dafio principalmente sobre el ADN, proteinas y lipidos,
induciendo a la peroxidacidn lipidica y dafio sobre membranas siendo capaz de

estimular la respuesta inflamatoria (Andresen, Regueira y Leighton. 2006)

Peroxinitrito (ONOQ’): Se forma por la interaccién entre O, y oxido nitrico. Prolonga la
accion del anidn superoxido, actuando como agente proinflamatorio, inactiva la
enzima Superoxido Dismutasa (SOD), induce la peroxidacién lipidica y produce

deplecién del glutation (Van der Viiet, Smith, O'Neill y col. 1994; Cuzzocrea, Zingarelli y Caputi 1998.)

Ademas, genera dafio sobre el ADN con disminucidn de los niveles de NAD y ATP. Su
degradacién no depende de una enzima especifica, sino del ambiente quimico celular,
aunque su capacidad oxidativa puede ser bloqueada por antioxidantes como el

glutation y las vitaminas Cy E (Vatassery GT. 1996)

7.5.- ANTIOXIDANTES

Los antioxidantes (AOx) son un grupo variado de moléculas con diversas funciones,

que van desde las grandes moléculas de naturaleza proteica con funciones altamente

especificas como son las propiedades cataliticas sobre los lipidos, hasta pequefias moléculas

solubles en agua con propiedades quelantes de metales no especificas (Gutteridge y Hallwell.

Los AOx se definen como sustancias que aun estando presentes en bajas

concentraciones, pueden retrasar considerablemente o incluso impedir la oxidacién de
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determinados sustratos, de este modo, la importancia de los antioxidantes radica en la

capacidad de regulaciéon entre la reduccion y oxidacion de los sistemas bioldgicos.

Ofrecen dos ventajas importantes:

.- La capacidad de eliminar tdxicos, es decir, la capacidad de disminuir los niveles de

sustancias oxidantes antes de que se produzca un dafio critico en las moléculas bioldgicas.

.- La capacidad para manipular los cambios, a niveles subtéxicos, de moléculas que

pueden actuar funcionar como sefial de disparo o mensajeros (Gutteridge y Mitchell. 1999)

A la hora de hablar de defensa antioxidante, tanto a nivel plasmatico como tisular,

podemos hablar de tres niveles de actuacién:

.- Primario: Se considera defensa antioxidante primaria aquella que interviene
directamente en el impedimento de la formacidon de radicales libes, como es el caso de la
unién del hierro de la transferrina y la lactoferrina a nivel extracelular, de tal modo que el
hierro colocado correctamente en los sitios de unidn no se catalizan reacciones de formacién

de radicales (Gutteridge, Paterson, Segal y col. 1981)

.- Secundario: En este nivel se encuentran las defensas implicadas
directamente en la eliminacién o inactivacion de la formaciéon de especies reactivas del
oxigeno (ROS). En algunos casos, pueden ser enzimas como la superdxido dismutasa (SOD),
catalasa y glutatién peroxidada (GPx), o moléculas de bajo peso molecular, como la vitamina E,

ascorbato y el glutatién (GSH) (Eileen Bulger y Maier. 2001).

.- Terciario: En este ultimo nivel se engloban las defensas operan para eliminar
y reparar el dafio producido a las moléculas como consecuencia de la oxidacidn, siendo

particularmente importantes para la integridad del DNA.

Sin embargo en los ultimos afios, se hace cada vez mas claro que los antioxidantes son

inducidos de algin modo por el propio estrés oxidativo, existiendo una autorregulacién que

puede desempefiar un papel clave en la proteccién del organismo.
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Figura 12: Cadena de reaccion de la enzima GPx para la prevencion de la peroxidacion lipidica

Radical Libre

j Glutation Peroxidasa

“
Vit E- OH GSSG

LOO*
4. > GsH NADP+

Vit E-O*
=

—0) vit c*
.w Vit C Glutation Reductasa

NADPH

Membrana celular

Recogido de Bulger y Helton. 1998

7.5.1.- PODER ANTIOXIDANTE TOTAL/ CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Existen varios métodos desarrollados con el fin de determinar la capacidad

antioxidante del organismo en los distintos fluidos corporales.

Los resultados de esta determiancion deben ser interpretados con precaucion ya que
las subidas de la bilirrubina o de acido urico podrian enmascarar el agotamiento de otros

antioxidantes en algunas enfermedades.

7.5.2.- ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Entre los sistemas de defensa antioxidantes, las enzimas como el superdxido
dismutasa, glutation peroxidasa y catalasa, presentes en orgdnulos celulares y citosol de
células eucariotas, son capaces de eliminar los radicales libres con el fin de prevenir el estrés

oxidativo.
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7.5.2.1.- Superoxido dismutasa

La Superdxido Dismutasa (SOD) juega un papel fundamental en el metabolismo de las
especies reactivas del oxigeno. Que en gran medida aceleran la dismutacién de radicales
superéxido. La dos formas principales en los seres humanos son Superdxido Dismutasa de
cobre / cinc y manganeso. La Superdxido Dismutasa de cobre / cinc se localiza principalmente
en el citosol, pero también esta presente en los lisosomas, el nucleo y el espacio entre las
membranas mitocondriales interna y externa, mientras que Superdxido Dismutasa de

manganeso se encuentra Unicamente en el mitocondria (Fridovich. 1995).

Sin embargo, ésta enzima puede ser un arma de doble filo, ya que convierte los
radicales superdxido en perdxido de, que pueden pasar libremente a través de las membranas,
actuando como oxidante hidrégeno o producir reactivos y especies citotdxicas (peroxinitrito) al

reaccionar con el éxido nitrico.

La actividad de los perdxidos de hidrogeno puede ser muy elevada cuando los radicales
superdéxido actuan como un iniciadores de la cadena. Entre los compuestos mas susceptibles a
la oxidacion en cadena de radicales libres iniciada por los radicales superéxido se encuentran
el sulfito, dihidroflavinas, las catecolaminas y tetrahidropterinas. De modo que la Superoxido
Dismutasa, previne la iniciciacion de las reacciones oxidativas en cadena de los radicales
superoxido, al disminuir las produccién de perdxidos de hidrogeno. Las actividades relativas de
la Superéxido Dismutasa cobre / cinc y manganeso dependen del tejido y de la presencia y el

numero de mitocondrias (Thérond, Bonnefont-Rousselot, Davit-Spraul y col. 2000).

La mayoria de los ensayos de utilizar métodos indirectos para medir la actividad de la
Superdxido Dismutasa, se realiza a través de la determinacién de superdxido que se genera ya
sea quimica o enzimaticamente, haciéndolo reaccionar con una molécula detectable que
neutraliza los radicales. Es posible diferenciar la Superdxido Dismutasa de cobre / cinc de la
Superodxido Dismutasa de Manganeso mediante la adicién de cianuro para en mezcla de
reaccion para la deteccion de Superdxido Dismutasa de manganeso debido a que la
Superdxido Dismutasa de cobre / cinc es inhibida por el cianuro (Beauchamp y Fridovich. 1973).

También es posible determinar conjuntamente las actividades de Superdxido Dismutasa de
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cobre / cinc y de manganeso a pH fisiolégico. Considerando que, superdxido dismutasa en un

alto pH alcalino el manganeso inhibe la actividad (Markiund, 1976).

7.5.2.2.- Glutation peroxidasa

La familia de la glutatién peroxidasa se compone de cuatro selenoproteinas diferentes.
Estas enzimas usan el glutation como sustrato tiol para reducir el peréxido de hidrégeno e
hidroperdxidos orgdnicos en agua o alcohol. Las cuatro glutatidonas peroxidasas son el glutatidon
citosdlico peroxidasa (GPx1), el fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa (GPx2), la

glutation peroxidasa de plasma (GPx3) y el forma gastrointestinal (GPx4).

Sin embargo, su especificidad para los distintos sustratos es diferente. Mientras que la
glutation peroxidasa citosdlica reduce sélo perdxido de hidrégeno, hidroperéxidos grasos
acidos y varios hidroperdxidos sintético (Forstrom, Stults y Tappel. 1979) el fosfolipido hidroperdxido
glutation peroxidasa y plasmatica de la glutatidon peroxidasa también reducen mas complejo

hidroperdxidos lipidicos como cholesterylester o fosfolipidos hidroperdxidos (Thomas, Maiorino,

Ursini y col. 1990)

La actividad de la Glutatidon Peroxidasa se puede medir por el consumo de glutation
seguido de una polarografia (Flohe, Guénzler. 1984), sin embargo, este ensayo es culto dificilmente
aplicable a muestras bioldgicas, debido a la presencia de numerosas interferencias. Siendo el
método mas utilizado el que determina el glutation oxidado por la glutation reductasa y

nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (Paglia y Valentine. 1967).

El glutation disulfuro se convierte inmediatamente en su forma reducida por la
oxidacion de NADPH a NADP" produciéndose una disminucién de la absorbancia a 340 nm.
Cuando se utiliza sangre total, se recomienda agregar cianuro (reactivo de Drabkin) a la
muestra para inhibir la presencia de otras peroxidasas y diluir la sangre con un agente reductor
(antes de la adicién del reactivo de Drabkin) para convertir la glutatiéon peroxidasa a la forma

reducida (Thérond, Bonnefont-Rousselot, Davit-Spraul y col. 2000).
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7.5.2.3.- Catalasa

La actividad de la catalasa se determina normalmente por su funcién catalitica (Chance.
1947). Esta enzima, dismuta hidrégeno perdxido en agua y oxigeno. Las dos formas principales
de medicion de la actividad es mediante el examen de la disminucion de la concentracion de

peréxido de hidrégeno (Aebi. 1984) o la aparicidn de oxigeno.

La disminucidn de perdxido de hidrégeno medida a 240 nm. Para evitar la formacion
de oxigeno burbujas en la cubeta, es importante el uso de baja concentraciones de perdxido
de hidréogeno (10 mM). Este método estd disponible para la medicidn en la sangre total o
eritrocitos. También es posible determinar la liberacién de oxigeno con un electrodo de
oxigeno (Meerhof y Roos. 1980) o por polarografia (Rigo y Rotillo. 1977). Estos métodos son muy
sensibles, y no requieren condiciones experimentales estrictas, siendo la ausencia de oxigeno

absolutamente necesaria.

Figura 13: Neutralizacion de radicaes libres mediante antioxidantes enzimdticos
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Superoxid tatié
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Dismutasa Peroxiaasa

0, —> 0; Perg)fgli) de OH > M0
oxigeno Anién superdxido . Radical Hidroxilo Agua
Hidrogeno

Dafio producido por radicales libres
Peroxidacion lipidica
Dafio sobre proteinas
Dafio sobre el ADN
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7.5.3.- ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Los antioxidantes no enzimaticos poseen baja masa molecular, son agentes que
eliminan los radicales libres y estan presentes en fluidos intra y extracelulares, algunos de

ellos son aportados a través de la dieta (vitamina E, beta-caroteno, vitamina C).

7.5.3.1.- Glutation

El glutation es un tripéptido (Lg-glutamil-L-cisteinilglicina) que posee varias funciones
esenciales en la célula. Estd presente en concentraciones milimolares intracelulares
y es la principal proteina tiol en especies aerdbicas. El glutation es un antioxidante y estd
implicado en muchos los procesos biolégicos. El rol del glutatién intracelular como la
desintoxicacién de xenobidticos y especies reactivas de oxigeno ha sido bien establecida.
Ademas, es un coenzima de varias enzimas como la glutatién peroxidasa, que juega un papel
esencial de proteccidén contra el estrés oxidativo, siendo el mecanismo de proteccién como
resultado de un aumento en la formacion de glutatidn intracelular disulfuro (forma oxidada)
(Deleve y Kaplowitz. 1991) Por lo tanto, analisis de los cambios en el estado de glutatidn,
incluyendo el agotamiento de glutatién, ya sea por formacién de aductos o por una mayor

generacion de glutation disulfuro, proporciona un indicador fiable del potencial redox celular.

Hay numerosos métodos disponibles para medir la reduccion de glutation y el disulfuro
de glutatidn. La elecciéon depende de la naturaleza de la muestra, el equipo disponible y si la
determinacion de GSSG que se requiere. Ademas, la preparacion de la muestra es muy
importante para minimizar la actividad de la Y-glutamil transpeptidasa, que rompe el enlace
peptidico Y--glutamil de GSH, la reduccién de de GSSG por la glutation reductasa o la oxidacion
de glutation. Muchos de los procedimientos han sido desarrollados para inhibir las reacciones
enzimaticas y no enzimaticas, por lo general, por acidicion de inhibidores de Y-glutamil
transpeptidasa y glutation reductasa, o de agentes quelantes tales como etilendiamina tetra-
acético y el limite de GSH oxidaciones. Para la determinacion de plasma, Anderson (Anderson.
1996) propone el uso de 5-sulfosalicilico acido que contiene etilendiamina tetra-acético para

precipitar las proteinas.
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7.5.3.2.- Vitamina E

La vitamina E es el antioxidante liposoluble principal en los seres humanos. Actla
rompiendo las cadenas de propagacidén durante la peroxidacién lipidica de los acidos grasos
poliinsaturados (Burton y Ingold. 1981). Elimina los radicales peroxilo (RO2') producidos durante la
peroxidacion lipidica, que conducen a radicales tocoperoxilo. El glutatidn reducido, la vitamina
C y el ubiquinol regeneran el a-tocoferol (Pascoe, Olafsdottir y Reed. 1987; Contantinescu, Maguire y
Packer. 1994). La vitamina E exhibe sus propiedades antioxidantes sobre las lipoproteinas

(Esterbauer, Dieber-Rotheneder, Striegl y col. 1991) y las membranas (Kagan, Serbinova, Balakov y col. 1990).

La vitamina E se puede analizar en plasma o suero, también en plaquetas y eritrocitos.
La determinacion en suero o plasma se realiza generalmente con el fin de evaluar la estado de
la vitamina E, aunque seria mejor evaluar directamente la concentracién de vitamina E en los
tejidos. Los tocoferoles son moléculas lipofilicas que pueden ser extraidos por disolventes
organicos (como el hexano). También pueden ser separados por cromatografia de capa fina,
por el gas cromatografia (GC) (sélo se utiliza para la industria farmacéutica ensayos) o por
HPLC (High-performance liquid chromatography/Cromatografia liquida de alta eficacia) Siendo
este método de separaciéon el mas ampliamente utilizado. La deteccidn de tocoferoles también
puede realizarse por espectrofotometria ultravioleta en longitudes de onda en funcién del
disolvente utilizado (Catignaniy Bieri. 1983; Arnaud, Fortis, Blachier y col. 1991) por espectrofluorometria
(Lehmann y Martin. 1982) o por la electroquimica (Chou, Jaynes y Barley. 1985) Las técnicas de HPLC
también son utiles para determinar la concentracién de vitamina E en las lipoproteinas (Teissier,

Walters-Laporte, Duhem y col. 1996) y en eritrocitos (Peuchant, Carbonneau, Dubourg y col. 1994).

El plasma contiene entre el 80 — 90 % del a-tocoferol, siendo el resto otros isémeros
como Yy B. La determinacién de los niveles plasmaticos de vitamina E también puede ser util
para el seguimiento de tratamientos con suplementacion oral de vitamina E. Un nuevo método
para la determinacidn de metabolitos a- y Y-tocoferol en la orina ha sido recientemente
descrito, usando Trolox como estandar interno (Lodge, Traber, Elsner y col. 2000). Esta medida puede

ayudar a para el seguimiento de estudios de suplementacidn con vitamina E.
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7.5.3.3.-Beta-caroteno

El B-caroteno, a-caroteno y B-criptoxantina puede conducir a la formacion de vitamina
A en los seres humanos (Tee. 1992), por lo que el B- caroteno es a veces llamado provitamina A.
Para la determinacidon de B-caroteno, es preferible disponer de sangre preferentemente sin
medicamentos ni anticoagulantes, ya que la etilendiamina tetra-acético acido, oxalato y
citratos disminuyen las concentraciones B-caroteno, tal vez por catalizar la isomerizacién y
oxidacién reacciones (Nierenberg, 1985). Requiriendo cualquier paso del ensayo una proteccién de

la luz.

El método mas cominmente utilizado para determinar la concentracién plasmatica de
carotenoides es HPLC en fase reversa (al igual que en elcaso de la vitamina E), que permite la
separacion de los carotenoides (Hart y Scott. 1995). Sin embargo, concentracién total de
carotenoides en el plasma puede ser determinada, después de la extraccién, mediante la
medicion de la absorbancia a 453 nm. Este Ultimo ensayo carece de especificidad. En ambos
casos, liberacion de los carotenoides de las proteinas se logra con etanol, y los carotenoides

son extraidos con una disolventes orgdanicos (por lo general hexano) antes del ensayo.

La deficiencia de B-caroteno se encuentra en algunos grupos de poblacién, como los
fumadores o bebedores, y también se asocia con algunas patologias; enfermedades hepaticas,
sindromes de malabsorcién, nutricion enteral a largo plazo. Por el contrario, se puede
encontrar un incremento de las concentraciones plasmaticas de P-caroteno en algunos
trastornos metabdlicos (hipotiroidismo, diabetes), durante la suplementacién de la dieta con

B-caroteno y cuando el consumo dietético se incrementa. (Thérond, Bonnefont-Rousselot, Davit-Spraul

y col. 2000.)

7.5.3.4.- Coencima Q100 Ubiquinol

La Ubiquinona o Coenzima Qi es un componente esencial de la cadena de transporte
de electrones en la mitocondria (Olson y Rudney. 1993). También ha Se ha encontrado que inhibe
la iniciacién y propagacion de peroxidacion de los lipidos (Frei, kim y Ames. 1990). La forma
antioxidante es el ubiquinol (CoQ10H2), que es el producto de la reduccion de ubiquinona, y

cuyo estado redox es controlado por un mecanismo enzimatico (Mohr, Bowry y Stocker. 1992).
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Ademads de su directo efecto antioxidante, podria estar involucrado en la regeneracién de
otros antioxidantes liposolubles como el a-tocoferol (Ernster, Forsmark y Nordenbrand. 1992). La

determinacion de ubiquinol en plasma se realiza mediante HPLC.

El manejo de todas las muestras debe ser realizado a la sombra para evitar la
descomposicién fotoquimica de CoQ,o. De sangre venosa las muestras se recogen en tubos

heparinizados, se centrifuga, y el plasma se congela a -802C 30 minutos después del muestreo.

La determinacion por HPLC utiliza la oxidacidn de las muestras de suero antes de su
analisis, por lo que los resultados se expresan como ubiquinona (Laaksonen, RiihimaE, Laitila y col.
1995). Estos autores sefialan el hecho de que los niveles séricos de ubiquinona dependen
principalmente de la cantidad de lipoproteinas que contienen la ubiquinona en circulacion, y
que tienen un valor medio aproximado de 0,6 mg/L (Segun lo determinado en los trabajadores

y estudiantes universitarios de Helsinki).

7.5.3.5.- La vitamina C

La vitamina C (acido ascérbico) es el mas potente antioxidante intra y extracelular.
Neutraliza el los superdxidos, hidroxilos y los radicales pirdxilo, reaccionando con el hipoclorito
y singlete de oxigeno (Sies y Stahl. 1995). La determinacion de vitamina C en el plasma requiere
una gran cautela, debido a la gran oxidabilidad de este compuesto y la inestabilidad del dcido
dehidroascérbico (Bates, Rutishauser, Black y col. 1994). Las muestras de plasma deben ser analizadas
lo antes posible con el fin de evitar la redistribucién de dacido ascérbico del plasma a los
eritrocitos y la oxidacién del acido ascorbico (Lof wik, Schrijver y Wedel. 1991). Dado que el acido
ascorbico se oxida rapidamente en pH neutro o alcalino, el plasma debe ser inmediatamente

analizado tras su la separacion por centrifugacion.

La vitamina C puede ser analizada mediante un método colorimétrico basado en la
oxidacion del dacido ascérbico por cobre para formar acido dehidroascérbico y 2,3-
dicetogulonico. Estos productos reaccionan en medio sulfdrico con 2,4- dinitrofenilhidrazina
obteniendo dinitrofenilhidrazonas de las que se determina su absorvancia a 520 nm. Sin

embargo, el HPLC (técnica se utilizan habitualmente) tiene la ventaja de permitir la deteccidn
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de vitamina C y sus subproductos de la degradacion. (Thérond, Bonnefont-Rousselot, Davit-Spraul y col.

2000).

Se han descrito otros métodos de deteccién, como descrito por speek et al. (Speek,
Schrijver y Schreurs. 1984) basado en la reaccion de la forma oxidada (acido dehidroascérbico) con
un compuesto fluorescente (ortofenilendiamina) seguida de la separacién por HPLC vy

deteccidn por fluorescencia utilizando el acido ascdrbico como estandar.

7.6.- ESTRES OXIDATIVO EN EL PACIENTE CRITICO

La inflamacién es un mecanismo fisioldgico producido en respuesta a las lesiones y por
lo general en el sitio de la lesién. Cuando el control local se pierde o es demasiado activo como
resultado a una respuesta sistémica exagerada, la situacidn se ha identificado clinicamente
como sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) (Davis y Hagen. 1997). Sin tener en
cuenta la patogenia, cualquier agresién induce la liberacion de mediadores proinflamatorios,
incluyendo intermediarios reactivos del oxigeno (ROI), posiblemente como consecuencia de la
activacion de leucocitos polimorfonucleares y otras células del reticulo-endotelial. Estos ROI
reaccionan con todo tipo de sustratos bioldgicos, especialmente con los acidos grasos

poliinsaturados (Yu, 1994).

El estrés oxidativo es reflejo del desequilibrio del estado redox, constituyendo una via
gue puede constituir un dano tisular producido durante una respuesta sistémica a la lesidn.
Recientemente, Tsal et al. (Tsal, Hsu, Kong y col. 2000) demostrd que en los pacientes con SIRS, en
comparacion con sujetos sanos, se observa una reduccidn significativa de los niveles
plasmaticos de los antioxidantes lipidicos y aumento de la peroxidacidn, lo que sugiere que los
pacientes con SRIS poseen un equilibrio redox alterado. Por otra parte, anteriormente se
mostro (Alonso de Vega, Diaz, Serrano y col. 2000) en pacientes ingresados en una unidad de cuidados
intensivos (UCI) una asociacién significativa entre el desequilibrio redox en plasma con la
gravedad de la enfermedad, lo que sugiere que la gravedad de la enfermedad en los pacientes

ingresados en la UCl se relaciona con el grado de estrés oxidativo.
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1998) o disminucidon de antioxidantes (Schorah, Downing, Piripitsi y col. 1996). Actualmente se estan
estudiando muchos de los indicadores biolégicos de dafio oxidativo, con el fin de que los

resultados puedan ayudar a determinar el dafio producido por las especies reactivas del

Pacientes en estado critico puede tener el aumento del nivel de ROS (Oidham y Bowen.

oxigeno.

comun o de biomarcadores el estrés oxidativo (Goodyear-Bruch y Pierce. 2002). Ademas existen
otros parametros de laboratorio que indican que la produccién de Radicales libres, como las
mediciones de niveles de antioxidante (a-tocoferol, B-caroteno, selenio) y actividad de las

enzimas antioxidantes (SOD, catalasa, GPx) las cuales han sido muy investigadas en pacientes

Cualquiera de las sustancias en la Tabla podria emplearse como indicador de uso

en situacidn de estrés oxidativo (Gutteridge y Mitchell. 1999).
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Tabla 30.- Marcadores bioldgicos de estrés oxidativo

Marcadores biolégicos de estrés oxidativo

Determinado en:

Sustancia

Reduccion de glutation
Glutation peroxidasa
Superdxido dismutasa
Perdxidos de lipidos
Proteinas carbonilo
Malondialdehido
Catalasa

Tocoferol

Carotenos

Selenio

Acido ascorbico
Isoprostanos F2
Sustancias thiobarbituricas
8-oxo-7,8-dihidro-2-desoxiguanosna
Perdxido de hidrogeno
8-isoprostano

Sustancias thiobarbituricas
Alquinos metilados, pentano, etanol
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8.- SELENOPROTEINAS

La evidencia de los efectos beneficiosos del selenio para los seres vivos son
relativamente recientes, por primera vez en 1957 por Schwartz y Foltz (Schwarz y Mertz. 1957)
constataron que el selenio protegia a ratas deficientes en vitamina E de necrosis hepatica,
aungque su esencialidad nutricional no se demostré hasta 1973 cuando se comprobd su funcién

bioquimica en animales (Van Dael y Deelstra. 1993).

Tabla 31: Principales funciones y localizacion de las distintas selenoproteinas

Selenoproteina KDa Funciones Localizacion
Glutation Peroxidasa Antioxidante
Glutation Celular (GPx1) 88 Antioxidante y reserva de selenio Citosol
Glutation (22 x Antioxidante (proteccion frente a Tracto Gastrointestinal
Gastrointestinal (GPx2) 4) hidroperdxidos lipidicos)
Glutation Plasmatica 88 Antioxidante Plasma, Leche materna, Rifion
(GPx3)
. Antioxidante (proteccion frente a Membrana celular, nucleo,
Fosfolipido . . s . . .
. ) 19 hidroperdxidos lipidicos en la citosol y/o mitocondrias,
Hidroperoxidasa (GPx4) .
membrana celular) espermatozoides
Yodotironina deyonidasa Regulacion del tiroides
Tipo 1 (ID1) 30 Produccion de T3 Tiroides, higado y rifion
Glandula tiroidea, glandula
Tipo 2 (ID2) 30 Produccion de T3 pituitaria, SNC, esqueleto,
musculo cardiaco
Tipo 3 (ID3) 30 Degradacion de T3 Cerebro, piel placenta
Antioxidante, regulacion procesos , , .
" . . ] . Células cancerigenas, tejidos,
Tioredoxina reductasa 11 redox intracelulares y proliferacion o
piel, tiroides
celular
. y
Selenofosfato sintetasa 50 SRR (SIS bacterias
de SeCys
Antioxidante, transporte, reserva de Plasma sanguineo de
Selenoproteina P 57 ’ Sep ’ mamiferos, tiroides, higado,
corazon, pulmén
Posible funcion redox y ,
., .. . Musculo, bazo, testiculos,
Selenoproteina W 15 antioxidanteinvolucrado en used ‘ eu
. . cerebro
metabolismo cardiaco
Selenoproteina - 15 kDa 15 Funcion redox Prostata, tiroides
Selenoproteina - 34 kDa 34 Movilidad de espermatozoides Espermatozoides (ratas)
Selenoproteina - 18 kDa 18 Reserva Rifion y otros tejidos

Recogido de: Cabafiero. 2005
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Se descubrid la importancia de la funcidn bioldgica del selenio debida a su accién
reductora, a través de la selenocisteina presente en la enzima glutation peroxidasa (GPx).
Desde entonces se han identificado otras funciones bioquimicas y fisiolégicas del selenio
relacionadas con su presencia como selenoproteinas en los tejidos y los fluidos bioldgicos de
los mamiferos. El nimero de selenoproteinas en estos animales ha sido estimado entre 30 y
50. En la actualidad se han identificado unas 35 selenoproteinas, de ellas, 18 han sido
secuenciadas (Birringer, Pilawa y Flohé. 2002) y se conoce la funcidn enzimatica de mds de 10. En la

Tabla 31 se muestra un resumen de las principales selenoproteinas identificadas

A continuacion se describen brevemente el papel bioldgico de las principales

selenoproteinas

8.1.- GLUTATIONAS PEROXIDASAS

Fueron descubiertas en 1957 por Mills, aunque hasta 1973 no se demostrd que el
selenio era un componente esencial de las mismas (Flohe, Giinzler y Shock. 1973). Al ser las

primeras selenoproteinas descritas, su estructura y funcién son las que estdn mejor definidas.

La principal funcién de esta familia de selenoproteinas es la proteccion de las células
frente a la oxidacién por parte de especies reactivas del oxigeno como superdéxido, perdxido de
hidrégeno y radicales hidoxilo. Para ello las GPxs catalizan la reduccién de perdxidos e
hidroperdxidos que podrian causar dafios a células y tejidos a través de la oxidacion del
glutation reducido (GSH) en glutatidon oxidado (GSSG) (Figura 13). La principal participacion
fisiolégica de la GSH-Px es aportar una segunda linea de defensa contra los hidroperéxidos,
manteniendo niveles adecuadamente bajos de perdxido de hidrégeno (H202) dentro de las

células, reduciendo de esta forma el estrés oxidativo.

Como consecuencia, el selenio, como parte de las glutationas peroxidasas, es
considerado un agente antioxidante y con funciones independientes de la vitamina E, el hierro
(como cofactor en catalasa), el zinc y el cobre (como cofactor en superéxido dismutasa). Estos
antioxidantes evitan la accién de los radicales libres, que pueden dafar el ADN, proteinas,

carbohidratos y lipidos en el organismo (Holben y Smith. 1999; Fang, Yang y Wu. 2002).
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Figura 14.- Reduccion de radicales libres a través de la oxidacion del GSH

GSH - Px
H,0, H,0
2GSH GSSG

GR + FAO
NADP+ NADPH

NADPH: Sustrato
FAO: Flavina adenina dinucleotido (cofactor)
GR: Glutation Reductasa

Se han identificado 4 GPxs diferentes, cada una de las cuales contiene un residuo de
selenocisteina por subunidad. Son estructural, cinética, inmunoldgica, electroforética vy
genéticamente diferentes y tienen funciones tanto individuales como comunes (Daniels. 1996)

por lo que en caso de deficiencia de selenio la regulacion de cada una de ellas es diferente

(Patching y Gardiner. 1999).

Glutation Peroxidasa 1 (GPx1) también denominada glutation peroxidasa celular,
clasica o citosdlica es un homotetrdmero de unos 88 kDa que estd presente en el citosol de
todas las células (Burk y Hill. 1993) fundamentalmente se encuentra en el higado y en los
eritrocitos. Es la proteina mas abundante en mamiferos considerada como una de las
principales proteinas antioxidantes (Tapiero, Townsend y Tew, 2003). La actividad de la glutationa
peroxidasa celular ha sido durante mucho tiempo la Unica funcidon bioquimica conocida del
selenio, por lo que la medida de la actividad de esta enzima se emplea en la evaluacion del el

estatus nutricional de selenio.

Estados deficientes de selenio originan importantes pérdidas en su actividad, mayores
qgue las que se producen en otras selenoproteinas, y su recuperacién es mas lenta tras la

administracion de complementos nutricionales. Por ello, se piensa que esta enzima podria
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tener una doble funcién, no solo como antioxidante, si no también como reservorio de selenio
(Burk y Gregory. 1982; Yang, Hill y Burk. 1989; Sunde. 1990). También parece estar asociada a las
propiedades anticancerigenas del selenio, dado que su expresion se ve alterada en las células

malignas.

Glutation Peroxidasa 2 (GPx2) o glutation peroxidasa gastrointestinal es un
tetramero formado por subunidades idénticas de 22 kDa. De estudios con animales se
concluye que su actividad principal se encuentra en el tracto gastrointestinal y juega un papel
importante en la proteccién de los mamiferos frente a la toxicidad de hidroperdxidos lipidicos

ingeridos (Chu, Doroshow y Esworthy. 1993)

Glutation Peroxidasa 3 (GPx3) o glutation peroxidasa plasmadtica difiere del resto de
GPx en que es una glucoproteina de unos 88 kDa y la Unica de cardcter extracelular. Fue
purificada y caracterizada en el plasma humano, aunque también se ha encontrado en la leche

materna (Bhattacharya, Picciano y Milner. 1988.) y parece que es sintetizada por las células del rifién

(Avissar, Ornt, Yagil y col. 1994).

Sus niveles de concentracién en el plasma son extremadamente bajos, por lo que sus
propiedades antioxidantes son mucho menores que las de otros substratos como Ia
tiorredoxina o la tiorredoxina reductasa. Aun asi, es la selenoproteina mas abundante en el

plasma después de la selenoproteina P.

Glutation Peroxidasa 4 (GPx4) o fosfolipido hidroperoxidasa, cuya funcién principal
consiste en reducir los acidos grasos hidroperdxidos que son esterificados a fosfolipidos (Ursini,
Maiorino y  Gregolin. 1985). También se ha demostrado que reduce los hidroperéxidos del
colesterol y del ester del colesterol en membranas y lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Thomas, Maiorino, Ursini y col. 1990; Thomas, Geiger, Maiorino y col. 1990). Es una de las selenoproteinas
mas abundantes en mamiferos. Esta constituida por un mondmero de unos 19 kDa, y puede
encontrarse libre y soluble o enlazada en la membrana celular. Se localiza tanto en el nucleo
como en el citosol y mitocondria (Tapiero, Townsend y Tew. 2003).

Su funcion fundamental es la de participacion en la maduracidn del esrperma,
interviniendo en la formacion de la base estructural de la capsula espermatica en
espermatozoides maduros, de modo que en condiciones deficientes de selenio, la

incorporacién de selenio a esta enzima es preferente frente a la incorportacion a la GPx1. Se
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ha sugerido que puede ejercer una funcidn en el sistema reproductivo masculino con un doble
caracter: con una funcion estructural necesaria para la correcta movilidad del esperma maduro

y como antioxidante en los espermatozoides (Gladyshev y Hatfield. 1999; Miura, Himeno, Koide y col.

2000).

8.2- YODOTIRONINAS DEYODINASAS

Se han identificado tres yodotironina deyodinasas diferentes (denominadas tipo 1, 2 y
3), codificadas por distintos genes y que muestran diferente especificidad, pero que estan muy
relacionadas entre si. Estas selenoproteinas contienen selenocisteina en su centro activo y son
esenciales para la regulacién del metabolismo de la hormona tiroidea. De ellas la tipo 1

(yodotironina 5°-deyodinasa) es probablemente la mds importante (Cabafiero Ortiz. 2005).

Actlan produciendo y regulando el nivel de la forma activa de la hormona tiroidea
3,3’-5 triyodotironina (T3) a partir de tiroxina (Larsen y Berry. 1995) También catalizan la
desyodonizacién de la tiroxina (T4) a triyodotironina, ésta ultima necesaria para el correcto
metabolismo de la hormona tiroidea, de ahi las funciones endocrinas del selenio y su papel en

el correcto crecimiento y desarrollo (Gladyshev y Hatfield. 1999; Behne, Hammel, Pfeifer y col. 1998).

La yodotironina deyodinasa tipo 1 (ID1) fue la primera en ser caracterizada como una
selenoenzima. Se trata de un dimero con dos subunidades idénticas cada una de las cuales
contiene un residuo de selenocisteina. Fue la primera selenoproteina en la que se observé la

secuencia de insercidn de la SeCys mediante el triplete UGA.

Se encuentra fundamentalmente en la tiroides y en tejidos periféricos como higado y

rinones (Patching y Gardiner. 1999; Behne, Hammel, Pfeifer y col.1998).

La forma ID2 presenta un peso molecular de unos 30 kDa y se expresa en la glandula
pituitaria, sistema nervioso central, placenta y tejido adiposo de humanos y ratas, asi como en
la glandula tiroidea, esqueleto y musculo cardiaco de humanos, pero no de ratas. Su funcién
fisiolégica principal es la produccién de T3 local (intracelular). Finalmente layodotironina
deyodinasa tipo 3 (ID3) se encuentra en cerebro, piel y placenta, y es la responsable de la

degradacién de la forma activa de la hormona tiroidea para formar distintas especies inactivas.
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8.3.- TIORREDOXINA REDUCTASA

Selenoenzima que actla como antioxidante y se encuentra en todos los tejidos. Es
responsable de la degradacidn de peréxidos e hidroperdéxidos fuera de las membranas
celulares. También regula el metabolismo de la vitamina K3, el crecimiento celular y la
actividad de la proteina p53 supresora de tumores (Mustacich y Powis. 2000). Junto con la
tiorredoxina, la tiorredoxina reductasa constituye un sistema eficaz de reduccion de disulfuros
proteicos (Holmgren y Bjérnstedt. 1995). Ademas, es responsable del incremento de los niveles de
selenio en la célula. La adicion de selenio a los humanos mediante suplementos incrementa su

actividad antioxidativa 40 veces en células epiteliales (Gallegos, Berggren, Gasdaska y col.1997).

Estd formada por dos unidades idénticas de 5.5 kDa, donde la SeCys constituye el
penultimo residuo antes del extremo C-terminal, a diferencia de la mayoria de las
selenoproteinas que contienen este selenoaminoacido en el extremo N-terminal. La
tiorredoxina reductasa es una enzima que controla y reduce la expresion de tiorredoxina, cuyo
aumento ha sido observado en diversos tumores humanos. Estudios recientes demuestran que
bajos niveles de selenio disminuyen la actividad de la enzima y pueden estar relacionados con
la habilidad de la célula para sufrir apoptosis, lo que incrementa el riesgo de padecer cancer.

(Cabariero Ortiz. 2005).

8.4.- SELENOFOSFATO SINTETASA

Es una de las enzimas necesarias para la incorporacién de la selenocisteina en las

selenoproteinas. En humanos se han identificado dos formas de esta enzima: Spl y Sp2

(Guimardes, Peterson, Vicari y col. 1996) sin embargo, solo la Sp2 es una selenoproteina. Su funcién

especifica es catalizar la produccién de selenofosfato, un donante de selenio en las reacciones

bioldgicas.

8.5.- SELENOPROTEINA P

Polipéptido glicosilado de unos 57 kDa, mayoritario en el plasma sanguineo de los

mamiferos. Contiene aproximadamente el 50% del selenio presente en el plasma y es la Unica
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selenoproteina caracterizada que contiene multiples residuos SeCys (Burk y Hill. 1999). En estados
carenciales de selenio, su sintesis parece ser preferente frente a la de las glutationas

peroxidasas (Persson-Moschos, Huang, Srikumar y col. 1995; Patching y Gardiner. 1999).

Su funcién biolédgica no es muy clara, aunque originalmente se pensd que tenia una
funcidn de transporte, distribuyendo el selenio a los diferentes érganos. Aunque no se admite
de forma generalizada, el alto numero de residuos de selenocisteina por molécula y su
facilidad para degradarse han hecho pensar en un posible papel como forma de transporte de
dicho aminoacido a través del organismo para utilizarlo en la sintesis de otras proteinas (Suzuki,
Ishiwata y Ogra. 1999). También se ha asumido que actla como antioxidante extracelular
contribuyendo a la descomposicion del peroxinitrito, accion que comparte con otras
selenoproteinas. Esta funcién antioxidante la llevaria acabo principalmente en el sistema
vascular y ademas podria proteger de la oxidacidén a las membranas celulares (Suzuki, Ishiwata y
Ogra. 1999). Se sintetiza principalmente en higado, corazén y pulmones, desde donde se libera al

aparato circulatorio.

Por otro lado, es capaz de unirse a metales pesados debido a que posee gran nimero
de residuos de histidina y cisteina. En este sentido, varios trabajos han relacionado a la
selenoproteina P con la capacidad del selenio para disminuir la toxicidad de los metales
pesados concretamente mercurio, plata, cadmio, plomo, platino, estafio y talio. El mecanismo
de accién sugerido implica la formacién de complejos metal-selenio que se unen
posteriormente a la selenoproteina P originando complejos ternarios del tipo [(Se-metal)n]m-

Selenoproteina P (Suzuki, Sasakura y Yoneda. 1998; Yoneda y Suzuki. 1997).

8.6.- SELENOPROTEINA W

Se trata de una selenoproteina de bajo peso molecular (15 kDa) que contiene un solo
residuo de selenocisteina en un centro redox activo en el extremo N-terminal y se encuentra
principalmente en los musculos, aunque también en el bazo, los testiculos y el cerebro. Su
funcién se ha asociado con la enfermedad del musculo blanco, un desorden metabdlico
caracterizado por la calcificacidon de los musculos esqueléticos, que remite cuando se lleva a

cabo una suplementacién con selenio. Asimismo, se ha especulado con la posibilidad de que la
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selenoproteina W esté involucrada en el metabolismo cardiaco y muscular, sin descartar un

posible efecto antioxidante (Whanger, 2000).

8.7.- SELENOPROTEINA DE 15 KDA

Proteina que contiene un Unico residuo de SeCys en la mitad de la cadena peptidica
Cys-Gly-SeCys-Lys. No presenta analogias en la secuencia con ninguna de las anteriores y su
funcidn, aunque desconocida, parece estar relacionada con una proteccion anticancerigena en
las células secretoras. Se ha detectado en una gran variedad de tejidos, fundamentalmente en

la préstata y el tiroides de humanos, ratones y ratas (Gladishev y Hatfield. 1999; Behne, Hammel, Pfeifer

y col. 1998).

8.8.- SELENOPROTEINA EN LA CAPSULA MITOCONDRIAL DE LOS ESPERMATOZOIDES

Selenoproteina de unos 34 kDa identificada en 1978 por Calvin en los espermatozoides
de ratas, y que no ha sido encontrada en ningun otro tejido, aunque en la actualidad existe

cierta controversia sobre si se trata de una Unica selenoproteina o es una variedad de la GPx4

(Roveri, Casasco, Maiorino y col. 1992, Roveri, Maiorino, Nisii y col. 1994).

Algunos estudios indican que la sintesis de esta proteina se inhibe cuando existe
deficiencia de selenio, produciéndose esterilidad por disminucién en la movilidad de los
espermatozoides, lugar donde se encuentran los niveles de concentracién mas altos de selenio

en los tejidos de mamiferos (Holben y Smith. 1999; Behne, Hammel, Pfeifer y col. 1998).

9.- ASPECTOS GENERALES SOBRE LA GENETICA EN LA NUTRICION

Como solia mencionar Grande Covian, el nacimiento de la nutricidn como ciencia es
reciente y puede situarse hacia 1785, coincidiendo con la figura de Lavoisier y la llegada de la
llamada “revolucion quimica” (Carpenter. 2003). Hasta entonces, practicamente no existia
ninguna investigacion relacionada con la nutricién por lo que los investigadores disfrutaron de

un campo completamente abierto durante el primer siglo de investigacién nutricional, aunque
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su capacidad se veia restringida por lo limitado de las herramientas tecnoldgicas a las que

tenian acceso.

Desde entonces, el interés de los investigadores dedicados al estudio de la nutricién ha
reflejado los problemas nutricionales a los que han hecho frente los humanos en el transcurso
de la historia (Carpenter. 2003). En un principio, las enfermedades asociadas a la nutricion se
debian basicamente a deficiencias, entre las que se encontraban el escorbuto y el cretinismo. A
comienzos del siglo XX, la atencién seguia puesta en las enfermedades relacionadas con las
deficiencias, incluyendo la anemia, el beriberi, el raquitismo, la xeroftalmia y la pelagra, entre

otras.

Estos descubrimientos clave abrieron las puertas de la “era de las vitaminas”, también
descrita como la “edad de oro de la nutricion”, que comenzé alrededor de 1912 y se prolongé
hasta los afios cuarenta. Por aquel entonces, se habian descubierto practicamente todos los
nutrientes e identificado las causas de las enfermedades ligadas a las deficiencias

nutricionales, y se habia generado el conocimiento para prevenirlas y curarlas.

Finalizada la Segunda Guerra Mundial, y gracias a la perspicaz visidon de investigadores
como (Keys, Ordovds y Carmena. 2008), comienza a emerger el problema de las enfermedades
crénicas no transmisibles, como la arteriosclerosis y la diabetes mellitus tipo 2, aunque
transcurrieron algunas décadas antes de que la comunidad cientifica y el publico en general se

convencieran de que estas enfermedades se debian principalmente a la alimentacidn (Carpenter.

2003).

Actualmente nos encontramos en la “revolucion genémica”. Estamos viviendo, en la
vanguardia de la transicién de la nutricidn clasica a la molecular (German, Roberts y Watkins. 2003).
Habiendo ya mencionado a Francisco Grande y a Ancel Keys, es interesante destacar que una
buena parte de esos avances se esta produciendo en el area del metabolismo lipidico y
enfermedades relacionadas con su patologia, un campo que fue fértilmente cultivado por

dichos investigadores.
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Interacciones gen-dieta:

La existencia de un componente genético responsable de las diferencias en la
respuesta dietética fue propuesta por primera vez hace ya varias décadas (Holtzman. 1998), pero
solo recientemente se ha empezado a examinar las interacciones gen-nutriente a escala
molecular y, en su mayoria, los estudios destinados a elucidarlas han sido controvertidos y no

concluyentes.

El concepto de “ambiente” es extremadamente complejo y amplio, ya que va desde el
habito de fumar, al consumo de drogas, la exposicion a toxinas, los estatus educativos y
socioecondmicos... de tal modo que en realidad, la ingesta alimenticia es un factor ambiental
al que todos estamos permanentemente expuestos desde la concepcion hasta la muerte,
siendo por ello que los habitos dietéticos son un factor ambiental clave para la modulacién de

la expresion génica a través de los diferentes estadios vitales.

El concepto de interaccion gen-dieta describe la modulacion del efecto de un
componente dietético sobre un fenotipo especifico (por ejemplo, la concentracion plasmatica
de lipidos, la obesidad o la glucemia) por un polimorfismo genético. En términos de
interacciones gen-dieta en enfermedades comunes y multifactoriales, el desarrollo mas rapido
se ha dado en el drea del riesgo de enfermedades cardiovasculares, que puede cuantificarse

facilmente midiendo, por ejemplo, las concentraciones de colesterol plasmatico.

9.1.- CONCEPTO DE NUTRIGENOMICA Y NUTRIGENETICA

Propulsada por estas nuevas tecnologias, la ciencia de la nutricidon ha introducido el
término de “gendmica nutricional”. La gendmica nutricional es la aplicacién de la biologia
molecular a la investigacidn nutricional, (Van Ommen y Stierum R. 2003; Van Ommen. 2004) estudiando
las interacciones funcionales de los alimentos y sus componentes con el genoma a nivel
molecular, celular y sistémico, con el objetivo de prevenir o tratar enfermedades a través de la
dieta. Dentro del concepto global de gendmica nutricional, se utilizan dos términos:

“nutrigendmica” y “nutrigenética”.
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La nutrigenética: estudia el efecto de la variacién genética en la interaccién entre dieta
y enfermedad. Esto incluye la identificacion y caracterizacidén de las variantes génicas asociadas
o responsables de las diferentes respuestas a los nutrientes. El objetivo de la nutrigenética es
generar recomendaciones relacionadas con los riesgos y beneficios de las dietas o
componentes dietéticos especificos para la persona. También se la ha llamado “nutricion

personalizada”y “nutricion individualizada”.

La nutrigendmica: se centra en el efecto de los nutrientes sobre el genoma. Sin
embargo, al tratarse de una nueva area de interés cientifico, no es sorprendente que estos

conceptos hayan dado pie a diferentes definiciones como las que se describen a continuacion:

(Van Ommen. 2004; Muller y Kersten. 2003; Elliott y Ong. 2002).

Tabla 32.- La gendmica definida por varios autores

La Gendmica Nutricional definida por varios autores

Genomica nutricional: La aplicacion de tecnologias genomicas (Elliott y Ong . 2002) funcionales de alto
rendimiento en la investigacion nutricional. Estas tecnologias pueden ser integradas con las bases de
datos de secuencias gendomicas y con la variabilidad genética interindividual, permitiendo que el proceso
de expresion génica sea estudiado con muchos miles de genes en paralelo.

Gendmica nutricional o nutrigenémica: La integracion de la biologia de sistemas en la investigacion
nutricional (Vvan Ommeny Stierum. 2002).

Nutrigendmica: La nutrigendmica es el estudio de las relaciones moleculares entre estimulos
nutricionales y la respuesta de los genes (Chavez y Munoz de Chavez. 2003).

Genomica nutricional: Puede ayudar a los cientificos a interpretar la compleja interaccion gen-nutriente
y el vinculo entre las anormalidades genéticas y la enfermedad, a analizar e integrar los vastos
conjuntos de datos que estas técnicas y estudios producen y, después, a identificar nuevos
biomarcadores (Kritchevsky. 2003).

Nutrigendmica: La aplicacion de herramientas gendmicas de alto rendimiento en la investigacion
nutricional (Muller y Kersten. 2003). Aplicada sabiamente, favorecerd una mejor comprension de como la
nutricion influye en las vias metabdlicas y en el control homeostdtico, de como esta regulacion es
obstaculizada en la fase temprana de una enfermedad relacionada con la dieta, y hasta qué punto los
genotipos individuales sensibilizantes contribuyen a tal enfermedad.

Genodmica nutricional o “Nutrigenémica”: Se ocupa de la interaccion entre los nutrientes y la expresion
de los genes utilizando técnicas como la de las microsecuencias de ADN y la PCR (Trayhurn. 2003) en
tiempo real. Implica la caracterizacion de los productos génicos y de la funcion e interacciones
fisiolégicas de sus productos; lo ultimo incluye el como los nutrientes tienen un impacto sobre la
produccion y la accion de productos génicos especificos y como estas proteinas, a su vez, afectan a la
respuesta frente a los nutrientes.

Recogido de: Ordovas, Carmenay Corella. 2002
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9.2.- ELARN Y EL ADN. SIMILITUDES Y DIFERENCIAS

El acido desoxirribonucleico, frecuentemente abreviado como ADN o DNA,
(deoxyribonucleic acid), es un tipo de 4cido nucleico, una macromolécula que forma parte de
todas las células. Contiene la informacion genética usada en el desarrollo y el funcionamiento
de los organismos Vvivos conocidos y de algunos Vvirus, y es el responsable de su transmisién

hereditaria.

Desde el punto de vista quimico, el ADN es un

E*O R base
polimero compuesto por muchos nucleétidos conectados (hefe guanine)
entre si, cada nucleétido, a su vez, esta formado por una

_ . . O OH //L
desoxirribosa, una base nitrogenada (adenina—>A, o= FI’ o & NH;
5

|
timina—=>T, citosina=>C o guanina—>G) y un grupo fosfato o

, . . 5'=3 ribose
gue actia como enlace. En los organismos vivos, el ADN direction
- O OH
se presenta como una doble cadena de nucleétidos, en la I
phosphate O:P—O\
, . , [
que las dos hebras estdn unidas entre si por unas o]
conexiones denominadas puentes de hidrégeno. Figura 15: Estructura de nucleotidos

La disposicion secuencial de estas cuatro bases a lo largo de la cadena es la que
codifica la informacidn genética: por ejemplo, una secuencia de ADN puede ser

ATGCTAGATCGC...

El 4cido ribonucleico ARN o RNA (RiboNucleic Acid,) es un acido nucleico formado por
una cadena de ribonucleétidos. Esta presente tanto en las células procariotas como en las
eucariotas, y es el Unico material genético de ciertos virus. El ARN celular es lineal y de hebra
sencilla. Desempefia diversas funciones, siendo la molécula que dirige las etapas intermedias
de la sintesis proteica transfiriendo la informacion del ADN para la sintesis de proteinas. Varios
tipos de ARN regulan la expresidn génica, mientras que otros tienen actividad catalitica. Tanto
el ADN como el ARN estan formados por una cadena de mondmeros repetitivos llamados

nucledtidos unidos unos a otros mediante enlaces fosfodiéster cargados negativamente.
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Figura 16.- Estuctura primaria del ADN y ADN

Sugar
Phosphate
backbone

RNA DNA

Nitrogenous Nitrogenous
Bases Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid Bases

Cada nucleétido esta formado por una molécula de ribosa, un grupo fosfato, y uno de

cuatro posibles compuestos nitrogenados (adenina—=>A, uracilo>U, citosina—C o guanina=>G)

La biosintesis de ARN esta catalizada normalmente por la enzima ARN polimerasa
usando una hebra de ADN como molde, durante la transcripcion. Por tanto, todos los ARN
celulares provienen de copias de genes presentes en el ADN. Tras la transcripcién, la mayoria

de los ARN son modificados por enzimas.

Los carbonos de la ribosa se numeran de 1' a 5' en sentido horario. La base nitrogenada
se une al carbono 1'; el grupo fosfato se une al carbono 5' y al carbono 3' de la ribosa del
siguiente nucledtido. El fosfato tiene una carga negativa a pH fisiolégico lo que confiere al ARN
caracter polianionico. Las bases puricas (adenina y guanina) pueden formar puentes de
hidrégeno con las pirimidinicas (uracilo y citosina) segun el esquema C=G y A=U."*> Ademds, son
posibles otras interacciones, como el apilamiento de bases (Barciszewski, Frederic y Clark.

1999).

Existen 3 procesos esenciales en la sintesis proteica:
1) Duplicacion o Replicacion del ADN
2) Transcripcion del ADN
3) Traduccion del ADN

187


http://es.wikipedia.org/wiki/Ribosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fosfato
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenina
http://es.wikipedia.org/wiki/Citosina
http://es.wikipedia.org/wiki/Guanina
http://es.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://es.wikipedia.org/wiki/ARN_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Transcripci%C3%B3n_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Gen
http://es.wikipedia.org/wiki/Base_nitrogenada
http://es.wikipedia.org/wiki/PH
http://es.wikipedia.org/wiki/Ani%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Purina
http://es.wikipedia.org/wiki/Puentes_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Puentes_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Puentes_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Pirimidina
http://es.wikipedia.org/wiki/RNA#cite_note-pmid15561141-11

Elena Millan Adame

9.3- REPLICACION DEL ADN

El proceso de replicacion de ADN es el mecanismo que permite al ADN duplicarse (es
decir, sintetizar una copia idéntica). De este modo a partir de una molécula de ADN Unica, se
obtienen dos o mas "clones" de la primera. Esta duplicacidon del material genético se produce
de acuerdo con un mecanismo semiconservativo, es decir, que las dos cadenas
complementarias del ADN original, al separarse, sirven de molde para la sintesis de cada una
de las nuevas cadenas complementarias, de forma que cada doble hélice nueva contiene una

de las cadenas del ADN original.

Gracias a la complementariedad entre las bases que forman la secuencia de cada una
de las cadenas, el ADN tiene la importante propiedad de reproducirse idénticamente, lo que
permite que la informacidn genética se transmita de una célula madre a las células hijas,

siendo esta la base de la herencia del material genético.

Para este proceso, la molécula de ADN se abre como una cremallera por ruptura de los
puentes de hidrégeno entre las bases complementarias, pudiendo asi la ADN polimerasa
sintetizar la cadena complementaria afiadiendo los nucledtidos complementarios que se
encuentran dispersos en el nucleo, siendo de esta forma, cada nueva molécula es idéntica a la

molécula de ADN inicial.

La replicacion comienza en los denominados “origenes de
replicacion” donde las proteinas iniciadoras reconocen las
secuencias de nucledtidos especificas en esos puntos y facilitan la
fijacion de otras proteinas que permitiran la separacion de las dos
hebras de ADN formdndose una horquilla de replicacion,
llevandose a cabo la replicacidn del ADN, la cual avanza de forma
secuencial de manera bidireccional, es decir, a partir de cada
origen se sintetizan las dos cadenas en ambos sentidos,
interviniendo un gran numero de enzimas y proteinas intervienen

en el mecanismo molecular de la replicacién, formando el

llamado “complejo de replicacion o replisoma”.

Figura 17.- Horquilla de replicacion del ADN
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La cantidad de ADN que se puede sintetizar a partir de un Unico origen de replicacién
se denomina “replicon” o unidad funcional de replicacion. En las células eucariotas, la
replicaciéon del ADN se inicia en multiples origenes a la vez, existiendo uno cada 20 kb

aproximadamente (Watson, Baker, Bell y col. 2006).

La replicacidn avanza en forma de horquilla debido a que en la célula ambas cadenas
de la doble hélice de ADN se duplican al, por lo que estas deben separarse para que cada una

de ellas sirva de molde para la sintesis de una cadena.

Por eso, la replicacién avanza con una estructura en forma de horquilla formandose
una burbuja u ojo de replicacidn (Benito. 2008). que avanza en direccién a la regién de ADN no
duplicado dejando atras los dos moldes de ADN de cadena simple donde se esta produciendo

la replicacién (Watson, Baker, Bell y col. 2006).

La replicacién siempre se produce en sentido 5' = 3', siendo el extremo 3'-OH libre el
punto a partir del cual se produce la elongacion del ADN, lo cual plantea un problema, ya que
las cadenas tienen que duplicarse simultdneamente a pesar de que son antiparalelas, es decir,
que cada cadena tiene el extremo 5' enfrentado con el extremo 3' de la otra cadena. Por ello,

una de las cadenas deberia ser sintetizada en direccion 3' - 5'

Este problema se soluciond cuando en la década de 1960, los cientificos japoneses Reiji
Okazaki y Tsuneko Okazaki, (Watson, Baker, Bell y col. 2006) descubrieron que una de las nuevas
cadenas de ADN se sintetiza con trozos cortos que posteriormente se unian, por lo que en su
honor, estos fragmentos se denominan “fragmentos de Okazaki”. Su longitud suele variar
entre 100 y 400 nucledtidos en eucariontes. De tal modo que la cadena que se sintetiza en el
mismo sentido que avanza la horquilla de replicacién se denomina hebra adelantada o
conductora (leading strand), sintetizada de forma continua por la ADN polimerasa, mientras
que la que se sintetiza en sentido contrario al avance se denomina hebra rezagada o retrasada
(lagging strand), cuya sintesis se realiza de forma discontinua teniendo que esperar a que la

horquilla de replicacién avance para disponer de una cierta longitud de ADN molde. (Watson,

Baker, Bell y col. 2006).
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La ADN polimerasa es la enzima que cataliza la sintesis de la nueva cadena de ADN a
partir de desoxirribonucledtidos y de la molécula de ADN molde que es la que sera replicada.

Esta enzima copia la cadena de nucledtidos de forma complementaria (A-T, C - G).

En cada horquilla de replicacion, la ADN polimerasa y otras enzimas sintetizan dos
nuevas cadenas de ADN que son complementarias respecto a las dos cadenas originales.
Durante este proceso, la ADN polimerasa reconoce una base nucleotidica no apareada de la
cadena original y la combina con un nucleétido libre que tiene la base complementaria
correcta. Luego, la ADN polimerasa cataliza la formacién de nuevos enlaces covalentes que
ligan el fosfato del nucledtido libre entrante con el azicar del nucleétido previamente
agregado en la cadena hija en crecimiento. De esta forma, la ADN polimerasa sintetiza el

esqueleto de azucar-fosfato de la cadena hija.

Sintesis Semidiscontinua

—
Hélice
retardada

Helice
Conductora

Hélice
Conductora

Cebador Fragmento de
“Primer” Okazaki

Figura 18.- Duplicacion del ADN, cadena continua y rezagada

Las ADN polimerasas también realizan otras funciones durante el proceso de
replicacién. Ademas de participar en la elongacidon, desempeiian una funcién correctora y
reparadora gracias a su actividad exonucleasa 3', que les confiere la capacidad de degradar el
ADN partiendo de un extremo de éste, siendo esta propiedad de gran importancia, ya que de
no existir estos mecanismos de correccion, los errores producidos durante la copia del ADN

darian lugar a mutaciones.
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RESUMEN DEL PROCESO Y PUNTOS CLAVE DEL MISMO

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La helicasa rompe los puentes de hidrégeno de la doble hélice permitiendo el
avance de la horquilla de replicacién.

La topoisomerasa impide que el ADN se enrede debido al superenrollamiento
producido por la separacion de la doble hélice.

Las proteinas SSB se unen la hebra discontinua de ADN, impidiendo que ésta se
una consigo misma.

La ADN polimerasa sintetiza la cadena complementaria de forma continua en la
hebra adelantada y de forma discontinua en la hebra rezagada.

La ARN primasa sintetiza el cebador de ARN necesario para la sintesis de la cadena
complementaria a la cadena rezagada.

La ADN ligasa une los fragmentos de Okazaki.

Figura 19.- Esquema representativo del proceso de duplicacion del ADN

ADN polimerasa (Pola)

0 iyl

ADN primasa
ADN ligasa Cebador

Topoisomerasa

ADN polimerasa (Pold)
Helicasa

Proteinas de Unid
a Cadena Simple (3sb)

En resumen, el proceso se puede dividir en 3 fases:

1)
2)
3)

Iniciaciéon
Elongacion

Terminacion.
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Los cebadores son pequefias unidades de RNA que se unen a los fragmentos de ADN para
que la ADN polimerasa reconozca el punto de unidn para la duplicacién, estos cebadores
posteriormente son eliminados por la polimerasa | que coloca las bases a la cadena en

crecimiento por la ligasa.

1) Iniciacién

Mediante consumo de ATP en direccion a la horquilla de replicacion, es decir, en
direccién 5' - 3'en la hebra rezagada y 3' = 5' en la hebra adelantada, rompiendo los puentes

de hidrégeno que mantienen unida la doble hélice (Benito. 2008).

El siguiente conjunto de proteinas reclutadas son las denominadas proteinas SSB
(single-stranded DNA binding proteins, proteinas ligantes de DNA monocatenario) encargadas
de estabilizar el ADN monocatenario generado por las helicasas, impidiendo asi que el ADN se
renaturalice o forme de nuevo la doble hélice, asegurando de este modo que pueda servir de
molde. Estas proteinas se unen de forma cooperativa, por lo que su unidon al AND conforme

avanza la helicasa es rapida.

Por otro lado, conforme las helicasas van avanzando se van generando super-
enrollamientos en la doble cadena de ADN por delante de la horquilla de tal modo que si éstos
no fueran eliminados llegaria un punto en el que el replisoma ya no podria seguir avanzando,
con el fin de evitar este suceso, las topoisomerasas eliminan éstos cortando una o las dos
cadenas de ADN y pasandolas a través de la rotura realizada, sellando a continuacién dicha

brecha (Watson, Baker, Bell y col. 2006).

2) Elongacion

En el siguiente paso, la holoenzima ADN Polimerasa Ill cataliza la sintesis de las
nuevas cadenas afadiendo nucledtidos sobre el molde. Esta sintesis se realiza
bidireccionalmente desde cada origen de replicacion, avanzando cada una de las horquillas de
replicacién en sentido opuesto. Cuando dos burbujas de replicacidn se tocan, se fusionan, y

cuando todas se han fusionado todo el cromosoma ha quedado replicado.
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Puesto que la holoenzima ADN Polimerasa Il necesita de un extremo 3'-OH libre, es
necesario que una ARN primasa catalice la formacion de un fragmento corto especifico de ARN
llamado cebador, que determinard el punto por donde la ADN Polimerasa comenzara a afiadir
nucledtidos. Asi, durante la sintesis, en cada horquilla de replicacién se van formando dos
copias nuevas a partir del cebador sintetizado en cada una de las dos hebras de ADN que se
separaron en la fase de iniciacion, pero debido a la unidireccionalidad de la actividad
polimerasa de la ADN Polimerasa Ill, que sélo es capaz de sintetizar en sentido 5" - 3/, la
replicacién sdlo puede ser continua en la hebra adelantada; en la hebra rezagada es
discontinua, dando lugar a los fragmentos de Okazaki (iniciador, cebador o primer). La mitad
del dimero de la holoenzima ADN Polimerasa Ill sintetiza la hebra adelantada y la otra mitad la

hebra rezagada (Benito. 2008).

En la hebra rezagada, cuando la ADN Polimerasa Il hace contacto con el extremo de
otro fragmento de Okazaki contiguo, el cebador de ARN de éste es eliminado y los dos
fragmentos de Okazaki de ADN recién sintetizado son unidos. Una vez que se han unido todos
los fragmentos se completara la doble hélice de ADN. La eliminacion de cebadores también se
da en la hebra conductora, de sintesis continua, pero debido a que en ésta hay un solo
cebador es un proceso que sélo tiene lugar una vez, mientras que en la hebra rezagada se dara

tantas veces como fragmentos de Okazaki haya.

En la eliminacién de los fragmentos de Okazaki intervienen dos de enzimas: por un
lado la ADN Polimerasa |, que va eliminando el ARN con su actividad exonucleasa 5' > 3'y
simultdneamente rellenando con ADN mediante su actividad polimerasa 5' - 3' (proceso
denominado nick-traslation). Al final queda una rotura o "mella" entre el extremo 3'-OH libre y

el fosfato 5' de la cadena sintetizada.

Por ultimo, la ADN ligasa sella esa rotura catalizando la reaccién de condensacion
entre el grupo fosfato y el OH de la desoxirribosa del nucleétido contiguo, completando el

enlace fosfodiéster; para ello, es necesario hidrolizar una molécula de ATP (Watson, Baker, Bell y

col. 2006).

193


http://es.wikipedia.org/wiki/ARN_primasa
http://es.wikipedia.org/wiki/ARN
http://es.wikipedia.org/wiki/Cebador
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Polimerasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Fragmento_de_Okazaki
http://es.wikipedia.org/wiki/D%C3%ADmero_(qu%C3%ADmica)
http://es.wikipedia.org/wiki/Fragmento_de_Okazaki
http://es.wikipedia.org/wiki/Cebador
http://es.wikipedia.org/wiki/ARN
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Doble_h%C3%A9lice
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_Pol_I
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Nick-traslation&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/ADN_ligasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Desoxirribosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Nucle%C3%B3tido
http://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_fosfodi%C3%A9ster
http://es.wikipedia.org/wiki/Adenos%C3%ADn_trifosfato

Elena Millan Adame

3) Terminacion

El final de la replicaciéon se produce cuando la ADN Polimerasa Ill se encuentra con una
secuencia de terminacién, produciéndose entonces el desacople de todo el replisoma y la

finalizacion de la replicacion.

9.4.- TRANSCRIPCION GENETICA

La transcripcion del ADN es proceso de expresion génica, mediante el cual se transfiere
la informacion contenida en desde el ADN hacia la secuencia de proteina, utilizando diversos
ARN como intermediarios. Durante la transcripcidon genética, las secuencias de ADN son
copiadas a ARN mediante una enzima llamada ARN polimerasa que sintetiza un ARN
mensajero que mantiene la informacion de la secuencia del ADN. Por lo que este proceso

también podria llamarse “proceso de sintesis del ARN mensajero.”

El proceso de transcripcion se realiza en el nucleo, donde diferentes ARN polimerasas
transcriben distintos tipos de genes. De tal modo que la ARN polimerasa Il transcribe los pre-
ARNm, mientras que la ARN polimerasa | y ARN polimerasa Ill transcriben los RNA-ribosomales
y ARN-transferentes, respectivamente. Los ARNs transcritos son modificados posteriormente,
por ejemplo, el pre-ARNm sufre un proceso de maduracién de eliminacidn de intrones
obteniendo el ARNm final. Durante este proceso de maduracién se puede dar lugar a
diferentes moléculas de ARN, en funcion de diversos reguladores. Asi pues, una misma
secuencia de ADN, puede dar lugar a diferentes moléculas de ARNm y por tanto, producir

diferentes proteinas.

pre-mRNA
5" UTR Exon Intron Exon Intro Exon 3" UTR

mRNA

Otro factor de regulacion propio de las células eucariotas son los conocidos

potenciadores ("enhancers"), que incrementan (hasta 100 veces) la actividad de transcripcion
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de un gen, independientemente de la ubicacidon de los mismos en el gen, ni la direccién de la

lectura.

El proceso de la transcripcion de divide principalmente en tres etapas (iniciacion,

elongacién y terminacién), aunque realmente se pueden diferenciar cinco etapas:

Preiniciacion: Al contrario que durante la replicacion de ADN, para el inicio de la
transcripcién no se requiere la presencia de un cebador para sintetizar el ARN. Aunque si se
necesitan una serie de factores de transcripcién que actuardn como factores de iniciacion, que
se unen a secuencias especificas del ADN reconociendo el punto de unién en donde la
transcripcién ha de comenzar, sintetizando el ARN cebador. Esta secuencia de ADN en la que

se ensamblan los complejos de transcripcidn es el Promotor.

Los promotores se localizan en los extremos 5'-terminales de los genes, antes del
comienzo del gen, y a ellos se unen los factores de transcripcién mediante fuerzas de Van der
Waals y enlaces de hidrégeno. Los promotores tienen secuencias reguladoras muy definidas,

siendo las mas conocidas:

- la caja TATA situada sobre la region -10, con la secuencia TATA(A/T)A(A/T).
- la caja TTGACA situada en el punto -35.

La formacién del complejo de transcripcion se realiza sobre el promotor TATA, alli se
forma el nucleo del complejo de iniciacion. Sobre esta caja TATA se fija una proteina de unién
(TBP) junto con el factor de transcripcion TF, p (Transcription Factor). Después, a ellos se unen
otros factores de transcripcidn especificos: TF, 4, que estabiliza el complejo TF, ,-ADN. Los
factores TF, gy TF; e se unen al ADN vy el TF, ¢ (una Helicasa dependiente de ATP) y al final la
ARN polimerasa. Todo ello forma un complejo denominado complejo de preiniciacidon cerrado.
Cuando la estructura se abre por mediacion del factor de transcripcion TF;, 4 da comienzo la

iniciacion.

Iniciacion: Primero, una Helicasa separa las hebras de ADN en las cajas TATA, debido a

que la adenina - timina poseen un doble enlace, mientras que la citosina - Guanina poseen un

enlace triple. Posteriormente, se unen los factores y proteinas de transcripcion (TBP, TF2D,
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TF2B) permitiendo el acceso de la ARN polimerasa al molde de ADN de cadena simple, siendo

esta la ultima en posicionarse.

Aunque la busqueda del promotor por la ARN polimerasa es muy rapida, la formacién
de la burbuja de transcripcion o apertura del ADN vy la sintesis del cebador es muy lenta. La
burbuja de transcripcidn es una apertura de ADN desnaturalizado de 18 pares de bases, donde

empieza a sintetizarse el ARN cebador, siendo la burbuja de transcripcidn un complejo abierto.

La ARN polimerasa es una enzima formada por 5 subunidades: 2 subunidades a, 1
subunidad B, 1 subunidad B' y 1 subunidad w que tiene como funcién la unién de
ribonucledtidos trifosfato. Cuando se forma el complejo abierto, la ARN polimerasa comienza a
unir ribonucledtidos mediante enlaces fosfodiéster, de modo que una vez que se forma el

primer enlace fosfodiéster, finaliza la etapa de iniciacién.

Disgregacion del promotor: Una vez sintetizado el primer enlace fosfodiéster, se debe
deshacer el complejo del promotor para que quede limpio para volver a funcionar de nuevo.
Durante esta fase hay una tendencia a desprenderse el transcrito inicial de ARN y producir
transcritos truncados, dando lugar a una iniciacidn abortada. Una vez que la cadena transcrita
alcanza una longitud de unos 23 nucledtidos, el complejo ya no se desliza y da lugar a la

siguiente fase, la elongacioén.

Elongacion: La ARN polimerasa cataliza la elongacién de cadena del ARN. Para que se
formen correctamente los enlaces de hidrégeno que determina el siguiente nucledtido del
molde de ADN, el centro activo de la ARN polimerasa reconoce a los ribonucleétidos trifosfato
entrantes. Cuando el nucleétido entrante forma los enlaces de hidrégeno iddneos, entonces la
ARN polimerasa cataliza la formacién del enlace fosfodiéster que corresponde. A esto se le

llama elongacién.

Terminacion: Al finalizar la sintesis de ARNm, esta molécula se separa completamente
del ADN y también de la ARN polimerasa, terminando la transcripcion. La terminacion esta
sefializada por la informacion contenida en lugares determinados de la secuencia del ADN que
se esta transcribiendo, por lo que la ARN polimerasa se detiene al transcribir algunas de estas

secuencias especificas del ADN. Estas secuencias generalmente son ricas en guanina y citosina,
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situadas en el extremo de los genes, seguidas de secuencias ricas en timina, formando
secuencias palindrémicas, que cuando se transcriben el ARN recién sintetizado adopta una
estructura en horquilla que desestabiliza el complejo ARN-ADN, obligando de este modo a

separarse de la ARN polimerasa, re-naturalizandose la burbuja de transcripcion.

9.5.- TRADUCCION DEL ADN

En la traduccidn, el ARN mensajero se decodifica para producir un polipéptido
especifico de acuerdo con las reglas especificadas por el cédigo genético. Es el proceso en el
que se convierte una secuencia de ARNm en una cadena de aminodcidos para formar una
proteina siendo siempre necesario que la traduccién venga precedida de un proceso de

transcripcion.

El ARNm porta informacion genética codificada en forma de secuencia de
ribonucleétidos desde los cromosomas hasta los ribosomas. Los ribonucleétidos son "leidos"
en una secuencia de tripletes de nucleétidos llamados codones, codificando cada uno de estos
codones un aminoacido especifico. El ribosoma y las moléculas de ARNt traducen este cddigo
para producir proteinas. Los ARNt tienen un lugar para anclarse al aminoacido, y un lugar
llamado anticoddn. El anticoddn es un triplete de ARN complementario al triplete de ARNm
gue codifica a su aminodcido. La enzima aminoacil-ARNt sintetasa cataliza el enlace entre los
ARNt especificos y los aminodcidos que concuerdan con sus anticodones. El producto de esta
reaccion es una molécula de aminoacil-ARNt. Esta aminoacil-ARNt viaja al interior del
ribosoma, donde los codones de ARNm se enfrentan con los anticodones especificos del ARNt
mediante el emparejamiento de bases. Luego se utilizan los aminoacidos que portan los ARNt

para montar una proteina.

El proceso de traduccidén tiene cuatro fases: activacion, iniciacién, elongacion y
terminacion. En la activacion, el aminoacido (AA) correcto se une al ARN de transferencia
(ARNt) correcto. Aunque este punto técnicamente no es un paso de la traduccion, es
necesario para que se produzca la traduccidn. El AA se une por su grupo carboxilo con el OH 3'
del ARNt mediante un enlace de tipo éster. Cuando el ARNt estd enlazado con un aminoacido,

se dice que esta "cargado”.
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Figura 20.- Esquema del mecanismo de traduccion

La iniciacion supone que la subunidad pequefia del ribosoma se enlaza con el extremo

5'del ARNm con la ayuda de Factores de Iniciacion (Fl).

La elongacion ocurre cuando el siguiente aminoacil-ARNt (el ARNt cargado) de la

secuencia, se enlaza con el ribosoma ademas de con un GTP y un factor de elongacidn.

La terminacion del polipéptido sucede cuando la zona A del ribosoma se encuentra con
un coddn de parada, que son el UAA, UAG o UGA. Cuando esto sucede, ningin ARNt puede
reconocerlo, pero el factor de liberacidon puede reconocer estos codones sin sentido y provocar

la liberacién de la cadena polipeptidica.
Modificaciones post-traduccion

Algunas proteinas emergen del ribosoma preparadas para ejercer su funcién de
inmediato, mientras que otras experimentan diversas modificaciones post-traduccién, que

pueden conducir a la proteina a la adquisicion de su forma funcional, a su traslado a un

compartimento subcelular determinado, a su secrecién al exterior de la célula, etc.
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Plegamiento

Muchas proteinas adquieren espontaneamente la correcta conformacion
tridimensional, pero otras solo adquieren la conformacién correcta con la ayuda de una o mas
proteinas chaperonas. Las chaperonas se unen reversiblemente a regiones hidrofébicas de las
proteinas desplegadas y a los intermediarios de plegamiento, pueden estabilizar
intermediarios, mantener proteinas desplegadas para que pasen con facilidad a través de
membranas, ayudar a desplegar segmentos plegados incorrectamente, impedir la formacion

de intermediarios incorrectos o impedir interacciones inadecuadas con otras proteinas.

(Devlin.2004)

Glucosilacion

La glucosilacién es la adicién de uno o mds glicidos a una proteina lo que da lugar a las
glucoproteinas, que son esenciales en los mecanismos de reconocimiento celular. La
glucosilacion puede implicar la adicion de unas pocas moléculas glucidicas o de grandes
cadenas ramificadas de oligosacaridos. Existe un centenar de glucosiltransferasas distintas,

enzimas encargadas de realizar este proceso (Devlin.2004).

Protedlisis parcial

La protedlisis parcial es una etapa frecuente en los procesos de maduracién de las
proteinas. Pueden eliminarse secuencias de aminoacidos en ambos extremos o en el interior
de la proteina. La protedlisis en el reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi son por
ejemplo, esenciales en la maduracidn de la insulina, la preproinsulina codificada por el ARNm
es introducida en el reticulo endoplasmatico, donde una peptidasa la corta y origina la
proinsulina que se pliega formando puentes disulfuro correctamente, esta proinsulina es
transportada al aparato de Golgi, donde es empaquetada en granulos de secrecion, y
entonces se elimina un fragmento (péptido C) por protedlisis originando la insulina funcional,
que es la secretada. La hiperproinsulinemia familiar es una enfermedad genética autosdmica

dominante causada por un defecto en el proceso de maduracién de la proinsulina, que da
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lugar a la presencia en el torrente circulatorio de insulina y de proinsulina en cantidades

similares.

Moadificacion de aminodcidos

Sélo 20 aminoacidos estdn codificados genéticamente y son incorporados durante la
traduccidn. Sin embargo, las modificaciones post-traduccion conducen a la formacién de 100 o
mas derivados de los aminoacidos. Las modificaciones de los aminoacidos juegan con

frecuencia un papel de gran importancia en la correcta funcionalidad de la proteina.

Son numerosos los ejemplo de modificacidén post-traduccién de aminoacidos, como la
formacion postraduccién de puentes disulfuro, basicos en la estabilizaciéon de la estructura
terciaria de las proteinas estd catalizada por una disulfuro-isomerasa. En las histonas tiene
lugar la metilacidn de las lisinas. En el coldgeno abunda el aminodcido 4-hidroxiprolina, que es
el resultado de la hidroxilacidn de la prolina. La traduccién comienza con el codén "AUG" que
es ademas de sefial de inicio significa el aminoacido metionina, que casi siempre es eliminada

por protedlisis (Devlin.2004).

9.6.- LOS INTRONES Y LOS EXONES

Un intrén es una region del ADN que debe ser eliminada del transcrito primario de

ARN, a diferencia de los exones, que son regiones que codifican una determinada proteina.

Los intrones pueden representar un sitio alternativo de splicing, pudiendo dar
diferentes tipos de proteinas. El control del splicing estd regulado por una amplia variedad de

sefiales moleculares.

Tradicionalmente se ha afirmado que los intrones son fragmentos de ADN carentes de

informacidén. Sin embargo actualmente se sabe que los intrones contienen varias secuencias

pequeias que son importantes para un ajuste eficiente.
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Los exones son las regiones de un gen que no son separadas durante el proceso de
splicing y que se mantienen en el ARN mensajero maduro. En los genes que codifican una
proteina, son los exones los que contienen la informacién para producir la proteina. En estos
casos, cada exon codifica una porcion especifica de la proteina completa, de manera que el

conjunto de exones forma la regién codificante del gen.

Figura 21.- Codificacion del ADN: Intrones, Exones y Codones codificadores de aminoacidos
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Si bien se considerd en un primer momento que los exones son los que llevan la
"informacién" dentro de un gen, se ha demostrado que no siempre es asi. Asi por ejemplo
existen pseudogenes que poseen la estructura de un gen activo (incluido sus exones) y sin

embargo no se transcriben.

En el diagrama se muestra cémo los exones y los intrones se localizan de manera
intercalada en un gen. En cada extremo de un gen existe una regién no traducida del mismo
(UTR: Un-Traslated Region). La transcripcion de un gen a ADN, genera un RNA mensajero
inmaduro. Este ARN mensajero lleva a cabo el proceso de splicing, en el que se escinden los
intrones y las regiones no traducidas. Una vez que el ARN mensajero ha madurado, puede ser

traducido a una proteina.

9.7.- EL PRIMER O CEBADOR

Un partidor, cebador, iniciador o primer, es una cadena de 4cido nucléico o de una
molécula relacionada que sirve como punto de partida para la replicacién del ADN. Es una
secuencia corta de 4cido nucléico que contiene un grupo 3'hidroxilo libre que forma pares de
bases complementarios a una hebra molde y actda como punto de inicio para la adicion de

nucleétidos con el fin de copiar la hebra molde.

Se necesita un cebador porque la mayoria de las ADN polimerasas, Unicamente

pueden afiadir nucléotidos a partir de una hebra preexistente.

En la mayoria de las replicaciones del ADN, el principal cebador para la sintesis de ADN
es una cadena corta de ARN. Este ARN lo produce una ARN polimerasa, y posteriormente una

ADN polimerasa lo elimina y lo sustituye por ADN.

Para los procesos de Polimerase Chain Reaction (PCR) se necesitan dos cebadores, uno
en el extremo 3'y el otro complementario para la otra hebra. Son de aproximadamente 20
nucledtidos, porque es la cantidad necesaria para que se unan al lugar especifico de la cadena
de ADN. Los cebadores usados para estas técnicas usualmente son moléculas de ADN cortas y

de sintesis quimica, de aproximadamente veinte bases de longitud.
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En la reaccidon en cadena de la polimerasa se usan cebadores para determinar el
fragmento de ADN que serd amplificado en el proceso de PCR. Los cebadores empleados son
secuencias sintéticas de oligonucleétidos que son utilizadas para reconocer, por apareamiento
complementario, secuencias “blanco” en ADN de plantilla (DNA template), consistente
generalmente en ADN gendmico. Cominmente, en PCR se emplean un par de cebadores
para definir los extremos del producto que se desea amplificar, y a partir de ellos la DNA

polimerasa utilizada inicia la polimeracién en direccién 5' - 3.

9.8.- LA REGION UTR EN LA EXPRESION GENICA

En genética se denomina UTR (Un-Translated Region) a las regiones no traducidas de
los genes. Se habla generalmente de un 5'-UTR y de un 3'-UTR, que son las dos partes no

traducidas de cada gen, debido a que se encuentran colindando el marco abierto de lectura.
(Griffiths y col. 2002).

Las regiones UTRs poseen gran importancia en la regulacion de la expresion génica. Por
ejemplo, existen proteinas adaptadoras que reconocen secuencias especificas, no codificantes,
del 3'-UTR (Watson, Baker, Bell y col. 2004). Ademds, estdn implicadas en la correcta expresion
espacial y temporal de los genes. En muchos RNAm se ha comprobado que las regiones 3" UTR

estan involucradas en la regulacidon de la estabilidad, localizacidn y traduccidn de los mismos.

La longitud de la region 3° UTR muestra una variacién considerable en los RNAm de
mamiferos (desde 60-80 hasta 4000 nucledtidos), lo cual sugiere que el genoma humano ha
evolucionado para incrementar el uso de mecanismos de control post-transcripcional en la
expresion de genes. Se han identificado 2772 secuencias cortas de nucledtidos en 3° UTR,

donde se unen los elementos reguladores del RNAm.

Estas regiones también son usadas por procesos de sintesis de proteinas, en especial a
destacar la insercion de seleniocisteina durante la sintesis de selenoproteinas. El selenio es
incorporado a las selenioproteinas por un mecanismo que requiere una estructura especifica

de la region 3'UTR del correspondiente RNAm, lo cual se ha comprobado gracias a la
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experimentacidon con dichas regiones en las cuales se han introducido polimorfismos en su

secuencia de nucledtidos afectando potencialmente a la expresion de dicho gen.

Para este proceso de insercién de selenio en las selenoproteinas las regiones 3" UTR
del RNAm tienen que formar una estructura en lazo especifica llamada SECIS (Selenocystein

Insertion Sequence Element).

Otro aspecto importante en relacion a la interaccion nutriente-gen es que,
dependiendo de la concentracion de selenio que haya en el medio, las regiones 3" UTR de los
diferentes RNAm de dichos genes van a ser mas o menos activas para que se transcriba un gen
u otro. Un ejemplo es el gen GPX1, muy sensible al selenio, por lo que es factible que se
traduzca mas en la célula a bajas concentraciones de selenio para que no haya déficit de
selenioproteinas. Por el contrario, el gen GPX4 es menos sensible, por lo que es favorable que

se traduzca a grandes concentraciones de selenio.

El que se traduzca un gen mas que otro dependiendo de la concentracién de selenio
viene determinado por la habilidad de la region 3° UTR de formar estructuras (SECIS) que
favorezcan la unién de proteinas SBP2, las cuales emiten la sefiales necesarias para el

procesamiento del RNAm.

Para que cualquier nutriente como el selenio tenga una interaccion con un gen
especifico, debe existir una regulacién del RNA en la que se vean involucradas las regiones 5" y

3" UTR.

9.9.- ASPECTOS GENETICOS DEL SELENIO COMO NUTRIENTE

9.9.1.- REGULACION DE LA EXPRESION DE SELENOPROTEINAS

El selenio es un oligoelemento esencial que se incorpora a las proteinas
como selenocisteina (SeCys), siendo el aminodcido 21. Su inserciéon esta codificada por un
codon UGA en el ARNm de la selenoproteina. La decodificacion de la UGA como Secis requiere
la reprogramacion de la traduccién, ya que normalmente se lee el codén UGA como un coddn

de parada. La traduccién del ARNm de la selenoproteina requiere secuencias cis en el ARNm y
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factores trans dedicados a la incorporacion de la SeCys. La sintesis de las selenoproteinas es
selenio-dependiente, habiendo una jerarquia en su expresién en los mamiferos cuando el

selenio es limitante (Driscoll y Copeland. 2003).

La Secis esta codificada por un codédn UGA en el ARNm de la selenoproteina.
La decodificacion de la UGA como Secis requiere una reprogramacioén de la traduccién, ya que

UGA normalmente es leido como un coddn de parada.

La traduccion del ARNm de la selenoproteina requiere secuencias cis en la
transcripcion y factores trans — acting dedicados a la incorporacion de la Sec. La sintesis de
selenoproteinas es altamente dependiente de selenio, existiendo una jerarquia de expresién

de selenoproteinas cuando el selenio es limitante.

La insercion de SeCys requiere una estructura del ARNm de la selenoproteina de tallo-
bucle, asi como un Secis - factor especifico de alargamiento. En la ultima década, una serie de
descubrimientos revelaron que los organismos eucariotas, gracias a la via biosintética de la
selenoproteina, han evolucionado varias caracteristicas Unicas que proporcionan un mayor

nivel de complejidad y un mayor potencial para la regulacién (Driscoll y Copeland. 2003)

Dado que los requerimientos nutricionales de selenio estan muy relacionados con la
funcién de las selenoproteinas, es importante entender como se sintetizan esta clase de
proteinas. Tanto en procariotas, como en arqueobacterias y en eucariotas, la Secis es
codificada por un coddn UGA (Hatfield y Gladyshev. 2002). La incorporacion de Sec en la proteina

Sec

requiere un ARNt™" capaz de codificar el anticoddn UCA (Diamond, Dudock y Hatfield. 1981; Leinfelder,
Zehelein, Mandrand- Berthelot y col. 1988), ya que, este coddn generalmente se identifica como sefial
de terminacién de la sintesis de proteica, de modo que, ¢écdmo hace frente un ribosoma al
codén que codifica dos funciones diferentes?. Existen tres aspectos uUnicos de la traduccién del
ARNm de selenoproteinas que lo diferencian de la sintesis de proteinas normales:

1) La SeCys es un aminodacido sintetizado por un ARNt **°

2) La decodificacién de UGA como secuencia de insercion de SeCys depende de las

secuencias en cis en el ARNm de la selenoproteina.
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3) Debido a las inusuales propiedades estructurales que previenen el reconocimiento

Sec

estandar de factores de elongacién, el Sec-tRNA* se introduce en el ribosoma, interviniendo

ademds para ello factores trans-accion de las proteinas.

Estudios genéticos y bioquimicos han identificado tres productos de los genes en
Escherichia coli que son esenciales para la sintesis de la Secis-tRNASecis (Bock. 2001; Bock. 2000). El
gen tRNA>C SelC codifica un ARNt que es inicialmente aminoacetilado con serina por la via
normal de serina sintetasa (Leinfelder, Zehelein, Mandrand- Berthelot y col. 1988), a continuacion, este
residuo de serina se emplea como “la columna vertebral” de carbono para la sintesis, de tal
modo que el producto del gen del SelA, sintetiza la Secis, a través de la conversion del Ser-
tRNA®* a Sec-tRNA** en una reaccién en dos pasos que implica la pérdida de agua y la adicién
de selenio (Forchhammer y Bock. 1991; Forchhammer, Leinfelder, Boesmiller y col. 1991). Por otro lado, el

donante selenofosfatado para esta reaccion es sintetizado por el gen SelD (Lacourciere. 2001;

Leinfelder, Forchhammer, Veprek y col. 1990).

9.9.2.- MECANISMO DE INSERCION DE SeCys EN CELULAS EUCARIOTAS

La insercién de SeCys en las células eucariotas requiere de una estructura de tallo-

bucle en el ARNm de selenoproteinas, asi como un factor de elongacidn especifico.

9.9.2.1.- Secuencias Cis-acting. El elemento SECIS

El elemento SeCys en eucariotas se encuentra en la regiéon 3’ UTR sin traducir del
ARNm (9). La distancia entre el codon UGA/Sec y el elemento SECIS en el ARNm de
selenoproteinas puede ser muy lejano, en algunos casos, mas de 4000 nucledtidos (Buettner,
Harney y Larsen. 1998). Existen varias ventajas en el hecho de que el elemento Secis se encuentre
en 3’UTR en lugar de en la region de codificacién. Una de ellas es que la evolucion de la
secuencia de aminoacidos no estd limitada por la necesidad de mantener una estructura de
tallo-bucle en el ARNm. Por otro lado, en los eucariotas no es necesario desplegar y replegar la
estructura tallo-bucle SECIS durante la traduccidn. Y finalmente, el elemento Secis puede ser

capaz de regular la reaccién de traduccidén con mas flexibilidad por parte de la 3’UTR, como es
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el caso de la poli 30 (A) / poli (A) complejos de unién a proteinas (Sachs y Varani. 2000). Esta

flexibilidad puede manifestarse en la regulacién de la eficiencia en la incorporacién de SeCys.

Los elementos SeCys de eucariotas no estan muy conservados a nivel de nucleétido,
pero todos ellos forman una estructura similar de tallo-bucle, que se compone de dos hélices
separados por un bucle interno (Martin y Berry. 2001). El nlcleo SECIS se encuentra en el cruce de
la hélice 2 y el circuito interno, donde aparece un cuarteto de pares de bases “no Watson-
Crick” (Figura 20). El centro de ésta forma un cuarteto G.A./A.G. de pares de bases en tdndem,
comun en todos los ARNm de selenoproteinas de eucariotas (Walczak, Carbon y Krol. 1998; Walczak,
Westhof, Carbon y col. 1996). El elemento Secis ademas puede clasificarse en funcién de la posicidon
de un motivo conservado AAR (Figura 20), que puede encontrarse en el bucle apical o en un

bucle interno (Fagegaltier, Lescure, Walczak y col. 2000; Fletcher, Copeland y Driscoll. 2000)

Por lo tanto, el elemento SECIS es probablemente una estructura que constituye la

plataforma para los factores necesarios en la incorporacién de SeCys.

SECIS

(%)
o
w
o
N
co>0
crocCc

Figura 20.- Modelo de incorporacion de Selenocisteina. El esquema muestra de un modo
representativo el elemento SECIS que contiene las cuatro pares de bases no Watson-Crick
en el elemto SECIS. Ademds los factores trans que envuelven la secuenca de insercion Secis

(ARNE™, eEFSec y SBP2)
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9.9.2.2.- Proteinas Trans-acting

Proteina de unién Secis (Secis Binding Protein 2 “SBP2"):

La SBP2 es una proteina que contiene un motivo de unién al ARN. El punto de unién de
la SBP2 se encuentra centrado en ambos lados del nucleo Secis, con una proteccién adicional a
lo largo del extremo 5 en la parte inferior de la hélice (Fletcher, Copeland y Driscoll. 2000).
Determinados experimentos de immunodeplecion establecieron que la SBP2 es esencial para
la incorporacion SeCys en estudios in vitro (Copeland, Fletcher, Carlson y col. 2000), siendo muy
probable que la SBP2 sea necesaria para la sintesis de selenoproteinas in vivo, aunque esta
hipdtesis aun no se ha demostrado. La SBP2 estd ampliamente expresada, presentando los
niveles mas altos a nivel testicular, probablemente porque este tejido necesita sintetizar
grandes cantidades de selenoproteina GPx como parte estructural de espermatozoides

maduros (Copeland, Fletcher, Carlson y col. 2000).

Aunque se ha demostrado que la SBP2 interactia con los ribosomas in vitro y en
células, lo cual sugiere que SBP2 puede modificar el potencial de codificacion de los ribosomas
(Copeland, Stepanik y Driscoll. 2001), no hay evidencia de que la actividad de unién a ribosomas de

SBP2 sea necesaria para la incorporacion de Secis.

La SBP2 esta claramente implicada en la seccion de insercion de Secis, pero pronto se
hizo evidente que esta proteina no comparte ninguna homologia con factores de elongacion, y

no obligar a la Secis- tRNASec in vitro.

El eEFSEC, un factor de elongacidn especifico de SeCys:

A partir de un screening de bases de datos, se detectaron secuencias de insercién de
SelB en arqueas. Dos laboratorios, de forma independiente, identificaron un factor de
elongacion especificos de mamiferos, denominado mSelB o eEFsec (Fagegaltier, Hubert, Yamada y
col. 2000; Tujebajeva, Copeland, Xu y col. 2000). Al igual que el SelB, el eEFsec se une especificamente
al Secis-ARNt>*“ in vitro e in vivo. Diversos experimentos por co-inmunoprecipitacién
mostraron que el eEFsec se encuentra formando un complejo con SBP2 en las células

transfectadas (Tujebajeva, Copeland, Xu y col. 2000).
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9.9.2.3.- Modelos de la seccion de insercion en las células eucariotas

Se ha propuesto que en las células eucariotas, la biosintesis de selenoproteinas envuelve a
complejos como el elemento SECIS, SBP2, eEFSec, y Sec-tRNASec (Berry, Tujebajeva, Copeland y col.
2001). Este modelo requiere de una disposicion espacial del ARNm en bucle, de manera que el
elemento SeCys se encuentra posicionado en la regién 3’'UTR y dispuesto sobre el coddn
UGA/Secis. Ademas, se sugiere que esta disposicion se mantiene estable gracias a SBP2
asociados con el elemento SeCys a través de multiples ciclos de traduccidén (Low, Grundner-

Sec

Culemann, Harney y col. 2000), de tal modo que la insercidn del SeCys -ARNt™™" a los ribosomas y el

eEFsec, podria inducir la insercién de otro ARNt™* acusado para el siguiente ciclo de traduccién

(Driscoll y Copeland. 2003).
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1.- SUJETOS Y METODOLOGIA

El estudio general se basé en un modelo de estudio multicéntrico observacional
prospectivo analitico, con seguimiento, en los pacientes criticos, durante su estancia en UCl a
lo largo de una semana de estancia, comparando con un grupo control de individuos sanos de

caracteristicas similares.

En el organigrama siguiente (figura 1), se muestran los pasos llevados a cabo desde la
seleccion de los sujetos tanto controles como pacientes criticos, hasta la obtencién de los
resultados.

2.- METODOLOGIA UTILIZADA EN PERSONAS SANAS
2.1.- SUJETOS DEL ESTUDIO
2.2.- CRITERIOS DE INCLUSION

La seleccion de la muestra del grupo control se realiz6 en base a dos criterios
fundamentales: personas adultas mayores de 18 afios, sanas, y que no tomaran ningun tipo de
suplemento nutricional.

La poblacién de referencia seleccionada para el grupo control, estuvo constituida por
un colectivo de personas sanas adultas, con edades comprendidas entre los 21 y 76 ainos, de
los cuales 43 fueron hombres y 58 mujeres, todos pertenecientes a la provincia de Granada.

El criterio de inclusidon se basé en la aceptacidn de los sujetos a participar en el estudio
(Anexo 5), ademas de la ausencia de cualquier tipo de patologia que pudiera afectar su

situacidn nutricional, ademas de no consumir ningun tipo de suplemento nutricional.

Finalmente, el tamafio de la muestra seleccionada fue de 101 personas, a las que se les

realizo ademas de una extraccion de sangre, una encuesta alimentaria.
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Figura 22.- Disefio del estudio

SELECCION

CRITICOS

DIA O DE DIA 7 DE
ESTANCIA ESTANCIA
Valoracion Pardmetros clinico
de la ingesta -nutricionales
Valoracion de
Parametros clinico- aporte de Parametros clinico-
nutricionales nutrientes nutricionales
ANALISIS DE LOS ANALISIS DE LOS
RESULTADOS RESULTADOS
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2.3.- TIPO DE MUESTREO

Se utilizo un muestreo no probabilistico consecutivo, ya que se incluyeron todos los

sujetos que cumpliendo los criterios de inclusidn, aceptaron participar en el estudio.

2.4.- RECOGIDA DE DATOS

Tal y como se muestra en el diagrama, a todos los sujetos participantes en el
estudio se les realizo la recogida de sus datos personales, estilo de vida, etc. Ademas, en el
momento de la cita, se les realizd una encuesta nutricional para valorar la ingesta de alimentos

y nutrientes.

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

1) Analisis y valoracion de la ingesta dietética
2) Estudio y valoracion antropométrica

3) Valoracién de los parametros bioquimicos

2.5.- ANALISIS Y VALORACION DE LA INGESTA DIETETICA

Tal y como se ha comentado en el apartado correspondiente a los antecedentes
bibliograficos, la valoracion del estado nutricional a través de la ingesta cuando se trata de
grupos de poblacién, una de las herramientas mas utiles son la encuesta de frecuencia e

consumo junto con un recordatorio de 24, 48 0 72 horas.

En nuestro estudio se realizd una encuesta de frecuencia de consumo junto con un
recordatorio de 24 horas, ambas técnicas fueron aplicadas con el fin de conocer con la mayor
exactitud posible los habitos alimentarios de los sujetos, empleando para ello albumes
fotograficos para estimar el tamafio de las raciones e ingrediente de los platos utilizados

habitualmente en nuestro pais.

215



Elena Millan Adame

En este punto de la entrevista, ademas de recoger toda la informacion
correspondiente a los habitos nutricionales, se recogié informacidn relativa al estilo de vida de
los individuos y los habitos de consumo, como son la practica o no de ejercicio fisico, si el

sujeto es fumador, si consume alcohol, si toma algun tipo de medicamento, etc.

El software empleado para la transformacion de los distintos alimentos e ingredientes
a nutrientes, fue el programa Nutriber ® (Mataix y cols, 2009) obteniendo asi toda la

informacién correspondiente al consumo caldrico, de macronutrientes y de micronutrientes.

2.6.- DETERMINACIONES ANTROPOMETRICAS

Ademads de la valoracidn nutricional, para la realizacién de una adecuada valoracién del
estado nutricional, de determinaron medidas antropométricas bdsicas a todos los sujetos

pertenecientes al grupo control. Dichas determinaciones antropométricas fueron:

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

apreciar variaciones de 0,2 mm.

A partir de las determinaciones de la talla y el peso, se determiné el IMC de los sujetos,

gue combinado con otros datos antropométricos como la medida de los pliegues, nos

proporcionara la informacidn necesaria para la evaluacidn del estado nutricional, recogiendo

una informacién mas precisa en cuanto al contenido de grasa corporal.

2.7.- TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

La extraccion de sangre se realizd a primera hora de la mafiana en ayunas mediante

tubos vacutainer con anticoagulante para facilitar la separacién del plasma de la muestra.
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La sangre una vez recogida se llevo a los laboratorios de INYTA donde se realizaron

alicuotas de plasma y eritrocitos mediante la siguiente técnica:

Centrifugamos el lote de tubos en centrifugas de refrigeracion:

1) centrifugamos la sangre durante 15 min a 3000 rpm, extrayendo el plasma
con pipeta Pasteur estéril, separando alicuotas con un volumen de 250 pL

de plasma en cada tubo Ependorff.

2) una vez que tenemos las alicuotas de plasma lavamos con solucidn salina,
volvemos a centrifugar, eliminamos la solucidon salina sobrenadante y
extraemos los eritrocitos, de los cuales también realizaremos alicuotas de

250 pL en tubos Ependorff.

3) almacenamos a -802 C las diferentes alicuotas hasta el posterior analisis.

Todo el proceso lo realizamos en condiciones de oscuridad y en frio, con la maxima

rapidez para evitar oxidacién de las muestras.

PLASMA  55%

45% CELULAS

Clobulos rojos (44%)
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2.8.- ANALISIS BIOQUIMICO

Se realizaron determinaciones bioquimicas de los niveles plasmaticos de:

e Proteinas totales
e Albdmina

e Prealbumina

e Transferida

e Ferritina

e Colesterol total
e Colesterol HDL

e (Colesterol LDL

e Glucosa

e Homocisteina

3.- METODOLOGIA UTILIZADA EN PACIENTES CRITICOS

3.1.- DISENO DEL ESTUDIO

El estudio general se basd en un modelo de estudio multicéntrico observacional

prospectivo analitico, con seguimiento en los pacientes criticos, durante la estancia en UCl a lo

largo de una semana.

3.2.- SUJETOS DEL ESTUDIO

Los pacientes pertenecian a las Unidades de Cuidados Intensivos de los Hospitales del

area de Granada: De Granada Capital con la Participacion del Hospital Universitario Virgen de

las Nieves, Hospital Universitario San Cecilio y Hospital Traumatologico. Hospital General de

Baza y Hospital Santa Ana de Motril.
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3.3.- CRITERIOS DE INCLUSION

Para la recogida de muestras de los pacientes ingresados en el Hospital en la Unidad

de Cuidados Intensivos (UCI) los pacientes debian cumplir los siguientes criterios minimos de

inclusion:

Ser pacientes mayores de 18 afos

Cumplir un APACHE con puntuaciéon minima de 15*

Estar en presencia de SIRS**

Ser alimentado mediante nutricidn artificial, ya sea Nutricidn Enteral o
Nutricidon Parenteral

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

Estar en situaciones que afectan a la boca o el tracto digestivo alto que
impidan parcial o totalmente o contraindiquen el paso de nutrientes por
esta via a las demas porciones des sistema digestivo (neoplasias, traumas,
obstrucciones benignas, cirugia, fistulas del tracto digestivo alto, trastorno
funcional en el es6fago y duodeno)

La permanencia en la Unidad de Cuidados Intensivos debia de ser al menos
de 7 dias para el estudio de la evolucidon nutricional a lo largo de la estancia

en la unidad.

Unicamente se incluyeron en el estudio aquellos pacientes de los que se obtuvo el

consentimiento informado para la “Evaluacion del estado nutricional y Estrés oxidativo” por

parte del paciente o del familiar, teniendo en cuenta que este estudio posee aprobacién del

Comité Etico y del Comité de Investigacion del Centro de ejecucion del mismo. (Anexos 6y 7)

Los pacientes no se podian encontrar en situacién de aislamiento (por enfermedades

altamente contagiosas), ni presentar alergias, cancer, SIDA... al ser situaciones patolégicas que

alteran gravemente los parametros bioquimicos.
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* El método APACHE (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation) surge en 1981
como un sistema que permite cuantificar la gravedad de la enfermedad a través de la
valoracion de 34 variables fisioldgicas, que expresan la intensidad de la enfermedad y, por

tanto, el estado clinico del paciente.

** Para poder decir que el paciente presenta SIRS el paciente debe de cumplir al

menos dos de los requisitos descritos a continuacién:

e Temperatura superior a 38 2C o menor a 36 2C.
e Frecuencia cardiaca mayor a 90 latidos / minuto.
e Frecuencia respiratoria mayor a 20 rpom o PCO, menor a 32 mmHg.

e Recuento de leucocitos mayor a 12000 mm o menor a 4000.

3.4.- TIPO DE MUESTREO

Para la obtencidn de las muestras se utilizd un muestreo no probabilistico consecutivo,
ya que se incluyeron todos los pacientes que, cumpliendo los criterios de aceptacion entrar en
el estudio, una vez concluida la fase de estabilizacion hemodinamica, se realizo a todos los
pacientes la extraccion total de 20 mL de sangre a primera hora de la mafiana, repitiendo este

proceso a los 7 dias del ingreso.

3.5.- RECOGIDA DE DATOS
Tal y como se mostrd en el diagrama, a todos los pacientes incluidos en el estudio,

tanto en el momento de inclusién en el estudio (previo a la intervencién nutricional) como al

séptimo dia de seguimiento, se les recogié toda la informacidn correspondiente a:
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1) Momento de inclusion en el estudio se realizaron 2 medidas puntuales

a. Se realizd extraccidon de sangre para la determinacién de los parametros
bioquimicos

b. Medidas antropométricas

2) Alos siete dias de estancia en UCI, se volvieron a realizar:

a. extraccién de sangre para la determinacién de los parametros bioquimicos

b. Medidas antropométricas

3) La evaluacién de ingesta de nutrientes se realizd6 de manera continuada a lo largo
de la estancia en UCI, durante el tiempo que el paciente se encontraba dentro del

periodo de estudio (7 dias).

3.6.- VALORACION DE LA INGESTA DE NUTRIENTES

Uno de los requisitos fundamentales para la inclusidon en el estudio de los pacientes,
fue el de ser alimentados mediante un soporte de nutricién artificial. Desde el momento de la
inclusidn de los pacientes en el estudio y durante un periodo de tiempo de 7 dias, realizaremos
un seguimiento y registro diario de la cantidad y tipo de soporte nutricional administrado al

paciente, de tal modo que realizaremos una evaluacion del aporte de nutrientes realizado.

La eleccién del soporte nutricional en los pacientes ingresados se realizo siguiendo el
protocolo utilizado en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Virgen de la Nieves

(Granada) Disefiado por la Unidad de Nutricién del mismo hospital.

Desde el momento en el que se realizd la inclusién de un paciente en el estudio, se
realiz6 de cada uno de ellos un seguimiento observacional durante hasta el séptimo dia de
estancia. Durante todo este tiempo ser recogio a diario toda la informacién referente al aporte
nutricional, de modo que no solo se registraba el tipo de nutricién (enteral o parenteral) si no

también, el volumen, la velocidad de administracion, el uso o no de suplementos nutricionales,
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el tipo o tipos y cantidad de los sueros administrados (suero fisioldgico, glucosado...) o
cualquier otro complemento o medicamento que pudiera influir en la valoracién del aporte de

nutrientes.

La seleccidon del soporte nutricional, se realiza de acuerdo a un gran nimero de

variables, ya que existen formulas especiales comercialmente disefiadas en funcién de:

Los distintos grados de estrés

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

e La patologia general

e Estado del tracto digestivo

e QOtros

Tanto los soportes nutricionales como cualquier tipo de complemento (mediacamento
o nutricional) poseen una composicion detallada de todos los nutrientes, de modo que con
esta informacion y conociendo el volumen de formula administrada a cada paciente se calculd

la ingesta real diaria de cada uno de los nutrientes asi como de la energia.

La nutricion artificial (enteral o parenteral) es un método adecuado de alimentacién
cuando los enfermos no pueden, no quieren o no deben alimentarse por via oral, de tal modo
que la imposibilidad de utilizar el aparato digestivo serd la Unica indicacién de la nutricion
parenteral, y la Unica contraindicacidon de la nutricién enteral, en el caso de los pacientes
criticos, el uso complementario de la nutricion enteral y parenteral pueden beneficiosa y por lo

tanto recomendable.

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

principalmente en funcién de variables:

1) Los requerimientos energéticos

2) Elgrado de hipermetabolismo (nivel de estrés)

3) Estado nutricional previo
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1) Calculo de los requerimientos energéticos: Para su determinacién se podian
seguir dos vias distintas, una mediante la realizacién del calculo del gasto
energético, o bien empleando como referencia los limites establecidos en las

recomendaciones de la ESPEN:

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

e Durante la fase de recuperacidn anabdlica, el objetivo se establecié entre
25 — 30 Kcal/Kg/dia.

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

el de un aporte >30 Kcal/Kg/dia.
2) El grado de hipermetabolismo (nivel de estrés): El grado de estrés metabdlico se

determind en funcidn de cinco parametros, dentro de los cuales se establecieron

distintos niveles de gravedad, tal y como se indica en la tabla.

Tabla 33: Valoracidn y clasificacion del grado de estrés

Grado de
; Grado 0 Grado 1 Grado 2 Grado 3
Estrés
Situacion Clinica Ayuno Cirugia mayor  Politraumatismo Sepsis
Nitrégeno ureico
; <5 5-10 10-15 15-20
(gr/dia)
Glucemia (mg/dia) 100 + 20 150 + 25 200 + 25 250 + 50
Resistencia a la
) ) NO NO NO/SI SI
insulina
Indice de consumo
90 * 10 130 £ 10 140 *~ 10 160 * 10

de O, (ml/mn.m’)

Recogido de: Protocolo para Nutricién Parenteral, Hospital Virgen de la Nieves, 2006

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

mas representativos fueron los siguientes:
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e Peso real comparado con el peso ideal
e Porcentaje de perdida de peso

e Peso actual, habitual e ideal

e Circunferencia de la mufieca

e Determinacion de la complexién

e Circunferencia muscular del brazo

e Determinacion del pliegue tricipital

e indice de Masa Corporal (IMC)

En el caso de la nutricién enteral, |la eleccion de la formula se realiza principalmente en

base a dos aspectos:

1) Realizacién de una revision de las distintas formulas de nutricidon
enteral, estudiando de cada una de ellas, tanto la composicién vy
proporcidn tanto de los macronutrientes como de los micronutrientes,
seleccionando la férmula mas adecuada segun la patologia del paciente

(poliméricas, oligoméricas, especiales...).

2) Estudiar la existencia de incompatibilidades entre la administracién de la
alimentacion por via enteral con la via de administracion de

medicamentos.
En el caso de la nutricidn parenteral, la seleccion de la dieta, se realizé en funcidn del

grado de estrés y el peso del paciente, tal y como se refleja en la tabla (en el caso de las

formulas elaboradas por el servicio de farmacia del hospital).
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Tabla 34.- Seleccion de la dieta en funcion del peso del paciente y el grado de estrés

PESO GRADO DE ESTRES

(Kg) 1 2 3 4
40-50 I I n I
51-60 I v v v
61-70 v v v V-vi
71-80 v v Vi Vi

Recogido de: Protocolo para Nutricién Parenteral, Hospital Virgen de la Nieves, 2006

Asimismo, en el caso de la Nutricién Parenteral, seleccion de la via de administracion

(periférica o central) se realizé en funcién de la osmolaridad de la formula, de tal modo que:

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

mOsm/L.

e Via periférica: brazo (cubital o radial) o antebrazo (basilica o cefdlica) para
pacientes con necesidades nutricionales que requieren concentraciones

superiores a 800 mOsm/L,

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

Tabla 35

3.7.- TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

En el caso de los pacientes criticos, la muestra se recogid segun el protocolo del
hospital, preservando en todo momento al paciente de cualquier tipo e invasién extraordinaria
a laindicada por el médico intensivista y previo consentimiento informado. En todos los casos,

la muestra se sangre se extrajo por personal cualificado y autorizado.

Al igual que en el grupo control se tomaron muestras de sangre venosa recogida en

tubos de vacio (Venoject ®) de los cuales se procedio a la separacion tanto de plasma como de
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eritrocitos, dividido en alicuotas que se emplearon para su analisis en el Hospital Virgen de las

Nieves en el Instituto de Nutricidén y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Granada.

Tabla 35.- Formulas y suplementos administrados a los pacientes durante su estancia en UCI

Nutricion Parenteral Nutricion Enteral
Kabiben periférico Glucerna Select
Structokabiben Pulmocare

Formula IlI* NEPRO

Formula IV* Oxepa

Formula V* Peptisorb

Formula VII* Diason
Complemento polimineral Addamel Osmolite
Complemento polivitaminico Cernevit Novasource Diabet
Volumen

Suero Glucosado 5%
Suero Fisiolégico

Suero Glucosalino

*realizada en la farmacia del hospital

3.8.- ANALISIS BIOQUIMICO

En cuanto al anadlisis bioquimico de los pacientes criticos, no solo se determinaron los

pardmetros relacionados con el estado nutricional, si no que ademas se determinaron

numerosas variables asociadas tanto a la situacién antioxidante de los pacientes, asi como al

estado inflamatorio de los mismos

3.8.1.- DETERMINANCIONES BIOQUIMICAS

3.8.1.1.- Poder Antioxidante Total (PAO)

La determinacion del Poder Antioxidante Total (PAO) se realizd6 mediante una medida

indirecta colorimétrica, en la que se evalud la capacidad de los antioxidantes como sustrato en

la reaccién de reduccién del Cu** a Cu”.
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En esta reaccién se pusieron en contacto todas las muestras con una solucién de Cu®*,
de tal modo que ante la presencia de antioxidantes, estos realizaran una reduccién de Cu* a
Cu®, dicha reduccién producird una reaccién colorimétrica que serd posteriormente evaluada
mediante la medicidon de la absorbancia a 490 nm, evaluando de este modo la capacidad
antioxidante de la muestra, evaluando no solo moléculas antioxidantes hidréfilos como la

Vitamina C o glutation, si no también, moléculas hidréfobas como la Vitamina E, entre otras.

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

reactivos de la siguiente manera:

.- Por un lado, antes de comenzar el procedimiento, se

.z . .z . Lk
realizd una dilucidn previa de la muestra. Cu ¥
Redvcdon por
Antioidontes
l Cu+
.- Y paralelamente se procede a la preparacién de la
mezcla para el analisis tanto de las muestra como del estandar S
[-rirairl))
necesario para la posterior elaboracion de la curva patron. coorimatrics

.- Una vez preparados tanto las muestras como los

reactivos, el procedimiento de analisis comprendidé cuatro

puntos:

1) Se montd la placa de 96 pocillos con las muestras por duplicado, el blanco y
los estdndares para la confeccidn de la curva patrén con 200 uL de mezcla en

cada pocillo y posterior lectura a 490 nm.

2) Una vez realizada esa primera lectura, se afadieron 50 pL de solucién de

Cu* a cada pocillo e incubamos durante 3 minutos.

3) transcurridos esos 3 minutos, se procedié a una segunda lectura de la placa

2490 nm
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4) Por ultimo, una vez realizada esa segunda lectura, se afiadieron es este
punto 50 pL de Solucidon de Parada (Stop Solution) realizando una nueva

lectura a 490 nm lo mas rapidamente posible.

3.8.1.2.- Glutation Peroxidasa (GPx)

La Glutation peroxidasa celular es un miembro de una familia de enzimas glutation
peroxidasas cuya funcidn principal es la de desintoxicar perdéxidos en las células,
desempenando un papel fundamental en la proteccién de la célula frente al dafio de los

radicales libres, en particular de la peroxidacion lipidica.

Las enzimas glutation peroxidasa cataliza la reduccién de H,0, a los peréxidos
organicos y agua (ROOH) a los alcoholes estables correspondientes (ROH) utilizando glutation

(GSH) como fuente de equivalentes de reduccion:

GP
R-0-0O-H + 26SH —— X 3 R-O-H + GSSG + H:0

El método de andlisis de la actividad de la enzima se realizo de un modo indirecto a
partir del oxidado (GSSG), producido con la reduccién de un perdxido organico por c-GPx, que
es reciclado a estado reducido por la enzima glutatién reductasa (GR), de modo que debido a
la oxidacién de NADPH a NADP' se produce una disminucién en la absorbancia a 340 nm lo
cual nos proporciono un medio de espectrofotometria para supervisar la actividad de la

enzima glutatidn peroxidasa:

c-GPX
R-0-0-H + 2GS8H ——  R-0-H + GSSG + H20

GSSG + NADPH + HY —CR 5 2GsH + NaDPY
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De tal modo que la tasa de disminucién de la absorbancia Az serd directamente

proporcional a la actividad de GPx en la muestra.

La realizacién del ensayo se realizé teniendo en cuenta el método de Paglia y Valentine

(1967), modificado por Lawrence y Burk (1976), segun los pasos descritos a continuacién:

1) Antes de comenzar el procedimiento, se encendié el espectrofotémetro, y se
ajusto para medir la absorbencia a 340 nm, estableciendo ademas una

temperatura adecuada para la medida (entre 23 - 25 ° C).

2) Antes de comenzar el ensayo, se realizo una dilucion previa de la muestra en el
tampon, realizando una dilucién 1/10, de modo que para una muestra 15 plL se

adicionaron 135 pL de buffer

3) A continuacidn, se pipetearon los siguientes reactivos en cubetas:

e 350 pL de tampdn de ensayo
e 350 pL de reactivo NADPH

e 70 pL de muestra

4) Una vez finalizada cada una de las mezclas, procedemos a montar la placa con
cada una de las muestras por duplicado, ademas del blanco y los estdndares

necesarios par la curva patrdn, para la posterior lectura por espectrofotometria.

5) Por ultimo, antes de realizar la medida, se afiadieron a cada uno de los pocillos
350 pL de diluir terc-butil hidroperéxido, mezclando cuidadosamente mediante
pipeteo arriba y abajo dos veces, evitando la formacion de burbujas, ya que

pueden alterar la lectura.

6) Comenzamos la lectura y realizando un registro de la misma a As4 durante tres

minuto.
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3.8.1.3.- Selenoproteina P1 (SEP P1)

La determinacion de Selenoproteina P se realiz6 mediante la técnica de inmunoensayo
enzimatico in vitro para deteccion de Selenoproteina P1 (SEP-P1) humana en plasma, segun el

método de Hollenbach y col. (Hollenbach, Morgenthaler, Struck y col. 2008)

Este método de inmunoensayo se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado
sobre una fase sdlida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una

reaccion cuyo producto, puede ser medido espectrofotométricamente.

El procedimiento se realizé sobre una placa de 96 pocillos sobre la que se fijan los
anticuerpos de interés, de tal modo que al anadir la muestra que contiene el antigeno
complementario se produce una uniéon que se puede detectar mediante la adicidn de un
segundo anticuerpo contra el mismo antigeno, éste marcado con una enzima que al afiadirle
un substrato se hidroliza dando una reaccion de color, siendo la intensidad del color

directamente proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra analizada.

Substrate

Captura
Antibody

Figura 23.- técnica de inmunoensayo enzimdtico in vitro
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El procedimiento de analisis comprendio principalmente los siguientes pasos:

.- Antes de comenzar con el protocolo se realizo una dilucion previa de la muestra

hasta una concentracion 1:500.

Ademas de preparar las diluciones del reactivo de Standard para la realizacién de la

curva patron.

.- Una vez preparadas las diluciones se procedid del modo siguiente:

1) En una placa de 96 pocillos se afiadieron 100 uL de cada una de las
diluciones preparadas anteriormente a cada uno de los pocillos de la placa (muestras,
estandar y blanco), cubriendo con un sellador de placa al finalizar este paso, para

seguidamente incubar durante 2 horas a 37 oC.

2) Una vez finalizada la incubacidn, se retird el liquido sin lavar y se afiadieron
100 pL del primer reactivo de deteccidn a cada uno de los pocillos, volviendo a sellar la

placa e incubando esta vez 1 hora a 37°C.

3) Al finalizar la incubacidn, se aspiro la solucion de los pocillos y lavamos 3
veces con Solucion de Lavado dejando reposar entre cada uno de los lavados 1 — 2

minutos.

4) A continuacién se afiadieron 100 plL del segundo reactivo de deteccion a
cada uno de los pocillos, volviendo a sellar la placa e incubando esta vez 30 minutos a

379C.
5) Pasados estos 30 minutos, se repitid la aspiracién y lavado de la solucion,
del mismo modo que en el paso anterior, pero esta vez 5 veces, también con Solucion

de Lavado dejando reposar de nuevo entre 1 — 2 minutos entre cada lavado.

6) Tras el ultimo lavado, se procedié a la adicion de 90 pL de Solucién de

Sustrato a cada pocillo de la placa, cubriendo de nuevo con sellador e incubando 15 -
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25 minutos a 372C. En este punto fue especialmente importante proteger el material
lo maximo posible de la luz, ya que es en este momento donde se realizé la reaccion

colorimétrica y el reactivo empleado era muy fotosensible.

7) Finalmente tras estos minutos de incubaciéon para la produccién de la

reacciéon colorimétrica se afiadieron 50 pL de Soluciéon de Parada a cada uno de los

pocillos, mezclando homogéneamente (sin producir burbujas) para medir

inmediatamente a 450 nm.

3.8.1.4.- Mineralizacion por via hiumeda

Para la realizacidn de una mineralizacidn por este método, se introdujeron en un vaso

de precipitado 0,5 mL de muestra (eritrocitos o plasma) tapandolo con vidrio de reloj

invertido. Una vez situados los vasos en el bafio de arena, se afiadié acido nitrico hasta el cese

de emision de vapores nitrosos (rojos).

Posteriormente se afadieron entre 1 — 2 mL de acido percldrico hasta que se produjo

una emisién de vapores blancos, momento en el cual se finaliza el proceso de mineralizacion.

Una vez frias las disoluciones se les anadié 1 mL de acido clorhidrico 5 N, llevando la

solucidon de cada una de las muestras a un matraz de cristal, a continuacion, se enraso con

agua bidestilada hasta obtener un volumen final de 25 mL, sin filtrar.

Finalmente se envasaron y codificaron las disoluciones, almacenandolas a temperatura

ambiente hasta el momento de determinacién del mineral (selenio).

3.8.1.5.- Determinacion de Selenio

La de Determinacién de Selenio se realizo mediante Espectrometria de plasma por

acoplamiento inductivo con deteccién por espectrometria de masas (ICP-MS)
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La espectrometria de masas con induccién de plasma se basa en el uso de un plasma
de argdén como fuente de ionizacion de los elementos de la muestra, siendo separados y

detectados los distintos iones mediante un espectrometro de masas de alta detectabilidad.

El procedimiento ICP-MS combina la eficiencia en la descomposicidon de las muestras
para formar iones con la potencia de la espectrometria de masas para distinguir iones de
masas diferentes, ofreciendo una gran detectabilidad en la determinacion de selenio y otros

elementos, pudiendo incluso realizar estudios de especiacién.

Para la determinacion de selenio en sangre existe un método sencillo que se describe a
continuacién: las muestras de sangre se diluyen 1:10 (v/v) con un diluyente que contiene
Tritdn X-100 y acido nitrico. Los patrones se acondicionan para tener una concentracién de

selenio similar a la de la sangre. La correccidn de interferencias no se considera necesaria.

3.8.1.6.- Busqueda de la Secuencia Genética de las Proteinas seleccionadas

Para la realizacidon de nuestro trabajo de investigacion, se seleccionaron dos genes de
los que posteriormente se realizara el estudio genético. La busqueda de los genes de las
proteinas seleccionadas se realizo a mediante el enlace web del National Center of
Biotechnology information (NCBI) en esta pagina buscamos los genes de las proteinas
seleccionados para nuestro estudio, la enzima Glutatién Peroxidasa 3 (enzima con accidn
antioxidante a nivel plasmatico) y la Selenoproteina P (Proteina plasmatica transportadora de

selenio).

En esta pagina nos aparece toda la informaciéon de un modo muy detallado de toda la
informacién genética, mostrando de un modo detallado la regién codificante y la no

codificante asi como el nimero de exones de los que se compone.

En el caso de la secuencia genética par la Glutation Peroxidasa 3, nos indica que:
e el cdédigo de localizacién es el NM_002084.3
e Su definicion completa es la de Homo sapiens, Glutathione Peroxidase 3

(plasma) (GPX3), mRNA.
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e lasecuencia completa del gen comprende 1 — 1779 bases
e laregidn codificante se encuentra entre la base 218 — 898

e Posee 5 exones:

1) 1-304

2) 305-458
3) 459-576
4) 577-676
5) 677-1761

Para la Selenoproteina P1:

e el cédigo de localizacién es el NM_001085486.1

e Su definicion completa es la de Homo sapiens Selenoprotein P, plasma, 1
(SEPP1), transcript variant 2, mRNA

e lasecuencia completa del gen posee 1 — 2193 bases

e laregidn codificante se sitla entre la base 130 —1275

e Posee 6 exones:

1) 1-87

2) 88-116

3) 117-332
4) 333-545
5) 546 - 663
6) 664-2115

3.8.1.7.- Seleccion de los Cebadores o “primers”

Antes de comenzar cualquier procedimiento de seleccidon de cebadores es necesario

conocer la secuencia completa del gen que deseamos amplificar, siendo este un

procedimiento que se ha explicado de un modo detallado en el apartado anterior.
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De este modo, una vez conocida la secuencia genética completa empleamos una
herramienta de busqueda para los cebadores, en este caso utilizamos el enlace web del
Nacional Center of Biotecnology Information (NCBI), concretamente el Primer — BLAST (un

buscador especifico de cebadores).

En este punto, introduciremos la secuencia completa de nuestro gen (tanto la regién
codificante como la no codificante), seguidas de todas las condiciones y requisitos que

deseamos que cumplan nuestros cebadores, como son:

e Seleccidn de la especie (en nuestro caso, Homo sapiens)

e Temperatura media de la PCR.

e Numero de bases que queremos amplificar (150 — 200 pb, 200 — 250 pb, etc).

e Siqueremos incluir mas de un exén en nuestra secuencia amplificada.

e Siqueremos incluir ademas in intron dentro de nuestra amplificacion.

e Podemos eliminar secuencias que amplifiquen algin polimorfismo.

e El tamafio que deseamos que tenga cada uno de los cebadores, pudiendo
establecer tanto un minimo, como un maximo, y el tamafio optimo.

e El porcentaje Guanina — Citosina (%GC), siendo el porcentaje idéneo alrededor
de un 50% ya que aporta una mayor estabilidad.

e las condiciones especificas de la PCR, en cuanto a las concentraciones de

cationes de Na, Mg, nucleétidos, etc.

Una vez que hemos introducido todos los pardmetros determinantes para la busqueda
de nuestros cebadores, al finalizar la misma, obtendremos todos los cebadores que cumplen
los requisitos establecidos, generalmente se suelen obtener mas de un cebador que cumplen
las caracteristicas iniciales de la busqueda, motivo por el cual, se realizo un estudio de la
posible formacion de estructuras secundarias del cebador, con el fin de garantizar el adecuado
acoplamiento del mismo a las secuencias que deseamos amplificar, siendo muy importante
gue no exista ninguna formacion de estructuras secundarias en la secuencia seleccionada para

el cebador.

En este caso, para estudiar la formacion de estructuras secundarias, en lugar de

introducir la secuencia completa del gen, Unicamente incluiremos la secuencia de cebador a
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cebador, asi como los pardmetros especificos de la PCR, concretamente, de temperatura y

concentracién de iones de Na y Mg.

3.8.1.8.- Extraccion del ARN

Para la extraccién de RNA, las muestras estdn estabilizados en tubos de PAXgene Blood

RNA Tubes (BRT), de modo que tras la descongelacion, (de aproximadamente 30 minutos)

procedemos a la extraccion del material genético tal y como se describe a continuacion:
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1)

2)

3)

6)

7)

8)

Centrifugamos los tubos 10 minutos a 3000 — 5000 xg en una centrifuga con rotor
basculante.

Una vez centrifugados los tubos, eliminamos el sobrenadante por decantacion y
posteriormente afiadimos 4 mL de agua libre de RNasa (RNFW) cerrando los tubos
con un nuevo tapén.

Mezclamos el agua mediante vortex hasta completa disolucién, y a continuacion
centrifugamos de nuevo 10 minutos a 3000 — 5000 xg eliminando el sobrenadante
una vez finalizada la centrifugacion.

Una vez eliminado el sobrenadante, se afiadieron 350 uL de Buffer volviendo a
mezclar con vortex hasta completa disolucion.

A continuacidn pipeteamos la muestra disuelta en un tubo de 1,5 mL, afadiendo
en el mismo 300 pL de Buffer de union y 40 uL de Proteinasa K, mezclado mediante
vortex durante 5 segundos y a continuacién incubamos 10 minutos a 55 2C dando
un vortex de 3 segundos cada 2 minutos con el fin de alcanzar la lisis adecuada de
la muestra.

Pipetear el lisado en una columna “lila” de PAXgene Shedder en un tubo de 2 mL, y
seguidamente centrifugamos 3 minutos a maxima velocidad, pero sin superar 20
000xg.

Tras finalizar la centrifugacion, transferimos con cuidado el sobrenadante a un
nuevo tubo de 1,5 mL sin remover el pelet (sedimento)

Una vez transferido, anadimos 350 uL de etanol (96 — 100%) y mezclamos en
vortex y después centrifugamos 1 — 2 segundos entre 500 — 1000 xg para quitar las

gotas de las paredes.



Sujetos y Metodologia

9) Seguidamente, pipeteamos 700 pL de muestra en una nueva columna, esta vez de
color “rosa” de PAXgene Shedder en un tubo de 2 mL, después centrifugamos 1
minuto a 8000 xg, una vez acabada la centrifugacion, pasamos la columna de
extraccién a un nuevo tubo de 2 mL y desechamos e anterior.

10) En este nuevo tubo, pipeteamos la muestra restante a la columna y centrifugamos
de nuevo 1 minuto a 8000 xg, repitiendo el paso anterior, cambiamos la columna a
un nuevo tubo de 2 mL y desechamos el tubo con el flujo anterior

11) En el nuevo tubo afiadimos ahora 350 uL de Buffer de lavado a la columna de
extraccién y volvemos a centrifugar 1 minuto a 8000 xg, y de nuevo, una vez
acabada la centrifugacion colocamos la columna en un nuevo tubo de 2 mL
desechando el tubo anterior.

12) Realizamos una mezcla de 10 yL de Agua libre de RNAasa y 70 ulL de Buffer de
digestion de ADN en un tubo eppendorff de 1,5 mL mezclando suavemente con un
pulso de centrifuga.

13) Una vez realizada la mezcla tomamos 80 pL de mezcla, que depositaremos
cuidadosamente sobre la membrana (columna rosa) dejando actuar 15 minutos a
una temperatura de 20 — 302C

14) Transcurrido este tiempo, afiadimos 350 uL de Buffer de lavado de nuevo a la
columna, y centrifugamos tal y como hecho en pasos anteriores 1 minuto a 8000
xg, colocando otra vez la columna en un nuevo tubo de 2 mL y desechando el tubo
con el filtrado.

15) Aifladimos ahora 500 uL de Buffer de lavado concentrado y centrifugamos a 8000
xg esta vez durante 3 minutos.

16) Volvemos a desechar el tubo con el filtrado y pasamos la columna a un nuevo tubo
de 2 mL, centrifugando ahora 1 minuto a 8000 xg pero si anadir nada.

17) Hasta el momento, todo el material genético esta retenido en la columna, de
modo que para comenzar la extraccidn, para ello desechamos de nuevo el tubo
con el flujo de la filtracién, y pasamos la columna a un tubo eppendorff de 1,5 mL,
anadimos ahora 50 uL de Buffer diluido sobre la membrana y centrifugamos de
nuevo 1 minuto a 8000 xg

18) Tomamos el filtrado obtenido y lo redifundimos sobre la membrana, centrifugando

de nuevo 1 minuto a 8000 xg
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19) Una vez finalizado este ultimo punto, el filtrado obtenido correspondera al RNA

extraido contenido en la muestra, y el cual procederemos a cuantificar mediante el
Nano Drop antes de la congelacién a -80 2C (método empleado para conservacion
de las muestras), teniendo siempre la precaucion de emplear un material libre de

RNAasa (tanto agua, como puntas de pipetas...).

3.8.1.9.- Obtencion de ADN Complementario (ADNCc)

El ARN es un compuesto muy sensible y facilmente atacable, ya que en el ambiente, en

las manos, y en practicamente en cualquier superficie existen numerosas enzimas que

destruyen estas moléculas, siendo este el principal motivo por el que decidimos obtener el

ADN Complementario (ADNc) del ARN, ya que es una molécula mucho mas estable.

Dicho procedimiento se realizé del modo siguiente:

1)
2)

3)

4)
5)

6)
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Preparamos diluciones de 2 ng de ARN a 25 pL de volumen final

Preparamos la mezcla de adicidon de hexameros con 4 puLy 1 plL de agua DEPC, una
sustancia quimica que elimina Ribonucleasas (Dietilpirocarbonato).

Se afadid la mezcla de hexameros a la dilucién del ARN y se incubo durante 10
minutos a 65 2C

Transcurrido este tiempo, atemperamos en hielo durante 5 minutos

Durante el tipo que permanecieron las muestras en hielo preparamos una nueva

mezcla que contenia:

10 yL de tampdn T — 5x

e 2,5l de nucledtidos (NTPs)

e 1 pulL de enzima M — MLV, una enzima retrotranscriptasa del virus molones
de la leucemia murina

e 6,6 uL de agua DEPC

Una vez terminada esta ultima mezcla, en tubos eppendorff introducimos los

volimenes de 25 pL de la diluciéon del RNA, junto con los 5 pL de la mezcla de
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hexameros y los 20 pyL de la mezcla de nucledtidos y enzima, obteniendo un

volumen final de 50 L, que llevaremos a un termociclador con un unico ciclo de:

e 10 minutosa 22 2C
e 50 minutosa42°C
e 10 minutos a 55 ¢2C

e 15 minutosa 70 eC

7) Al finalizar el proceso se afiadieron 50 L de agua de DEPC a cada uno de los tubos

con el ADNc, por ultimo se almacenaron las muestras en frié a — 20 2C

3.8.1.10.- Amplificacion del ADNc: Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR, conocida de este modo por sus siglas en inglés Polymerase Chain

Reaction una técnica de laboratorio cominmente usada en biologia molecular para generar

una gran cantidad de copias de ADN, en el proceso llamado "amplificacion".

De tal modo que, una vez obtenido el ADNc a partir de ARN del modo explicado en el

apartado anterior, procedemos a la amplificacion de este ADNc con el fin de poder realizar una

posteriormente una evaluacién de la expresidn mediante electroforesis.

La amplificacién de ADNCc se realizo del modo siguiente:

1) Preparamos una mezcla de los reactivos, de modo que para cada una de las

muestras a amplificar el volumen final preparado fue de 16 plL, dicha mezcla

contenia:
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e 2ulLdeNTPs

e 9pulLdeagua

e 4 pulLdetampdnT-5x

e 0,5 uL de PPl — F (Isoforma 8 de la subunidad catalitica de la proteina
fosfatasa 1 en direccion 3"-5’)

e 0,5 pL de PPl — R (Isoforma 6 de la subunidad catalitica de la proteina
fosfatasa 1 en direccion 5" - 3°)

e 0,15 pL de Phire

2) Una vez terminada la mezcla, afiadimos 4 uL de muestra de ADNc a cada uno de

los tubos mezclandolas cuidadosamente.

3) Llevamos los tubos a amplificacién por PCR con el siguiente programa:

e 30segundos a982C

e 10segundosa982eC
10 segundos a 60 2C n = 25 ciclos de repeticidon

10 segundos a 72 eC

e S5 minutosa722C

e 5 minutosa222C

4) Una vez finalizada la PCR conservamos las muestras en refrigeracién a 4 2C

* La metodologia explicada hasta el momento fue la utilizada para la amplificacién del gen
constitutivo PPI, sin embargo para la GPx 3 y SEP-P1 se usaron los cebadores especificos de estas
proteinas y aunque las condiciones de la PCR fueron las mismas, el numero de ciclos de repeticion se

aumento hasta35(n=3
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3.8.1.11.- Electroforesis

Una vez finalizada la amplificacién de los genes mediante PCR convencional,
realizamos la electroforesis de la muestra con el fin de determinar de un modo cualitativo la
expresion o no de los genes amplificados, siendo las muestras con amplificacién positiva a las

gue se les aplicara la técnica de PCR —RT.

La electroforesis es una técnica que consiste en la separacidon de moléculas segun la
movilidad de estas en un campo eléctrico, en nuestro caso, se utilizd6 como soporte un gel de
agarosa, de modo que, en cada uno de los pocillos introduciremos 2 pL de tampdn de carga,
este tampdn estaba compuesto principalmente por 1 o 2 colorantes y glicerol (este ultimo para
aumentar la densidad de la mezcla) y a continuacion 5 pL de muestra. Una vez realizada la
mezcla en cada uno de los pocillos del gel, se cerrd el bafio y se programo a 120 v durante 50

minutos.

Al finalizar el tiempo de espera de la electroforesis se saco el gel del bafio y se tifio con
Bromuro de Etidio durante un tiempo aproximado de 15 minutos, para la correcta tincién del

mismo, para posteriormente realizar la lectura cualitativa mediante fluorescencia.

3.8.1.12.- Reaccion en cadena de la polimerasa a Tiempo Real (RT-PCR)

La PCR cuantitativa (QPCR o Q-PCR) del inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction
o PCR en tiempo real, del inglés Real Time PCR, es una variante de la PCR, utilizada para

amplificar y cuantificar simultdneamente el producto de la amplificacion del ADN.

De modo que con el fin de poder realizar una posteriormente una evaluaciéon
cuantitativa de la expresion génica mediante PCR-RT, y teniendo en cuenta que en nuestro
estudio se tomd como molécula de partida el ADNc amplificado, el procedimiento seguido

para el analisis se describe a continuacion:
Es muy importante tener en cuenta que el volumen final en cada pocillo de la placa
que montaremos para la lectura final de PCR — RT es de 20 uL, de modo que para realizar la

distintas mezclas de los reactivos tendremos que tener muy claro desde el principi9o el
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numero de replica que vamos ha hacer de cada una de nuestras muestras, en nuestro caso,
para los genes constitutivos seleccionados (PPIB y HPRT) se realizaron determinaciones de las
expresion por duplicado, mientras que de los genes problema (GPx3 y SEPP1) la lectura se

realizo por triplicado.

De modo que teniendo en cuenta el numero de replicas de cada muestra y el error de
pipeteo, se empleo un factor de conversion con el fin de estimar el volumen inicial necesario

de cada uno de los reactivos.

Puntos L My /
. X
experimento punto

L Adix

Fr= +1 {por codo 10)

1) Preparamos una mezcla que alcanzara un volumen final de 16 L que incluira:

e 10 pL de kit (con el fluordforo)
e 0,4 uLPrimer—F
e 0,4 pLPrimer-R

e 5,2 pul agua para PCR

2) Una vez preparada la mezcla damos vortex durante 3 segundos con el fin de
obtener una mezcla homogénea de todos los reactivos, una vez que tenemos

mezclados los reactivos damos un pulso.

3) Antes de montar la placa prepararemos una dilucién previa, de modo que si la
determinacion de la expresion la realizamos por duplicado mezclaremos 36 uL de
mezcla junto con 9 puL de ADNc , mientras que si la placa la montamos con cada
muestra por triplicado, realizaremos una mezcla de 52 pL mezcla junto con 13 puL
de ADNc.

4) Una vez finalizada la mezcla previa al montaje de la placa, pasamos a montar la

placa con 20 pL de mezcla en cada pocillo.

5) Cuando ya tenemos los pocillos de la placa con la mezcla, a cada uno de ellos les
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6) afiadimos 2 gotas de aceite mineral, con el fin de evitar perdidas por evaporacion...

7) Seguidamente cubrimos la placa con un sellador transparente

8) Por ultimo centrifugamos la placa durante 2 minutos a 2000rpm, teniendo ya la

placa preparada para la cuantificaciéon por PCR — RT.
Para la cuantificacién de la expresion en el termociclador tanto de los genes

constitutivos como de los genes de referencia se empleo el software MyiQ, concretamente el

protocolo “Roche protocol 45” cuyo programa se describe en el esquema inferior

Figura 24.- Representacion esquemdtica del ciclo empleado en PCR - RT

95°C 95°C 95°C 95°C
0:30| 0:30 0:30 720C 1:00
10:30
70°C
60°C
I 10:00
0:30
2 (8x) 5 (45x) 5 6

3.8.1.13.- OTRAS DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

Ademas de las determinaciones explicadas anteriormente, se determind la
albumina, prealbimina, proteinas totales, la bilirrubina, el acido urico y la homocisteina total,
todas ellas mediante técnicas de inmunoensayo colorimétrico, siguiendo los procedimientos

enumerados en la tabla inferior.
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Tabla 36: Otras determinaciones bioquimicas realizadas

Parametro ; L Valor de
o Método de andlisis .
Bioquimico Referencia
- . Metodo diazonico (en autoanalizador roche/hitachi
Bilirrubina 0-1mg/100 ml
mmodular p)
P Test enzimdtico colorimétrico (en autoanalizador 3=3-7mg/dl
Acido drico . .
roche/hitachi mmodular p) ©=0,8 - 1,2 mg/dl

Test enzimdtico colorimétrico (en autoanalizador

Proteinas totales . .
roche/hitachi mmodular p)

0-7,5g/dl

L. Test inmunoturbidimétrico (en autoanalizador roche/hitachi
Albumina 3,5-5g/dl
mmodular p)

— Inmunoensayo de polarizacion de fluorescencia (fpia), (imx
Homocisteina ) ) 5—12 pmol/I
©homocyteine de abbott laboratorios s.a)

Inmunonefelometria con analizador de imagen (sistemas
Pcr ) o 0,1-1mg/dl
inmunoquimicoas beckman coulter)

4.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Para la expresion de los datos se ha utilizado el procedimiento de estadistica
descriptiva, indicandose los resultados de las variables numéricas como media aritmética,
desviacion estandar (X + SD) y error estdndar de la media (EEM), y los resultados de las
variables categodricas en frecuencias (%). Como paso previo a la ejecucion 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 ha utilizado el test de muestras
independientes para las comparaciones entre los grupos y el test para muestras relacionadas,
para evaluar la significacion estadistica del cambio producido en las distintas variables

numeéricas durante el estudio.

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

paramétrico para muestras relacionadas.
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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.

El analisis de regresién linear se utilizé para la busqueda de correlaciones bivariadas,

utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson

La estimacién del grado de asociacidon entre cada uno de los pardametros plasmaticos

analizados y los resultados clinicos se realizé mediante un analisis de regresién logistica.

5.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En el paciente critico se llevan a veces a cabo practicas hospitalarias que pueden
afectar de modo adverso a la salud nutricional del paciente, como pueden ser la inadecuacién
del soporte nutricional suministrado por la casa comercial y el retraso por diferentes motivos
en su instauracion, las pérdidas extras de nutrientes por complicaciones del tratamiento o por
la propia enfermedad de base, la administracidn de fadrmacos que interfieren en el proceso de
nutricion, las deficiencias organizativas que contribuyen a que la asistencia nutricional
prestada en el hospital no sea la mas idénea (Arias, 2006), las técnicas de medicion de la
composicion corporal varian desde las muy sofisticadas a técnicas tan simples que puedan ser
realizadas a pie de cama, casi todas ellas tienen valor limitado en el paciente critico, ya que
muchos de los pacientes graves estan sometidos a ventilacion mecanica, hemodialisis o han

necesitado de la infusién de gran cantidad de liquidos para su reanimacion.
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Resultados del Estudio

1.- RESULTADOS DEL ESTUDIO
1.1.- CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA

El estudio se realizé a partir de un grupo control formado por 101 individuos sanos,
con una edad media de 54 £ 14, de los cuales el 43 % fueron hombres y el 57 % mujeres. Los
pacientes criticos constituyeron una muestra final de 65 pacientes, con una edad media de 59
+ 11 afios, de los cuales el 58 % de los pacientes fueron hombre y el 41 % mujeres. De estos 65
pacientes, por diversas causas, solo consiguieron realizar la estancia de 7 dias 38 pacientes (el

58,5% de los pacientes).

Tabla 37.- Caracteristicas de la muestra en individuos controles y criticos del estudio

CRITICOS VALOR DE
REFERENCIA
Punto 0 Punto 7

PARAMETRO CONTROLES

54+ 14 59+ 11 58+10
3=42,6 (n=) 3=585 d=553
Q=574( Q=415 Q=447
4,55+ 22,6* 2724062 2,66+ 0,65 35-5
I
Prealbumina (mg/dL 26,8+ 9,59 12,7 +6,72 16,95 + 10,7 19,5- 35,8
I
Ferritina (ng/dL) 146,9 + 63,5* 678,7 + 946,6 529,3 +450,2 20-250
Transferrina (mg/dL) 249,8 +22,1* 139,3+57,1 148,1 + 51,3 170-370
24,8 +3,4 27,248
(18,3-36,3) (15,6-52,4) A 18-
Colesterol Total (mg/dL) 206,2 + 42* 108,8 + 38,1 136,5 + 45,9 110 - 200
Colesterol HDL(mg/dL) 47,2+ 12,1* 23,5+ 16,2 20,68 + 10,4 40-60
Colesterol LDL(mg/dL) 125,6 + 33,7* 43,5+ 29,3 69, 1+44,6 70 - 150
UL L) 141,6 59,9 197,0 + 145,1 196,5 + 100,6 50- 200
(mg/dL)
APACHE 17,4+5,4 9,1+3,6%*
SOFA 9,3%3,9 5,8 % 3**

*Criticos vs Control p < 0,05
**Criticos-0 con Criticos-7, p<0.05

n=101

NR= No realizado por causas intrinsecas al paciente

n=65

n=38
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Con respecto a los parametros clinicos nutricionales, nuestros resultados ponen de
manifiesto que los enfermos criticos al inicio de su estancia en UCl y a lo largo de la misma,
presentan valores de albumina la mitad que los mostrados por los individuos controles (p =
0,004), mientras que de ferritina son cuatro veces superiores en los pacientes criticos respecto
a los controles (p = 0,034) y la transferrina plasmdtica en paciente critico al inicio del estudio,
presenta diferencias significativas (p = 0,018) respecto al grupo control, mostrando valores

inferiores durante su estancia en UCI.

En cuanto al perfil lipidico se observaron diferencias significativas entre los valores
plasmaticos de Colesterol total, HDL y LDL entre el grupo y el grupo de pacientes criticos tanto
al inicio como a los 7 dias de estancia en UCI, mostrandose inferiores a los valores encontrados
en los sujetos sanos, aunque mostrandose dentro de los valores de referencia para el

Colestreol total, aunque presentan niveles a la mitad de los valores de referencia para HDL.

Las enfermedades causa de ingreso en la UCI de los pacientes incluidos en el estudio

fueron principalmente de origen abdominal, cardiovascular y respiratorio (Tabla ).

Tabla 38.- Enfermedad de ingreso en los pacientes criticos del estudio

DIAGNOSTICO / MOTIVO DE INGRESO INCIDENCIA (%)
Abdominal 35,4
Cardiovascular 33,8
Respiratorio 26,2
Otros 4,3

1.2.- INGESTA/APORTE DE ENERGIA Y MACRONUTRIENTES

En la estimacion de los requerimientos de energia y macronutrientes para el grupo
control se emplearon las DRIs (2002) y las Recomendaciones (Mataix y col., 2009),
concretamente las recomendaciones Europeas, para adultos sanos y con un IMC saludable,
estableciendo una ingesta energética para hombres sanos en 2350 Kcal/dia y para las mujeres

1982 Kcal/dia.
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Para los pacientes criticos, la estimacion de la ingesta energética se realizd en base a
las recomendaciones referidas por la OMS de 25 — 30 Kcal/Kg peso/dia, estableciendo como
referencia un peso medio de 60 Kg y 65 Kg para hombres y mujeres respectivamente,
considerando en base a esto, una ingesta caldrica diaria de 1820 Kcal/dia en el casos de los

pacientes varones y de 1680 Kcal/dia para las mujeres.

El reparto de macronutrientes para los sujetos pertenecientes al grupo control se
realizé siguiendo las recomendaciones oficiales para poblacién espafiola, de 10 — 12 % de la
ingesta energética a partir de proteinas (hombres, 56 g/dia y mujeres, 47 g/dia), del 55 — 65 %
a partir de carbohidratos (hombres entre 309 — 365 g/dia y mujeres entre 261 — 309 g/dia) y el
20 — 30 % aportados a través de lipidos (hombres entre 50 - 75 g/dia y mujeres entre 42 — 63
g/dia). En base a estas recomendaciones se observéd una ingesta caldrica deficiente, cubriendo
tan solo el 85% de las CDR, ademads de observar un aporte deficiente en carbohidratos, pero no

asi para lipidos y proteinas.

Para los pacientes criticos el reparto de los macronutrientes es tal y como se comenté
en el apartado de antecedentes correspondiente a las recomendaciones nutricionales en el

paciente critico, que se resume a continuacion:

La energia: Se ha estimado un aumento sobre el gasto energético basal del 20% al 60%

(Plank, Connolly y Hill, 1998).

En 1997 el Colegio Americano de Neumdlogos indico que las calorias aportadas a los
pacientes ingresados en UCI deberian de ser suficientes para promover una situacion

anabdlica, realizando una recomendacion de 25 Kcal/kg/dia para pacientes con IMC normal.

La American Dietetic Association estiman unos requerimientos energéticos de 25 — 35

Kcal/kg/dia para pacientes con IMC normal (Hise, Halterman, Gajewski y col. 2007). de tal modo que

se debe de considerar el peso previo a la agresion o el peso ajustado en caso de obesidad.
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CONTROLES

CRITICOS

INGESTA/

APORTE

Energia
(Kcal/dia)

Proteinas

(g/dia)

Aminodcidos

(g/dia)

Nitrogeno

(9/dia)

Lipidos
(g/dia)

Carbohidratos

(g/dia)

Glucosa

(g/dia)

Tabla 39.- Ingesta/aporte de energia y macronutrientes (M = media y DS= desviacién estdndar) y adecuacion (%) a las recomendaciones (CDR)
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3=1913 £ 564,0
Q=1684 + 448,6
Total = 1781 + 608,8

3=77,3+30,7
Q=65,2+21,3
Total = 69,4 + 25,9

3=97,0+28,8
©=79,1+29,9
Total = 84,3 + 38,6

3=221,4+63,1
©=190,9 52,9
Total = 200,6 + 65,6

Oy
I

2350
1982

+O
1

3=50-75
0=42-63

3=309 - 365
Q=1261-309

3=85,0
Q=85,0
Total = 82,2

3=138,0
Q=138,6
Total = 134,5

3=155,1
0=150,7
Total = 146,6

3=165,6
?=67,0
Total = 64,5

d=1470+775,5
©=1096 + 500,0
Total = 1283 + 668,9

Jd=42,0+39,3
0=39,1+14,6
Total = 40,6 + 29,0

3=25,0+16,3
Q=35,5+4,56
Total = 26,6 + 15,4

3=24,5+63,2
Q=46,1+70,9
Total = 31,4 + 64,1

J3=61,6+ 30,3
©=433+17,0
Total =52,4 + 15,7

3=65,6+41,0
Q=77,3+50,7
Total =87,9+ 72,8

Jd=126,8 +117
9=80,1+70,2
Total = 104,4 + 98,2

Jd=50
Q=147

d=250
Q=231

d=250
Q=231

4=80,7
Q=65,2
Total = 73,3

4=46,2
Q=46,6
Total = 46,6

3=27,5
0=423
Total =30,4

3=126,9
0=54,9
Total = 35,9

3d=123
©=92,0
Total = 92,5

3=126,2
Q=33,4
Total =30,8

3=50,7
Q=34,7
Total = 36,4

3=100,6
©=189,2
Total =112,9

3=77,0
Q=68,1
Total = 67,2
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La AGA (AGA. 2001) recomienda que el aporte energético se haga en relacién al indice

de Masa Corporal segun la Tabla

Tabla 40.- Recomendaciones para el aporte energético en funcion del IMC

Recomendaciones para el aporte energético en funcion del IMC (segun la AGA)

indice de Masa Corporal (Kg/m?) Necesidades Energeticas (Kcal/Kg/dia)
<15 35-40
15-19 30-35
20-29 20-25

230 15 — 20 (sin exceder >2000 Kcal /dia en PC)

Recogido de Ortiz, Gomez-Tello y Serén. 2005

Las proteinas: Las proteinas del organismo se degradan y resintetizan continuamente,
siendo necesario un suministro para reponer las pérdidas que se producen. Debido a que el
organismo es incapaz de sintetizar nueve aminodcidos, estos deben ser aportados a través de

la alimentacion.

Los requerimientos de proteinas para una persona sana esta entre 0,8 — 1 g/kg/dia, en
pacientes en situacion de estrés metabdlico pueden oscilar entre 0,8 — 2 g/kg/dia, y en
pacientes con sepsis se estima que las proteinas a administrar se encuentran entre 1,5 -
2g/kg/dia (Martindale, Shikora, Nishikawa y col. 2002; Shaw, Wildbore y Wolfe. 1987) o incluso 2,2 g/kg/dia
(Campbell. 1997), en los pacientes con pérdidas de nitrégeno excesivas, como en los pacientes con
quemaduras graves o con heridas grandes abiertas, y ademds la cantidad y calidad de las

proteinas pueden ser alteradas en los pacientes con insuficiencia renal aguda o hepdtica

(Gottschlich, 2009)

El 15-20% de las calorias totales diarias deben ser dadas en forma de proteinas. Debe
iniciarse con aportes de 1,2-1,5 g/kg/d, ajustdndose de acuerdo con controles periddicos de

balance nitrogenado y cambios en la urea plasmdtica.

Los Carbohidratos: La administracion de hidratos de carbono deberia de suministrar

del 50 al 60 % de la energia total, para evitar la oxidacion excesiva de glucosa y contribuir la

lipogenesis, aunque en términos absolutos, no debe realizarse un aporte superior a 7 g/kg/dia
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de hidratos de carbono, ya que un aporte excesivo de hidratos de carbono eleva las

concentraciones de glucosa en sangre (Gottschilch, 2009).

La glucosa debe ser el principal substrato caldrico en el paciente critico en general, atn
cuando en algunas situaciones de agresion la fuente energética sea mixta (hidratos de carbono y
grasa). Los hidratos de carbono constituyen entre el 50 y el 70% de las calorias no proteicas en

el metabolismo.

Los lipidos: Los lipidos exdgenos pueden utilizarse con eficacia como fuente de energia
durante la sepsis. Hay dos caracteristicas de los lipidos que los hacen una fuente de energia

valiosa para los pacientes con sepsis (Gottschilch, 2009).

1) Son muy energéticos, aportando 9 Kcal/g, lo que permite administrar mds
calorias en poco volumen, siendo esto una gran ventaja en los pacientes

con restriccion de volumen

2) Poseen un coeficiente respiratorio inferior al de los hidratos de carbono, por
lo que la oxidacion de los lipidos puede reducir las concentraciones

sanguineas de didxido de carbono.

Debemos tener en cuenta que la sepsis provoca una disminucion de la capacidad
celular de transportar los dcidos grasos de cadena larga a través de la membrana mitocondrial,
como consecuencia de la alteracion inducida por la sepsis en el transportador de la acil
carnitina (Hasselman y Reimund, 2004), mientras que los dcidos grasos de cadena media no

requieren carnitina para el transporte a la mitocondria.

Dado que en el hombre no existe la desaturasa hepdtica, que produce las series de
dcidos grasos n-3 'y n-6, tanto el dcido linoleico como el linolénico son dcidos grasos esenciales.
El aporte de lipidos es, por tanto, imprescindible para evitar el déficit de dcidos grasos
esenciales (debe aportarse al menos un 2% de las calorias en forma de dcido linoleico y un
0,5% como dcido linolénico) y para mantener la estructura de las membranas celulares y la

funcion de éstas en la modulacidn de las sefiales intracelulares (Ortiz, Gémez-Tello y Serén. 2005).
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Los lipidos pueden alcanzar hasta el 40% del aporte caldrico no proteico. Siendo la
cantidad minima de administracion la de 1 g/kg/d, con el fin de evitar déficit de dcidos grasos
esenciales, pero sin exceder la cantidad de 1,5 g/kg/d. El aporte de lipidos debe suspenderse si

los niveles plasmadticos de triglicéridos son superiores a 400 mg/dL.

Una vez establecido el consumo diario recomendado de cada macronutriente para los
pacientes criticos. Para el aporte proteico, en nuestro estudio, el rango recomendado segln
los descrito anteriormente, se sitdo entre un 0,8 — 2 g/Kg/dia, es decir, entre un 15 — 20 % de
la energia se realizo a partir de proteinas, empleando como valor de referencia para pacientes
criticos, nivel mds alto de este rango, debido al elevado estrés metabdlico al que estan

sometidos (hombres 91 g/dia y mujeres 84 g/dia).

En el caso de los carbohidratos, el rango recomendado estd establecido entre el 50 —
60 %, empleando el valor medio entre estos como valor de referencia para el aporte a partir de

este macronutriente (hombres 250 g y mujeres 231 g).

Por ultimo, el aporte de lipidos recomendado se establece entre un 20 — 30%
seleccionando el nivel medio como valor de referencia (25%), en base a lo cual, la cantidad
diaria recomendada para este nutriente es de 50 g/dia para los hombres y 47 g/dia para las

mujeres.

Se observd que el aporte lipidico se cubrié en un 123% en base a las CDR para este
nutriente, con el consiguiente aporte deficiente del otro macronutriente con propiedades
energéticas, los carbohidratos, de los que se realizé un aporte deficiente, cubriendo solo el
77% de las CDR. Sin embargo, el aporte proteico si se adecudé a las recomendaciones

estimadas, cubriendo el 100,6% de las CDR.
Se observaron diferencias significativas en la ingesta de carbohidratos y de lipidos,

siendo inferiores en los pacientes criticos (p < 0,05) con respecto al grupo control, no

ocurriendo asi, en el caso del aporte de energia y proteinas.
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1.3.- INGESTA/APORTE DE SELENIO

1.3.1.- GRUPO CONTROL

La ingesta media de selenio en la poblacién adulta estudiada, fue de 71,9 + 37,1
ug/dia, presentando el 31, 5 % de los individuos ingesta deficiente en selenio. Al realizar un
estudio detallado por sexo, observamos que el 28,3 % de los hombres y el 33,9 % de las
mujeres presentan una ingesta de selenio inferior a las recomendaciones establecidas para

adultos sanos.

Al realizar un analisis mas detallado de la muestra en riesgo de deficiencia y
estableciendo distintos grados, observamos que un 2,1% de la muestra posee un muy alto
riesgo de deficiencia, un 8,4 % un riesgo alto, y un 21,1 % un riesgo moderado, dichos niveles
de riesgo lo hemos establecido en funcién de la cantidad de selenio ingerido, tomando como

referencia la ingesta recomendada (IR) del mineral.

Tabla 41.- Riesgo de ingesta deficiente en selenio del grupo control (GC)

Riesgo de deficiencia Porcentaje
< 1/3 (Muy alto) 2,1%
<2/3 (Alto) 84%
>2/3 - IR (Moderado) 21,1%

Como ya sabemos, a la hora de realizar una valoracién del estado nutricional de una
poblacién, no podemos basarnos Unicamente para establecer un riesgo de deficiencia en la
estimacion de la ingesta del mineral, ya que esta determinacidon Unicamente puede ser
orientativa, debido a que se establece a través de una medida indirecta como es la encuesta

de frecuencia de consumo de alimentos.

Por este motivo, procedemos a realizar una valoracidn nutricional a partir de
parametros bioquimicos, que en este caso seran los valores de selenio en plasma y en

eritrocitos.

256



Resultados del Estudio

1.3.2.- POBLACION CRITICA

Nuestros resultados (Tabla 42) muestran aporte de selenio insuficiente en el 72,4 %
de los pacientes criticos durante los 7 dias de estancia en UCI valorados, siendo el aporte de
selenio deficiente en el 73,3 % de las mujeres y el 71,4 % de los hombres (Tabla 42). Al
separar por sexo, los resultados muestran que el 70,9 % de la poblacion masculinay el 73,3 %
de las pacientes recibieron un aporte insuficiente en selenio durante su estancia en UCI (Tabla

42)

Al estudiar la ingesta de selenio por parte del grupo control en su totalidad (sin
diferenciar por sexo), la cantidad diaria de ingesta recomendada para este mineral (55 pg/dia)
se cubrié en un 130,9 %, sin embargo, al realizar una estudio mas detallado, estableciendo
distintos rangos de riesgo de deficiencia, se observo que un 2,1 % de la poblacién
perteneciente a este grupo control, presento un riesgo alto de sufrir deficiencia, un 8,4 % un

riesgo alto, y un 21,1 % un riesgo bajo.

Sin embargo, en el caso del grupo de pacientes criticos, tan solo se cubrid el 68,7 % de
las CDR de este mineral (20 — 60 pg/dia), encontrando que 31 % de los pacientes, tenia un alto

riesgo de sufrir deficiencia, el 13,8 % un riesgo alto y el 27,6 % bajo riesgo.

En cuanto al aporte de selenio, se observan diferencias significativamente menores en
el paciente critico que en controles (p < 0.05), al igual que ocurre con el aporte de

carbohidratos y lipidos (p < 0.05).

1.3.3.- RESULTADOS EN LOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Los niveles plasmaticos de selenio se establecieron a partir de las referencias
bibliograficas como nivel minimo referencia de selenio en plasma, 60 pg/L, en base al cual, el
26,2% de los sujetos perteneciente al grupo control, son deficientes en selenio, aunque con
una deficiencia baja. Sin embargo, en el caso de los pacientes criticos, ya en el momento de
ingreso en UCI el 62,9% de los pacientes presentaron niveles de selenio plasmatico deficiente,

incrementandose este porcentaje a lo largo de la estancia en UCI hasta el 79,3% a los 7 dias.
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Como ya sabemos, el eritrocito actia como d&rgano de reserva de selenio,
estableciendo como nivel minimo de referencia para selenio eritrocitario 90 pg/L, en base a
este valor, se observé que el 26,7% de los sujetos del grupo control presentaron un estado
deficiente en selenio. En el caso de los pacientes criticos en el momento de ingreso en UCI el
97, 5% de los pacientes presentaron niveles de selenio eritrocitario deficiente en selenio,
concretamente, un 2,5 % de los pacientes presento un estado de deficiencia muy alto,
incrementandose este porcentaje de sujetos deficientes en un 32,5% tras 7 dias de estancia en
UCI, pese a que el porcentaje total de sujetos deficientes a nivel eritrocitario, disminuyo en un

5%.

En cuanto a los valores de selenio obtenidos en plasma y células durante la estancia en
UCI del paciente critico, los resultados muestran una concentracion menor aunque no
estadisticamente significativa de selenio al final del periodo de estancia tanto en plasma como

en eritrocito (de 56 a 42 pg/L en plasma, de 80 a 69 pg/L en eritrocito).

En comparacién con individuos sanos, los resultados bioquimicos obtenidos a partir de
nuestro estudio muestran diferencias significativamente menores en los niveles de selenio
plasmatico y eritrocitario del paciente critico (p < 0,05), que en los individuos sanos.
Ilgualmente, se observan diferencias significativamente superiores en los valores de

homocisteina plasmatica en el paciente critico respecto al grupo control (p = 0,000).

Igualmente, los valores de homocisteina aumentan con la estancia sin llegar a

obtenerse diferencias estadisticamente significativas.

En los resultados obtenidos al comparar las medias en el dia cero y el siete de estancia
en UCI, obtenemos diferencias significativas (p<0.05) en los valores de actividad en la enzima
GPx eritrocitaria, siendo superiores al final del periodo estudiado. Los valores de poder
antioxidante total se encuentran empeorados durante la estancia, observandose valores

menores casi estadisticamente significativos al final del estudio (p = 0,528).

Los resultados de nuestro estudio en cuanto a los niveles plasmaticos de vitaminas

liposolubles, muestran diferencias significativas tanto en los niveles de retinol, como de

Vitamina Ey B - Carotenos, siendo inferiores en el paciente critico respecto a los controles. Los
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valores de Coenzima Q analizados, muestran igualmente niveles significativamente inferiores

en los pacientes criticos respecto a los individuos sanos.

En cuanto a los pardmetros clinicos analizados, nuestros resultados muestran
diferencias significativas esperadas superiores en enzimas transaminasas asi como la lipasa y
amilasa en los pacientes criticos. En cuanto a parametros de perfil lipidico, diferencias

significativamente inferiores en HDL Colesterol y superiores en TAG.

Respecto a los valores plasmaticos, hemos observado que un 62,9 % de la poblacidn
critica muestra valores por debajo de los de referencia (60 pug Se/L) al inicio de la estancia en
UCI (dia 0), mostrando dentro de dicho porcentaje, el 31 % riesgo muy alto, el 13,8 % alto
riesgo y el 27,6 % riesgo bajo de deficiencia en selenio. La evoluciéon de dicho estatus
deficiente empeoré durante la estancia en la unidad, mostrando el 97,5 % de los pacientes
niveles deficientes, es decir, aumenta en un 34 % el nimero de enfermos deficientes en
selenio. En el contenido intracelular de selenio, se han obtenido valores por debajo de los de
referencia (90 pg Se/ L), en el 79,4 % de los pacientes al inicio de la estancia, mostrando
empeoramiento de dicha deficiencia al observar un incremento del 13,1 % de los individuos

deficientes al final del estudio (92,5 %).
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Tabla 42.- Ingesta/aporte, valores bioquimicos y riesgo de deficiencia de selenio

CRITICOS

CONTROLES
] PUNTO 0 PUNTO 7
Ingesta de Selenio Selenio Selenio Aporte de Selenio Selenio Selenio Selenio
(ug/dia) Plasma (ug/L) Eritrocito (ug/L) Selenio (ug/dia) Plasma (ug/L) Eritrocito (ug/L) Plasma (ug/L) Eritrocito (ug/L)

3=74,4+36,7

3=93,4+16,4

4=120,8+21,5

3=37,69+23,8

3=54,90 + 13,4

3=7897+138

3=393+123

3=69,47 + 16,1

MEDIA # DS Q=70,2+10,7 0=673+10,7  Q=101,7+21,7  9=37,89+233 0=57,59+125  =80,50%16,5 Q=443+10,2  9=6695+14,3
T=71,9+37,1*  T=769+181*  T=1087+234*  T=37,79+23,1 T=56,03 # 13,0 T=79,63+14,9  T=42,28+11,5**  T=68,80+ 15,2
RDA (ug/dia) 55 20-60
w
& 3=15,4 9-286
% Bajo Q=25,0 Q=26,7
M T=21,1 T=276
m Ingesta 4=283  3&=103 3=70,9 &=14,3
rNu deficiente ~ Alto  $=33,9 | 9=71 - = Q=733 Q=133 -- - . .
e (% RDA) T=315 NS84 T=724 T=138
= d=26 3=280
§ p\ww ¥=18 0=333
m T=21 T=31,0
by 3=134,5 2=68,5
2 % RDA Q=1273 0-689
T=130,9 T=687
VALORES DE
REFERENCIA (ug/l) 60 - 100 90- 190 60 - 100 90- 190 60 - 100 90- 190
INDIVIDUOS =65 d=65 =695 3=953 d=805 d=904
DEFICIENTES (%) §=37,7 =377 ?=53,8 Q=100 0=77,8 0-094,7
T=26,2 T=26,2 T=62,9 =97,5 T=79,3 T=92,5
m &,H 6,5 &,H 6,5 mw,ﬂmm\m &,HW%\H &,HNN\N AW,HMNH
M Bajo Q=377 Q=377 Q=423 Q=579 0=70,4 9=57,9
ol Riesgod Lo, 7=26,2 e T=50,0 T=47,5 T=71,4 T=57,5
S n%%%:nm =65 [d=0 @ J3=65 [d=0 5 d=139 J3=953 [3=421 3=-805 [3-83 J3=904 |Jd=333
bioquimica  “1° 2=37.7 N =577 . Grazs |SS1L5| Q=100 |Q=421 Q=778 Q=74 9-947 Q=368
; T=262 T=0 T=262 T=0 o (T=129  T=975 | T=475 T=793 | T=79  T=925  T=350
65 2 T=62,9
Mu d=o0 d=0 =0 3=48 3=00 3=00
E:w §=0 ¥=0 = ?=0,0 ?=0,0 =00
T=0 T=0 T= T=25 T=0,0 T=35,0

*p< 0.05 grupo control vs paciente critico, T=Total, **p<0.05 criticos inicio vs final
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1.4.- RESULTADOS DEL ESTATUS ANTIOXIDANTE
Los resultados obtenidos en los niveles de biomarcadores del estatus antioxidante
estudiados (enzima antioxidante —GPx- y actividad antioxidante total —PAO-), se muestran en

la tabla 43.

Tabla 43.- Resultados de GPx, PAO, SEEP1 y homocisteina en individuos controles y criticos.

CRITICOS
PARAMETRO CONTROL

3: 5,81+ 3,04 3=6,50+4,11** 3=13,1%+ 18,9***

GPx (U/mL) Q=6,95 + 2,05* Q=10,5+ 8,43 Q=247 + 48,8***
T=6,264+2,73* T=837+6,35 T=20,2 #40,2%**
d'= 2064 + 852,4* d'= 1468 + 663,5** d= 1651+ 792,3

PAO (mmol/L) Q©=2377+1118 Q=2061+ 1317 Q=1673 + 881,8***
T = 2201 + 980,9* T=1001 # 185,9 T=168,4 + 742,5%**
d=2,87+0,45* 3=1,91+057

SEPP1 (ug/L) Q=3,18+0,67* 0=2,2540,56 3,43%%*
T=3,04 £0,59* T=21040,62

Homocisteina d=14,0+9,30 3=13,4111,0 d=10,8 + 2,84***
( /L) Q=13,0+10,8 Q=151+133 0=9,12 +1,95%**
umo T=135+49,90 T=142+12,0 T=09,80+2,47***

*Critico punto 0 vs Critico punto 7 (p < 0,05);
** Hombres vs Mujeres (p < 0,05);
*** Control vs Critico punto 0 (p < 0,05)

Si analizamos los resultados en los parametros biomarcadores de estatus antioxidante,
se observan diferencias significativamente inferiores (p < 0,05) en los valores de actividad GPx
en eritrocito, asi como en los niveles plasmaticos de PAO en los enfermos criticos durante el
tiempo de estancia en la UCI, en comparaciéon a los controles (p < 0,05). Al observar la
evolucion durante la estancia en UCI, los resultados muestran una disminucién de la actividad

significativa (p < 0.05) respecto a la encontrada al inicio.

Este hecho también se ve reflejado en la determinacién del poder antioxidante total
(PAO), donde se observan diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) tanto en la
evolucién de los pacientes a lo largo de los siete dias de estancia en UCI, asi como al comparar
el estado antioxidante del la poblacién control con respecto a los pacientes criticos al ingreso

en UCI.
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1.5.- RESULTADOS DE SELENOPROTEIINA P

Los resultados obtenidos de SEEP1 en los pacientes al ingreso en UCI, asi como la
evolucién de sus niveles durante la estancia, y el porcentaje de individuos en deficiencia de

éste biomarcador, se muestran en la tabla 44

Respecto a los niveles de SEPP1 encontrados en los pacientes criticos del estudio, se
observan valores medios de 3,04 + 0,60 pg/L de SEPP1 al inicio del estudio, y 2,10 + 0,58 ug/L
al final del estudio. Teniendo en cuenta el trabajo (Combs, Watts, Jackson y col. 2011), se

establecieron los valores de referencia para poblacién sana en 3,43 pg/L.

Dichos resultados llevan a que un total del 77,3 % de los pacientes presenten una
deficiencia de esta proteina dependiente de selenio en el momento del ingreso en UCI, siendo
el 4,5 % (un individuo) altamente deficiente, evolucionando de manera que, al finalizar el
estudio, el nimero de pacientes deficientes en SEEP1 aumenta hasta alcanzar al 100 % de los

individuos, de los que el 59,1 % es muy deficiente en ésta proteina (Tabla ).

Tabla 43.- Riesgo de deficiencia de SEEP1 en pacientes criticos.

Paciente Critico Paciente Critico
SEPP1 plasmadtica punto 0 punto 7
(% individuos) (% individuos)

No Deficientes 22,8 0
Bajo Riesgo
Deficientes de deficiencia 4,5 59,1
(Valor de referencia e 77,2
=3,43ug/L) o Riesgo 72,2 40,9

de deficiencia

1.6.- RESULTADOS DE EXPRESION GENICA

Para la realizacidon de nuestro trabajo de investigacién se seleccionaron los genes
correspondientes a dos selenoproteinas Glutation Peroxidasa 3 (GPx3) (enzima con actividad

antioxidante a nivel plasmatico) y Selenoproteina P1 (Selenoproteina transportadora de
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selenio en plasma). La busqueda de los genes de estas proteinas se realizd6 mediante el enlace
web National Center of Biotechnology information (NCBI), en el que se buscaron las secuencias

génicas completas. (figura 25 y figura 26)

Para la secuencia genética par la Glutation Peroxidasa 3, nos indica que:

e el cdédigo de localizacién es el NM_002084.3

e Su definicion completa es la de Homo sapiens, Glutathione Peroxidase 3
(plasma) (GPX3), mRNA.

e Lasecuencia completa del gen comprende 1 — 1779 bases

e Llaregidén codificante se encuentra entre la base 218 — 898

e Posee 5 exones:

1) 1-304

2) 305-458
3) 459-576
4) 577-676
5) 677-1761

Para la Selenoproteina P1:

el codigo de localizacion es el NM_001085486.1

e Su definicion completa es la de Homo sapiens Selenoprotein P, plasma, 1
(SEPP1), transcript variant 2, mRNA

e lasecuencia completa del gen posee 1 — 2193 bases

e laregidn codificante se situa entre la base 130 - 1275

e Posee 6 exones:

1) 1-87

2) 88-116

3) 117-332
4) 333-545
5) 546 -663
6) 664-2115
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1.6.1.- SELECCION DE LOS CEBADORES

Una vez conocida la secuencia genética completa de cada una de nuestras proteinas
diana, se procedio a la busqueda de los cebadores a través del enlace web correspondiente al
Nacional Center of Biotecnology Information (NCBI), concretamente el Primer — BLAST (un

buscador especifico de cebadores).

En este punto, se introdujo la secuencia del gen seleccionado (concretamente la
secuencia de DNA complementario al ARNm de libre de intrones, junto con aquellas

condiciones y requisitos que deseamos que cumplan nuestros cebadores, tales como:

e Seleccién de la especie (en nuestro caso, Homo sapiens)

e Temperatura media de la PCR.

e Numero de bases que queremos amplificar (150 — 200 pb, 200 — 250 pb, etc).

e Siqueremos incluir mas de un exén en nuestra secuencia amplificada.

e Siqgueremos incluir ademas in intron dentro de nuestra amplificacion.

e Podemos eliminar secuencias que amplifiquen algun polimorfismo.

e El tamafo que deseamos que tenga cada uno de los cebadores, pudiendo
establecer tanto un minimo, como un maximo, y el tamafio optimo.

e El porcentaje Guanina — Citosina (% GC), siendo el porcentaje idéneo alrededor
de un 50% ya que aporta una mayor estabilidad.

e Las condiciones especificas de la PCR, en cuanto a las concentraciones de

cationes de Na, Mg, nucledtidos, etc.

Del tal modo que, al finalizar la busqueda de cebadores, obtendremos todos aquellos
cebadores que cumplen los requisitos establecidos, generalmente se suelen obtener mas de
un cebador que cumplen las caracteristicas iniciales de la busqueda, motivo por el cual, a
continuacién, se analizd la posible formacién de estructuras secundarias del cebador en el
medio, para garantizar el adecuado acoplamiento del mismo a las secuencias que deseamos
amplificar, garantizando que no exista ninguna formacién de estructuras secundarias en la

secuencia seleccionada para el cebador.(figura 27, y figura 28)

En este caso, para estudiar la formacion de estructuras secundarias, en lugar de

introducir la secuencia completa del gen, Unicamente incluiremos la secuencia de cebador a
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cebador, asi como los pardmetros especificos de la PCR, concretamente, de temperatura y

concentracién de iones de Na y Mg.

En base a lo expuesto, los cebadores finamente disefiados y seleccionados para la

amplificacion de nuestro ARNm fueron:

Cebadores para GPx3

GPX3/1-2F: AAGAGAAGTCGAAGATGGACTG
GPX3-3R: CCAGAATGACCAGACCGAAT

&(> ATTCGGTCTGGTCATTCTGG (3F)

Cebadores para SEPP1

SEPP1/3F: GTTCAGTGACTGTGGTTGCT
SEPP1/4-5R: CAAGACGGCCACATCTATCA

: TGATAGATGTGGCCGTCTTG (4-5F)

Figura 25.- ARNm GPx3
ARNm GPx3

gtcgcecececgggacggggaggtggggagetgagggceaagtcgegeccgeccctgaaatcccagecgectagegattggetgcaagggtcteggct
tggccgeggattggtcacacccgagggcttgaaaggtggctgggagegecggacacctcagacggacggtggecagggatcaggcageggcte
aggcgaccctgagtgtgccceccaccccgecatggeccggctgctgcaggegtectgectgetttcectgetectggecggcttegtctcgcagagecg
gggacaagagaagtcgaagatggactgccatggtggcataagtggcaccatttacgagtacggagcecctcaccattgatggggaggagtacatcc
ccttcaagcagtatgctggcaaatacgtectctttgtcaacgtggccagctactgaggcctgacgggecagtacattgaactgaatgcactacaggaa
gagcttgcaccatteggtetggteattctgggctticcctgcaaccaatttggaaaacaggaaccaggagagaactcagagatccttcctaccctcaa
gtatgtccgaccaggtggaggctttgtccctaatttccagetctttgagaaaggggatgtcaatggagagaaagagcagaaattctacactttcctaaa
gaactcctgtcctcccacctcggagctectgggtacatctgaccgcectcttctgggaacccatgaaggttcacgacatccgctggaactttgagaagtt
cctggtggggcecagatggtatacccatcatgcgetggcaccaccggaccacggtcagcaacgtcaagatggacatcctgtectacatgaggegge
aggcagccctgggggtcaagaggaagtaactgaaggcecgtctcatcccatgtccaccatgtaggggagggactttgttcaggaagaaatccgtgtc
tccaaccacactatctacccatcacagacccctttcctatcactcaaggccccagectggcacaaatggatgcatacagttctgtgtactgccaggeat
gtgggtgtgggtgcatgtgggtgtttacacacatgectacaggtatgcegtgattgtgtgtgtgtgcatgggtgtacagcecacgtgtctacctatgtgtctttct
gggaatgtgtaccatctgtgtgcctgcagctgtgtagtgctggacagtgacaaccctttctctccagttctccactccaatgataatagttcacttacacct
aaacccaaaggaaaaaccagctctaggtccaattgttctgctctaactgatacctcaaccttggggccagcatctcccactgectccaaatattagtaa
ctatgactgacgtccccagaagtttctgggtctaccacactccccaaccccccactectacttcctgaagggecctcccaaggctacatccccacccec
acagttctccctgagagagatcaacctccctgagatcaaccaaggcagatgtgacagcaagggcecacggaccccatggcaggggtggegtette
atgagggaggggcccaaagcccttgtgggecggacctcecctgagectgtetgaggggecagceccttagtgeattcaggctaaggeccctgggeag
ggatgccacccctgctecttcggaggacgtgcecctcaccectcactggtccactggcettgagactcaccecgtetgcccagtaaaagcectttctgcage
agctgaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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Figura 26.- ARNm Selenoproteina P (SEPP1)

ARNm Selenoproteina P (SEPP1)

ataaatatcagagtgtgctgctgtggctttgtggagcetgccagagtaaagcaaagagaaaggaagcaggcccgttiggaagtggttgtttaagttcttat
caagatatcatatataggacaaccccagcaatgtggagaagcctggggcettgecctggcetctetgtetectcccatcgggaggaacagagagecag
gaccaaagctccttatgtaagcaacccccagectggagcataagagatcaagatccaatgctaaactccaatggttcagtgactgtggttgetcttcttc
aagccagctgatacctgtgcatactgcaggcatctaaattagaagacctgcgagtaaaactgaagaaagaaggatattctaatatttcttatattgttgtt
aatcatcaaggaatctcttctcgattaaaatacacacatcttaagaataaggtttcagagcatattcctgtttatcaacaagaagaaaaccaaacagat
gtctggactcttttaaatggaagcaaagatgacttcctcatatatgatagatgtggecgtettgtatatcatcttggtttgecttittccttcctaactttcccatat
gtagaagaagccattaagattgcttactgtgaaaagaaatgtggaaactgctctctcacgactctcaaagatgaagacttttgtaaacgtgtatctttgge
tactgtggataaaacagttgaaactccatcgcectcattaccatcatgagcatcatcacaatcatggacatcagcaccttggcagcagtgagctttcaga
gaatcagcaaccaggagcaccaaatgctcctactcatcctgctcctccaggcecttcatcaccaccataagcacaagggtcagcataggcagggtca
cccagagaaccgagatatgccagcaagtgaagatttacaagatttacaaaagaagctctgtcgaaagagatgtataaatcaattactctgtaaattgce
ccacagattcagagttggctcctaggagctgatgctgccattgtcgacatctgatatttgaaaaaacagggtctgcaatcacctgacagtgtaaagaaa
acctcccatctttatgtagctgacagggacttcgggcagaggagaacataactgaatcttgtcagtgacgtttgcctccagetgectgacaaataagtc
agcagcttatacccacagaagccagtgccagttgacgctgaaagaatcaggcaaaaaagtgagaatgaccticaaactaaatatttaaaatagga
catactccccaatttagtctagacacaatttcatttccagcatttttataaactaccaaattagtgaaccaaaaatagaaattagatttgtgcaaacatgga
gaaatctactgaattggcttccagattttaaattttatgtcatagaaatattgactcaaaccatattttttatgatggagcaactgaaaggtgattgcagctttt
ggttaatatgtctttitttttcttittccagtgttctatitgctitaatgagaatagaaacgtaaactatgacctaggggtttctgttggataattagcagtttagaatg
gaggaagaacaacaaagacatgctttccatttttttctttacttatctctcaaaacaatattactttgtcttttcaatcttctacttttaactaataaaataagtgg
attttgtattttaagatccagaaatacttaacacgtgaatattttgctaaaaaagcatatataactattttaaatatccatttatcttttgtatatctaagactcatc
ctgatttitactatcacacatgaataaagcctttgtatctitctttctctaatgttgtatcatactcttctaaaacttgagtggctgtcttaaaagatataagggga
aagataatattgtctgtctctatattgcttagtaagtatttccatagtcaatgatggtttaataggtaaaccaaaccctataaacctgacctcctttatggttaat
actattaagcaagaatgcagtacagaattggatacagtacggatttgtccaaataaattcaataaaaaccttaaagctgaaaaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaaaaaaaaasaaaaaaaasaaaaasaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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1.6.2.- FASE DE EXTRACCION DE ARN

Para la extraccién de RNA, las muestras se estabilizaron en tubos de PAXgene Blood
RNA Tubes (BRT), de modo que tras la descongelacion (de aproximadamente 30 minutos)

procedemos a su extraccién tal y como se describié en el apartado de metodologia,

obteniendo una concentracidn de ARN (Tabla44) que fue cuantificada mediante NanoDrop.

Para la calibracién del equipo se empled como blanco agua de DEPC.

oo
e T
Tabla 44.- Cuantificacion del ARN extraido
Muestra ng/ul A260 A280 260/280 260/230 Constant
3320 84,91 2,123 0,977 2,17 0,31 40,00 230 6,776 0,034
3327 111,88 2,797 1,325 2,11 0,56 40,00 230 4,979 0,036
2920 158,01 3,950 1,853 2,13 0,60 40,00 230 6,568 0,043
2927 401,64 10,041 4,790 2,10 0,98 40,00 230 10,232 0,092
1920 63,11 1,578 0,725 2,18 0,26 40,00 230 5,959 0,049
1927 92,74 2,319 1,107 2,09 0,62 40,00 230 3,749 0,046
2420 156,22 3,906 1,842 2,12 0,43 40,00 230 9,042 0,029
2427 240,60 6,015 2,878 2,09 0,98 40,00 230 6,156 0,072

1.6.3.- OBTENCION DEL ADN COMPLEMENTARIO

El ARN extraido es un compuesto muy sensible y facilmente atacable, ya que en el
ambiente, en las manos, y en practicamente en cualquier superficie existen numerosas

enzimas que destruyen estas moléculas, siendo este el principal motivo por el que decidimos

obtener el ADN Complementario (ADNc) del ARN, al ser una molécula mucho mas estable.

Dicho procedimiento se realizé del modo siguiente:
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Preparamos diluciones con una concentracion final de 2 ng de ARN en 25 plL de
volumen final

Preparamos la mezcla de adicidon de hexameros con 4 pyLy 1 plL de agua DEPC, una
sustancia quimica que elimina Ribonucleasas (Dietilpirocarbonato).

Se afadid la mezcla de hexameros a la dilucidon del ARN y se incubo durante 10
minutos a 65 2C

Transcurrido este tiempo, atemperamos en hielo durante 5 minutos

Durante el tiempo que permanecieron las muestras en hielo preparamos una

nueva mezcla que contenia:

e 10 pLdetampdnT-5x

e 2,5l de nucledtidos (NTPs)

e 1 puL de enzima M — MLV, una enzima retrotranscriptasa del virus molones
de la leucemia murina

e 6,5uLde agua DEPC

Una vez terminada esta Ultima mezcla, en tubos eppendorff introducimos los
volumenes de 25 pL de la dilucion del RNA, junto con los 5 pL de la mezcla de
hexdmeros y los 20 pL de la mezcla de nucledtidos y enzima, obteniendo un

volumen final de 50 L, que llevaremos a un termociclador con un unico ciclo de:

e 10 minutosa 22 2C

50 minutos a 42 °C

10 minutos a 55 2C

15 minutos a 70 2C

7) Alfinalizar el proceso se afiadieron 50 uL de agua de DEPC a cada uno de los tubos

con el ADNc, por ultimo se almacenaron las muestras en frié a — 20 2C

269



Elena Millan Adame

1.6.4.- AMPLIFICACION DEL ADN COMPLEMENTARIO: REACCION EN CAENA DE LA POLIMERASA
(PCR)

La técnica de PCR, se empleo con la finalidad de amplificar el ADNc obtenido
previamente. De tal modo que, una vez obtenido el ADNc a partir de ARN del modo explicado
en el apartado anterior, procedemos a la amplificaciéon del mismo con el fin de poder realizar

una posteriormente una evaluacion de la expresién mediante electroforesis.

La amplificacién de ADNCc se realizé del modo siguiente:

1) Preparamos una mezcla de los reactivos, de modo que para cada una de las
muestras a amplificar el volumen final preparado fue de 16 plL, dicha mezcla

contenia:

e 2pulLdeNTPs

e 9pulLdeagua

e 4 pulLdetampdn T—5x

e 0,5 uL de PPl — F (Isoforma 8 de la subunidad catalitica de la proteina
fosfatasa 1 en direccion 3" -5°)

e 0,5 pL de PPl — R (Isoforma 6 de la subunidad catalitica de la proteina
fosfatasa 1 en direccion 5" - 3°)

e 0,15 ul de Phire (Enzima Transcriptasa Inversa)

Para la obtencién de ADNc amplificado, en funcion del cebador empleado, se
amplificara un ADN diferente, de modo que para los genes de referencia se emplearon los

cebadores correspondientes a:

Isoforma B8 de la subunidad catalitica de la proteina fosfatasa 1 en
direccion 3" - 5"y en direccion 5" - 3’

- Hipoxantina fosforibosil transferasa 1

- Glutation Peroxidasa 3

- Selenoproteina P
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2) Una vez terminada la mezcla, afiadimos 4 pL de muestra de ADNc a cada uno de

los tubos mezclandolas cuidadosamente.

3) Llevamos los tubos a amplificacion por PCR con dos programas diferentes en

funcion del ADNc a amplificar. En el caso de los genes de referencia se aplico el

ciclo siguiente:

30 segundos a 98 2C
10 segundos a 98 2C
10 segundos a 60 2C n = 25 ciclos de repeticién

10 segundos a 72 eC

5 minutos a 72 °C

5 minutos a 22 2C

Y para la amplificacion de los genes GPx 3 y SEPP1:

segundos a 98 eC
10 segundos a 98 2C
10 segundos a 60 2C n = 35 ciclos de repeticidn

10 segundos a 72 eC

5 minutos a 72 2C

5 minutos a 22 °C

4) Una vez finalizada la PCR conservamos las muestras en refrigeraciéon a 4 C

1.6.5.- PROCESO DE ELECTROFORESIS

Una vez finalizada la amplificacién de los genes mediante PCR convencional,

realizamos la electroforesis de la muestra con el fin de determinar de un modo cualitativo la

expresidon o no de los genes amplificados, siendo las muestras con amplificacién positiva a las

gue se les aplico la técnica de PCR —RT.
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Para la electroforesis, se utilizd como soporte un gel de agarosa, introduciendo en
cada uno de los 2 uL de tampdn de carga, compuesto principalmente por 1 o 2 colorantes y
glicerol (este ultimo para aumentar la densidad de la mezcla) junto con 5 pL de muestra.
Ademas de un marcador de Pm (Peso Molecular). Una vez realizada la mezcla en cada uno de

los pocillos del gel, se cerré el bafio y se programo a 120 v durante 50 minutos.

Al finalizar el tiempo de espera de la electroforesis se saco el gel del bafio y se tifio con
Bromuro de Etidio durante un tiempo aproximado de 15 minutos, para la correcta tincién del
mismo, para posteriormente realizar la lectura cualitativa mediante fluorescencia, tal y como

se aprecia en las imagenes inferiores.

Figura 29 .- Resultados de electroforesis tras realizar la amplificacion de los genes: Gen constitutivo
PPI, Gpx3 y Selenoproteina P1.

Figura 30.- Resultados de electroforesis tras realizar la amplificacion de los genes SelenoproteinaP1.

1.6.6.- REACCION EN CADENA DE LA CADENA DE POLIMERASA A TIEMPO REAL (RT-PCR)
La PCR cuantitativa (qPCR o Q-PCR) del inglés Quantitative Polymerase Chain Reaction

o PCR en tiempo real, del inglés Real Time PCR, es una variante de la PCR, utilizada para

amplificar y cuantificar simultdneamente el producto de la amplificacién del ADN.
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De modo que con el fin de poder realizar una posteriormente una evaluacién
cuantitativa de la expresién génica mediante PCR-RT, y teniendo en cuenta que en nuestro
estudio se tomd como molécula de partida el ADNc amplificado, el procedimiento seguido

para el andlisis se describe a continuacion:

Es muy importante tener en cuenta que el volumen final en cada pocillo de la placa
que montaremos para la lectura final de PCR — RT es de 20 uL, de modo que para realizar la
distintas mezclas de los reactivos tendremos que tener muy claro desde el principio el numero
de replicas que vamos a hacer de cada una de nuestras muestras, en nuestro caso, para los
genes constitutivos seleccionados (PPIB y HPRT) se realizaron determinaciones de las
expresion por duplicado, mientras que de los genes problema (GPx3 y SEPP1) la lectura se

realizo por triplicado.

De modo que teniendo en cuenta el numero de replicas de cada muestra y el error de
pipeteo, se empleo un factor de conversion con el fin de estimar el volumen inicial necesario

de cada uno de los reactivos.

Puntos L Mix /
. X
experiments puna

FC=

+ 1 {por coda 140)
WL Ry

1) Se prepard una mezcla que alcanzé un volumen final de 16 uL que incluyo:
e 10 pL de kit (con el fluoréforo)
e 0,4 puLPrimer—F
e 0,4 pLPrimer-R

e 5,2 uL agua para PCR

Los cebadores empleados fueron en este caso:

- PPIB: Peptidil propil isomerasa B

- HPRT: Hipoxantina fosforibosil transferasa 1

- GPx3: Glutation Peroxidasa 3

- SEPP1: Selenoproteina P
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2)

3)

4)

5)

7)

Una vez preparada la mezcla damos vortex durante 3 segundos con el fin de
obtener una mezcla homogénea de todos los reactivos, una vez que tenemos

mezclados los reactivos damos un pulso.

Antes de montar la placa prepararemos una dilucién previa, de modo que si la
determinacion de la expresion la realizamos por duplicado mezclaremos 36 uL de
mezcla junto con 9 pL de ADNc , mientras que si la placa la montamos con cada
muestra por triplicado, realizaremos una mezcla de 52 pL mezcla junto con 13 puL

de ADNc.

Una vez finalizada la mezcla previa al montaje de la placa, pasamos a montar la

placa con 20 pL de mezcla en cada pocillo.

Cuando ya tenemos los pocillos de la placa con la mezcla, a cada uno de ellos les

afadimos 2 gotas de aceite mineral, con el fin de evitar pérdidas por evaporacion...

Seguidamente cubrimos la placa con un sellador transparente

Por ultimo centrifugamos la placa durante 2 minutos a 2000rpm, teniendo ya la

placa preparada para la cuantificacién por PCR — RT.

Para la cuantificacién de la expresion en el termociclador tanto de los genes

constitutivos como de los genes de referencia se empleo el software MyiQ, concretamente el

protocolo “Roche protocol 45” cuyo programa se describe en el esquema inferior, de que tal y

como se muestra en el esquema se realizaron 45 ciclos de reparticion.

Figura 31.- Representacion esquemdtica del ciclo empleado en PCR - RT
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Una vez finalizado el proceso de PCR-RT, los resultados obtenidos se muestran a continuacién:

Grdfica 3.- Resultados de fluorescencia por numero de ciclos en PCR-RT para HPRT
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Grdfica 4.- Resultados de fluorescencia por numero de ciclos en PCR-RT para PPIB
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PiCR Base Line Subtracted CF RFU

PCR Base Line Subtracked CF RFU
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Grdfica 5.- Resultados de fluorescencia por numero de ciclos en PCR-RT para GPx3
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Grdfica 6.- Resultados de fluorescencia por nimero de ciclos en PCR-RT para SEPP1
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Grdfica 7.- Resultados de fluorescencia por numero de ciclos en PCR-RT para HPRT, PPIB, GPx3

y SEPP1
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Tabla 45.- Resultados por nimero de ciclos (CT) en PCR-RT para HPRT, PPIB, GPx3 y SEPP1

Paciente HPRT PPIB GPx3 SEPP1
140 25,805 19,43 29,625 29,785
147 26,67 20,18 27,73 29,295
230 24,955 20,56 28,31 26,57
237 25,685 19,34 28,655 27,405
310 22,9 19,25 29,685 28,12
317 24,3 20,995 29,14 27,8
330 23,59 17,57 27,845 27,36
337 25,48 18,13 28,535 28,18
2420 24,78 19,36 30,29 28,805
2427 24,785 20,71 29,085 30,37
2920 25,4 19,14 29,215 26,895
2927 23,5 19,275 30,185 28,315
3320 26,11 21,175 30,595 28,355
3327 25,98 18,7 29,4 26,335
3820 25,98 21,335 27,59 30,815
3827 25,095 19,795 28,71 27,82
3920 24,93 19,96 28,55 27,54
3927 24,995 20,57 27,75 28,19
4120 26,04 21,005 27,285 26,75
4127 29,175 21,485 30,79 30,31
4320 26,925 22,01 31,405 30,905
4327 27,94 22,73 31,38 29,21
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1.7.- RESULTADOS DEL SUBGRUPO DE EXPRESION GENICA

1.7.1.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA:

Este grupo se compuso por 11 pacientes criticos pertenecientes al hospital Virgen de la
Nieves de Granada, todos los pacientes recibieron soporte nutricional artificial (enteral o

parenteral)...

Tal y como se describe en la (Tabla 47)

1.7.2.- DESCRIPCION DE LOS PACIENTES

Paciente 140: E| paciente ingresa en UCI recibe un soporte nutricional por via enteral
con un aporte medio a lo largo de la estancia en UCI de 46,29 pg/dia, por lo que en un aporte

deficiente en selenio.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1 y

de actividad GPx

Al comparar la expresién por CT de GPx3 y SEPP en el punto O y a los 7 dias de

estancia, se observa un aumento de la expresiéon de ambas selenoproteinas.

Paciente 230: El paciente ingresa en UCI a causa de una insuficiencia respiratoria
recibe un soporte nutricional por via parenteral con un aporte medio a lo largo de la estancia

en UCI de 37,79 pg/dia, por lo que recibe un aporte deficiente en selenio.
A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1 y

de actividad GPx

La variacion de la expresiéon en el punto O y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa una disminucién la expresidn de ambas selenoproteinas.
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Paciente 330: El paciente ingresa en UCI debido a un accidente cardiovascular, recibe
un soporte nutricional por via parenteral con un aporte medio a lo largo de la estancia en UCI

de 37,79 pg/dia, por lo que recibe un aporte deficiente en selenio.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1, no
ocurriendo del mismo modo para la actividad GPx, la cual aumenta la comparar los dias 0Oy 7.

La variacion de la expresion en el punto O y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de ambas selenoproteinas.

Paciente 310: El paciente ingresa en UCI por una insuficiencia hepdtica, recibe un
soporte nutricional por via enteral con un aporte medio a lo largo de la estancia en UCI de 57
ug/dia, por lo que el aporte de selenio no es deficiente en este paciente (de acuerdo con las

CDR para poblacién sana)

A lo largo de su estancia se produce una disminucion de los niveles plasmaticos de
selenio, con un aumento de los niveles eritrocitarios del mismo, aunque con una disminucion

tanto de los niveles plasmmaticos de SEPP asi como de la actividad GPx.

La variacion de la expresion en el punto 0 y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de ambas selenoproteinas.

Paciente 2420: E| paciente ingresa en UClI como consecuencia de una intervencion
cardiaca recibe un soporte nutricional por via enteral con un aporte medio a lo largo de la

estancia en UCl de 37,79 pg/dia, por lo que recibe un aporte deficiente en selenio.
A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1, no

ocurriendo del mismo modo para la actividad GPx, la cual aumenta la comparar los dias 0y 7.

La variacion de la expresion en el punto 0 y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de GPx3 y una diminucidn para SEPP1.
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Paciente 2920: El paciente ingresa en UCI a causa de un accidente cardiovascular
recibe un soporte nutricional por via parenteral con un aporte medio muy deficiente de 9,03

ug/dia, por lo que recibe un aporte deficiente en selenio.

A lo largo de su estancia se produce una disminucidon de los niveles plasmaticos de
selenio, con un aumento de los niveles eritrocitarios del mismo, aunque con una disminucion
tanto de los niveles plasmmaticos de SEPP asi como de la actividad GPx.

La variacién de la expresion entre el punto 0 y 7, para los genes GPx3 y SEPP, se

observa un aumento de la expresion de GPx3 y una diminucidon de SEPP1.

Paciente 3320: E| paciente ingresa en UCI a causa de un accidente cardiovascular
recibe un soporte nutricional por via enteral con un aporte medio a lo largo de la estancia en

UCI de 58,93 pg/dia, por lo que el aporte de selenio no es deficiente en este paciente.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1, no

ocurriendo del mismo modo para la actividad GPx, la cual aumenta la comparar los dias 0y 7.

La variacion de la expresion en el punto O y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresidon de ambas selenoproteinas.

Paciente 3820: E| paciente ingresa en UCI recibe un soporte nutricional por via
parenteral con un aporte medio muy deficiente de 9,03 ug/dia, por lo que recibe un aporte

deficiente en selenio.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién de los niveles plasmaticos de
selenio, con un aumento de los niveles eritrocitarios del mismo,con un aumento de la actividad

de GPx y una disminucién de los niveles plasmmaticos de SEPP.

La variacion de la expresion en el punto 0 y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de ambas selenoproteinas.
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Paciente 3920: El paciente ingresa en UCI debido a una infeccién postoperatorio,
recibe un soporte nutricional por via parenteral con un aporte medio de 13,53 pg/dia, por lo

que recibe un aporte deficiente en selenio.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1, no

ocurriendo del mismo modo para la actividad GPx, la cual aumenta la comparar los dias Oy 7.

La variacion de la expresion en el punto O y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de GPx3 y una diminucién para SEPP1.

Paciente 4120: El paciente ingresa en UCI por un Shock cardiogénico, recibe un
soporte nutricional por via enteral con un aporte medio a lo largo de la estancia en UCI de

59,7ug/dia, por lo que el aporte cubre las CR de este mineral.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1, no

ocurriendo del mismo modo para la actividad GPx, la cual aumenta la comparar los dias 0y 7.

La variacion de la expresidn en el punto O y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de GPx3 y una diminucidn para SEPP1.

Paciente 4320: El| paciente ingresa en UCI por control postoperatorio de alto riesgo
recibe un soporte nutricional por via enteral con un aporte medio a lo largo de la estancia en

UCI de 45,43 pg/dia, por lo que recibe un aporte deficiente en selenio.

A lo largo de su estancia se produce una disminucién tanto de los niveles plasmaticos
de selenio, como de los niveles eritrocitarios, asi como de los niveles plasmaticos de SEPP1, no
ocurriendo del mismo modo para la actividad GPx, la cual aumenta la comparar los dias 0y 7.

La variacion de la expresiéon en el punto 0 y a los 7 dias de estancia, para los genes

GPx3 y SEPP, se observa un aumento de la expresion de ambas selenoproteinas.

282



Resultados del Estudio

1.7.3.- APORTE DE SELENIO EN ESTE SUBGRUPO:

Durante el periodo de estancia en UCI el aporte de selenio a partir de los distintos
soportes de nutricion artificial, fue deficiente para el 72,2% de los pacientes estudiados en este
subgrupo (grafica 8). Tan solo el 27,3% de los pacientes alcanzando los 55 pg/dia de selenio,

encontrando el aporte maximo en el paciente 4120 con un valor medio de aporte de 59,7

ug/dia.

Grdfica 8.- Pacientes con aporte deficnete en selenio. Subgrupo epresion genica

Aporte de selenio

7275
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40% 27,3%
30%
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10%

0%
deficiente no deficiente

Al realizar un estudio mas detallado del tipo de soporte nutricional empleado, es decir,
nutricion enteral o parenteral, observamos que tienen un aporte deficinet en selenio el 100%
de los pacientes allimentados por via parenteral, mie tras que, los pacientes alimentados con

nutricion parenteral, se encuentran en estado de aporte defiente en selenio el 50% (Grafica 9).
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Grafica 9.- Aporte de selenio deficiente segun el soporte nutricional
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1.7.4.- EVALUACION BIOQUIMICA DEL ESTADO NUTRICIONAL:

Este subgrupo, al igual que en la poblacion critica toal, presenta una disminucion en los
niveles de slenio plasmaticos y eritrocitarios a los largo de la estancia en UCI. En cuanto al los

niveles de selenio en plasma se obseva una disminucion de sus nivele en el 14,7 de los

pacientes y del 8% de los pacientes a nivel eritrocitario.

Grafica 10.- Niveles plasmaticos y eritrocitarioa de selnio a lo largo de la estancia en UCI
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Al realizar el estudio del estado nutricional en funcion de la presencia o no de un
estado deficente en selenio a partir de los niveles plasmaticos y eritrocitarios, observamos que
en el momento de igreso en UCI, el 54,5% de los pacientes presento niveles de selenio en
plasma deficienetes (<60 pg/L), aumentando este porcentaje hata el 100% tras 7 dias de

estancia en UCI.

En eritrocito ocurre un proceso similar, aumentando el porcentaje de individuos
deficientes en selenio (< 90 pg/L), desde un 45,5% en el momento de ingreso, hasta el 81,8%

tras una semana de estancia.

Grafica 11.- Porcentaje de pacientes deficientes en selenio.
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1.7.5.- EVOLUCION DE LOS PACIENTES TRAS 7 DIAS DE ESTANCIA EN UCI:

De los pacientes criticos a los que se les realizo un estudio de la variacion de la
expresion genica de las selenoproteinas GPx3 y SEPP se observo a lo largo su estancia en UCI

que:

- Tras 7 dias de estancia, en el 100% de los pacientes se produjo una disminucion los
valores plasmaticos de selenio y mientras que en los valores eritrocitarios, la

disminucion se los valores mecios se obserrvo en el 81,8% de los pacientes
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Mientras que los niveles medios de SEPP1 disminuyeron en el 100% de los
pacientes tras 7 dias de estancia en UCI, la actividad de GPx aumento en el 63,6%

de los pacienetes

En cuanto a la variacion de la expresion de los genres GPx3 y SEPP1, se observo
que el 90,9 % de los pacientes la expresion GPx3 aumento tras 7 dias de estancia
en UCI, asi como la expresion de SEPP1 para este mismo periodo de tiempo,
aumentando la expresion de esta selenoproteia en el 63,6% de los pacientes del

subgrupo.

Grafica 12.- Variacion de los niveles de selenio y expresion se selenoproteinas tras 7 dias de estancia

en UCI
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Discusion de los Resultados

1.- DISCUSION DE LOS RESULTADOS

1.1.- METODOLOGIA EMPLEADA EN EL ESTUDIO

Las variables estudiadas en el presente trabajo se han medido de forma simultdnea, sin
pretender establecer causalidad. No obstante, aporta informaciéon que constituye un punto de
partida para futuros estudios analiticos. El estudio se ha realizado en personas sanas que
constituiran el grupo control y en pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos

gue reciben nutricién artificial. El seguimiento de los pacientes criticos es de 7 dias.

No existe un método ideal de evaluacion dietética que pueda servir como patrén de
referencia, por lo que se recurrié a la aplicacion combinada de métodos validados, de amplia
aceptacion en la realizacidon de estudios epidemioldgicos de analisis de ingestas en la poblacién
adulta sana estudiada: frecuencia de consumo y recordatorio de 24/48 horas, y sin embargo,
no se puede descartar el hecho de que algin sujeto pueda exagerar o minimizar la ingesta.
Dado que el presente estudio se ha realizado en adultos sanos que se considera un control de
referencia para los pacientes criticos, dicho error se considera aleatorio ya que no existe

evidencia de un error sistematico en este sentido.

Aun asi, para aumentar y afianzar la fiabilidad de la informacién de consumo de
alimentos, el calculo de la ingesta de nutrientes se realizé mediante un proceso informatizado
que elimina fuentes de error de codificacion, registro y cdlculo. Se utilizé el programa
informatico Nutriber® (Mataix y Garcia Diz., 2006), y las referencias de objetivos nutricionales e
ingestas recomendadas (IR) para la poblacién espafiola (Moreiras, y col. 2004). La ingesta en caso
de pacientes criticos fue constituida por la nutricion artificial enteral y/o parenteral, y en unos
casos fue una ligera dieta oral. Los pacientes que no han tenido nutricidn artificial en periodo
del estudio fueron eliminados del. De esta manera ha sido posible conocer el estado de

nutricional y, de forma especifica, la frecuencia de malnutricion de los grupos estudiados.

Se sabe que el estudio de la ingesta de un grupo de individuos en términos de
consumo de alimentos y nutrientes, no aporta elementos definitivos sobre el estado
nutricional de los mismos. Existen una serie de mecanismos fisicos, bioquimicos y fisiolégicos

que determinan la concentracién de nutrientes en el alimento que se ingiere, asi como en la
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absorcién de los mismos, que estd a su vez influenciada por la presencia de otros nutrientes,

metabolitos o antimetabolitos, al igual que su utilizacidn, almacenamiento y excrecion.

La valoraciéon del estado nutricional de selenio se ha realizado de forma
multidimensional, a través de la interpretacion de los datos de ingesta y de los niveles

sanguineos y de biomarcadores especificos.

Respecto a los parametros bioquimicos es sabido que todas las medidas bioldgicas
conllevan cierto error cuya identificacion es fundamental en la interpretacién de los
resultados. Dado el tipo de muestreo realizado, la valoracién bioquimica tiene un cierto grado

de representatividad.

No se puede esperar que los resultados de la ingesta coincidan exactamente con los de
la valoracién bioquimica. La evaluacion bioquimica realizada en nuestro estudio refleja el
estado real actual de los sujetos en el dia de la toma de la muestra biolégica, lo que es
resultado tanto de la ingesta anterior mantenida a corto y medio plazo, como del estado de
salud general del individuo, ademas de otros factores influyentes relacionados con el estilo de
vida (consumo de medicamentos, alcohol, tabaco, actividad fisica) que afectan al equilibrio

tisular de los nutrientes.

Por otro lado, debemos informar que con el estudio de expresidn de genes de
proteinas dependientes de selenio pretendemos determinar si su sintesis varia, y en caso
afirmativo, si lo hace como consecuencia de la nutricién aportada o por la situacién de

enfermedad aguda que padece el paciente critico estudiado.

1.2.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LA MUESTRA DE ESTUDIO

Con respecto a las caracteristicas generales de la poblacion estudiada, podemos decir

que el grupo sano control guardaba resultados que entraban en los limites que marcan la

normalidad.
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Los pacientes criticos, podemos destacar, no mostraban diferencias significativas con
ninguno de los parametros sociodemograficos analizados, respecto la poblacién control. Estos
pacientes tienen una puntuacion en la escala de gravedad APACHE Il media inicial de 16,7 que
evoluciona de forma favorable a un 9,1. Por otro lado, la escala de fallo organico SOFA
mostraba valores de 8,6 al inicio del estudio, siendo al final de 5,8. En general podemos decir
qgue la evolucién del paciente ha sido positiva, existiendo diferencias significativas entre los
valores medios de APACHE y SOFA del punto inicial respecto al punto final, inferior en ambos

casos (p <0.005).

Por otro lado, es de destacar que nuestros resultados muestran valores significativos
negativos (r = - 0,313, p = 0,014) al realizar el andlisis bivariante, entre el APACHE y los valores
plasmaticos de selenio en el paciente critico al inicio de la estancia en UCI (Grdfica 13). Estos
resultados concuerdan con anteriores estudios realizados por nuestro equipo en los que se
observa una asociacion directa entre los valores en la escala de gravedad APACHE vy el grado

de estrés oxidativo en paciente ingresados en la UCI (Abilés, Moreno-Torres, Moratalla y col., 2006;

Abilés, Pérez de la Cruz, Moreno-Torres y col., 2009).

Grdfica 13.- Correlacion entre los valores en la escala de gravedad APACHE y los niveles plasmdticos

de selenio en paciente critico al inicio del estudio.
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1.3.- CONSIDERACIONES SOBRE LA ANTROPOMETRIA EN NUESTRA POBLACION

Los resultados obtenidos en el grupo sano muestran valores dentro de la normalidad
en las medias de IMC. Se puede observar que la mayoria de las personas criticas estudiadas se
encuentra en el rango de normalidad, aunque mostrando un porcentaje medio alto con

sobrepeso.

Los datos obtenidos en los parametros antropométricos (peso, talla, IMC) muestran
similitud al comparar la poblacién critica con la poblacién control, fundamentalmente en los
valores medios de peso, talla e IMC, tanto en poblacidn total como por sexo. Sin embargo, al
tener en cuenta el grado de malnutricion determinada mediante el valor de IMC observamos
que el paciente critico presenta desnutricion en un 5,5% menos de individuos que los
controles, ademas en la poblacién critica existe un 14,8% menos de individuos obesos,

teniendo en cuenta que ha sido una medida basal al inicio del estudio.

Grdfica 14.- Situacion nutricional segtin el IMC en grupo control (% individuos)
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Grdfica 15.- Situacion nutricional segtin el IMC en paciente critico (% individuos)
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El IMC no aparece correlacionado de manera significativa con los valores de selenio
por el hecho de que el paciente critico retiene agua y se hincha, camuflando, por tanto, la
posible desnutricidon al sustituirse la masa muscular por liquido extra e intracelular, que

derivara en edema.

El cdlculo de la desnutricidn en paciente critico mediante la medida antropométrica no
es muy fiable, ya que la inflamacién que normalmente padece produce cambios en los indices
de masa magra y grasa, pudiendo llevar a un error sistematico en la medida. En al paciente
critico, ademas, se produce retencién de liquido, por lo que las medidas antropométricas son

técnicas muy discutidas al aplicarlas en este tipo de pacientes.
Por otro lado, se encontrd una correlacién significativa entre la desnutricion al inicio y

final de estancia en la UCI (Grdfica 16). Este hecho es presentado en muchos trabajos donde se

habla de la desnutricidn intrahospitalaria.
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Grdfica 16.- Correlacion entre la desnutricion al inicio (GPC 0) y final (GPC 7) de la estancia en UCI.
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1.4.- SOBRE LA INGESTA DE ENERGIA Y MACRONUTRIENTES

Kanner y colaboradores (1987), observaron que los pacientes criticos presentan una
marcada inmunosupresién que cursa con debilidad muscular y con una alta incidencia de
infeccidn debido al estado hipermetabdlico y proteolitico en el que se encuentran. En nuestro
grupo control se puede observar una deficiencia en la ingesta de energia, pero no de proteina.
En los pacientes criticos, la ingesta de energia, aportada mediante nutricion artificial, es
deficiente en un 26,7 % de los individuos. Estd descrito (Grupo de Trabajo de Nutricidn y
Metabolismo de la Sociedad Europea de Cuidados Criticos), que la desnutriciéon proteico-
calédrica constituye el mayor problema de los pacientes en UCI. Se puede observar que ingesta

de proteina en nuestro grupo de pacientes criticos es deficiente en un 75,4 % (Tabla 48).

Al realizar una comparacion de la ingesta de macronutrientes se puede ver que en caso de
la poblacidn control sélo un 14,6 % tienen ingesta de energia < 2/3 de las CDR, pero en caso de
los pacientes, aproximadamente un 55,2 % tiene un aporte de energia < 2/3 de las CDR (Tabla

48).
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Se puede observar (Tabla 48) que la ingesta de proteina, carbohidratos y lipidos es muy
deficiente en el grupo de los pacientes criticos, observandose diferencias significativas

respecto a los controles (p<0.01).

Tabla 48.- Adecuacion de ingesta/aporte de energia y macronutrientes en el grupo control y en

grupo de pacientes criticos.

Recomendacion Recomendacion
Grupo control Pacientes criticos
ESPEN general
20-25 (30) 1800-3000
Energia <CDR (%) <2/3CDR (%)  <CDR(%)  <2/3CDR (%)
Kcal/kg/dia Kcal/dia
60.6 14,6 85,6 55,2
Proteinas 11,1 1,8 75,4 32,7 1,2 - 1,5 g/kg/dia 47-56 g/dia
Carbohidratos 85,7 0 96,3 19,2 5 g/kg/dia 55-65 % energia
Fibra 83,3 43 100 85,7 20- 25 g /dia 25 g/dia
Lipidos 7,2 1,6 44,5 15,5 1-2 g/kg/dia 20-30 % energia

CDR = Cantidad Diaria Recomendada

El aporte de macronutrientes es esencial para el estudio nutricional, tanto en personas
sanas como en paciente criticos. Mas aun en pacientes con SIRS y SEPSIS, donde ademas del
estado hipermetabdlico, la propia enfermedad puede aumentar los requerimientos. La
mayoria de los estudios en pacientes criticos describen una deficiencia de macronutrientes en
un rango mas o menos amplio. En pacientes criticos que reciben nutricidon artificial la
malnutricion es una consecuencia que puede determinar un empeoramiento, mas

complicaciones y tiempo prolongado de estancia en la UCI.
Nuestros resultados en la ingesta de macronutrientes en la poblacion critica concuerdan

con los obtenidos en otros estudios realizados previos por nuestro equipo (Abilés, Moreno-Torres,

Moratalla y col., 2005) en poblacién critica mediante un estudio piloto.
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Por otro lado, es de destacar que al realizar el estudio de correlaciones bivariantes de
Pearson, el aporte de selenio se encontré correlacionado de manera positiva con la ingesta de
carbohidratos (r = 0,878, p = 0,000) y de fibra (r = 0,543, p = 0,002), debido a su administracion

conjunta en las diferentes formulas enterales.

5.5.- INGESTA/APORTE DE SELENIO

En nuestro resultados se encontrd una correlacion significativa entre los valores de
selenio en eritrocito y la talla (p= 0,021, r=-0,675), y entre la desnutricién en paciente critico
al inicio de la estancia en UCI y los niveles de selenio al inicio (p =0.01, r= - 0,764) al hacer
ajuste por energia de la ingesta de selenio la correlacidén con la talla desaparece, por lo tanto
demuestra que las personas mas altas al ingerir mds energia ingerian mas selenio. No se

encontré correlacidn significativa entre los valores de selenio e IMC, CB, PT ni el peso.

Hay una amplia variabilidad en cuanto a los requerimientos diarios de Selenio América
y Europa sugieren que una dosis diaria de 80-100 pg/dia La recomendacion diaria actual dada
por el “US National Research Council”. Mas recientemente, la “US Food and Nutrition Board”
ha sugerido un aporte diario basal de 55 pg/dia (Rayman, 2000). Asimismo, los estudios de
biodisponibilidad sobre el selenio muestran una balance positivo cuando la ingesta de selenio
es de 55 pg / dia, estableciendo que una dieta que aporte esta cantidad es suficiente para
mantener la homeostasis del selenio en los seres humanos (Cuervo, Corbaldn, Baladia y col.,

2009).

En la grdfica 17 se muestra un porcentaje del 31,5% de la poblacién sana con ingesta
inadecuada de selenio, de donde un 28,3% son hombres y un 33,9% son mujeres. Las
sociedades internacionales especifican que sélo cuando hay un 20% de la poblacién deficiente

en la ingesta de un elemento se considera un riesgo de deficiencia para dicha poblacién.
Es de destacar que la poblacién control estudiada presenta un porcentaje de personas

con ingestas deficientes en selenio relativamente alto, a pesar de que tienen un nivel medio -

alto de vida y con conocimientos medios de nutricidn.
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En un estudio publicado en 2011 (Combs, Watts, Jackson y col. 2011) en el que evallan el
estatus nutricional de selenio en una poblacién de 261 sujetos sanos, se obtuvo una ingesta de
109,1 + 43,6 ug selenio/dia, siendo la ingesta de selenio seglin sexo de 122 + 51 pg/dia en el
caso de los hombres y 101 + 35 pg/dia para las mujeres, observando que el mayor aporte

dietético de selenio se realizd principalmente a partir de pan, huevos y pasta.

Por otro lado, en otros estudio realizado sobre poblacidon sana (Arnaud y col. 2006) se
observo una asociacién positiva entre niveles plasmaticos de selenio y el consumo de carne y
pescado, ambos productos de origen animal que pueden aumentar niveles de colesterol en

sangre.

Ademads se observd una correlacidn positiva entre el nivel plasmdtico de selenio y el
acido urico, siendo de nuevo una posible explicacién a este hecho, el consumo de carne, ya
gue también se ha visto una disminucién del selenio plasmatico al incrementarse el consumo

de frutas y vegetales (por su elevado contenido en fibra) (Arnaud y col. 2006; Letsiou y col. 2009).

Grafica 17.- Riesgo de Ingesta deficiente en selenio, por sexo
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En cuanto al aporte de selenio en los pacientes criticos estudiados, en nuestros
resultados se observan diferencias significativamente menores en el paciente critico que en

controles (p < 0.05), al igual que ocurre con el aporte de carbohidratos y lipidos (p < 0.05).
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Nuestros resultados muestran un aporte de selenio insuficiente en el 72,4 % de los
pacientes criticos durante los 7 dias de estancia en UCI valorados, siendo el aporte de selenio

deficiente en el 73,3 % de las mujeres y el 71,4 % de los hombres.

Al realizar el estudio comparativo de evaluacion de ingesta y aporte de selenio en los
dos grupos de poblacién control y critica, respectivamente, como se comentd en el apartado
de resultados anterior, observamos valores que concuerdan con los estudios mas recientes
realizados en poblacién sana andaluza (Sdnchez, Lépez-Jurado, Aranda y col, 2010; Combs, Watts, Jackson y
col. 2011) y critica (Forceville, Vitoux, Gauziy y col. 1998; Abilés, Pérez de la Cruz, Castafio y col. 2006). Dichos
resultados muestran diferencias logicas estadisticamente significativas (p<0.001) entre ambos
grupos, tal y como lo demuestra la grdfica 18 con una ingesta media en el grupa control de

71,9 37,1 yg/dia y un aporte medio de 37,8 + 23,1 pg/dia en los pacientes criticos.

Grdfica 18.- Valores medios de ingesta/aporte de selenio
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Grafica 19.- Riesgo de ingesta/aporte insuficiente de selenio (% individuos)
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Asi, segun los datos reflejados en la grafica 11, el porcentaje de individuos que
demuestran una ingesta/ aporte de selenio insuficiente, segin las necesidades por edad y
sexo, es del 72,4 % en el paciente critico, estando el 31 % en alto riesgo de deficiencia del

mineral.

Por otro lado, es de destacar que el andlisis de correlacién bivariante de Pearson
refleja asociaciones significativas negativas entre los niveles de ingesta de selenio y los valores
en la escala de gravedad APACHE (p= 0.026, r = -0.687) y en la de fallo organico SOFA (p=
0.043, r =-0.457).

La metodologia empleada en la recogida de datos de ingesta (frecuencia de consumo)
nos aporta datos de consumo a largo plazo. Los trabajos que existen referentes al andlisis de
ingesta en poblaciones, generalmente se realizan con recogida de datos por recordatorio de
consumo de alimentos durante las 24 — 48 horas anteriores, lo que aporta informacion de
ingesta de nutrientes a muy corto plazo, haciéndolo menos real en cuanto a reservas de

selenio en eritrocitos, por ejemplo.
Tal y como se comentd en el apartado de resultados, existen grandes diferencias en la

ingesta de selenio realizada por el grupo control y el paciente critico, en la grafica inferior se

observa como en el grupo control realiza una ingesta de selenio superior a los 55ug/dia,
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cubriendo en un 130,9% la CDR de este mineral, al realizar la diferenciacién por sexo, la ingesta
diaria de selenio en los hombres fue del 130,9% y en las mujeres del 127,3%. En los pacientes
criticos el aporte de selenio no alcanzé los niveles recomendados, cubriendo tan sélo el 68,7%
de la CDR, porcentaje muy similar tanto en hombres como en mujeres al realizar la

diferenciacion por sexo.

A pesar de que nuestros resultados no muestran correlaciones significativas entre el
aporte de selenio y los valores plasmaticos o eritrocitarios de selenio, el 100 % de los pacientes
criticos que reciben un aporte nutricional insuficiente en selenio (que suponen el 71,4 % del

total de pacientes), presentan valores deficientes en Se plasmatico.

Grafica 20.- Adecuacion de ingesta/aporte de selenio en los grupos control y de pacientes

criticos, poblacion total y por sexo.
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1.6.- PARAMETROS CLiNICO-NUTRICIONALES
1.6.1.- ALBUMINA

Como se comentdé en el apartado de antecedentes, la albumina es el parametro
bioquimico mds utilizado como marcador nutricional y sus niveles pueden verse afectados en
situaciones patoldgicas como la presencia de alteraciones renales, cutdneas o
gastrointestinales, asi como ante la deshidratacidon o hiperhidrataciéon. Cuando un sujeto se

encuentra en una situacion patoldgica aguda este parametro puede ser empleado en lugar de
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cémo marcador del estado nutricional, como un reflejo de la severidad de la enfermedad. Los

valores de referencia se encuentran entre los 3,5 -5 g/dL.

Segun los resultados de nuestro estudio, como se observa en la grdfica 21, podemos
observar diferentes grados de desnutricidon segun los valores de albimina en los pacientes

criticos, destacando la alta prevalencia de desnutricidn severa en ésta poblacion.

Grdfica 21.- Situacion nutricional de los individuos segun valores de albumina plasmatica (%

individuos)
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1.6.2.- FERRITINA

La ferritina es una proteina especializada en el depdsito del hierro, y tal y como se
comentd en antecedentes, se encuentra presente ademas de en el higado, el bazo, la médula
6sea y el musculo esquelético, en muchos otros tejidos de las células corporales, incluyendo

los leucocitos, el plasma e incluso tejidos neoplasicos.

Es de recordar que la ferritina plasmatica es considerada en la actualidad como la

principal prueba para detectar estados de deficiencia o de sobrecargas de hierro corporal, ya

301



Elena Milldn Adame

que cada microgramo de ferritina plasmatica por litro equivale a 8 a 10 mg de hierro de
depdsito, siendo su valor proporcional a los depdsitos de hierro, indicando por tanto, la

cantidad de hierro disponible en el organismo.

En nuestros resultados de paciente critico, se observan diferencias significativas
respecto a la poblacién control sana, y nos aporta datos sobre la situacién de desnutricién de

éstos individuos (grdfica 22).

Grdfica 22.- Situacion nutricional de los individuos segun valores de ferritina plasmdtica (%
individuos)
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1.6.3.- PREALBUMINA

Sabemos que la prealbimina posee una vida media de 2,5 dias, por lo que seria un
pardmetro bastante sensible en la valoracién de una intervencién nutricional. Al igual que
ocurre con la albumina, existen situaciones fisioldgicas pueden alterar las concentraciones
plasmaticas de esta proteina, como son la presencia de una enfermedad aguda grave, una
enfermedad hepdtica, presencia de un sindrome nefrético, presencia de deshidratacion,

insuficiencia renal crénica. Los niveles de referencia se sitian entre los 19,5 — 35,8 mg/dL
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En nuestros resultados se observan valores iniciales del 39,3 % de individuos con
desnutricion severa, 32,1 % con desnutricién leve, tan solo el 10,87% de los pacientes
presentaron valores plasmdaticos de prealbumina dentro de los valores normales, y un 12%

presentd valores superiores a los niveles normales de referencia, demostrando que mejoran.

Grdfica 23.- Situacion nutricional de los individuos segun valores de prealbumina plasmdtica (%
individuos).
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1.6.4.- TRANSFERRINA

Como ya se comentd en el apartado de antecedentes, la transferrina es una
betaglubulina transportadora de hierro. Tiene una vida media de 8 — 10 dias. Su principal
inconveniente, es que sus cambios estdn muy ligados al metabolismo del hierro, estando sus
niveles aumentados en la anemia ferropénica y disminuidos en la enfermedad hepatica, sepsis,
sindrome de malabsorcion y alteraciones inespecificas inflamatoria. Los valores de referencia

se encuentran entre los 170 - 370 mg/dL.
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En funcion a los niveles normales de referencia de este marcador, se observé que en el
momento de inclusion en el estudio, el 32,7% de los pacientes presentaba niveles plasmaticos
dentro de lo normal, y de los pacientes con valores inferiores a 170 mg/dL, el 25% presentaron
un estado desnutricién severa, el 32,7% desnutricion moderada y el 9,6% desnutricién leve.

Nuestros resultados muestran una mejoria durante la estancia en la UCL.

Grdfica 24.- Situacion nutricional de los individuos segun valores de transferrina plasmdtica (%
individuos)
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1.7.- SELENIO EN PLASMA Y ERITROCITO

En nuestros resultados hemos apreciado una correlacidn positiva entre los niveles de
selenio plasmaticos vy eritrocitarios (p = 0.009; r = 0.292) (Grdfica 25) en poblacién control.
Ante este resultado podemos suponer que al igual que en el caso anterior cuando apreciamos
como los niveles de selenio en plasma eran un buen indicador de la ingesta de selenio a corto
plazo, en este caso vemos como los niveles de selenio en eritrocitos pueden tener una
asociaciéon clara con los niveles plasmaticos. Esto puede ser debido a la incorporacidon de
selenio durante la sintesis celular, actuando en cierto modo como reservorio (Thomson. 2004) de
éste mineral, y demostrando que la poblacién estudiada presenta un pool de selenio

plasmatico constante aportado por el almacenado en eritrocito, que se libera segun las
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necesidades, lo cual es indicativo del estado de salud de nuestros individuos,
independientemente de que exista o no deficiencia de éste mineral en parte de la muestra

estudiada.

Grdfica 25.- Grado de deficiencia en selenio plasmadtico (% individuos)
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Grdfica 26.- Grado de deficiencia en selenio en eritrocito (% individuos)
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Grdfica 27.- Correlacion entre los valores eritrocitarios de selenio y los niveles plasmdticos de selenio en
individuos criticosal final del estudio
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Nuestros resultados muestran una correlacién significativa (p = 0.009, r = 0.292) entre
los valores de selenio en plasma y los niveles de selenio en eritrocito en la poblacién critica,

tanto al inicio como al final (grdfica 27) de la estancia en la unidad de cuidados intensivos.

Al observar los resultados de correlacion en los individuos controles, también
encontramos asociacion significativa entre los valores de selenio en eritrocito y plasma (p =

0,018, r =0,562).

Todo ello nos demuestra la importancia de conocer exactamente la distribucién y
localizacién compartimental del selenio en el organismo, y su papel como antioxidante,
antiinflamatorio e inmunoldgico, entre otros, en las diferentes situaciones fisioldgicas y

fisiopatoldgicas.

Tras realizar el analisis estadistico de correlacion, se observé una correlacién positiva
entre los niveles se selenio en plasma y eritrocitos, y los niveles de triacilglicéridos (TAG),
colesterol total y colesterol LDL, asi como una correlacién negativa con los niveles de

colesterol- HDL. (Tabla 49).
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Tabla 49.- Correlaciones entre el selenio en plasma y eritrocito con el perfil lipidico en personas sanas

Ac. Urico TAG HDL LDL Colesterol total
(mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml) (mg/100ml)
Selenio en » p=0,233(%) p=-0,267 (**) p =0,298 (**) p=0,252(%)
eritrocito r=0,022 r=0,008 r=0,003 r=0,013
Selenio en p =0,286(**) p=0,194 p=-0,280 (**) p=0,269 (**) p=0,231(%)
plasma r=0.005 r=0,058 r=0,006 r=0,008 r=0,024

* Correlacion es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** Correlacion es significativa al nivel 0,001 (bilateral).

El selenio en si mismo es un mineral muy implicado en la defensa antioxidante, ya que
actua como cofactor de numerosas enzimas antioxidantes. A lo largo del estudio hemos
apreciado una clara relacién entre los niveles de selenio en plasma y la ingesta caldrica.
Sabemos que una mayor ingesta energética, generalmente esta asociada a un mayor consumo
de alimentos proteicos y ricos en grasa, pudiendo ser este el principal motivo por el cual se ven
aumentados los niveles plasmaticos de triacilglicéridos (TAG), colesterol total y colesterol LDL,
asi como la disminucién de colesterol HDL. Pudiéndose producir de este modo un aumento de

los niveles plasmaticos de selenio a pesar del negativo indice de salud (Letsiou y col, 2009).

Como se comenté en el apartado de antecedentes, durante los estados de
hipercatabolismo, se asiste a una redistribucion de selenio entre los compartimentos
extracelular e intracelular con desvio intracelular del Selenio. Ambos fenédmenos y en
particular el mecanismo de redistribucidén o traslocacién intracelular explican el descenso de
los niveles plasmdaticos de Selenio y de la actividad GPx-3, caracteristicas distintivas en los
estados de SRIS-DOM (Zachara BA, Salak A, Koterska D y cols, 2004). Estos eventos conducen a un
estado de deficiencia del estado nutricional de Selenio enddgeno, el que no es posible
replecionar con el aporte de Selenio habitualmente utilizado en el soporte nutricional enteral o

parenteral estandar, el que no supera los 50-100 pg/dia (Manzanares, 2007).
Por otro lado, se ha observado una correlacidn positiva entre niveles de selenio en

plasma y GOT, GPT, CPK y Fe, ademds hay también correlacién positiva entre selenio

eritrocitario y GPT, GGT, P y LDH. (Tabla 50).
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Tabla 50.- Correlaciones entre el selenio en plasma y eritrocito con el perfil lipidico en paciente critico

(i% GTP (U/l) GGT(U/)  CPK(U/I)  LDH (U/I)
Selenio en . p=0,227 * p=0,317** . p=0,337*
eritrocito r=0,027 r=0,002 r=0,001
Selenioen  p=0,235* p=0227 . p=0,761* .
plasma r=0.021 r=0,07 r=0,011

* Correlacidn es significativa al nivel 0,05 (bilateral).
** Correlacion es significativa al nivel 0,001 (bilateral).

Tabla 51.- Correlaciones entre el selenio en plasma y eritrocito con otros oligoelementos en paciente

critico
P Fe
Zn K Mg (mg/100ml) (ug/100ml)
Selenio en p=0285% p=0,407* p =-0,315%* B
eritrocito r=0,030 r=0,026 r=20,002
Selenio en p =-0,359* p =0,349** . - p =0,299*%
plasma r=0,034 r=0,008 r=0,003

Por otro lado, hemos de destacar la correlacion significativa encontrada entre los
niveles de selenio plasmaticos o eritrocitarios y otros minerales plasmaticos o eritrocitarios
(Tabla 51), como hierro (p = 0,299; r =0,003), fésforo (p =-0,315; r = 0,002), cinc (r =-0,359, p =
0,034), potasio (p = 0,285; r =0,030 y p = 0,349; r = 0,008 ) y magnesio (p = 0,407, r = 0,026),
con seguridad se deben a mecanismos competitivos en el transporte celular, tal y como lo
refleja la bibliografia (Monteil-Rivera y cols, 1999; Van Nhien y cols, 2008), y en el caso de las enzimas

puede ser debida a la liberacion de las mismas de los eritrocitos.

En un estudio en el que se suplemento a ratas con fallo hepatico con selenio organico
(lanas y col, 1995) se observo una disminucién significativa en la produccién de perdxidos lipidicos
y un incremento significativo de la actividad enzimatica de las transaminasas, de modo que se
puede justificar la relacion de la actividad de las enzimas analizadas en nuestro estudio con la

capacidad antioxidante aportada en este caso por el selenio.
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Grdfica 28.- Correlacion entre los valores plasmadticos de selenio y los de cinc en el paciente critico al
final de la estancia en UCI.
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1.8.- SELENIO Y SELENOPROTEINA P

Nuestros resultados ponen de manifiesto correlaciones altamente significativas entre
los valores de SEPP1 plasmatica obtenidos al inicio de la estancia en UCI del paciente critico
respecto al selenio plasmatico en este periodo (p = 0,000; r=0,961). Igualmente, estos niveles

estan muy asociados con la concentraciéon de selenio intracelular inicial (p = 0,000; r = 0,695).

En cuanto a los biomarcadores de estrés oxidativo, se han observado correlaciones
significativas positivas de la SEPP1 con el poder antioxidante total (PAO) al inicio del estudio (p

=0,031;r=0,473).

En general los valores de SEPP1 obtenidos al inicio y final de la estancia estudiada,
muestran una alta correlacion con tendencia hacia la disminucién de su concentracién

plasmatica (p = 0,000; r = 0,806).

En cuanto a los niveles plasmaticos de SEPP1 encontrados al séptimo dia de estancia

en UCI, los pacientes estudiados muestran niveles altamente asociados con la concentracion

de selenio en plasma (p = 0,000; r = 0,716), y en eritrocito (p =0, 013; r = 0, 519) al inicio del
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estudio y con los niveles de selenio al séptimo dia de estancia, tanto en plasma (p = 0,000; r =

0,829) como en eritrocito (p = 0,046; r = 0,440).

Por otro lado, se observa correlacion entre los niveles plasmaticos de SEPP1 con los
niveles de PAO, que, al igual que ocurria al inicio del estudio, contindan al final del mismo (p =

0,470; r = 0,320).

El andlisis de regresion logistica realizado muestra que en paciente critico, la
selenoproteina P es el biomarcador predictor mas patente de la situacién de deficiencia de
selenio. Segun los resultados obtenidos, por cada unidad de SEEP1 que disminuye durante la
estancia, aumenta 16 veces el riesgo de padecer deficiencia de selenio (p = 0,019, Ex (b)=
16,6). Es una medida que cuantifica el riesgo que representa poseer el factor correspondiente
respecto a no poseerlo, suponiendo que el resto de variables del modelo permanecen

constantes.

Al realizar el analisis estadistico mediante tablas de contingencia, observamos que el
69,2 % de los pacientes que reciben una nutricién insuficiente en selenio al inicio, y el 100 % de
los pacientes que reciben un aporte inadecuado del mineral al final de la estancia en UCI,

presenta unos valores de selenoproteina P deficientes.

Grdfica 29.- Poblacion de pacientes criticos con aporte deficiente en selenio, que presentan

deficiencia de SEEP1
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Por otro lado, el 100 % de los pacientes criticos deficientes en selenio en plasma,

presentan valores deficientes en selenoproteina al inicio de la estancia en UCL.

Grdfica 30.- Poblacion de pacientes criticos deficientes o no en selenio plasmdtico, con

deficiencia de SEEP1 al inicio
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En un trabajo realizado por Hurst, Armah, Dainty y colaboradores (2010) en el que

analizaron los nieveles de selenoproteina P en una poblaciéon adulta sana de Reino Unido,

confirmaron que ésta proteina era un adecuado biomarcador del estatus de selenio para

poblaciones con ingestas relativamente bajas de selenio, ya que se aprecid un aumento

significativo en los sujetos que recibieron un suplemento dietético de 50 pg/dia (estimando

que la ingesta diaria en este grupo se encontraria dentro de los 55 pg/dia recomendados como

CDR), y estos niveles de se estabilizaron en los sujetos que recibieron una suplementacién de

100y 200 pg/dia.

Igualmente, Combs, Watts, Jackson y colaboradores (2011), confirmaron la utilidad de

éste parametro como marcador del estatus de selenio en poblaciones sanas.

1.9.- SELENIO Y HOMOCISTEINA

El 19,2 % de los individuos sanos que ingieren selenio de manera insuficiente,

presenta hiperhomocisteinemia (Hcy). El 87,5 % de los pacientes criticos con aporte

insuficiente en selenio presenta HH al final del estudio.
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Tabla 52.- Correlacion bivariante de Pearson entre los valores sanguineos de selenio y los de

homocisteina
SePlasma7 SeEritro7 Hey 7
SePlasma7 - r=0,494** r=0,504**
p=0,001 p=0,003
. r=0,494**
SeEritro7 p = 0,001 - .
r=,504**
2o p= 0,003 o -

**significacion p<0.01

Es de destacar que en la poblacidon critica existe una correlacidn positiva significativa
entre los valores de Hcy plasmaticos y los niveles plasmaticos de selenio, tanto al inicio (r =
0,456, p = 0,01), como al final (r= 0,504, p = 0,003) del estudio. Esto puede resultar
incongruente teniendo en cuenta que la Hcy es un pardmetro indicador de riesgo

cardiovascular y la funcion principal de selenio es como antiinflamatorio y antioxidante.

Grdfica 31.- Correlacion bivariante entre los valores plasmdticos de Hcy y selenio al final del

estudio, en los pacientes criticos
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En la poblacién control estudiada, es de mencionar que existe igualmente una
correlacién significativa (r= 0,269, p= 0,018) ligeramente positiva entre los valores de selenio

plasmatico y los de Hcy (gréfica 31), aunque al observar los valores de homocisteina
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individuales, vemos que no existe ningun valor por encima de los establecidos como
hiperhomocisteinémicos (Hcy < 12), por tanto la correlaciéon positiva entre el selenio en plasma

y la Hey carece de transcendencia en los individuos controles (Grafica 32 ).

Grdfica 32.- Correlacion entre los niveles de selenio plasmadtico y los de homocisteina en la
poblacion sana
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Grdfica 33.- Diagrama de cajas de los valores de homocisteina en la poblacion sana

T
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Los resultados de homocisteina muestran una mayor normalidad en el caso de las
muestras control de individuos sanos (grdfica 33 ), mientras que al observar los diagramas de

cajas en individuos criticos, dichos datos muestran una mayor variablididad (grdfica 34).
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Grdfica 34.- Diagrama de cajas de los valores de homocisteina en la poblacion critica
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Ademas, a la semana de estancia en UCl aparece una asociacién positiva que deriva del
estado inflamatorio sistémico del paciente, en que se intercambian compuestos e iones a
ambos lados de las membranas de manera aleatoria, por lo que ocurre una correlacién falsa

entre ambos pardmetros.

Sin embargo, al unir la poblacién sana y la critica, y realizar el andlisis de correlacion
bivariante, los resultados muestran correlacidn negativa entre los niveles de selenio (r=- 0,059;

p =0,051).

Grdficas 35.- Diagrama de cajas del contenido en selenio en los compartimentos sanguineos analizados
en la poblacion critica
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Grdficas 36.- Diagrama de cajas del contenido en selenio en los compartimentos sanguineos analizados

en la poblacion sana
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En los diagramas de cajas se puede observar cémo los valores de selenio en los

diferentes compartimentos tanto en individuos sanos como criticos, guardan una normalidad

que tiende a ser mayor en los individuos controles a nivel plasmatico,

De la poblacién control sana, el 21,4 % de los individuos deficientes en selenio en

plasma, son Hcy (grdfica 37)

Por otro lado, nuestros resultados muestran que el 60,0 % de los pacientes criticos

deficientes en selenio plasmatico presentan Hcy al inicio de la estancia en UCI, mientras que el

100% de los pacientes deficientes en Se plasmatico son HH al final del estudio.

Grdfica 37.- Poblacion deficiente y no deficiente en selenio plasmadtico, con hiperhomocisteinemia

(HHcy)
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Grdfica 38 .- Poblacidn deficiente y no deficiente en selenio eritrocitario, con hiperhomocisteinemia
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1.10.- SELENIO Y ESTATUS ANTIOXIDANTE

Al realizar la correlacién entre los niveles de selenio y la actividad de GPx en la
poblacién sana, se observd una correlacion positiva entre los niveles eritrocitarios de selenio y
la actividad de GPx (p =0.407, r = 0.001) (Grafica 39). En muchas ocasiones el grado de
respuesta de la enzima depende del nivel inicial de actividad. La GPx en plaquetas parece el
indicador mas sensible ante un aumento de ingesta de selenio, incrementandose su actividad a
las 1 — 2 semanas después de comenzar una suplementacién, esto puede ser debido a los
pocos dias de vida de 8 — 14 dias de las plaquetas, comparadas con los 120 dias de los
eritrocitos, actuando de este modo como reservorio de selenio en sangre, pudiendo ser el

motivo por el cual aparece esta asociacion con la actividad de la enzima GPx.
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Grdfica 39.- Correlacion entre los valores eritrocitarios de actividad de GPx y los niveles selenio en

eritrocito en individuos sanos
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No hemos de olvidar que la enzima GPx forma parte de un sistema de reacciones
antioxidantes, y que por lo tanto, una actividad baja de GPx se puede ver compensada por
otros componentes de este sistema como la vitamina Cy E, pero que el efecto protector de la
GPx tiene una particular importancia cuando el organismo estd expuesto a condiciones
adicionales de estrés, (Thomson, 2004) y que por otro lado, las dietas bajas en vitamina E, tienen

aumentadas las necesidades de selenio.

Como se observa en el diagrama de puntos siguiente, existe una asociacion positiva
entre la concentracion de selenio en eritrocito y los valores de actividad de GPx en los

pacientes criticos al inicio de la estancia en la UCI (r = 0,345, p = 0,003).
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Grdfica 40.- Correlacion entre los niveles de selenio en eritrocito y los de actividad enzimdtica de GPx en
pacientes criticos al inicio del estudio
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Igualmente, existe una alta correlacién entre los valores de Hcy plasmaticos al inicio y
final de la estancia y los valores de PAO al inicio y final de la estancia en UCI de los enfermos

estudiados (Grdfica 41), lo que confirma el rol antioxidante del selenio a nivel plasmatico.

Grdfica 41.- Correlacion entre los niveles plasmdticos de selenio y los valores de Poder Antioxidante en

paciente critico.
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1.11.- SELENIO E INFLAMACION

La interleucina-2 llamada también factor de crecimiento de las células T, es una de las
citokinas inmunorreguladoras mas importantes. Sus fuentes principales son los linfocitos CD4
Th1l, los CD8 y las células natural killer. Es una molécula con un peso de 15.400 D, codificada
por un gen ubicado en el cromosoma 4. Puesto que tiene una semidesintegracion muy rapida,
sus funciones son principalmente locales, auto y paracrinas. El receptor de membrana de la
interleucina-2 no se expresa en las células T en reposo, pero alcanza sus valores pico al
activarlas por dos o tres dias, mientras que a los seis o diez disminuye considerablemente. Esta

formado por tres cadenas: alfa, beta y gamma que se relacionan en forma no covalente (Holthe

y col., 2004).

Segun nuestros resultados, existen correlaciones positivas entre la IL2 plasmatica y la
SEEP1 al inicio y a los 7 dias de estancia en UCI del paciente critico. lgualmente éste

biomarcador de inflamacion.

Tabla 53: Correlaciones entre el los distintos biomarcadores de estatus de selenio con IL2

Se Plasmatico punto 7 SEPP punto 0 GPx punto 7 SEPP punto 7

-2 r=0,631" r=0,699" r=0,650" r=0,703"

*p<0,1

1.12.- ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA

El estudio de regresidon logistica se realizd a partir de la elaboracién de un modelo
estadistico formado por todas aquellas variables independientes que pudieran influir en la
respuesta del paciente critico durante su estancia en UCl de 7 dias. Estos parametros en
definitiva fueron, como variable dependiente, la deficiencia o no de selenio a partir de niveles
inferiores o superiores a los plasmaticos y eritrocitarios de referencia, y como variables
independientes el aporte de selenio, los biomarcadores de estatus oxidativo PAO, GPx y SEEP1,
los clinico-nutricionales directamente correlacionados, como albumina, prealbimina, ferritina

y transferrina, y minerales igualmente correlacionados como el magnesio, el cincy el hierro.

319



Elena Milldn Adame

Finalmente, el modelo multivariante que nos queda después de emplear como método
el de sacar variables, muestra un modelo multivariante muy simple, a la vez que efectivo, que
incluye como variable dependiente la deficiencia eritrocitaria de selenio, y como
independientes los niveles de selenoproteina P y prealbimina, siendo principalmente la
selenoproteina P, la que mas no va aportar efectividad (x 16,6 O.R.), demostrando ser un
potente biomarcador del estatus de selenio en el paciente critico al final de su estancia en la

Unidad de Cuidados intensivos..

1.13.- SELENIO Y EXPRESION GENICA

Al realizar el analisis bivariante, se ha observado que la igual que sucedié en la muestra
de individuos criticos general, existe una correlacién significativa positiva entre los niveles de
selenio plasmatico y eritrocitario al inicio y al final de la estancia en UCI (r = 0,852; p = 0,001).
Igualmente observamos correlaciones significativas positivas entre los niveles de actividad de

la GPx eritrocitaria durante la estancia en UCI (r = 0,703; p = 0,016).

Por otro lado, se observa una asociacion significativa positiva entre los niveles de
selenoproteina P y los de selenio plasmatico al final del periodo de estudio (r = 0,605 ; p =
0,049). Igualmente podemos destacar la existencia de una correlacién significativa entre los

niveles de selenoproteina P al inicio y al final de la estancia (r =0,848; p = 0,001)
No hay diferencias significativas entre la expresion de ninguna de las selenoproteinas
al inicio (dia 0), frente a la expresién de ambas al final del estudio (7 dias), en el subgrupo

tratado con analisis de expresidn génica.

Destaca que hay correlacidon aunque, no significativa, positiva de GPX con su expresion

y negativa de Selenoproteina P con su expresion.

En general, en caso de los pacientes criticos, los resultados muestran una variacion en

la expresion de las selenoproteinas glutatién peroxidasa y selenoproteina P, a lo largo de la

320



Discusion de los Resultados

estancia en UCI, estando correlacionada la expresion de la Selenoproteina P con los niveles

plasmaticos de selenio (r =-0,716; p = 0,013)

Grafica 42.- Variacion de la expresion de GPx3 en el momentos de ingreso en UCIl y trasGPx3

dias de estancia en UC/
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Grafica 43.- Variacion de la expresion de SEPP1 en el momento de ingreso en UCI y trasGPx3

dias de estancia en UC/
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RESUMEN

En resumen, nuestros resultados parecen indicar que el paciente critico con Sindrome
de Respuesta Inflamatoria Sistémica presenta un riesgo de deficiencia en selenio, desde el
inicio de su estancia en UCI. Esta situacién es susceptible de empeorar si no se corrige,
pudiendo alterar diferentes sistemas clave como el inflamatorio, el antioxidante y el

inmunolégico.

Se hace necesario un ajuste de las recomendaciones existentes para el enfermo critico,
estableciendo las cantidades precisas de minerales y especialmente de selenio, dada su
implicaciéon en mecanismos basicos en el equilibrio organico, aproximando dichos niveles a los
requerimientos reales para la situacién tan especial que representa el paciente critico y
monitorizar los niveles plasmaticos de minerales, especialmente el selenio, como posibles

variables predictoras de alteraciones causadas por una deficiencia subclinica de las mismas.

Por otro lado, nuestros resultados muestran, por los cambios de expresidn y la alta
dependencia en las proteinas selenio-dependientes estudiadas, que posiblemente puedan ser
utilizadas como biomarcadores clave del estatus de selenio en la enfermedad critica, siendo la

selenoproteina P un marcador de cambio en la enfermedad critica.

Estos hechos nos han servido de punto de partida para la puesta en marcha dentro de
ésta linea de investigacién, la intervencidn con una suplementacidn especifica que servird para
confirmar la utilidad practica de éstos biomarcadores en el ambito clinico-nutricional
hospitalario con el fin de mejorar el estado nutricional, la calidad de vida y, en definitiva, la

evolucion del enfermo critico durante su permanencia en la Unidad de Cuidados Intensivos.
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Conclusiones

Respecto a las Caracteristicas de la muestra

1. Los resultados de nuestro estudio muestran que durante la estancia del paciente
critico en la UCI, existe un empeoramiento significativo de los enfermos, demostrado
por el incremento en escalas especificas de gravedad como el APACHE y el SOFA para

el 35% de la poblacidn critica.

2. El 68,3 % de los pacientes criticos estudiados muestran desnutricién a partir de los
niveles de transferrina y el 87,5 % a partir de datos de prealbumina, mejorando al 80 %

y 64 %, respectivamente, al final de la estancia.

Respecto a la ingesta

3. El aporte de energia y macronutrientes en la poblacién critica es significativamente
menor que en el grupo control y en ninglun caso alcanza los 2/3 de las

recomendaciones para estas situaciones extremas.

4. Nuestros resultados muestran aporte de selenio insuficiente en el 72,4 % de los
pacientes criticos durante los 7 dias de estancia en UCI valorados, siendo en el 73,3 %

de las mujeres y en el 71,4 % de los hombres.

Respecto a los valores bioquimicos

5. Tal y como refiere la bibliografia, en nuestros resultados hemos encontrado que los
valores plasmaticos medios de selenio para los pacientes son inferiores a los del grupo
control, produciéndose una disminucion significativa de los mismos a lo largo de la

estancia del enfermo.

6. En cuanto al contenido de selenio en eritrocito, nuestros resultados muestran valores

estadisticamente inferiores en la poblacidn critica respecto a la poblacién control.
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7.

10.

Es de destacar que nuestros resultados muestran valores significativos negativos al
realizar el andlisis bivariante, entre el APACHE vy los valores plasmaticos de selenio en

el paciente critico al inicio de la estancia en UCI

Se observa una asociacion significativa entre los niveles eritrocitarios de selenio y los

de magnesio y cing, al final del periodo de estancia estudiado del paciente critico.

El estudio de regresion logistica muestra que los niveles de prealbumina v,
fundamentalmente la selenoproteina P, son potentes biomarcadores de estado de

deficiencia eritrocitaria de selenio en el paciente critico al final de la estancia en la UCI.

Seguln nuestros resultados, existen una correlacidn significativa entre los niveles de
Interleukina-2 y de SEEP1 al inicio y a los 7 dias de estancia en UCI, lo que demuestra
la participacion directa del selenio en los procesos inflamatorios presentes en el

paciente critico.

Respecto a la expresién génica

11.

Los resultados muestran una variacion en la expresién de las selenoproteinas
glutation peroxidasa y selenoproteina P, a lo largo de la estancia en UCI, observandose
una correlacién en la expresién de estas proteinas con los niveles plasmaticos de

selenio.

Conclusién final

Nuestros resultados parecen indicar que el paciente critico con Sindrome de Respuesta

Inflamatoria Sistémica presenta un riesgo de deficiencia en selenio, desde el inicio de su

estancia en UCI. Esta situacién es susceptible de empeorar si no se corrige, pudiendo alterar

diferentes sistemas clave como el inflamatorio, el antioxidante y el inmunoldgico.

Se hace necesario un ajuste de las recomendaciones existentes para el enfermo critico,

estableciendo las cantidades precisas de minerales y especialmente de selenio, dada su
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implicacidon en mecanismos bdsicos en el equilibrio organico, aproximando dichos niveles a los
requerimientos reales para la situacidon tan especial que representa el paciente critico y
monitorizar los niveles plasmaticos de minerales, especialmente el selenio, como posibles

variables predictoras de alteraciones causadas por una deficiencia subclinica de las mismas.

Por otro lado, nuestros resultados muestran, por los cambios de expresion y la alta
dependencia en las proteinas selenio-dependientes estudiadas, que posiblemente puedan ser
utilizadas como biomarcadores clave del estatus de selenio en la enfermedad critica, siendo la

selenoproteina P un marcador de cambio en la enfermedad critica.

Estos hechos nos han servido de punto de partida para la puesta en marcha, dentro de
ésta linea de investigacidn, la intervencién con una suplementacion especifica que servira para
confirmar la utilidad practica de éstos biomarcadores en el ambito clinico-nutricional
hospitalario con el fin de mejorar el estado nutricional, la calidad de vida y, en definitiva, la

evolucidn del enfermo critico durante su permanencia en la Unidad de Cuidados Intensivos.
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Abstract

Introduction: Selenium is an essential micronutrient
for human health, being a cofactor for enzymes with
antioxidant activity that protect the organism from
oxidative damage. An inadequate intake of this mineral
has been associated with the onset and progression of
chronic diseases such as hypertension, diabetes, coronary
diseases, asthma, and cancer. For this reason, knowledge
of the plasma and erythrocyte selenium levels of a popula-
tion makes a relevant contribution to assessment of its
nutritional status.

Objetive: The objective of the present study was to deter-
mine the nutritional status of selenium and risk of selenium-
deficiency in a healthy adult population in Spain by exam-
ining food and nutrient intake and analyzing biochemical
parameters related to selenium metabolism, including
plasma and erythrocyte levels and selenium-dependent
glutathione peroxidase (GPx) enzymatic activity.

Material and methods: We studied 84 healthy adults (31
males and 53 females) from the province of Granada, deter-
mining their plasma and erythrocyte selenium concentra-
tions and the association of these levels with the enzymatic
activity of glutathione peroxidase (GPx) and with life style
factors. We also gathered data on their food and nutrient
intake and the results of biochemical analyses. Correlations
were studied among all of these variables.

Results: The mean plasma selenium concentration was
76.6 +£17.3 pg/L (87.3 = 17.4 pg/L in males, 67.3 + 10.7 pg/L
in females), whereas the mean erythrocyte selenium
concentration was 104.6 pg/L (107.9 + 26.1 pg/L in males
and 101.7 £ 21.7 pg/L in females). The nutritional status of
selenium was defined by the plasma concentration required
to reach maximum GPx activity, establishing 90 ug/L as
reference value. According to this criterion, 50 % of the men
and 53 % of the women were selenium deficient.

Conclusions: Selenium is subjected to multiple regulation
mechanisms. Erythrocyte selenium is a good marker of
longer-term selenium status, while plasma selenium appears
to be a marker of short-term nutritional status. The present
findings indicate a positive correlation between plasma sele-
nium concentration and the practice of physical activity.
Bioavailability studies are required to establish appropriate
reference levels of this mineral for the Spanish population.
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DEFICIENCIA DE SELENIO EN UNA POBLACION
ADULTA SANA ESPANOLA

Resumen

Introduccion: El selenio es un micronutriente esencial
para la salud del ser humano, debido fundamentalmente
a su implicacion como cofactor de enzimas con actividad
antioxidante que protegen al organismo del dafio oxida-
tivo, de modo que una ingesta inadecuada de este mineral
esta asociada con la aparicion y desarrollo de enfermeda-
des cronicas tales como hipertension, diabetes, enferme-
dades coronarias, asma y cancer. Por esta razon, la deter-
minacion de selenio plasmatico y eritrocitario contribuira
ala valoracion del estado nutricional de la poblacién estu-
diada.

Objetivo: El objetivo de estudio fue valorar el estado
nutricional de selenio en una poblacién adulta sana en
riesgo de deficiencia, a través de una evaluacion de la
ingesta, asi como de los niveles de selenio en plasma y eri-
trocito, y la actividad de la enzima selenio-dependiente
Glutation Peroxidasa (GPx) en eritrocito.

Material y métodos: El estudio se realizé en un grupo de
poblacion de 84 adultos sanos pertenecientes a la provin-
cia de Granada (31 hombres y 53 mujeres) en los que se
determino la ingesta de nutrientes y selenio, sus niveles
plasmaticos y eritrocitarios, asi como su asociacion con la
actividad de la enzima Glutation Peroxidasa y con diver-
sos factores del estilo de vida.

Resultados: Las concentraciones medias de selenio en
plasma fueron de 76,6 + 17,3 pg/L (87,3 + 17,4 pg/L en los
hombres, y de 67,3 + 10,7 pg/L para las mujeres), mien-
tras que los valores eritrocitarios de selenio de la pobla-
cion total del estudio fue de 104,6 pg/L (107,9 + 26,1 png/L
en hombres y 101,7 + 21,7 ug/L en mujeres). La evalua-
cion del estado nutricional de selenio, se realizo en fun-
cion de la concentracion en plasma necesaria para alcan-
zar la maxima actividad de GPx, estableciendo como
valor de referencia 90 pg/L, observamos que el 50 % de los
hombres y el 53% de las mujeres se encuentran en situa-
cion de deficiencia.

Conclusiones: El selenio es un mineral sujeto a multi-
ples mecanismos de regulacion. El selenio eritrocitario es
un buen indicador del estatus mineral de selenio a largo
plazo, mientras que el selenio plasmaético es un indicador
de estatus nutricional de selenio a corto plazo. Los resul-
tados obtenidos mostraron una correlacion positiva entre
los niveles de selenio en plasma y la realizacion de activi-
dad fisica. Es necesario disponer de mas estudios de bio-
disponibilidad de selenio con el fin de poder establecer
niveles de referencia de este mineral para la poblacion
espaiiola.

(Nutr Hosp. 2012;27:524-528)
DOI:10.3305/nh.2012.27.2.222?

Palabras clave: Estatus de selenio. Glutation peroxidasa.
Poblacion adulta sana.
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Introduction

The relationship between diet and numerous chronic
diseases is well documented,'2? and the eating habits of
humans has become a major research field in devel-
oped countries.* Assessment of the nutritional status of
a specific group is a useful method for relating the
habits of a population to their health status.’ Selenium
deficiency alone is infrequent in developed countries,
but an inadequate intake of this mineral has been asso-
ciated with the development of cancer,® asthma, and
coronary disease, among other chronic conditions.
Given the absence of symptoms, partial or subclinical
deficiency is generally an incidental finding in
biochemical analyses,”® either routine or ordered for
another motive. Detection of this condition allows a
rapid and total recovery of levels to be achieved
through a balanced diet. The recommended selenium
intake for healthy adults is considered to be 55 pg/day
for females and 70 pg/day for males °.

An inadequate selenium nutritional status has been
associated with Kashin-Beck disease!®!! and Keshan
disease' which are endemic in some Chinese populations
with a low intake of this mineral.* These conditions are
treated by supplementation with selenium. In developed
countries, new trends in eating habits'® may produce
micronutrient deficiencies that can manifest as growth
restriction or other specific syndromes.* Marked socio-
cultural changes in Spain'® over recent decades have
modified the diet of the population, with a possible
impact on the intake of relevant nutritional components. !

With this background, the objective of the present
study was to determine the nutritional status of sele-
nium and risk of selenium-deficiency in a healthy adult
population in Spain by examining food and nutrient
intake and analyzing biochemical parameters related to
selenium metabolism, including plasma and erythro-
cyte levels and selenium-dependent glutathione perox-
idase (GPx) enzymatic activity.

Subjects and methodology
Subjects

The study population comprised 84 volunteers from
Granada province (southern Spain), 31 males and 53
females aged from 21 to 59 yrs. Study exclusion criteria
were: the presence of any disease that could affect their
nutritional situation, the receipt of any nutritional supple-
ment, and the withholding of informed consent to partici-
pation in the study, which was approved by the ethical
committee of our institution.

Blood samples were drawn between 8 am and 10 am in
fasting conditions. The individuals then underwent a
personal interview for completion of a validated question-
naire on food consumption frequency, habits (smoking,
drinking and physical exercise habits), and personal
details '” and for gathering data on the clinical history.

Laboratory techniques

Blood samples were centrifuged for 15 min at 3,000
rpm to obtain plasma and erythrocyte samples (in 250-
ul aliquots), which were stored at -80° C until their
analysis. Samples were mineralized by wet method
before the determination of serum and erythrocyte
selenium levels. Selenium was measured by means of
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-
MS), diluting plasma samples with Triton X-100 and
nitric acid for the measurement of plasma selenium
concentrations. GPx activity was determined by using
the BIOXYTECH GPx-340™ kit, an indirect colori-
metric assay (OxisResearch™).

Statistical analysis

Numerical data were expressed as arithmetic mean
(« standard deviation [SD]) and standard error of the
mean (SEM). Application of Kolmogorov-Smirnov
test confirmed the normal distribution of the data. An
analysis of variance (ANOVA) was performed. The
parametric Student’s t test was used for independent
and related samples and the non-parametric Kruskal-
Wallis test and Wilxocon tests for independent
samples and related samples, respectively. The
Mann-Whitney test was used for intergroup compar-
isons of categorical data. Linear regression analysis
was applied to determine bivariate correlations,
using Pearson’s correlation coefficient. Logistic
regression analysis was performed to estimate the
degree of association between each plasma variable
and biochemical findings. P < 0.05 was considered
significant in all tests.

Results

This sample of 84 healthy adults reported the
following mean daily intakes: 1,946 + 651 kcal of
energy, 77.6 £ 34.7 g of protein, 91.01 + 31.6 g of
lipids, and 221.01 + 81.9 g of carbohydrates. Figure 1
depicts these values as percentages of the total intake.
Among food groups, cereals (55%), fruits (63%), or
vegetables (56%) were consumed every day by 55-
63% of participants.

O Carbohydrates

@ Lipids

W Proteins

Fig. 1.—Percentage of macronutrients in diet of study population.
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High risk 7.8%
Very high
risk 2%

Deficiency
risk 34%

Moderate
risk 92%

No deficiency
66%

Fig. 2.—Percentage of subjects at risk of selenium deficiency.

The mean selenium intake of this population was
75.3 + 37.1 pg/day (range, 38.2-112.4 ng/day). It was
below the recommended intake (RI) for healthy adults
in 34% of the females (< 55 pg/day) and 34% of the
males (< 70 pg/day). Stratification of these individuals
at risk of selenium deficiency according to their intake
showed (fig. 2) that 2% were at very high risk (intake
< 1/31R), 7.8% were at high risk (intake < 2/3 IR), and
90.2% at moderate risk (intake between 2/3 and IR).

The mean plasma selenium value was 76.6 + 17.3
pg/L (range, 45.6-121.0 pug/L): 67.3 = 10.7 pg/L in the
females, and 87.3 + 17.4 pg/L in the males. When 90
pg/L was considered as the minimum plasma concen-
tration, 50% of males and 53% of females evidenced
selenium deficiency; when 125 pg/L was used as the
reference value, 100% of males and 100% of females
were selenium deficient.

Mean erythrocyte selenium values of the study
population were 104.60 + 23.36 ug/L (69-160 pg/L):
120 + 21.48 pg/L in males and 101.7 + 21.67 pg/L in
females. When 90 pg/L was considered as the minimum
erythrocyte selenium value, 30.4% of males and 37.7%
of females were below this level.

A positive correlation was found between plasma
and erythrocyte selenium levels (fig. 3) (p = 0.009; r =
0.292), and between erythrocyte GPx activity and

160.00 1 © o o

140.00 4

120.00 1

100.00 1

Erythrocyte selenium

80.00 1

60.00

40.00 60.00 80.00 100.00  120.00  140.00

Plasma selenium

Fig. 3—Relationship between erythrocyte and plasma selenium
levels.

erythrocyte selenium concentrations (p = 0.407, r =
0.001).

The practice of physical activity was significantly
and positively correlated with selenium intake (p =
0.018; r=0.266) and with plasma selenium concentra-
tion (p = 0.039; r = 0.227). When the selenium intake
was adjusted by the energy intake, a significant posi-
tive association was again found for the whole sample
(p=0.009;r=0.292).

Discussion

The mean intake of selenium was below recommen-
dations in one-third of the males and females in this
population of healthy adults from Southern Spain.
Plasma selenium levels were deficient in 60-100% of
both males and females, depending on the minimum
threshold value considered, and the erythrocyte sele-
nium concentration was deficient in 30.4% of males
and 37.7% of females, taking 90 yug/L as minimum
value. A significant and positive correlation was found
between plasma selenium level and the practice of
physical activity.

Interestingly, a deficient selenium intake was
evidenced by 34% of both sexes, despite the distinct
minimum recommendations for females and males (55
ug/day vs. 70 pg/day). The mean plasma selenium
concentration was low in our population (76.6 + 17.3
ug/L). The nutritional status of selenium is related to
the plasma levels required to reach the maximum
activity of GPx, which range between 90 pg/L'* and
125 pg/L according to the literature.' Some authors
have suggested that a healthy adult should have levels
of around 100 pg/L.” Reference plasma selenium
values for each sex have not been published. In our
sample, around half of the males and females could be
considered selenium deficient when 90 pg/L was taken
as minimum threshold value, and all males and females
could be considered deficient when 125 pg/L was used
as the reference level.

The mean erythrocyte selenium value of the study
population (104.60 pg/L) was within the normal range
(90-190 pg/L).* Nevertheless, taking 90 pg/L as the
minimum erythrocyte selenium value, 30.4% of males
and 37.7% of females were found to be at risk of sele-
nium deficiency.

The above findings are consistent with the daily
consumption of cereals, fruit and vegetables reported
by a large proportion of our sample, because these
fiber-rich foods hinder selenium absorption and have
shown a negative association with plasma selenium
concentrations.?'?

Most studies found no clear relationship between sele-
nium levels and the practice of physical activity,'?'#
suggesting that the increase in plasma selenium levels
was due to the higher energy intake by individuals
performing more physical activity. No other lifestyle
factor studied (smoking, alcohol consumption, etc)

526 Nutr Hosp. 2012;27(2):524-528
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100.00 4 o o

GPx activity

50.00 1

60.00 80.00 100.00  120.00  140.00  160.00

Erythrocyte selenium

Fig. 4—Correlation between GPx activity and erythrocyte sele-
nium levels.

showed a significant association with plasma selenium
levels. Accordingly, we analyzed the selenium intake
adjusted by the energy intake, considering the study
population as a whole, finding that the significant rela-
tionship with physical activity was maintained (p =
0.009;r=0.292).

A significant and positive correlation was found
between plasma and erythrocyte selenium levels.
While plasma selenium is regarded as a good indicator
of the short-term nutritional status of this mineral,
erythrocyte selenium acts as a long-term marker due to
the incorporation of selenium during cell synthesis; the
red blood cells function, to a certain extent, as reser-
voirs of this mineral,* which can then be released to
meet the physiological needs of individuals.

A positive correlation was also observed between
erythrocyte GPx activity and erythrocyte selenium
concentration (p = 0.407, r = 0.001), confirming their
dependent relationship (fig. 4). GPx appears to be the
most sensitive indicator of selenium intake, showing
higher activity at 1-2 weeks after the onset of supple-
mentation, attributable to the short half-life (8-14 days)
of platelets versus erythrocytes (120 days). However,
GPx is part of a system of antioxidant reactions, and
low GPx activity could be compensated by other
components of this system, such as vitamin C and E.
Nevertheless, the protective effect of GPx has a
specific role when the organism is exposed to addi-
tional stress conditions; furthermore, individuals with
vitamin E-deficient diets have a greater need for sele-
nium.* Selenium is highly involved in antioxidant
defense as cofactor of numerous antioxidant enzymes.>

Higher energy intake is generally associated with a
greater consumption of protein and fat-rich foods,
which may explain the increased plasma levels of
TAG, total cholesterol, and LDL cholesterol and
decreased HDL cholesterol levels with higher plasma
and erythrocyte selenium levels. Other studies on
healthy populations®' have shown a positive associa-
tion between plasma selenium levels and the consump-

tion of meat and fish, which can both increase blood
cholesterol levels. We found a positive correlation
between plasma selenium level and uric acid, which
may also be explained by meat consumption.

Conclusions

Selenium is subjected to multiple regulation mecha-
nisms. Erythrocyte selenium is a good marker of
longer-term selenium status, while plasma selenium
appears to be a marker of short-term nutritional status.
The present findings indicate a positive correlation
between plasma selenium concentration and the prac-
tice of physical activity. Bioavailability studies are
required to establish appropriate reference levels of
this mineral for the Spanish population.
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Anexo |

NUTRITIONAL RISK SCREENING 2002

Cribado inicial

Si No

éindice de masa corporal < 20?

¢Perdida de peso en los ultimos tres meses?

¢Reduccion de la ingesta en la dltima semana?

¢Enfermedad grave?

Si la respuesta a alguna de las preguntas es “Si” se debe pasar el cribado completo:

Alteracion del estado nutricional

Severidad de la enfermedad

(Requerimientos / estrés - metabolismo)

0 Normal 0 Requerimientos normales
Perdida de peso 5 % en 3 meses, Frqct.ura de cadem.‘ Pac.lentes
Leve 0 ingesta < 50 — 70 % de las Leve crénicos con complicaciones agudas:
Score 1 g . ? . Score 1 hemodidlisis, diabetes, cirrosis, EPOC,
necesidades en la semana anterior .
oncoldgica
Perdida de peso < 5% en 2 meses o Cirugia mayor abdominal
2 s .
Moderado IMC de 18,5 - 20,5 kg/m + alteracion Moderado Acctde-nte cerebrovascular
S 2 del estado general o ingesta del 25 — S 2 Infecciones severas
core 50% de las necesidades en la semana core Neoplasias
anterior hematoldgicas
Perdida de peso < 5% en 1 mes (15% . .
2 Traumatismo craneoencefalico
en 3 meses) o IMC de <18,5 kg/m” + )
Severo = Severo Transplante de medula dsea
alteracion del estado general o . N .
Score 3 ingesta del 0 - 25% de las necesidades Score 3 Pacientes en la unidad de cuidados
g . intensivos (APACHE > 10)
en la semana anterior
Score + Score = Total Score

Afadir un punto si la edad es 2 70 afios
Si la puntuacion total es > 3, estamos ante un paciente con desnutricion o en riesgo de presentarla




Anexo Il

MALNUTRITION UNIVERSAL SCREENING TOOL (MUST)

Sume los puntos para calcular el riesgo global de malnutricion

PASO 1 PASf)IZ PASO 3
Puntuacion por el IMC Puntf.lac:on por Efecto de la
perdida de peso enfermedad aguda
IMC (Kg /m?) Puntos Perdida de peso (PP)** Paciente con enfermedad
Involuntaria en los dltimos aguda *** y que ha
>20 =0 3 -6 meses estado o es probable
18,5-20 =1 que este sin aporte
<185 =2 Porcentaje Puntos nutricional durante
<5 =0 mas de 5 dias
B 5 5-10 =1
IMC = peso / (talla) > 10 i
2 puntos
peso __ peso
Inicial actual
R x 100
Peso inicial
_ PASO 4

0 puntos: 1 punto: 2 2 puntos:
BAJO RIESGO RIESGO MODERADO RIESGO ELEVADO
Cuidados clinicos rutinarios Observar Tratar
Repetir cribado: Hosgit_a_l y.cuidados Domiciliario, hospital o
. domiciliarios: Ambulatorio:
Valoracidn de la ingesta y eMejora la ingesta
Hospital: Semanalmente liquidos de 3 dias nutricional global, si es
.- Si es adecuada o mejora, necesario con suplementos
Cuidados domiciliarios: No actuacion clinica eRemitir a la unidad de
Mensualmente .- Si no mejora, actuar nutricién o seguir protocolo
segun protocolo actual eMonitorizar y revisar el
Ambulatorio: Anualmente Repetir cribado: plan de cuidados
Para grupos especiales Semanalmente en el hospital .- hospital: semanalmente
(ej: >75 afios...) Mensualmente en cuidados .- domicilio: mensualmente
domiciliarios .- ambulatorio: anualmente

r

Ingesta adecuada o mejorando
cercana a la habitual
Poca o ninguna relevancia clinica

Ingesta inadecuada
o empeorando
Relevancia clinica

* Si es posible medir y/o pesar al paciente, se considerardn medidas alternativas o utilizardn criterios

subjetivos

** Es un factor de riesgo nutricional mas importante que el IMC

*** Incluye condiciones agudas, fisiopatologicas o psicoldgicas: pacientes criticos, dificultad para tragar,

traumatismo craneoencefdlico, cirugia gastrointestinal...
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VALORACION GLOBAL SUBJETIVA

A | Historia
1. Cambios de peso
e Perdida en los ultimos 6 meses:
Peso actual Kg. Peso habitual Kg.
Peso perdido Kg. Perdida de peso (%) % (<5%, 5—10%, > 10%)
e Cambios en las ultimas 2 semanas
Aumento de peso Sin cambios Perdida de peso
2. Cambios en la ingesta dietética (comparado con la ingesta normal)
e  Sin cambios
e Cambios Duracion: semanas
Tipos: Ayuno
Liquidos hipocaléricos
Dieta liquida completa
Dieta solida insuficiente
3. Sintomas gastrointestinales (< 2 semanas de duracion)
Ninguno Nauseas Vomitos Diarrea Anorexia
4. Capacidad funcional
e Sin disfuncion
e Disfuncién Duracion: semanas
Tipos: Trabajo reducido
Ambulatorio sin trabajar
Encamado
5. Enfermedad y su relacién con los requerimientos nutricionales
e Diagnostico primario (especifico):
e Requerimientos metabdlicos (estrés)
Sin estrés Estrés bajo Estrés moderado Estrés alto
B | Examen Fisico
Normal (0) Déficit Déficit Déficit
ligero (1) moderado (2) severo (3)
Perdida de grasa subcutanea
(triceps, torax)
Perdida de masa muscular
(cuadriceps, deltoides)
Edema maleolar
Edema sacro
Ascitis
C | Diagnostico (seleccionar uno)

No se establece un método numérico para la evaluacion de este test. Se valora en A, B o C segun
la predominancia de sintomas, con especial atencion a las siguientes variables: pérdida de peso,
cambios en la ingesta habitual, pérdida de tejido subcutdneo y perdida de masa muscular.

A = Bien Nutrido

B = Sospecha de malnutricion o malnutricion moderada
5—10 % de pérdida de peso en las ultimas semanas antes del ingreso. Disminucién de la ingesta
en las ultimas semanas. Perdida de peso subcutaneo

C = Malnutricién severa
Perdida > 10 % del peso. Severa pérdida de masa muscular y tejido subcutaneo. Edema.




Anexo IV

MINI NUTRITIONAL ASSESSMENT

Nombre Apellidos

Sexo Fecha

Edad Peso (Kg)

Talla (m) Taldn - rodilla

una valoracion precisa del estado nutricional.

Responda a la primera parte del cuestionario indicando la puntuacién adecuada para cada pregunta. Sume los
puntos correspondientes al cribado y, si la suma es igual o inferior a 11, complete el cuestionario para obtener

CRIBADO

J) éCuantas comidas completas toma al dia?

0 =1 comida
1 =2 comidas
2 =3 comidas

A) ¢Ha perdido el apetito? ¢Ha comido menos por
falta de apetito, problemas digestivos o
dificultades en la masticacion o la deglucion en
los dltimos 3 meses?

0 = anorexia grave
1 = anorexia moderada
2 =sin anorexia

K) ¢ Consume el paciente...

... productos lacteos al menos 1 vez al dia?

... huevos o legumbres 1 o 2 veces a la semana?
... carne, pescado o aves diariamente?

0,0=0a1l"si”
0,5=2"i" ,
1,0=3"“si"

B) Perdida reciente de peso (en los ultimos 3
meses)

0 = no pérdida de peso

1 =no lo sabe

2 = pérdida de peso entre 1y 3 kilos
3 =no ha habido perdida de peso

L) ¢ Consume frutas o verduras al menos 2 veces al
dia?

C) Movilidad

0 =de la cama al sillén
1 = autonomia en el interior
2 =sale del domicilio

M) ¢ Cuantos vasos de agua u otros liquidos toma
al dia?

0,0 = menos de 3 vasos
0,5 =de 3 a5 vasos ,
1,0 = mas de 5 vasos

D)éHa padecido alguna enfermedad aguda o
alguna situacidn de estrés psicoldgico en los
ultimos 3 meses?
O=si

1=no

N) Forma de alimentarse

0 = necesita ayuda
1 = se alimenta solo pero con dificultad
2 = se alimenta solo sin dificultad

E) Problemas neuropsicologicos

0 = demencia o depresion
1 = demencia o depresion moderada
2 = sin problemas neuropsicologicos

0) éSe considera el paciente bien nutrido?

0 = malnutricién grave
1 =no lo sabe o malnutricién grave
2 = sin problemas de nutricion

F) indice de masa corporal (IMC)

0=IMC<19
1=19<IMC<21
2=21<IMC<23
3=IMC=23

P) En comparacidn con las personas de su edad
¢Como encuentra el paciente su estado de salud?

0,0 = peor
0,5 =no lo sabe
1,0 =igual ,

2,0 =mejor




Evaluacion del cribado
(Subtotal, maximo 14 puntos)

12 puntos o mas: normal
(no es necesario continuar la evaluacion)

11 puntos o menos: posible malnutricién
(continuar la evaluacién)

Q) Circunferencia braquial (CB) en cm

0,0=CB<21
0,5=21<CB<22
1,0=CB>22

’

EVALUACION R) Circunferencia de la pantorrilla (CP) en cm
0=CP<31
1=CP231
G) ¢El paciente vive independientemente, en su
domicilio? Evaluacién
(maximo 16 puntos) ,
0=no
1=si
Cribado ,

H) éToma mas de tres medicamentos al dia?

O0=no

1=si

Evaluacién global

(maximo 30 puntos) ,

1) éUlceras o lesiones cutdneas?

0=no

1=si

EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIONAL

De 17 a 23,5 puntos:

Riesgo de malnutricion

Menos de 17 puntos:
Malnutricién




Anexo 5

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

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

Yo, D/Dha
[ 1 L = TP e teteiitiitieiieiiiiee...., COMO SU

, como participante candidato/a (o

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

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

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

sobre el proceso médico citado

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

Entiendo que este consentimiento puede ser revocado por mi en cualquier momento antes de la
realizacion del procedimiento.
Y, para que asi conste, firmo el presente documento

Granada, a de de

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

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

D.N.L

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA EVALUACION DEL ESTADO NUTRICIONAL

Si usted participa de éste estudio, sera sometido a mediciones que permitirdan conocer su situacion, se
evaluara la alimentacién que recibe actualmente, valorando la adecuacién de la misma.

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

Los resultados obtenidos nos permitiran conocer mejor la situacion clinica-nutricional que presenta. Su
participacion contribuirda enormemente a ampliar los conocimientos cientificos que se tienen hasta ahora y
posibilitara mejorar la calidad del tratamiento brindado.

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

en el futuro



Universidad de Granada
Vicerrectorado de Investigacion
y Tercer Ciclo

COMISION DE INVESTIGACION
DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA

La Comisién de Investigacién de la Universidad de Granada, en sesion
ordinaria de 7 de marzo de 2006, emite informe favorable a la metodologia
y a la utilizacion de recursos en la investigacion titulada “Implicaciones de
la desnutricién y del estado antioxidante en la evolucion del paciente
critico”, a realizar en las instalaciones de la UCI de la Fundacion Virgen de
las Nieves de la Universidad de Granada por la investigadora D Elena

Maria Planells del Pozo.

Granada a veinte y cuatro de marzo de 2006

Hospltal Real, Cuesta del Hospicto s/n 18071 GRANADA - Telf: 958 24 30 08 - Fax: 958 24 43 12 - email: tnves7@elvira.ugres




Servicio Andaluz de Salud
CONSEJERIA DE SALUD

D. Jestis Martinez Tapias, Presidente del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Virgen de las Nieves

CERTIFICA

" Que este Comité ha evaluado la propuesta de la investigadora Diia. Elena Planells del
Pozo para que se realice el estudio titulado: “Implicaciones de la desnutricion y del
estado antioxidante en la evolucion del paciente critico. Factores asociados” de la
Unidad de Nutricién y Dietética y que considera que:

~ Se cumplen los requisitos necesaios de idoneidad del protocolo en rélacién con
los objetivos del estudio y estdn justificados los riésgos y molestias previsibles para el

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para
llevar a cabo €l estudio.

Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado
como la compensacién prevista para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su
participacion en el ensayo.

Y que este Comité acepta que dicho ensayo clinico sea realizado en el Hospital
Virgen de las Nieves, en colaboracién con la Universidad de Granada por D*. Elena
Planells del Pozo como investigadora principal.

Lo que firmo en Granada a treinta y uno de octubre de dos mil seis.

Hospital Universitario Virgen de las Nieves
Avda, Fuerzas Amadas, 2. 18014 - Granada
Tel: 958 02 00 00. Fax: 9580201 32
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