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INTRODUCCION

1. Introduccion.
1.1. Paciente critico.

1.1.1. Definicion de paciente critico y situacion clinica.

El paciente critico es el portador de un proceso potencialmente reversible que
pone en peligro su vida, no pudiendo mantener un equilibrio homeostatico sin
intervencion. Estos pacientes, por lo general, manifiestan signos y sintomas que en su
conjunto expresan una respuesta aguda del organismo ante la agresion, que se ve
traducida en el denominado sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), y que
a su vez deriva en el sindrome de disfuncién multiorgdnica (SDMO), que en muchos
casos tiene un desenlace mortal. Se puede definir al paciente critico por cuatro aspectos

fundamentales:

- Presentar un proceso de enfermedad grave potencialmente reversible.
- Presentar una inflamacion.
- Disfuncion orgénica.

- Elevada mortalidad.

En funcion de las caracteristicas del paciente y el tipo de agresion sufrida, el
paciente critico puede presentar una de las siguientes afecciones: traumatismo,
infeccidn, cirugia mayor, lesion o enfermedad neuroldgica o una hemorragia mayor. En
el paciente critico se produce una respuesta metabolica que se puede dividir en dos

fases:

a) Fase inicial: Cursa con una hipovolemia, hipotension e hipoxia tisular que aparece
en las primeras 24 horas.

b) Fase tardia: Se produce una alta secrecion de catecolaminas y de mediadores
inflamatorios, sobretodo citoquinas e eicosanoides. El factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y la interleucina 1 (IL-1) contribuyen a aumentar el gasto energético,
la degradacion proteica y el aumento de la glucogenolisis, asi como la activacion

de la lipoproteinlipasa. Por lo tanto, en esta fase predomina el catabolismo.

Tras estas fases, se produce una fase mas prolongada que desencadenan en el
paciente critico un estado de inmunodepresion fundamentalmente debido a las

siguientes causas:
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- Exceso en la produccion de citoquinas.

- Liberacion de metabolitos del 4cido araquidoénico.

- Desnutricion aguda como respuesta metabdlica a la agresion.

- Déficit de nutrientes especificos.

- Alteracion de la flora intestinal.

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

peroxidos), con dafio tisular asociado.

1.1.1.1. Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

El SRIS se traduce como un conjunto de fenomenos clinicos y fisioldgicos que
resultan de la activacion general del sistema inmune. Se caracteriza por ser una reaccion
proinflamatoria anormal y generalizada que se presenta a nivel organico lejos de donde
se genera la agresion inicial. La evolucion del paciente va a depender del balance entre
SRIS y los mecanismos compensatorios de la respuesta inflamatoria, pudiendo
desencadenar un SDMO, o incluso la muerte. Algunos mecanismos compensatorios se
producen inmediatamente, como la respuesta antiinflamatoria, pero otros dependen de
los aportes de algunos sustratos y/o medidas terapéuticas. En la Tabla 1 se indican los

criterios que debe cumplir un paciente para diagnosticar un SRIS (1).

Tabla 1. Definicion objetiva del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

Variables Criterios
Temperatura >38°06<36°C
Frecuencia cardiaca >90 Ipm
Frecuencia respiratoria > 20 rpm 6 PaCO,< 32 mmHg
Recuento de leucocitos > 12000mm? 6< 4000mm?

Ipm: latidos por minuto. SRIS = Se deben cumplir al menos 2 de los 4 parametros.

Cuando el agresor entra en contacto con el organismo se produce la fase I o fase
aguda que dura unos 2 o 3 dias. Si la evolucion del paciente es favorable, se concluye el
proceso con la fase II o fase de reparacion, pero si la evolucion no es favorable, se
produce la fase III o fase de reactivacion. En esta tltima fase se activan los macréfagos

y monocitos liberando mediadores proinflamatorios que determinan el estado de
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inflamacién sistémica generalizado. Si el proceso sigue evolucionando de forma
negativa, se llega a la fase IV (fase de fallo multiorganico o disfuncién multiorganica)

que es la fase que puede concluir con la muerte.

1.1.1.2. Bacteriemia y fungemia.

Una infeccion se define como el proceso por el cual ingresan gérmenes a una zona
susceptible del organismo y se multiplican, provocando la enfermedad. En este sentido,
la “Asociacion Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica”
(SEIMC) define la bacteriemia y la fungemia como “la presencia de bacterias en la
sangre que se pone de manifiesto por el aislamiento de éstas en los hemocultivos” (2).
El origen de la bacteriemia puede ser diverso atendiendoa las caracteristicas clinicas del
paciente. El término fungemia se utiliza para designar la presencia de hongos en la
sangre, generalmente levaduras del género Candidas spp. que, aunque pueden
originarse a partir de focos semejantes a los que ocasionan las bacteriemias,

frecuentemente tienen su origen en la infeccion de catéteres.

En condiciones de respuesta inflamatoria exagerada o no compensada, puede
desarrollarse el SRIS junto a procesos de infeccion y septicemia. Un paciente que
presenta SRIS y septicemia, por lo general presenta un estado hipercatabolico en el que
se produce un aumento del gasto energético total, una mayor degradacion proteica y
pérdida de peso. En este estado, se producen alteraciones en el sistema inmunitario con
hiperactivacion o inmunosupresion que pueden agravar aun mas el problema de
septicemia. También se van a liberar mediadores enddgenos proinflamatorios como
citocinas, monocitos, factor tisular, células endoteliales, hormonas, moléculas de
adhesion, que pueden dar lugar a una disfuncién multiorgénica y contribuir a una mayor

mortalidad (3).

1.1.1.3. Escalas de gravedad.

Sindrome de Disfuncion Multiorgdnica

El SDMO se caracteriza por un fallo funcional de dos o mas 6rganos funcionales

en un paciente con un proceso de enfermedad aguda en el que la homeostasis no puede
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ser mantenida sin intervencion (4). Este sindrome se puede clasificar como primario o

secundario.

- SDMO primario: Se produce cuando una injuria esta bien definida y la disfuncion
organica se puede atribuir directamente a ella. La disfuncion organica ocurre de
forma precoz.

- SDMO secundario: En este caso la disfuncién organica no se puede atribuir

directamente a la injuria, pero si a la respuesta del organismo a dicha injuria.

En la actualidad, el SDMO es la causa de morbimortalidad mas frecuente en el
paciente critico. Se solia relacionar con cuadros de sepsis incontrolada, pero hoy en dia
se acepta que hay otras causas que pueden provocar un SDMO sin necesidad de existir
un cuadro infeccioso. Debido a las mejoras terapéuticas se ha producido un descenso en
la incidencia y severidad de este sindrome. Para que esto contintie es fundamental poder

hacer un diagnostico y un seguimiento de su evolucion en el tiempo.

Sequential Organ Failure Assessment

En la conferencia de consenso realizada en Paris, en 1994, organizado por la
European Society of Intensive Care Medicine (ESICM), se cred la escala Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA), considerada como marcador de morbilidad con una
finalidad descriptiva y facil de calcular. El SOFA individualiza el grado de disfuncion
organica obtenida periodicamente, a partir del estudio de seis o6rganos. Se trata de una
escala que pretende objetivar la presencia del SDMO, siendo uno de los scores mas
utilizados (5). Independientemente de la puntuacion inicial, un aumento en la
puntuacion SOFA durante las primeras 48 horas en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) es capaz de predecir una tasa de mortalidad de al menos el 50%. Por tanto, el
SOFA se puede considerar como un buen indicador pronostico durante los primeros

dias de ingreso en la UCI (6).

Score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation

El Score Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I (APACHE II), es un

sistema de valoracién pronostica de mortalidad con el que se pueden detectar los

32



INTRODUCCION

trastornos fisioldgicos agudos que atentan contra la vida del paciente. La puntuacion
resultante es un factor predictivo de la mortalidad. La utilizacion de los dos sistemas de
puntaje de gravedad SOFA mas APACHE II, siempre va a tener mas rendimiento
diagnostico que la utilizacion de cualquier escala por separado (7). El calculo de
APACHE II proporciona una informacion relativa al paciente en el momento de la
determinacion. Este célculo varia cada dia de estancia en la UCI, que puede variar

incluso en horas.

1.1.1.4. Sepsis.

Las definiciones de sepsis y shock séptico se plantearon en una reunion de
consenso en el afio 1992 (Sepsis-1) (4). Se revisaron en 2001 (Sepsis-2), quedando
definidas en 2003 como la presencia de SRIS causado por una infeccion (8). En afios
posteriores hubo muchos cambios en la patobiologia, manejo y epidemiologia de la
sepsis, y concretamente en 2016, se volvio a definir la sepsis (Sepsis-3) como “una
disfuncion organica donde la vida del paciente estd comprometida causado por una
respuesta alterada del huésped frente a una infeccion” (9). En el Tercer Consenso
Internacional de la Definicion de Sepsis y Shock Séptico, la sepsis se define
exactamente como “disfuncion organica que pone en peligro la vida causada por una
respuesta desregulada del huésped a la infeccion con una mortalidad intrahospitalaria
mayor del 10%” (9).También es aceptada la definiciéon de sepsis como: una afeccion
potencialmente mortal que surge cuando la respuesta del cuerpo a la infeccion dafia sus
propios tejidos (9,10). La definicion de sepsis-3 parece diagnosticar a menos pacientes
de sepsis y estd mas fuertemente asociada a resultados adversos o gravedad del paciente

que la sepsis-2 (11).

En un estudio longitudinal realizado entre 2007 y 2016, se incluyeron 722
pacientes con lesiones graves de los cuales 315 pacientes cumplieron con los criterios
de sepsis-2 y 148 cumplieron con los criterios de sepsis-3 durante los primeros diez dias
en la UCI. La odd ratio(OR) para la mortalidad a 30 dias fueron 0.7 (IC 0.4-1.2) para
sepsis-2 y 1.5 (IC 0.8-2.6) para sepsis-3. Al censurar a los pacientes que morian en el
dia 1, la sepsis-3 se asocid con la mortalidad a los 30 dias, mientras que la sepsis-2 no.
Este hallazgo fue persistente y mejor6 a través de la continua censura diaria de muertes

tempranas. Se observo el mismo patrén para los andlisis de la curva de Caracteristica
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Operativa del Receptor (ROC), la censura de muertes tempranas resultd en propiedades
discriminatorias significativas para la sepsis-3 pero no para la sepsis-2 (11). Ha quedado
demostrado que la definicion de sepsis-3 mejora la estratificacion del riesgo en
pacientes con sospecha de infeccion y su validez predictiva para detectar resultados

clinicos desfavorables (6,12—19).

El concepto de sepsis como infeccion con al menos 2 de los 4 criterios de SRIS,
estaba Uinicamente centrado en el exceso inflamatorio, por eso ha sido tan cuestionada la
validez del SRIS como tnico descriptor de la patologia de sepsis. En la sepsis ademas
de producirse una respuesta proinflamatoria, se produce una respuesta antiinflamatoria

(20).

En situacion de sepsis, la respuesta que manifiesta el huésped a un patdgeno
infeccioso se puede ver intensificada por factores enddgenos (21,22). En la sepsis
endotdxica, el grado de exposicion del factor tisular alcanza niveles patoldogicos; lo que
provoca en estos pacientes un estado de hipercoagulabilidad o los predispone a
experimentar problemas de sangrado, segun la patologia altere los niveles de trombina.
En la sepsis se producen cambios importantes en vias no inmunologicas como la
cardiovascular, auténoma, hormonal, neuronal, bioenergética, metabdlica y de
coagulacion (21,23,24). Sin embargo, se ha visto que la disfuncion de los 6rganos,

incluso cuando es muy grave, no esta asociada con una muerte celular importante (25).

Es importante establecer una definicion de diagnostico de sepsis y shock séptico
para poder hacer una investigacion y evaluacion comparativa entre diferentes centros
hospitalarios. Los datos clinicos aportados pueden estar condicionados por los distintos
enfoques de codificacion que siga cada uno. Por lo tanto, las comparaciones
epidemiologicas entre las diferentes cohortes son dificiles de establecer (26,27). En
relacion con esto, la definicion de sepsis-3 se establecié también para aumentar la

uniformidad en las tasas de incidencia y la mortalidad registradas (9,28,29).

A pesar de lo anteriormente mencionado, la definicién de sepsis-3, puede que no
sea la definitiva y necesite mejorar, porque carece de robustez y de capacidad
discriminatoria, ya que casi todos los pacientes que entran en la UCI con sospecha de
infeccion cumplen esos criterios (30,31). Los esfuerzos futuros deben ir encaminados a

enriquecer la estratificacion de los pacientes sépticos y clasificarlos incluyendo

34



INTRODUCCION

variables adicionales, como el tipo de insuficiencia organica, el nimero de disfunciones

organicas, el origen de la infeccion y los posibles biomarcadores (32).

SRIS en la sepsis

Los criterios para diagnosticar un SRIS son bastante inespecificos. Nos podemos
encontrar la apirexia o la neutrofilia, que nos van a seguir ayudando a identificar una
infeccion. Es importante también identificar la fuente anatomica y el organismo
infectante. En este sentido nos pueden guiar hallazgos como la disuria, la peritonitis, la
erupcion cutanea, la consolidacién pulmonar, etc. La sepsis no solo engloba una
infeccion y una respuesta inflamatoria del hospedador sino también implica una
disfuncion organica. Los criterios para diagnosticar un SRIS tampoco son sensibles, no
indican una respuesta del huésped desregulada o potencialmente mortal (33,34).
Ademas, la definicion de sepsis que se basé en los criterios de SRIS (sepsis-2) fueron
muy sensibles a pequefias variaciones en la frecuencia y el tiempo, lo que afectd la

fiabilidad del diagndstico de sepsis (33).

SOFA en la sepsis

La puntuacion de SOFA se ve aumentada en mas de 2 puntos como consecuencia
de la infeccion. Se supone que la puntuacion basal de SOFA es 0 en pacientes que no se
tiene identificada la disfuncioén organica previamente. Tener mas de 2 puntos de SOFA
implica tener un riesgo de un 10% de mortalidad para pacientes hospitalizados con
sospecha de infeccion. La puntuacion de SOFA no se utiliza para manejo del paciente
sino mas bien para caracterizar clinicamente a un paciente séptico, por eso, se
recomienda utilizar esta escala en pacientes con sepsis (9). En la definicion de sepsis-3
se elimin6 el criterio de SRIS y se defini6 clinicamente como un aumento en la

puntuaciéon SOFA dos puntos o mas junto con la presencia de infeccion (9,28).

Son muchos los hallazgos que podemos encontrarnos en las medidas de cabecera
y en las pruebas de laboratorio rutinarias que determinan la existencia de una
inflamacion o disfuncion de 6rganos (35). Para determinar el SOFA es necesario algin

parametro de laboratorio como la creatinina o bilirrubina, lo que provoca que no se
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pueda dar la puntuacién final de forma inmediata. También se han estudiado otros
biomarcadores para identificar el dafio hepatico, renal o la coagulopatia, pero atin no
estan validados y por ello no han sido incluidos en los criterios clinicos de diagnostico

de sepsis (9,36).

1.1.1.5. Shock séptico.

El shock séptico se define como “un subconjunto de sepsis en el cual las
anormalidades subyacentes en el metabolismo circulatorio y celular son lo
suficientemente profundas como para aumentar sustancialmente la mortalidad” (9). Los
pacientes que la manifiestan, desarrollan hipotension persistente que requiere
vasopresores para mantener una presion arterial media (PAM) > 65 mmHg y tener un
nivel sérico de lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) a pesar de la reanimacioén de volumen

adecuado (29). Con estos criterios, la mortalidad hospitalaria es superior al 40% (9).

Aunque hay controversia, la gran mayoria de los expertos afirman niveles
elevados de lactato reflejan una disfuncion celular en la sepsis. También reconocen que
hay otros factores que influyentes como el suministro insuficiente de oxigeno en el
tejido, la alteracion de la respiracion aerdbica, la aceleracion de la glucdlisis aerdbica y
la reduccion del aclaramiento hepatico (9,37). La hiperlactacidemia es un marcador de

la gravedad de la enfermedad y un buen predictor de la mortalidad (38).

En pacientes sépticos es necesaria una resucitacion adecuada con vasopresores.
Esta terapia varia mucho en funcidon de las caracteristicas del paciente, la modalidad

adoptada de monitorizacion y los objetivos hemodindmicos que se marquen (39).

En cuanto a la mortalidad, se ha visto que los pacientes con criterios de sepsis que
tienen hipotension y son resistentes a vasopresores, y que tienen lactato elevado, tienen
mayor riesgo de mortalidad que los que tienen hipotension y lactato elevado solamente.
Estos ultimos, a su vez, presentaran mas riesgo que los que tienen hipotension y lactato

de 2 mmol/L o menos (9).

De acuerdo con la importancia de aplicar con precision los cédigos de
diagnostico, la Tabla 2 detalla como los nuevos criterios clinicos de sepsis y shock

séptico se correlacionan con los coédigos ICD-9-CM e ICD-10 (9).
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Tabla 2. Terminologia y Clasificacion Internacional de Enfermedades.

Pautas actuales y terminologia Sepsis Shock séptico
1991y 2001 Sepsis severa
Terminologia del consenso Sepsis inducida Shock séptico

Hipoperfusion

La sepsis es una disfuncion
organica que pone en peligro la

El shock séptico es un
subconjunto de sepsis donde las
alteraciones circulatorias,

2015 vida, causada por una respuesta  metabolicas y celulares
Definicion desregulada del huésped a la subyacentes son lo
infeccion. suficientemente profundas como
para aumentar sustancialmente
la mortalidad.
La sepsis” y la terapia con
Sospecha de infeccion o vasopresores se necesitan para
2015 infeccion identificada mas un elevar la PAM > 65 mmHg y el

aumento agudo de 2 puntos o
mas en el SOFA.

lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL)
a pesar de una resucitacion
fluida adecuada.

Criterios clinicos

Codigos primarios ICD recomendados”

ICD-9 995.92

ICD-10° R65.20
Identificar la infeccion
sospechosa mediante el uso de
hemocultivos concomitantes y
antibidticos (orales o
parenterales) en un periodo
especifico”.

785.52
R65.21

Dentro del periodo especificado

en la infeccion sospechosa:

1. Identificar la sepsis mediante

el uso de un criterio clinico de

disfuncién organica que ponga

en peligro la vida.

2. Evaluar los criterios de

shock, utilizando

administracion de vasopresores,

PAM < 65 mmHg y lactato > 2

mmol/L (18 mg/dL)*

ICD: Clasificacion Internacional de Enfermedades. PAM: Presion Arterial Media. SOFA: Evaluacion
secuencial del fallo organico. “Codigos de entrenamiento incluidos. "La sospecha de infeccion podria
definirse como la administraciéon concomitante de antibidticos orales o parenterales y el muestreo de
cultivos de fluidos corporales (sangre, orina, liquido cefalorraquideo, peritoneal, etc.). Por ejemplo, si se
obtiene el cultivo, se requiere que el antibiotico se administre dentro de las 72 horas, mientras que si el
antibiotico es el primero, el cultivo se requiere dentro de las 24 horas. “Se considera un periodo de hasta
48 horas antes y hasta 24 horas después del inicio de la infeccion, aunque los analisis de sensibilidad han
probado ventanas tan cortas como 3 horas antes y 3 horas después del inicio de la infecciéon. “Con el
periodo especificado en torno a la infeccidn que se sospecha, se evaluan los criterios de shock, utilizando
cualquier iniciacion vasopresora (p. Ej., Dopamina, norepinefrina, epinefrina, vasopresina, fenilefrina),
cualquier nivel de lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) y presion arterial media < 65 mmHg. Estos criterios
requieren una reanimacion con fluidos adecuada segun lo definido por las pautas de la Campafia
Sobrevivir a la Sepsis. Procede del “Tercer Consenso Internacional de Definicion de Sepsis y Shock
Septico” (Singer, 2016).

Marco de implementacion
para codificacion e
investigacion.
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En la Tabla 3 se detallan los criterios diagnosticos de SRIS, de sepsis y de shock
séptico (40—42).

Tabla 3. Criterios diagndsticos SRIS, de sepsis y de shock séptico.

SRIS: presencia de - Temperatura corporal > 38°C o < 36°C.
dos 0 mas de entre - Frecuencia cardiaca > 90 latidos por minuto.
los siguientes. - Frecuencia respiratoria > 20 por minuto o PaCO, < 32 mmHg.

- Recuento de leucocitos > 12000 por mm® o < 4000 por mm’ o > 10% de
formas inmaduras.

Sepsis: infeccion Generales:
documentada o
sospechada y alguno
de entre los
siguientes.

- Temperatura corporal > 38°C o < 36°C.

- Hipotermia (< 36 °C).

- Frecuencia cardiaca > 90 latidos por minuto.

- Frecuencia respiratoria > 20 por minuto o PaCO, < 32 mmHg.

- Edemas o balance de fluidos positivo (> 20mL/kg en 24 horas).

- Hiperglicemia (glucosa en plasma > 140 mg/dL o 7.7 mmol/L) en ausencia
de diabetes mellitus.

Variables inflamatorias:

- Recuento de leucocitos > 12000 por mm’® o < 4000 por mm’ o > 10 % de
formas inmaduras.

- Proteina C reactiva mayor de dos veces su valor normal.

- Procalcitonina mayor de dos veces su valor normal.

Sepsis grave. Variable hemodinadmicas:

- Hipotension arterial (PAS < 90 mmHg, presion arterial media < 70 mmHg
o descenso en la PAS superiores a 40 mmHg)

Variables de disfuncion de érganos:

- Hipoxemia arterial (PaO,/FiO, < 300).
e Daiio pulmonar agudo con PaO,/FiO, < 250 en ausencia de neumonia
como foco de infeccion.
e Dafio pulmonar agudo con PaO,/FiO, < 200 en presencia de neumonia
como foco de infeccion.
- Oliguria aguda (diuresis < 0.5 mL/kg/h durante al menos 2 h pese a
reanimacion con fluidos).
- Creatinina > 2 mg/dL (176.8 umol/L) o incrementos de creatinina > 0.5
mg/dL o0 44.2 umol/L.
- Trastornos en la coagulacion (INR > 1,5 o TTPa > 60 s).
- fleo (ausencia de sonidos intestinales).
- Trombocitopenia (recuento de plaquetas < 100000/puL).
- Hiperbilirrubinemia (bilirrubina tota plasmatica > 4 mg/dL o 70 pmol/L).
- Bilirrubina > 2 mg/dL (34.2 pmol/L).
- Criterios de encefalopatia séptica: confusion, obnubilacion, coma.

Variables de perfusion tisular:

- Hiperlactacidemia (> 1 mmol/L).
- Aumento en el tiempo de relleno capilar.

Shock séptico. Cuadro de sepsis grave con hipotension arterial que no responde a
fluidoterapia adecuada y que requiere drogas vasopresoras.

Shock séptico Shock séptico de mas de una hora de evolucion que no responde a la infusion
refractario. de liquidos y/o farmacos.
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SRIS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. PAS: Presion arterial sistdlica. PaO,/FiO,: Presion
parcial de oxigeno arterial / Fraccion de oxigeno inspirada. PaCO,: Presion parcial arterial de dioxido de
carbono. INR: Ratio Internacional Normalizado. TTPA: Tiempo de tromboplastina parcial activada.

Adaptacion de “Camparia para sobrevivir a la sepsis (Rhodes, 2016).

1.1.1.6. Epidemiologia de la sepsis y shock séptico.

La sepsis puede augurar la muerte, especialmente si no se reconoce temprano y se
trata con prontitud. De hecho, a pesar de los avances que incluyen vacunas, antibidticos
y cuidados agudos, la sepsis sigue siendo la principal causa de muerte por infeccion. Es
una enfermedad con una alta morbilidad para la cual no existe un tratamiento efectivo.
Los pacientes con sepsis suelen generar un consumo de recursos muy elevado en la
UCI, asi como un alto costo porque generalmente requieren muchos equipos de soporte,
un equipo humano continuo y empleo costoso de antibidticos. Diversos estudios
informan que el coste de cada episodio de sepsis puede rondar los 40000 euros y un

episodio de shock séptico los 45000 euros (43,44).

Existe una morbilidad séptica asociada a los tratamientos quirurgicos y médicos
avanzados, y ésta es inaceptablemente alta. Solo teniendo en cuenta los EEUU con una
poblacién de 300 millones de habitantes, la sepsis anualmente afectara a casi un millon
de habitantes y causara la muerte de 200000 pacientes, lo que convierte a la sepsis en la
décima causa mas comun de muerte en los EEUU. Esta situacion se ve influida por dos
factores, el primero seria el aumento de la debilidad causada por el estilo de vida que
deteriora el sistema inmunitario, y el segundo seria el ambiente artificial creado por los
tratamientos modernos como la ventilacidon mecanica, el uso de tubos, lineas
intravasculares, drenajes, nutricion artificial y el uso extendido de drogas quimicas,
sintéticas, asi como métodos que reducen o eliminan la microbiota humana y dafian el
sistema inmunitario provocando el aumento de la inflamacion sistémica. Los intentos
por recuperar la microbiota intestinal con el aporte de microorganismos a veces
mostraron resultados positivos y otras veces fallaron, sobre todo por hacer una eleccion
inadecuada de la especie microbiota o por administrar una dosis baja. La administracién
de probidticos no se ha probado como terapia alternativa, solo se ha administrado como

terapia complementaria al resto de tratamientos (45).
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En general, en el 2% de las personas que ingresan en el hospital cursan con sepsis,
y en la UCI, la sepsis puede ocurrir entre el 6 y el 30% de los pacientes cuya
variabilidad es debida a la existencia de distintos tipos de UCI (46). La carga mundial
de la sepsis se estima entre 15 y 19 millones de casos por afio, con una tasa de
mortalidad cercana al 60% en los paises de bajos ingresos. En paises desarrollados, se
estima una incidencia de sepsis grave de entre 50 y 100 casos/100000 habitantes al afio
(47). La sepsis severa estd presente entre la mitad y las tres cuartas partes de los
pacientes en estado critico (48). El shock séptico es la principal causa de muerte en la
UCI, y a pesar de un mayor conocimiento sobre la patogénesis de la sepsis, su tasa de

mortalidad sigue siendo alta, aproximadamente del 20-80% (41,49).

En Espaiia, la incidencia anual de sepsis entre los afios 2008-2012 aument6 desde
76.5 a 113.3casos/100000 habitantes al aflo, periodo en el que se diagnosticaron 217280
nuevos casos de sepsis. Sin embargo la mortalidad intrahospitalaria disminuy6 desde
46.1% al 39.5% (50). Actualmente, la incidencia se sitia en 97 casos/1000000

habitantes al afio en nuestro pais.

Se producen en Espafia 175000 casos de sepsis al ano, 50000 de ellos graves.
Segun la Sociedad Espanola de Medicina de Urgencias y Emergencias (SEMES), en
Espafia mueren 17000 personas al afo de sepsis. Hay que valorar que en 2018, murieron
423636 personas en total en Espafia, 887 personas menos que en 2017. La incidencia de
sepsis esta aumentando debido al envejecimiento poblacional, a la mayor supervivencia
de los pacientes con cancer y al aumento de la poblacion con acumulo de
comorbilidades procedentes de personas sometidas a tratamientos inmunosupresores o
terapias biologicas. Se considera una enfermedad tiempo-dependiente, que por cada
hora de retraso en la instauracion del tratamiento aumenta en un 8% la mortalidad del
paciente. Se estima que en Espafia, un episodio de sepsis tiene un coste de entre 10000 y

18000 euros.

Se hizo un estudio para establecer la asociacion del rendimiento de los paquetes
de la Campaiia de Supervivencia de la Sepsis (SSC) (cuyas pautas se establecieron en
2004) y la mortalidad. La poblacion de estudio fueron 29470 entre 2005 y 2012. Se
observo que en los sitios donde se llevaba a cabo un alto cumplimiento de estos
paquetes de reanimacion habia una menor mortalidad (29.0%) que aquellos donde se

llevaba a cabo un bajo cumplimiento de los paquetes de reanimacion cuya mortalidad
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era mas alta (38.6%). La tasa de mortalidad hospitalaria, la estancia hospitalaria y la
estancia en UCI disminuyeron a medida que aument6 el cumplimiento con el paquete de

reanimacion (51).

Existen varios factores de riesgo especificos que aumentan la probabilidad de
padecer sepsis. Aquellas condiciones que pueden afectar al sistema inmunitario del
individuo, como por ejemplo virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), cancer o

diabetes, hacen més probable la aparicion de sepsis en estos individuos (52).

La diabetes mellitus tipo II (DM II) se considera un factor de riesgo para padecer
sepsis. Se ha determinado que en Espafia, el 23.3% de los casos de sepsis se producen
en personas con DM II. Ademads, el aumento de la incidencia de sepsis entre los afios
2008-2012 ha sido mayor en los pacientes con DM II que en el resto de la poblacion,
que fue de 16.8 a 27.1 casos/100000 habitantes al afio (61.3 % de incremento relativo).
Sin embargo, el riesgo de muerte en estos pacientes es menor que en el resto de la
poblacion, aunque en pacientes con DM II con shock séptico la mortalidad fue mas alta

(50).

Otro estudio realizado en Espafia en el periodo 2006-2011, observo que habia
disfuncion orgéanica en el 54% de los casos de sepsis grave, de los cuales el 26% y el
20%, presentaban dos o tres, o mas disfunciones organicas respectivamente. La
mortalidad hospitalaria fue del 43% y se asoci6 con pacientes de mayor edad, con la
comorbilidad, con mayor disfuncion de o6rganos, y con aquellos casos de patogenos
gramnegativos (53). También se han visto otros factores que influyen en la aparicion de
la sepsis como es el género, la raza y la etnia. En general, independientemente de la
edad, los hombres tienen mayor probabilidad de padecer sepsis que las mujeres (54,55).
En cuanto a la raza y la etnia, no son claras las diferencias, pero parece que las razas no

caucasicas tienen mayor riesgo de desarrollar sepsis que las razas caucasicas (55-57).

1.1.1.7. Protocolos de intervencion en situacion de sepsis.

A parte de la clinica que manifiesta el paciente y de los biomarcadores, es
importante utilizar técnicas de imagen para detectar el foco de infeccion y a qué 6rganos

esta afectando. También son importantes las técnicas microbiologicas para detectar el
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agente causal de la infeccion con la finalidad de que el tratamiento sea mas especifico.

A continuacion se exponen las medidas de estabilizacion de estos pacientes:

Fluidoterapia

Para tratar la grave hipoperfusiéon que se manifiesta en estos pacientes con un
lactato plasmatico > 4 mmol/L o hipotension arterial, se aconseja utilizar cristaloides
(suero salino 0.9% o ringer lactato) o coloides con una dosis de carga inicial. Si
continia el estado inicial, la administracion de fluidos continuara hasta alcanzar los

siguientes objetivos (58):

- Mantener una PAS > 90 mmHg o una PAM > 65 mmHg.

- Mantener una diuresis > 0.5 mL/kg/h.

- Alcanzar una Presion Venosa Central (PVC) > 8§ mmHg.

- No se ha demostrado beneficio en mantener una saturacion venosa central de
oxigeno (SvcO;) >70% o alcanzar un aclaramiento de lactato > 10% cada 2 horas,
utilizando una resucitacion con fluidoterapia y vasopresores no protocolizada

basada en la buena practica clinica.

En pacientes con sepsis grave o shock séptico se podria utilizar albamina en la
resucitacion (59) (individualizando cada caso) y no se recomienda utilizar hidroxi-etil-

almidones (60).

Vasopresores e inotropos

La utilizacion de esta terapia tiene como objetivo alcanzar una PAM de 65-70
mmHg (41,61). Como farmaco vasopresor de primera eleccion se recomienda utilizar la
noradrenalina (40,62), y cuando ésta es insuficiente se recomienda asociar con
adrenalina (63) o con vasopresina (con la intencion también de disminuir la dosis de
noradrenalina) (64). Cuando la noradrenalina causa arritmias graves, el gasto cardiaco
(GC) es alto, la presion arterial (PA) es baja o la combinacién vasopresor/inotropo no
logran el objetivo de la PAM, se recomienda utilizar la fenilefrina como alternativa a la
noradrenalina (65,66). Cuando hay un bajo GC o una hipoperfusion a pesar de una

adecuada volemia y unas cifras normales de PA, se recomienda asociar dobutamina

(58,67).
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Esteroides

En caso de que el paciente contintie en shock después de la terapia vasopresora, es
decir, el PAM < 65 mmHg o el lactato > 4 mmol/L, se recomienda el uso de esteroides a
dosis bajas (68,69). El esteroide de eleccion es la hidrocortisona a dosis bajas (< 300
mg/dia) (70-73), sin ser necesario el empleo de un mineralo-corticoide asociado como

la fludrocortisona (74).

Soporte respiratorio

Se debe hacer un aporte suplementario de oxigeno para mantener una saturacion
de oxigeno (Sa0;) que se mantenga o sea superior al 93% (41,58). La ventilacion no
invasiva (VNI) se puede utilizar en pacientes con sindrome de distrés respiratorio agudo
inducido por sepsis (SDRA-IS) cuando la relacion beneficio/riesgo sea favorable
(41,75-77). La VNI en la fase inicial del proceso, es 1til en pacientes con insuficiencia
respiratoria aguda hipoxémica inducida por sepsis (IRA-IS) que ademés estan
inmunosuprimidos para evitar la intubacion orotraqueal (IOT) y reducir sus
complicaciones (78,79). También es 1til la VNI en pacientes con IRA-IS que no son

candidatos a la IOT por su edad o patologia preexistente (80,81).

Soporte renal

Los diuréticos estan indicados en los pacientes con sepsis grave o shock séptico

solo en los casos que se presente fallo renal agudo (41,82).

Soporte metabolico-nutricional

El manejo metabdlico nutricional constituye uno de los pilares del tratamiento del
paciente séptico. El soporte nutricional es fundamental para evitar las consecuencias de
la desnutricion, proveer al paciente un adecuado aporte de nutrientes y prevenir el

desarrollo de complicaciones secundarias como la sobreinfeccion y el fracaso
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multiorgdnico. Se recomienda no comenzar con el soporte nutricional hasta que el

paciente se encuentre en situacion estable (83).

Cuando la via enteral es insuficiente para garantizar las necesidades caldrico-
proteicas, la administracion mixta junto a nutricion parenteral ha demostrado ser segura
en este subgrupo de pacientes (83). La nutricién enteral se recomienda en lugar de la via
parenteral cuando el tracto gastrointestinal se mantiene integro (84—86). En pacientes
con sepsis grave o shock séptico se debe establecer un protocolo para manejar de forma

adecuada las glucemias que debe contener las siguientes consideraciones (40):

- Ser de aplicacion a pacientes ingresados en la UCL

- Estar basado en la administracion de infusiones de insulina intravenosa.

- Comenzar cuando dos determinaciones consecutivas tengan valores superiores a
180 mg/dL.

- Tener como objetivo que las determinaciones de glucemia no alcancen los limites

de 180 mg/dL (87,88).

El paciente séptico debe recibir un adecuado aporte de oligoelementos y
vitaminas. Los estudios que evaliian el efecto de farmaconutrientes especificos en estos

pacientes son escasos y no permiten establecer recomendaciones al respecto (83).

Existe evidencia suficiente para recomendar el uso de glutamina en los pacientes
criticos sometidos a nutricion parenteral, ya que en los estudios realizados se han
observado buenos resultados atribuibles a la glutamina y no se han observado efectos
adversos (89,90). La glutamina juega un papel importante tras la agresion sufrida en el
paciente critico ya que induce mecanismos de proteccion provocando el aumento en la
produccion de proteinas de choque térmico. Estas proteinas tienen una funcion
protectora frente al dafio celular y frente a mecanismos de isquemia/reperfusion (91), lo
que le confiere un papel potencial para evitar el progreso a fallo multiorganico. Aunque
no hay evidencia suficiente del uso de la glutamina en pacientes sépticos con nutricion
parenteral, si se podria valorar su administracion (83) después de resolverse el cuadro de

sepsis grave o shock séptico (40).

Pueden ser beneficiosas las formulas de nutricion parenteral ricas en omega-3 en

los pacientes sépticos (92-94), sin embargo, no se recomienda su uso rutinario hasta que
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no se disponga de mayor evidencia. Debe de evitarse el uso de omega-6 en estos

pacientes sépticos (83).

Para pacientes criticos en situacion séptica, solo se ha publicado un estudio sobre
los efectos de dietas enriquecidas en farmaconutrientes “inmunomoduladores”
(arginina, omega-3, nucleotidos, antioxidantes). Este estudio indicaba que una dieta
enriquecida se asocia con menor mortalidad en comparacion con el uso de una dieta
control (95). No se recomienda el empleo de selenio a dosis altas porque no se dispone

de evidencia suficiente.

Soporte hematologico

La administracion de hematies se recomienda cuando la hemoglobina esta por
debajo de 7 g/dL, para mantenerla en adultos entre 7 y 9 g/dL, y la de plaquetas cuando
éstas se encuentren en sangre inferior a 10000/mm’. No se recomienda el uso de
eritropoyetina para tratar la anemia en estos pacientes, ni de plasma fresco congelado, ni
antitrombina para corregir las pruebas de coagulacion que se hacen en el laboratorio en

ausencia de hemorragia activa o procedimientos invasivos (41,96).

Las inmunoglobulinas se utilizan en casos especificos pero no se recomienda su
uso generalizado (40,97). Las terapias inmunomoduladoras (administracion de
interferon gamma, eliminacion de inmunosupresores, administracion de factor
estimulante de colonias de granulocitos y/o monocitos), no estan recomendadas en

pacientes con sepsis grave o shock séptico (40,98).

Tratamiento antibiotico

En la primera hora tras diagnosticar la sepsis grave o el shock séptico al paciente
se le incluye en un tratamiento antibiotico empirico que reduce el riesgo de mortalidad
(99). Aquellos pacientes con riesgo de presentar patdogenos multiresistentes (que tengan
una infeccion nosocomial que esté relacionada con los cuidados sanitarios en un &mbito
con alta prevalencia de estos patogenos, que haya habido un uso de antibidticos de

selectores para los mismos, que haya habido una colonizacion previa, etc), deberan
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recibir un tratamiento antibidtico empirico que sea selectivo a los patogenos que se

hayan identificado anteriormente, o que sea comun en el area local (40,100).

En los pacientes con sepsis grave o shock séptico se utiliza un tratamiento
antibiotico empirico combinado en los siguientes casos: pacientes con neutropenia
(101); pacientes con riesgo de sepsis por patdgenos bacterianos dificiles de tratar y
resistentes a multiples farmacos, tales como Acinetobacter y Pseudomonasspp.,
pacientes con shock séptico e infecciones bacterianas causadas por Streptococos
pneumoniae, en peritonitis secundaria con fallo multiorganico o terciaria, siempre
individualizando en casos especiales. En general, no deben superarse los 5 dias de la

combinacion de farmacos (102,103).

Uno de los motivos de fracaso terapéutico es la insuficiente concentracion de
antibiotico en el lugar de la infeccion (una pobre penetracion en el foco infeccioso), por
tanto, se debe considerar la distribucion del antibidtico a la hora de seleccionar una

terapia antimicrobiana (104).

1.1.2. Estado nutricional del paciente critico.

El término “desnutriciéon proteica-calorica” fue definido por el Comité de
Nutricion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en 1971, en el cudl
incluyeron las diferentes fases de la desnutricion, desde moderada hasta grave.
Posteriormente, Cadwell et al. (1981) definieron el estado de desnutricion que se aplica
al paciente hospitalizado como el “estado de morbidez secundario a una deficiencia
relativa o absoluta, de uno o mas nutrientes, que se manifiesta clinicamente o es
detectado por medio de exdmenes bioquimicos, antropométricos, topograficos y
fisiologicos”. Posteriormente fue definida la desnutricion como el “estado de nutricinal
en el que una deficiencia o desequilibrio de energia, proteinas, y otros nutrientes, causan
efectos adversos en el organismo con consecuencias clinicas y funcionales. Es muy
comun encontrarse desnutricion en los pacientes criticos (105) y esta desnutricion
contribuye al aumento de la gravedad del paciente (106—110), ademas del aumento de

mortalidad (111).

Hoy en dia, la desnutricion sigue siendo uno de los principales problemas de salud

en todo el mundo y también la patologia mayormente implicada en el aumento de la
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morbimortalidad afectando al 30-50% de los pacientes hospitalizados (112),
demandando atencion por parte de los profesionales de salud responsables del cuidado y
asistencia del paciente (113). Ademads, parece ir incrementandose el problema
nutricional a medida que aumenta la estancia hospitalaria del paciente (112), y los que

presentan desnutricion desarrollan una peor evolucion clinica (113).

La desnutricion se ve influenciada por factores genéticos, metabdlicos y
hormonales del organismo humano, y conlleva efectos perjudiciales desde el desarrollo
fetal intrauterino hasta la vida adulta. Hoy en dia, los pardmetros bioquimicos del estado
nutricional se utilizan como un indicador de severidad de la enfermedad o como un
indicador pronostico, mas que como un marcador diagnostico. Hacer un diagnostico
oportuno e identificar la desnutricion de forma temprana es fundamental en los
pacientes hospitalizados para disminuir las complicaciones, en especial las infecciones,
tiempo de estancia hospitalaria y mortalidad, contribuyendo asi a mejorar la evolucion
clinica (114,115). Es importante identificar a los pacientes que se encuentran
desnutridos para poder instituir un soporte nutricional adecuado. Diversos estudios
(116-121), demuestran que actualmente en la poblacion general hospitalaria la

desnutricion esta subestimada y no se trata lo suficiente.

1.1.2.1. Valoracion nutricional.

La valoracion nutricional se puede hacer analizando algunos pardmetros analiticos
que van a determinar el estado nutricional en el que se encuentra el paciente antes y
durante el ingreso en la UCI. Es importante hacer la valoracion nutricional lo antes
posible para detectar los enfermos con riesgo de desnutricion e instaurar un tratamiento
de soporte lo antes posible. Resulta muy complicado hacer esta valoracion ya que los
parametros utilizados para ver el estado nutricional se ven afectados por el tratamiento
de soporte y por la alteracion metabolica que padecen estos pacientes con shock séptico

(122). Los parametros para el estudio nutricional del paciente critico son los siguientes:

Proteina visceral

Albumina: su disminucién esta relacionada con un prondstico negativo, con un
incremento en la aparicién de complicaciones y de la mortalidad. Sin embargo, tiene

poca sensibilidad en los cambios en el estado nutricional, por ello, no se considera un
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buen parametro de seguimiento nutricional. Son indicativos de una situacion grave de

desnutricion valores inferiores a 2.1 g/dL (122).

Prealbimina: Sus valores se ven disminuidos en estados de malnutricion, en
situaciones de infeccion y en insuficiencia hepatica, y aumentados en la insuficiencia
renal (s6lo en esta ultima se utiliza como parametro valido en la evaluacion nutricional).
Tiene una vida media corta (2 dias); esto la convierte en un buen parametro de

evolucidn y seguimiento en el paciente critico (123).

Proteina ligada al retinol: sus valores se ven disminuidos en la enfermedad
hepatica, en la infeccion y en el estrés grave, y se ven aumentados con el aumento en la

ingesta de vitamina A.

Transferrina: Sus niveles se ven alterados en el paciente critico cuando existe un
déficit crénico de hierro, en la politransfusion y cuando hay alteraciones en la absorcion
intestinal. No es util para la evaluacion del estado nutricional. Sus valores se encuentran
aumentados en la anemia ferropénica y disminuidos en la enfermedad hepatica, sepsis y

enfermedad intestinal.

Somatomedina: Se utiliza en el paciente critico para medir la intensidad de la
respuesta metabolica a la agresion, pero su coste monetario es elevado y su

determinacion compleja por ello, s6lo se utiliza en investigacion.

Proteina somatica

Creatinina: en general procede del catabolismo de las proteinas, por tanto sus

valores dependen del contenido muscular y la edad del paciente.

3-metilhistidina: es un aminoédcido derivado del catabolismo muscular. Sus
niveles se ven aumentados en dietas hiperproteicas y en situaciones de
hipercatabolismo, infecciones y cirugia; y se ven disminuidos en pacientes desnutridos
y en ancianos. Este parametro es muy ttil en la evolucion del paciente critico, sobretodo

en la renutricion y fases de aumento del catabolismo (124).

Balance nitrogenado: este parametro es ttil en la etapa de renutricion en pacientes

postoperados con estrés o con desnutricion moderada, también se puede utilizar como
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indice de prondstico nutricional, pero no es util como parametro de desnutricion y

seguimiento nutricional.

Valoracién de otros nutrientes

En cuanto a los lipidos, se pueden medir en plasma el colesterol total, LDL, HDL,
triglicéridos, Apo Al, Apo B, lipoproteina lipasa A y el perfil de acidos grasos, pero no
son parametros de evaluacion del estado nutricional. En los pacientes que estan
desnutridos con insuficiencia renal, hepatica y sindrome de malabsorcion, cuando

existen altos niveles de colesterol se ve incrementada la mortalidad.

En cuanto a los minerales, se pueden medir calcio, fosforo, magnesio y hierro,
ultimamente se han empezado a medir cinc, cromo, yodo, cobre (Cu), selenio (Se) y
otros. Pero no se consideran parametros de evaluacion del estado nutricional. En cuanto
a las vitaminas se pueden medir vitamina B12 (Vit B12), acido f6lico (Fol), vitamina D

(Vit D) y otras.

1.1.2.2. Desnutricion en el paciente critico.

La desnutricién puede ser complicada (trauma) o no complicada (cronica). En los
dos casos se va a producir un incremento de la lip6lisis y una disminucion de la reservas
de grasas y musculo esquelético. En desnutricion complicada, que es la que se produce
en el paciente critico, vamos a observar un aumento de las necesidades energéticas, de
la produccién de insulina y de las hormonas contrareguladoras, del agua corporal total y
de la proteina visceral. En este estado vamos a observar que las cetonas estan ausentes,
el cociente respiratorio es de 0.85, la proteolisis y la gluconeogénesis estan aumentadas

y todo esto se traduce en una pérdida de peso (125).

Las tres fases de la recuperacion de un trauma son: fase de resucitacion, fase
catabolica aguda y fase anabolica adaptativa. En estas tres fases, es muy importante el
correcto aporte nutricional para poder contrarrestar las alteraciones hidroelectroliticas,
el aumento del gasto energético y la degradacion proteica. Generalmente, el paciente
restaura su estado fisioldgico rapidamente, pero en situaciones de trauma de gran

magnitud y/o en presencia de complicaciones infecciosas, se puede producir un estado
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hipercatabolico de tal magnitud que termine provocando efectos destructivos en el

organismo (126).

Cuando un paciente se encuentra en una situacion de catabolismo prolongado y no
se trata, pierde masa magra corporal que se traduce en una pérdida de peso y otras
repercusiones como son retraso en la cicatrizacion, mayor susceptibilidad a las

infecciones e incremento de morbimortalidad (3).

1.1.2.3. Recomendaciones nutricionales en el paciente critico.

El aporte nutricional en el paciente critico es un proceso complejo, ya que hay que
considerar en cada momento la situacion clinica y la evolucion. No solo es importante
valorar el aporte cuantitativo de macronutrientes, sino también la calidad de los mismos.
Los micronutrientes, que hasta hace poco eran poco considerados, actualmente se estan

teniendo en cuenta cada vez mas en los pacientes criticos.

Aporte energético

Se ha estimado que el paciente critico con sepsis y fallo multiorgdnico necesita
unos requerimientos energéticos de aproximadamente 25-35 kcal/kg/dia para pacientes

con un indice de masa corporal (IMC) normal (127).

La Sociedad Europea de Nutricion Enteral y Parenteral (ESPEN) hace las
siguientes recomendaciones: se persigue proporcionar una energia lo mas cerca posible
al gasto energético, con el fin de disminuir el balance energético negativo. En ausencia
de calorimetria indirecta, el paciente critico debe recibir 25 kcal/kg/dia e ir progresando
hasta conseguir los objetivos en los proximos 2-3 dias. Durante la fase anabodlica de
recuperacion, el objetivo es de 25-30 kcal/kg y durante la fase aguda de la enfermedad
un aporte mayor a 20-25 kcal/kg se puede asociar a peores resultados. Pacientes con
desnutriciéon severa deben recibir mas de 25-30 kcal/kg/dia por via enteral que se
suplementard con nutricion parenteral si los requerimientos no son alcanzados durante

los dos primeros dias (86).

La Asociacion Americana de Gastroenterologia (AGA) recomienda que el calculo
de aporte energético al paciente critico se haga en funcioén del IMC que éste tenga. En la

Tabla 4 se puede ver detallada esta recomendacion (128).
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Tabla 4.- Recomendaciones de aporte energético en funcion del IMC

Indice de masa corporal (kg/mz) Necesidades energéticas (Kcal/kg/dia)

<15 35-40

15-19 30-35

20-29 20-25

>30 15 — 20 (sin exceder > 2000 kcal/dia en pacientes criticos)

Aporte de proteinas

El paciente critico se encuentra en un estado hipercatabolico, con intensa
destruccion proteica que es necesario reponer. Se produce una situacion de estrés
metabolico, donde los aminodcidos son liberados del musculo esquelético para
contribuir a la gluconeogénesis, a la sintesis de moléculas del sistema inmunitario y a la
reparacion de los tejidos afectados, produciendo un aumento de la eliminacién de
nitrogeno. Por ello, las proteinas se encuentran degradandose y resintetizandose
continuamente, por lo que se debe realizar un aporte proteico continuo para reponer las
pérdidas. El aporte de proteinas debe ser adecuado y moderado (un aporte de 1.5
g/kg/dia reduce el catabolismo proteico en un 70%), ya que la administracion de
grandes cantidades de proteinas puede dar lugar a un aumento de la degradacion
proteica neta (un aporte de 2.2 g/kg/dia aumenta la degradacion proteica neta). Existen 9
aminoacidos que el organismo no puede sintetizar, aminoacidos esenciales, en los que la
unica via de acceso al organismo es a través de la alimentacion, por tanto, también se

debe hacer un aporte de estos aminoacidos.

Los requerimientos de proteinas para una persona sana se situan entre 0.8-1
g/kg/dia. En pacientes que se encuentran en una situacion de estrés metabodlico los
requerimientos pueden oscilar entre 0.8-2 g/kg/dia. Las proteinas que hay que
administrar deben aportar entre un 15-20% de las calorias totales que el individuo gasta
al dia, y que se debe comenzar con un aporte de 1.2-1.5 g/kg/dia, e ir ajustandolo en
funcion de los controles periddicos del balance nitrogenado y de los cambios en la urea
plasmatica. Las pautas recientes para el paciente critico aconsejan una dosis minima de
1.2-1.3 gr/kg/dia para pacientes no obesos y de 2-2.5 gr/kg/dia para pacientes obesos
(129). No obstante, se han hecho estudios aleatorizados donde se ha observado que no
hay un beneficio clinico con la ingesta proteica y ademds se produce un aumento de la

ureagénesis. Asi ocurre en el estudio de van Zanten et al. (130), donde se investigd una
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dieta alta de proteinas en pacientes criticos obesos. Los pacientes se dividieron en dos
grupos, un grupo recibié 1.49 gr/kg/dia y el grupo control recibié 0.76 gr/kg/dia. Se
observd que el grupo con mayor aporte de proteinas tenian niveles de proteinas mas
aumentado lo que provocd que la excrecion urinaria de nitrégeno fuera mas elevada. En
otro estudio (131) se observd que después de la administracion de proteinas al paciente
critico, proporcionados durante 5-6 dias de nutricion parenteral, dos terceras partes se
desperdiciaban con la formacion de urea, lo que ademas provocaba una prolongacion en

el tratamiento renal sustitutivo hasta mas de dos semanas después.

En concreto, en los pacientes con sepsis, se ha estimado que se debe hacer un
aporte proteico de entre 1.5-2 g/kg/dia (132), sin embargo, en pacientes con pérdidas
excesivas de nitrégeno, éste aporte puede ser aun mayor. Ademas hay que tener en
cuenta que los pacientes con fallo renal o hepatico tendran alteradas las proteinas. En
situaciones de estrés, el organismo va a requerir mas cantidad de proteinas que de
energia, ya que la energia aportada por las proteinas es mas utilizada en este estado que

en las personas sanas.

Con respecto al aporte nutricional enteral, se puede llevar a cabo mediante
proteina intacta, hidrolizados proteicos, aminoécidos libres o mezclas de todos ellos en
diferentes proporciones. En cuanto a la nutricion parenteral, se pueden utilizar
diferentes formulas de aminoacidos como soluciones estandar, soluciones enriquecidas

en aminoacidos de cadena ramificada y férmulas hepaticas.

El empleo de proteinas séricas y caseina en pacientes criticos parece mostrar
beneficios en el valor bioldgico, el coeficiente de eficiencia proteica y de utilizacion
neta. Pero el empleo de suplementos en estos pacientes no estd claro que reduzcan la

morbilidad o mortalidad. La arginina y la glutamina han sido las méas estudiadas.

La glutamina es el aminoacido mas abundante del musculo esquelético del
organismo. Se trata de un aminodcido no esencial, es decir, el organismo puede
sintetizarlo a partir de los grupos amino procedentes de los alimentos. Sin embargo, en
condiciones de estrés oxidativo, el organismo obtiene la glutamina del musculo,
haciendo que disminuya la masa de éste. En estas condiciones es necesaria su ingestion
en la dieta como suplementacién. Por lo tanto, la glutamina es considerada como

esencial en el individuo con estrés.
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En diversos estudios (133—135), han quedado demostrados los beneficios de la
glutamina por el papel que desarrolla en la estabilidad del equilibrio &cido-base, en el
aprovisionamiento de combustible primario para las células de répida proliferacion, en
la interaccidon de la mucosa gastrointestinal, como sustrato en la gluconeogénesis, en la
disminucién de las infecciones, en la sintesis de glutation (GSH) y arginina, en la

disminucion de la resistencia a la insulina y la respuesta inflamatoria.

En un estudio aleatorizado, doble ciego, realizado a 84 pacientes criticos en la
UClI en los que no estaba indicada la nutricion enteral, se observo que al administrar una
solucion parenteral suplementada con glutamina reducia la mortalidad de estos
pacientes a los seis meses en un 24% y reducia los costes de la UCI por superviviente en
un 50% (136). Resultados similares se observaron en otro estudio también en pacientes
de la UCI, donde la suplementacion con glutamina se asocié a una reduccion de las
complicaciones infecciosas y a una disminucion de la estancia en UCI, sobretodo en la
glutamina administrada de forma parenteral (137). En otro estudio realizado en
pacientes de la UCI con nutricion parenteral suplementada con glutamina, se observé un
aumento del GSH, un aumento de la actividad de la glutation peroxidasa (GPx) y una
disminuciéon del SOFA, en comparacion con el grupo de pacientes de la UCI con

nutricién parenteral sin suplementacion con glutamina (138).

La arginina es un aminoacido semiesencial, es decir, considerado esencial bajo
ciertas condiciones. Existen controvertidas opiniones sobre los beneficios de la arginina.
Por un lado, se sostiene el potencial toxico que la suplementacion con arginina tiene
sobre los pacientes con sepsis (139). Por otro lado, se defiende que es escasa la arginina
en plasma en los pacientes con sepsis y que deberia suplementarse, advirtiéndose que su
capacidad de aumentar el oxido nitrico puede provocar una inestabilidad hemodinamica
por la hipotension producida, no obstante, se sugiere que este efecto secundario se
puede evitar administrando la arginina de forma continua y no administrando un bolo
(140). En un estudio aleatorizado de 2419 pacientes criticos (141), se observo que la
administracion de formulas comerciales con alto contenido en arginina se asocidé con
una reduccién significativa en las complicaciones infecciosas y una menor mortalidad
en comparaciéon con otras dietas que mejoran el sistema inmune. En general, la
poblacién quirtrgica parece haber sido la mas beneficiada por la suplementacién de

arginina (139).
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Aporte de carbohidratos

La glucosa es el principal substrato calorico que utiliza el paciente critico, aunque
en algunas situaciones de agresion la fuente de energia puede ser una mezcla de lipidos
e hidratos de carbono. Es importante ajustar el aporte de glucosa para que los niveles de
glucemia no sobrepasen 140 mg/dL, para ello se deben aportar los niveles adecuados de

insulina.

En el paciente séptico el consumo de la glucosa se encuentra incrementado, de
manera que se puede considerar hasta cierto punto, una administracion exdgena de
glucosa. Los hidratos de carbono que hay que administrar en el paciente séptico, deben
aportar entre un 50-60% de las calorias totales, de esta manera evitamos que se lleve a
cabo una oxidacion excesiva de glucosa. Su aporte debe ser adecuado y moderado,
evitando suministrar mas de 7 g/kg/dia de hidratos de carbono en términos absolutos, ya
que el aporte excesivo puede elevar la glucemia. En un estudio realizado en la UCI a
1500 pacientes criticos sometidos a ventilacion mecénica (142), se analizo la influencia
de la insulina en el mantenimiento de las concentraciones de glucosa en sangre,
observandose una reduccion de los episodios de septicemia asi como en la mortalidad
de los individuos donde se mantuvieron unos niveles de entre 80-110 mg/dL
administrando insulina intensiva, respecto a los que tuvieron un tratamiento
convencional (infusidon de insulina solo si el nivel de glucosa en sangre excedio 215

mg/dL y mantenimiento de glucosa a un nivel entre 180 y 200 mg/dL).

Aporte de lipidos

El aporte de lipidos es fundamental para evitar el déficit de acidos grasos
esenciales, como el acido linoleico (debe aportarse al menos un 2% de las calorias) y el
acido linolénico (debe aportarse al menos un 0.5% de las calorias). También es util para
mantener la estructura de las membranas celulares y que éstas puedan llevar a cabo su
funcion moduladora de las sefales intracelulares (128). Ademas, los lipidos tienen otras
funciones como el transporte de vitaminas liposolubles, ser precursores de eicosanoides,
de la roduccién de citoquinas, y su relacion con la expresion génica. Actualmente, se
estan empleando en el soporte nutricional triglicéridos de cadena larga (de las series n-3,

n-6 y n-9) de forma individual o en combinacion al 50% con triglicéridos de cadena
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media, o como lipidos estructurados. La cantidad minima seria de 1 g/kg/dia, para evitar
el déficit de acidos grasos esenciales, no llegando a sobrepasar 1.5 g/kg/dia. En el caso
de que los niveles de triglicéridos en sangre superen los 400 mg/dL, el aporte de lipidos

debe suspenderse.

En pacientes con sepsis se pueden utilizar los lipidos como fuente de energia
exogena, pero la composicion mas adecuada de estos es controvertida. Para los

pacientes con sepsis, los lipidos como fuente de energia suponen dos ventajas:

- Los lipidos son muy energéticos, aportando 9 kcal/g, lo que permite aportar
mucha energia en poco volumen puesto que los pacientes con sepsis tienen una
restriccion de volumen.

- Los lipidos tienen un coeficiente respiratorio inferior al de los hidratos de
carbono, por lo que los pacientes con sepsis que tienen altas concentraciones de

CO,, pueden disminuir dichas concentraciones con la oxidacion de los lipidos.

En el aporte lipidico del paciente séptico, hay que tener en cuenta que los acidos
grasos de cadena larga van a tener dificultad para atravesar la membrana mitocondrial
(por una alteracion en el transportador de la acilcarnitina). Sin embargo, los éacidos

grasos de cadena media no van a tener este problema al no requerir de carnitina (143).

Los 4acidos grasos poliinsaturados (PUFA) n-3 y n-6 se ha demostrado que son
potentes moduladores de la respuesta inmune. Los investigadores han puesto muchos
esfuerzos para optimizar la relacion de PUFA n-3 a n-6 en el componente lipidico de la
nutricion parenteral total y asi, optimizar sus efectos beneficiosos en el entorno clinico.
Para alcanzar los niveles O6ptimos de acidos grasos omega-3 en la membrana celular
para tener los efectos beneficiosos sobre la distribucion de las prostaglandinas, por una
via enteral se requiere entre 3 y 5 dias, y por via parenteral solo se requieren 3 horas
para empezar a ver la respuesta clinica (144,145). En un estudio con pacientes criticos
que recibian nutricion parenteral suplementada con acidos grasos omega-3, se observo
que se producia un descenso del uso de antibidticos, de la mortalidad y de la estancia en

UCI (146).
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Requerimientos de vitaminas v minerales

En general, existen datos para considerar de gran importancia a los
micronutrientes como Zinc, Cobre, Manganeso, Cromo, Selenio, Molibdeno y algunas
vitaminas (A, B, C y E), para los pacientes criticos, pero los requisitos especificos no

han sido establecidos (128,147).

Minerales

En el caso de los minerales el Zinc y el Cobre son los mas nombrados en la
bibliografia. El Zinc participa en el proceso de reparacion de las heridas y su carencia
puede ser perjudicial para la inmunocompetencia del individuo. En el paciente critico es
necesario afadirlo en la nutricion enteral. Un aporte de 4.5-6 mg/dia es suficiente,
aunque se puede administrar hasta 13 mg/dia. Si el paciente presenta pérdidas
intestinales importantes, se puede administrar un suplemento de 12.2 mg/dia. Es
importante que no haya un exceso de zinc porque puede influir en el metabolismo del

cobre.

En el caso del Cobre, se considera suficiente un aporte de 2-3 mg/dia en los
pacientes criticos con nutricion enteral. Se pueden incorporar ademés otros elementos
traza a la nutricioén enteral como el Manganeso (0.8 mg/dia), el Cromo (0.1 mg/dia) y el
Selenio (hasta 120 mg/dia). En estudios realizados a pacientes sépticos se han
encontrado que los niveles de Cobre y Zinc estaban en el rango normal, mientras que
los niveles de Selenio y Hierro eran menores que los valores de referencia (148). Carver
(149) concluye que se han visto mas asociaciones de niveles de Hierro, Selenio y Zinc
con la prevencion de enfermedades y tratamientos, que otros elementos como el Cobre,
Cromo y Manganeso, de los que existen pocos datos. En otro estudio de Shanbhogue
(150), se concluydo que los niveles séricos de Hierro y Zinc se ven afectados
profundamente por el efecto séptico y el estrés quirurgico, sin embargo, los de Cobre no
se ven modificados. Por otro lado, algunos estudios avalan los beneficios de administrar

Cobre a pacientes sépticos (151).
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Vitaminas

Con respecto a las vitaminas, no esta establecido en la nutricion artificial del
paciente critico un aporte vitaminico, pero si se considera imprescindible que los
requerimientos de vitamina A, complejo B, C y E, se encuentren en los rangos dptimos

y reponerlos si hay una carencia.

Después de estudiar la concentracion de vitamina A, E, B1, Vit B12 y Folen 129
pacientes criticos, se observo que el 43% presentaba una deficiencia bioquimica de una

de estas 5 vitaminas al ingreso en la UCI (152).

Vitamina B1

La vitamina B1 o tiamina es una vitamina hidrosoluble que forma parte del
complejo B. Su estructura quimica consiste en dos estructuras quimicas interconectadas
(un anillo de pirimidina con un grupo amino y un anillo tiazol azufrado unido a la
pirimidina por un puente metileno). La enzima tiamina-pirofosfoquinasa sintetiza el
pirofosfato de tiamina que es la forma activa de la tiamina, para ello requiere de

adenosina trifosfato (ATP) y Magnesio.

El pirifosfato de tiamina actia como coenzima en el metabolismo de los hidratos
de carbono. En general, actia como un cofactor en reacciones de descarboxilacion, por
ejemplo, en la conversion de piruvato a acetil-CoA, en la conversion de 2-oxoglutarato
a suscinil-CoA y en la via de las pentosas es cofactor de la transcetolasa. Ademas,
participa en la sintesis de sustancias que regulan el sistema nervioso. La deficiencia de
tiamina se ha asociado con insuficiencia cardiaca, trastornos neurologicos, estrés
oxidativo (acidosis lactica y sepsis) y sindrome de realimentacion. La carencia de la
tiamina en el organismo provoca la enfermedad del beriberi y el sindrome de Korsakoft.
La variante fulminante del beriberi se ha observado en pacientes criticos que responden

drasticamente a la administracion de tiamina (153).

En el paciente critico nos podemos encontrar un déficit de tiamina ya que ésta esta
muy relacionada con el metabolismo de los hidratos de carbono y en estos pacientes se

produce un aumento de la demanda metabolica. Ademads, la nutricion parenteral o
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enteral a la que estd sometido el paciente critico, los diuréticos y la hemofiltracion,

podrian reducir aun mas los niveles de tiamina.

Numerosos estudios avalan que los pacientes criticos con requerimientos
nutricionales pueden estar en riesgo de déficit de tiamina y que en éstos pacientes es
importante su temprana reposicion (154—160). Este déficit no se ha relacionado con la
mortalidad ni con el estrés oxidativo (152,161). Los resultados controvertidos entre
unos estudios con respecto a la implicacion clinica de la deficiencia de tiamina se
pueden explicar por los diferentes disefios de estudio, las diferentes poblaciones de
pacientes y los diferentes métodos utilizados para medir los niveles de tiamina en

sangre (transcetolasa eritrocitica o medicion directa).

Se han observado cambios importantes con la administracion de tiamina en el
paciente critico. En un estudio (162), se observo que la administracion de una dosis de
tiamina aumenta el consumo de oxigeno en el paciente critico con ventilacion mecanica.
En otro estudio (163), se observo que la acidosis lactica mejoraba con la administracion

de tiamina en el paciente critico.

Por otro lado, un estudio realizado a pacientes criticos suplementados con
vitaminas del grupo B (B1, B2 y B6) (164), se observd que aumentaba los niveles de
flavinadenindinucleotido (FAD) y el piridoxal fosfato en los hematies, pero no en el
plasma con respecto a un grupo de pacientes criticos no suplementados, confirmando

que el plasma no seria un buen biomarcador para medir estos parametros.

En situaciones de deficiencia de tiamina, se ha visto que hay una acidosis
metabolica, debido a un inadecuado metabolismo del acido lactico que tiende a
acumularse (165-167). En 30 pacientes con shock séptico no encontraron correlacion
entre el déficit de tiamina y el aumento de acidosis lactica, sin embargo, cuando se
excluyeron a los pacientes con pruebas hepaticas alteradas, si se observo correlaciones
negativas entre las concentraciones de tiamina y la acidosis lactica (r=-0.53, P < 0.01)
(156). Cuando se administra tiamina a pacientes con shock séptico excluidos los
pacientes con disfuncion hepatica (200 mg/dia, durante 7 dias), se observa que no hay
variacion significativa en los niveles de lactato en comparacion con los pacientes a los
que se les administra placebo. Sin embargo, se vio que aquellos pacientes que tenian

una deficiencia de tiamina al ingreso, después de la administracion de tiamina,
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manifestaban una disminucion de lactato a las 24 horas, asi como una reduccion la

mortalidad (168).

En pacientes con shock séptico se ha visto que existe un déficit de tiamina de
entre un 20-70% dependiendo del valor de corte utilizado (169). En un estudio realizado
a 108 pacientes con shock séptico (161), se determin6 que un 71.3% tenian deficiencia

de tiamina.

Se ha visto que no existe una estandarizacion en la metodologia de medicion de la
tiamina en la atencidon clinica y, como consecuencia, no se pueden comparar los
resultados, siendo necesario establecer un método de referencia (170). En la practica
diaria de la UCI, las mediciones de los niveles sanguineos de tiamina no son pruebas de
laboratorio ampliamente disponibles y tardan varios dias en realizarse, por tanto, no
ayudaran en la toma de decisiones en caso de shock séptico. La administracion de
tiamina, tanto a dosis altas como a dosis bajas, tiene efectos adversos muy poco
frecuentes (171) y es por ello que se recomienda su administracion sin esperar los
resultados de los niveles de tiamina (169). Segin las recomendaciones de la ESPEN
para la nutricion parenteral en la UCI, la administraciéon de suplementos de tiamina
deben ser de 100 a 300 mg/dia durante los primeros tres dias en la UCI para todos los
pacientes con sospecha de deficiencia de tiamina (86). Sin embargo, una dosis de hasta

500 mg puede ser necesaria para pacientes con shock séptico (169).

Vitamina B12

La Vit B12 es una molécula compleja que presenta una forma como cofactor, la
coenzima Vit B12, y requiere de un oligoelemento esencial para su accion, el Cobalto.
La Vit B12 se suele aislar en forma de cianocobalamina, que contiene un grupo ciano
unido al Cobalto. En la forma 5’-desoxiadenosilcobalamina el grupo ciano esta
reemplazado por el grupo 5’-desoxiadenosilo y es el cofactor de la metilmalonil-
CoAmutasa que cataliza, de forma reversible, el paso de metilmalonil-CoA a suscinil-
CoA. La Vit B12 también actia en la formacion de S-adenosilmetionina a partir de
ATP y metionina. Esta vitamina no se sintetiza ni en planta, ni en animales y so6lo
pueden sintetizarla unas cuantas especies de microorganismos, por lo que es esencial.

La Vit B12 se obtiene de la carne, los huevos y productos lacteos, entre otros (172).
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Las necesidades de Vit B12 son relativamente bajas en una persona sana, 3
pgr/dia. Los criterios para diagnosticar una deficiencia de Vit BI12 incluyen una
determinacion en suero de cobalamina de < 148 pmol/L (200 ng/L) en presencia de
signos y sintomas y/o parametros hematoldgicos de deficiencia de Vit B12 (por
ejemplo, volumen corpuscular eritrocitario alto), o una cobalamina sérica de <148
pmol/L junto con unos niveles séricos altos de homocisteina o 4cido metilmalonico

(MMA) (173).

La carencia de Vit B12 puede causar una enfermedad grave, la anemia perniciosa,
que se produce por la incapacidad de absorber la forma funcional de la Vit B12 desde el
intestino, donde es sintetizada por las bacterias intestinales, o adquirida por la ingesta de
carne. Las personas que padecen esta enfermedad, no producen la cantidad suficiente de
factor intrinseco, una glucoproteina esencial para la absorcion de la Vit B12. La
patologia de la anemia perniciosa cursa con anemia y un deterioro progresivo del
sistema nervioso central. Estos sintomas son aliviados con la administracion de grandes
dosis de Vit B12. En general, la deficiencia de Vit B12 afecta al 15% de los pacientes
mayores de 65 afios y produce trastornos hematoldgicos y neuroldgicos (174). También

puede ser un riesgo independiente de la enfermedad arterial coronaria (175).

En algunos estudios se puede ver que la deficiencia de algunas vitaminas, como
pueden ser la Vit B12 o el acido f6lico, esta presente en pacientes criticos, incluso la
necesidad de reemplazarlos cuando estos niveles estan muy bajos (152). Sin embargo,
los niveles elevados de Vit B12 estan asociados con el paciente critico mas severo
(176). La Vit B12 tiene propiedades antioxidantes, proporcionando un efecto de ahorro
del GSH. El mecanismo de reaccion proviene de la estimulacion de la actividad de la
metionina sintasa y la reaccion con radicales libres de hidrogeno y nitrogeno. En un
estudio de Manzanares et al. (177), se propone que un tratamiento con dosis altas de Vit
B12 por via parenteral podria beneficiar a los pacientes con shock séptico. Por otro lado,
se sabe que los niveles elevados de Vit B12 en la sangre estan asociados con
enfermedades inflamatorias y también proporcionan un mal prondstico en pacientes
criticos (174). Los niveles plasmaticos de Vit B12 también se han asociado con otros
biomarcadores de fase aguda, como la proteina C reactiva (PCR) y el SOFA en

pacientes criticos (178,179).
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Acido Félico

El Fol o vitamina B9 es la forma oxidada del tetrahidrofolato, y se encuentra en
esta forma en los humanos y en los alimentos (180). Es una vitamina esencial para los
mamiferos y se convirte en dos pasos en tetrahidrofolato por accion de la enzima
dihidrofolatoreductasa. Este cofactor actia como dador de unidades monocarbonadas.
La reduccidn inicial a dihidrofolico es la limitante. Las bacterias pueden sintetizar su
propio acido folico desde el acido p-aminobenzoico (PABA) y la adiciéon de una
sustancia llamada pteridina a la forma de &cido dihidropteroico, después se le afiade
acido glutamico (Glu) para producir acido dihidrofolico, y después pasa a acido
tetrahidrofolico a través de la accion de la dihidrofolatoreductasa. El Fol participa en la
sintesis de purinas y timidilato, que son necesarios para la produccion de ATP
mitocondrial y citosolico, asi como en la produccion total de nucleétidos trifosfato y

desoxi-NTP (181).

Los humanos no somos capaces de sintetizar esta molécula de novo, por lo tanto,
la dieta es la tinica fuente de Fol, encontrandose de manera natural en los alimentos
vegetales. El Fol es hidrosoluble y las cantidades sobrantes de la vitamina se filtran a
través de la orina, es decir, el cuerpo no almacena el Fol, ademas de ser necesario para
la sintesis de acidos nucleicos, acido desoxirribonucleico (DNA) y 4cido ribonuclico
(RNA) y por lo tanto para la division celular. Por ello, ayuda en el crecimiento de los
tejidos y en la sintesis eritrocitaria, por lo que previene la anemia. Actia en el

metabolismo proteico junto con la Vit B12 y la vitamina C.

La carencia de Fol, en la que han desaparecido todas las formas de
tetrahidrofolato, también produce anemia megaloblastica, por las mismas razones que la
Vit B12. Esta carencia puede causar ademas, diarrea, ulceras y retraso en el crecimiento.
También puede provocar la disminucion de la disponibilidad del NS5-
metiltetrahidrofolato necesario para la metionina sintasa. Esto puede provocar un
incremento de la homocisteina en sangre, asociado con enfermedades cardiacas,
hipertension y embolias (que pueden tratarse con suplementos de fosfato), donde los
niveles de homocisteina pueden ser los responsables del 10% de todos los casos de

enfermedad cardiaca (182,183).

Los estudios sobre los niveles séricos de Fol en pacientes criticos y con sepsis son

controvertidos. Algunos estudios (184) muestran que los niveles de acido folico
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disminuyen, y en otros (185,186) observan que no hay diferencias con respecto los
pacientes sanos. No se ha registrado el uso de Fol como marcador de morbilidad y
mortalidad en pacientes con shock séptico, sin embargo, en un estudio se encontrd una

asociacion de niveles bajos de Fol con pacientes febriles con sepsis (187).

Vitamina C

La vitamina C o acido ascorbico es un nutriente esencial para el ser humano y
soluble en agua con acciones pleiotropicas. Es un potente antioxidate que refuerza el
sistema inmunitario y también interviene en el metabolismo de las lipoproteinas. La
vitamina C participa en la sintesis de carnitina y colageno, lo que la hace imprescindible
para mantener ciertas estructuras proteicas del organismo como son: la piel, los
tendones ligamentos, vasos sanguineos y cicatrices. El déficit de vitamina C afecta a la

estabilidad de estas estructuras y a la cicatrizacion de heridas.

La carencia de esta vitamina puede provocar la enfermedad del escorbuto. La
cantidad necesaria diaria de vitamina C para evitarlo es de 10 mg, aunque se
recomienda disponer de la dieta de 100 a 200 mg de vitamina C al dia para mantener el
organismo saludable y prevenir afecciones cronicas. Varios ensayos han utilizado una
dosis de replecion de vitamina C de 0.5-3 g/dia observandose resultados de
recuperacion en la insuficiencia organica (188). Los resultados de diversos estudios
avalan que un tratamiento de vitamina C en los pacientes con shock séptico de 50-200
mg/kg/dia o 6 g/dias con o sin hidrocortisona y tiamina, reduce la dosis de vasopresores
y promueve la recuperacion, pero no se ha visto que disminuyan la mortalidad (189—

191).

En el paciente critico se produce un aumento de los requerimientos de acido
ascorbico, produciéndose acumulacion del 4cido ascorbico en los neutrofilos. A la vez
que las glandulas suprarrenales secretan vitamina C, ésta se acumulada desencadenando
la produccion de cortisol (192). Ademas, la vitamina C se requiere para sintetizar

norepinefrina, hormonas peptidicas y cortisol.

La deficiencia aguda de 4cido ascorbico en los pacientes criticos es muy comun, y
¢ésta puede contribuir al empeoramiento de la hipotension, la inflamacion, la filtracion

capilar, el compromiso microcirculatorio, la lesion oxidativa de los o6rganos, el deterioro
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de la defensa inmune y la cicatrizacion de la heridas. Se ha sugerido la importancia de
administrar vitamina C en pacientes sépticos por la mejora en la sintesis de vasopresores
enddgenos (ya que la vitamina C participa en el mecanismo bioquimico para
sintetizarlos), y asi mejorar el requerimiento de vasopresores administrados
exogenamente (193). La administracion de vitamina C, tiamina e hidrocortisona redujo

los dias de estancia en UCI en pacientes con sepsis y shock séptico (194).

Vitamina D

La Vit D o calciferol es un heterolipido del grupo de los esteroides. El calcitriol
(1a,25-dihidroxicalcitriol) es la hormona de la Vit D, la forma activa, se obtiene a partir
de la Vit D por reacciones de hidroxilacion enzimaticas en el higado y los rifiones. La
Vit D se puede obtener de la dieta (D2 y D3) o por fotdlisis del 7-deshidrocolesterol al
exponer la piel al sol (D3).

La sintesis de Vit D inducida por la luz del sol comienza en la piel y contintia
generando 1,25-dihidroxivitaminaD3 [1,25(OH),D3] biolégicamente activa por dos
hidroxilaciones secuenciales en el higado para producir 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D] y en los rifiones para producir 1,25-(OH),D3 (195-197). Diversos estudios
han demostrado que la Vit D tiene varios efectos protectores sobre el sistema
inmunolégico, la regulaciéon de la secrecion de hormonas y la proliferacion y
diferenciacion celular (198). Al limitar la liberacion de varios mediadores
proinflamatorios, la VitD puede minimizar la respuesta del huésped a las infecciones

bacterianas y reducir el efecto general en el cuerpo.

El calcitriol actiia de forma combinada con la parathormona en la homeostasis del
calcio, regulando la concentracion de calcio en la sangre y el equilibrio entre deposicion
y movilizacion de calcio en el hueso. La carencia de Vit D o defectos en la biosintesis
provocan una enfermedad grave, el raquitismo, en la que los huesos son débiles y estan
mal formados. Esta enfermedad se cura de manera espectacular con la administracion de

Vit D.

En la actualidad se cree que la insuficiencia VitD (entre 20-30 ng/ml) y la
deficiencia (menos de 20 ng/ml) son altamente prevalentes (199). La deficiencia de Vit

D esta presente en un 30-60% de los pacientes de la UCI en todo el mundo. Diversos
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estudios han observado que la deficiencia de Vit D est4 relacionada con un exceso de

morbilidad y mortalidad en adultos y nifios en la UCI (200).

Existen datos que sugieren que el metabolismo de la ruta del GSH, que es clave
para la regulacion redox y la inmunomodulacion, se ve afectado por el estado de la Vit

D, en pacientes criticos (201).

Por otro lado, en un estudio que abordaba todos los micronutrientes en paciente
critico con enfermedades infecciosas calculandose el estado de micronutrientes en
sangre, se observo que la incidencia de la deficiencia de Zinc fue de 66.7% (n = 40), de
Selenio fue de 46.6% (n = 29), de tiamina fue de 39.7% (n = 27), de vitamina B6 fue de
35.3% (n=24) yde Vit B12 de 14.1% (n =9) (202).

1.2. Estrés oxidativo en paciente critico.

1.2.1. Moléculas que intervienen en el estrés oxidativo.

Durante el metabolismo, la molécula de oxigeno se reduce a agua formando una
serie de especies intermedias reactivas de oxigeno: anién superdxido (O2), peroxido de
hidrégeno (H,0,), anion hidroxilo ((OH) (203). Para contrarrestar estas especies
reactivas de oxigeno (ROS) se encuentran las defensas antioxidantes:
superoxidodismutasa (SOD), catalasa, vitamina C y E, y GSH reducido. Cuando hay
una produccion excesiva de ROS o una defensa antioxidante inadecuada, se rompe este
equilibrio homeostatico (204).Durante una situacion de sepsis en el paciente critico

podrian ocurrir ambos procesos.

1.2.1.1. Prooxidantes.

La gran mayoria de las ROS se producen en la cadena respiratoria y en las células
fagociticas (como los neutréfilos). En el sistema de transporte mitocondrial de todas las
células aerobicas del organismo, se produce la reduccion, con cuatro electrones, de cada
molécula de oxigeno. La citocromo ¢ oxidasa es una enzima que se encuentra en la
cadena de transporte de electrones mitocondrial (complejo IV). En su centro activo se
encuentran metales de transicién como el Cobre (Cu®") y Hierro (Fe’"). Estos iones

pueden ser paramagnéticos y contienen electrones desapareados estables. Asi, estos
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metales de transicion transportan los electrones desapareados, controlando las
reacciones de oxigeno y evitando la formacion de radicales libres (superoxido e

hidroxilo).

Los radicales superoxido se forman por la adiciéon de un unico electron al oxigeno
proveniente del sistema de transporte de electrones y mediante un aporte energético
exterior. Normalmente se forma cuando la cadena de transporte de electrones opera en
presencia de oxigeno. La produccion de radicales superdxido conduce finalmente a la
aparicion de peroxido de hidrogeno y de aniones hidroxilo. La SOD convierte el
superéxido en peroxido de hidrogeno, a través de una reaccion de dismutacion: 20%(0*-
+ 02-) + 2H+ — H,0, + O,. El peroxido de hidrogeno es bastante estable en ausencia
de iones metalicos de transicion, y contribuye a la formacién de compuestos citotoxicos
en los neutrofilos. Cuando se encuentra en exceso el perdxido de hidrogeno se convierte
en agua sin causar dafo alguno, por accioén de la catalasa, la GPx u otras peroxidasas.
Los radicales hidroxilos se pueden originar por la reaccion de superoxido con perdxido
de hidrogeno en presencia de i6nes metalicos (por lo general de Hierro y de Cobre). Los
aniones hidroxilo son los radicales mas reactivos y puede oxidar casi cualquier molécula
biologica (205). Para que se generen los aniones hidroxilo catalizados por el Hierro,
requiere que éste se encuentre en su forma reducida o ferrosa (Fe’"), mientras que la
mayoria del Hierro que se encuentra en el plasma se encuentra en su forma oxidada o
ferrica (Fe'"). El anién superoxido, ademés de estar implicado con el perdxido de
hidrogeno en formar los aniones hidroxilo, también puede reducir el Fe*' a Fe*',
contribuyendo atin mas al aumento de la produccion del anion hidroxilo. En el plasma,
es el Hierro libre el capaz de producir las reacciones bioquimicas. Sin embargo, la gran
mayoria de Hierro circula en forma ligada como medida de proteccion. La biologia
humana ha generado unos mecanismos para bloquear al Hierro en un estado donde no
puedan formarse lo radicales libres como son: utilizar moléculas para el metabolismo

del Hierro (proteinas hemo), almacenamiento (ferritina) y el transporte (transferina).

El anion superdxido en presencia de metales de transicion, puede ser convertido
mediante una reaccion redox en quinona, que es una especie radical mds agresiva y

puede causar un extenso dafio celular (206).

Las ROS se producen a unos niveles bajos en condiciones normales del

metabolismo aerdbico y el dafio que causan en las células se repara constantemente. En
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condiciones fisiologicas, las ROS estan implicadas en la respuesta inflamatoria, tienen
un papel fisioldogico esencial en la respiracion mitocondrial, en la produccion de

prostaglandinas asi como en la defensa del organismo.

1.2.1.2. Antioxidantes.

Mecanismo de defensa Antioxidante

Los antioxidantes son producidos para contrarrestar la formacion de radicales
libres de manera fisiologica, contribuyendo asi al equilibrio redox. Se pueden encontrar
tanto dentro como fuera de la célula. No actian de forma aislada sino en sinergia. Los
antioxidantes primarios impiden la formacion de los radicales libres mediante la
eliminacion de los precursores (el peroxido de hidrogeno es eliminado por la catalasa y
la GPx). Los antioxidantes secundarios reaccionan con los radicales libres ya formados

y los eliminan o los inhiben (Vitaminas C y E).

Antioxidantes intracelulares

La SOD promueve la conversion de superoxido en peroxido de hidrégeno. Se
presenta en varias formas y puede encontrarse en varias localizaciones: en el citoplasma
se encuentra la Cobre-Zinc-SOD, en la mitocondria la Manganeso-SOD, y en la matriz

extracelular la SOD extracelular.

La catalasa (usa como cofactores grupo hemo y Manganeso) y la GPx convierten
el peroxido de hidrogeno en agua (207). La catalasa en una enzima intracelular y el
equilibrio de ésta con respecto a la SOD es fundamental para mantener el balance redox.
La GPx es una enzima Selenio dependiente y requiere que el GSH se encuentre en su
forma reducida. El GSH tiene otra actividad antioxidante directa que consiste en la
donacion de iones de hidrogeno para reparar el ADN dafiado. El estrés oxidativo y los
niveles de GSH reducido y oxidado también regulan muchos genes de expresion de

proteinas antioxidantes como la Manganeso, SOD, GPx, tiorredoxina y metalotioneina.
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Antioxidantes de membrana

El interior hidrofobo de las membranas requiere un espectro diferente de
antioxidantes. La Vitamina E (a-tocoferol), B-caroteno, licopeno y coenzima-Q son
antioxidantes liposolubles cuya funcion es evitar que los acidos grasos poliinsaturados
se vean sometidos a una peroxidacion lipidica y evitar la pérdida de integridad de la
membrana. En el citosol y en la membrana de los eritrocitos también se puede encontrar
la fosfolipido-hidroperéxido-glutation peroxidasa, siendo la tnica forma intracelular
que puede combatir el peroxido de hidrogeno que se encuentra formando

hidroperéxidos en los acido grasos esterificados de los fosfolipidos (207).

Antioxidantes extracelulares

También se pueden encontrar ROS en el compartimento extracelular, debido a la
activacion de los neutrofilos. Los hematies contienen Cobre-Zinc-SOD que elimina el
superoxido y, catalasa y GPx que descomponen el peroxido de hidrogeno. La
apotransferrina, lactoferrina y ceruloplasmina son proteinas plasmadticas de union a

metales que tienen funciones transportadoras y ademas tienen una funcioén antioxidante.

La albiimina posee un grupo tiol oxidable que permite la eliminacion de radicales
libres y la unién de idnes metales de transicion reactivos. En el plasma también se
encuentran un conjunto de moléculas mas pequefias que actian como antioxidantes
secundarios: vitamina E, vitamina C, acido trico y bilirrubina. El acido ascorbico
destruye al superdxido para formar acido dehidroascérbico, y por otro lado, puede
reducir Fe’" a Fe*" pudiendo verse involucrado en la generacion de hidroxilos catalizada
por Hierro. De esta forma el 4cido ascérbico puede tener una funcion tanto prooxidante

como antioxidante. Existe una SOD extracelular que elimina el superoxido (207).

1.2.2. Equilibrio homeostatico.

En condiciones fisiologicas existe un equilibrio homeostatico entre la formacion
de ROS y su eliminacion por las defensas antioxidantes del organismo (208). Cuando
los niveles de ROS y especies reactivas de nitrogeno (RNS) se encuentran bajos, pueden

actuar como sefiales que promueven la proliferacion y diferenciacion celular. Sin
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embargo, cuando estos niveles se encuentran altos pueden conducir a una situacion de
apoptosis o muerte celular. La diferencia entre elevados ROS y un exceso de ROS sera
lo que determinaré el destino de muchas vias fundamentales para la supervivencia y

proliferacion celular.

Las rutas redox son esenciales para mantener una homeostasis celular. En
condiciones fisiologicas se mantiene un equilibrio adecuado entre la formacion y la
eliminacion de ROS y RNS en las células a través de las vias enzimaticas pro y
antioxidantes. Las fuentes que contribuyen a la formacién de ROS y RNS pueden ser
exogenas, como por ejemplo: contaminantes, tabaco, humo, drogas, xenobiodticos o
radiacion, o endogenas, como las que se forman en la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, el reticulo endoplasmatico y el complejo nicotinamida adenina

dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasa.

La mitocondria es un sitio primario de produccion de superoxido. Este organulo
contienen en su cadena de transporte de electrones los complejos I y III. Los ROS se
produce en el complejo I durante el transporte de electrones inverso, donde los
electrones entran en el complejo I a través de la union de la coenzima Q (209). El
complejo IIl es el que cataliza la transferencia de electrones de ubiquinol a
ferricitocromo c, que se acopla a la translocacién de protones para la sintesis de ATP
(210). Tanto los potenciales de membrana mitocondrial como las fuerzas motoras de
protones potenciadas aumentan la formacion de ROS (209,211), también se ha visto que
las concentraciones de oxigeno, ya sean hiperoxicas o hipdxicas, pueden aumentar los

niveles de ROS (212).

El reticulo endoplasmatico es una maquinaria plegadora de proteinas. Contiene
unos sensores que identifican a las proteinas mal plegadas o desplegadas y también
contiene chaperonas propiamente para plegar las proteinas. En el proceso de
plegamiento pueden formarse ROS. Diversas situaciones pueden llevar a producir una
alteracion en la homeostasia como son cambios en el Calcio intraluminal, glicosilacion
alterada, privacion de nutrientes, infeccion de patdgenos, expresion de proteinas
defectuosas de plegamiento y cambios en el estado redox. Cuando se produce dicha
alteracion homeostatica se produce el plegamiento incorrecto de las proteinas. En este

momento se produce la respuesta de la proteina desplegada que es una via de
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sefializacion intracelular que coordina la demanda de plegamiento de proteinas y es

esencial para adaptarse a las alteraciones homeostaticas.

Se ha evidenciado que en el reticulo endoplasmatico se forman ROS como
subproducto de la oxidacién de proteinas relacionado con el plegamiento de proteinas.
También se ha visto que la activacion de la respuesta de la proteina plegada ante la
respuesta del estrés oxidativo es un mecanismo adaptativo para preservar la funcion y
supervivencia de las células (213). Si el estrés oxidativo persiste, el mal plegamiento de
las proteinas iniciara la cascada apoptotica. Las proteinas
disulfuroisomerasayoxidoreductina del reticulo endoplasmatico son dos enzimas
responsables de regular el plegamiento de proteina oxidada en el reticulo
endoplasmatico. La formacion de enlaces disulfuro es conducida por un relevo de
proteinas que implica a la enzima disulfuroisomerasa. La disulfuroisomerasa tiene
funciones enzimaticas que facilitan el plegamiento correcto de proteinas en el reticulo
endoplasmatico, y su actividad isomerasa cataliza la transposicion de enlaces disulfuro
formados incorrectamente y la actividad oxidasa introduce disulfuros en proteinas
(214). Como consecuencia de estos procesos mediados por el reticulo endoplasmatico,
las ROS también surgen cuando el GSH reduce los enlaces disulfuro inestables e
inadecuados y, por lo tanto, se agota (213). La respuesta de la proteina desplegada
provoca la fuga de Calcio del reticulo endoplasmatico al citosol, desencadenando
posteriormente la producciéon de ROS en las mitocondrias (215). El plegamiento y
replegamiento de proteinas son procesos dependientes de ATP y el agotamiento
inducido por ATP puede estimular la fosforilacion oxidativa mitocondrial para

aumentar la generacion de ATP, lo que finalmente forma ROS (213).

El complejo NADPH oxidasa es un complejo enzimatico que contiene multiples
subunidades y contiene sitios de union a FAD y a NADPH. Su funcién principal es
contribuir a la distribucion tisular y la localizacion subcelular. Cuando se activa el
NADPH citosdlico, transfiere sus electrones al FAD que finalmente termina en la
molécula de oxigeno formando el anién superdxido. Una amplia gama de enzimas,
incluyendo xantina oxidasa, lipoxigenasa, ciclooxigenasa, oxigenasa dependiente de

NADPH y 6xido nitrico sintasas, también pueden producir ROS y RNS.
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1.2.3. Evidencia del estrés oxidativo en paciente critico con sepsis.

La sepsis tiene efectos profundos en todos los aspectos de la fisiologia del
oxigeno, desde su transporte en hematies y su distribucion a través de la
microcirculacion hasta su utilizacion maxima en las mitocondrias para producir energia
en forma de ATP. Numerosos estudios han demostrado la prevalencia del dafo
oxidativo por el desequilibrio redox que se produce en la sepsis; bien sea por un exceso

de los ROS o por un defecto en los antioxidantes (204).

1.2.3.1. Fuentes de Especies Reactivas de Oxigeno en sepsis.

En los procesos sépticos existen varias fuentes potenciales de formacioén de ROS,
incluyendo la cadena respiratoria de transporte de electrones, la activacion de la xantina
oxidasa provocada por la isquemia y reperfusion, el aumento de la actividad de la
cadena respiratoria asociada a la activacion de los neutrofilos y al metabolismo del
acido araquidonico. La isquemia de los tejidos en un paciente séptico puede producirse
por la suma de diversos factores como el consumo de oxigeno por parte de los
microorganismos que estan circulando por la sangre periférica, por el consumo de
oxigeno de la cadena respiratoria de los neutrofilos para aumentar sus agentes
citotoxicos y por las alteraciones en la coagulacion. De manera fisiologica se produce
un 2% de estas ROS, que facilmente es neutralizado por las defensas antioxidantes, por

una reduccion del oxigeno incompleta (216).

Como consecuencia de la isquemia, los nucledtidos de adenina son metabolizados
a hipoxantina, el sustrato de la xantino oxidasa. Ademds, la isquemia induce la
conversion de la xantino deshidrogenasa a xantino oxidasa, con la consiguiente
formacion de superoxido y perdxido de hidrégeno. Cuando se agota la via de la SOD el
superoxido se acumula porque no pasa a perdxido de hidréogeno. La xantina oxidasa

cataliza las siguientes reacciones quimicas:

Hipoxantina + H,O + O, = Xantina + H,0O,

Xantina + H,O + O, = Acido trico + H,0,
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La enzima xantino oxidasa cataliza la formacion de acido turico con la
coproduccion de superdxido. La liberacion de superdxido produce el reclutamiento y la
activacion de neutrofilos que se adhieren a las células endoteliales estimulando la
formacion de xantino oxidasa en el endotelio y contribuyendo a la mayor produccion de
superoxido. Como consecuencia de la repercusion posterior a la isquemia, se produce un
estado de hiperoxia que provoca la produccién de mas radical superoxido. Estos
radicales libres generados contribuye a una peroxidacion lipidica de membrana,
formacion de metabolitos de 4cido araquidéonico y a una alteracion de la

microvasculatura corporal (217).

En la sepsis se produce una activacion de los neutrofilos. Estos producen
superoxido como un agente citotoxico, a partir de la explosion respiratoria tras la accion
de la NADPH unida a la membrana en oxigeno molecular. Los neutréfilos también
producen el radical libre oxido nitrico, que puede reaccionar con superdxido para
formar peroxinitrito, que es un poderoso oxidante capaz de descomponerse y formar el

radical hidroxilo (218).

1.2.3.2. Respuesta inmune en la sepsis.

Recientemente se han publicado datos que indican que el sistema inmune en el
proceso de la sepsis en realidad muestra dos fases: una primera fase inicial en la que se

produce una hiperinflamacion seguida de otra mas prolongada (219).

La infeccion induce la respuesta del huésped donde se activan tanto elementos
humorales (complemento, proteinas de fase aguda y citocinas) como elementos
celulares (monocitos, macrofagos y mediadores inflamatorios). En la sepsis, se produce
una infiltracion en el tejido por los fagocitos. Los leucocitos polimorfonucleares y
monocitos/macréfagos que responden a la estimulacion séptica producen ROS (por
ejemplo, superodxido, perdoxido de hidrogeno) y especies RNS (por ejemplo, 6xido
nitrico) (220). Por lo tanto, los radicales libres producidos en exceso amplifican la
respuesta inflamatoria que ocurre en la sepsis. Estos radicales actian como mensajeros

de la sefial celular, alterando la expresion de la inmunomodulacién inflamatoria (221) y
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produciendo dafio celular (membrana, proteinas y ADN), que generalmente conduce a

la disfuncion celular, fallomultiorganico y muerte eventual del paciente.

Existe controversia respecto al uso de antiinflamatorios en estos pacientes. Hay
estudios que indican que la muerte por sepsis fue atribuible a un sistema inmunitario
sobreestimulado, pero estos estudios estan hechos en animales, no obstante, no parecen

reflejar el cuadro clinico en humanos (219).

Los biomarcadores de inflamacion son parametros utiles en el diagnostico de
infecciones en las dreas de emergencias (222). Un biomarcador muy estudiado en
enfermedades inflamatorias es la interleucina 6 (IL-6). La IL-6 es una glicoproteina
involucrada en la inflamacién cuya liberacion es inducida por la interleucina 1 (IL-1).
La IL-6 es secretada por los macrdofagos, las células T, las células endoteliales y los
fibroblastos. La concentracion sérica de IL-6 normal se encuentra por debajo de 5
pg/mL y se ha visto que aumenta tras 1 hora y alcanza un maximo tras 2 horas después
del estimulo infeccioso (223). Se ha observado que los niveles de IL-6 estan asociados
con la mortalidad cardiovascular y otras causas en general en la poblacion anciana
(224). La IL-6 se encuentra elevada también en varias enfermedades asociadas con
procesos inflamatorios tal como sepsis, neoplasias, enfermedades autoinmunes,
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad hepatica alcohodlica e

infecciones o rechazo de transplantes (225-229).

1.2.3.3. Daiio celular en la sepsis.

En condiciones normales del metabolismo aerdbico, las ROS se forman a unos
niveles muy bajos, y el dafio que causan a las células es reparado constantemente. Sin
embargo, en el estado de sepsis, estas ROS producen una oxidaciéon del ADN y de las
proteinas, y un dafo en la membrana celular por la peroxidacion lipidica, conduciendo a
la alteracion de la permeabilidad de la membrana, alteracion en la estructura de las
proteinas y cambios en su funcion. Ademas se produce un dafio en la membrana
mitocondrial, lo que provoca una despolarizacion y un desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa. Este dafio mitocondrial provoca una liberacion del citocromo c,
una activacion de las caspasas y una muerte celular programada. Bajo los graves niveles

de estrés oxidativo, el dafio celular produce agotamiento de ATP impidiendo la muerte
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celular por apoptosis controlada, provocando que la célula muera liberando al medio

numerosos compuestos citotoxicos (230,231).

En un estudio realizado por Bavunoglu et al. (232), se hizo una asociacién de
mediadores inflamatorios (neopterina plasmatica, adenosina desaminasa (ADA),
molécula de adhesion celular vascular (VCAM), molécula de adhesion intracelular
(ICAM), IL-1, IL-6 y el TNF-a con el estrés oxidativo (niveles de 6xido nitrico sérico
(NOx), nitrotirosina (NT), LDL oxidado, actividad de paraoxonasa 1 sérica (PON1) y
niveles de GSH eritrocitico con la gravedad en pacientes sépticos. Se evaluaron 12
pacientes con sepsis leve, 25 pacientes con sepsis grave y 20 pacientes sanos control. En
sus resultados se correlacionaron con la gravedad de la sepsis los niveles séricos de IL-
6, TNF-a, NT y LDL oxidado. Por tanto, los aumentos en estos parametros pueden
contribuir a la disfuncion o fallo de uno o mas 6rganos, o incluso la muerte, en la sepsis.
Todos los parametros en la sepsis leve y severa fueron significativamente diferentes de
los sujetos sanos, excepto en las actividades de ADA. Con respecto a la GSH (98%.,
98%), LDL oxidado (98%, 98%), VCAM-1 (99%, 99%) e ICAM-1 (99%, 99%) se

observd que tienen mucha mas sensibilidad y especificidad en la sepsis.

En la sepsis se producen una amplia gama de efectos sobre los hematies. Algunos
efectos como el metabolismo alterado y la disminucion de la 2,3-bifosfoglicerato son
previsibles con un tratamiento apropiado, mientras que otros como la disminucion de la
deformabilidad de los eritrocitos y la redistribucion de los fosfolipidos de membrana,

parecen ser permanentes (233).

En la sepsis se producen cambios en el volumen de los hematies, el metabolismo
y la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno, en la morfologia y en la deformabilidad
de los hematies (un indicador temprano de sepsis), en el estado antioxidante, en la
homeostasis de Ca’" intracelular, en las proteinas de membrana, en los fosfolipido de
membrana, en la redistribucion, depuracion y eflujo de ATP dependiente de O, de los

hematies (233).

Los hematies en los pacientes con sepsis se encuentran en una circulacion
disfuncional con una exposicion a ROS exogenas y endogenas, utilizadas por el cuerpo
para combatir las infecciones o generadas por la hemoglobina, y maximizadas en

condiciones de hipoxia.
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La desregulacion que se produce es particularmente evidente en las células, los
organulos y en los sistemas que generalmente estan implicados en la administracion y el
consumo de oxigeno, o mas especificamente, los eritrocitos, las mitocondrias (234) y la

microcirculacion (235).

En una poblacion de pacientes sépticos caracterizada por disminucion del
hematocrito (HCT), hemoglobina (Hb) y recuento de hematies, pero sin cambios en el
volumen corpuscular medio (VCM) en las primeras 24 horas de la sepsis, Piagnerelli et
al. (236) observaron que los hematies eran mdas esféricos en pacientes sépticos en
comparacion con voluntarios sanos. La esfericidad se baso en la dispersion de luz
directa y se encontré6 que se correlaciona con el contenido de la membrana de 4cido

sialico de los hematies.

Kim et al (237) realizaron un estudio prospectivo en el que los pacientes con
sepsis y shock séptico se estratificaron segun la amplitud de la distribucion eritrocitaria
(ADE) basal (en el momento del ingreso al servicio de urgencias) y con los cambios en
el ADE entre el valor inicial y a las 72 h. Mostraron que la ADE desde el inicio se
asocio con una mayor mortalidad de 28 y 90 dias en pacientes con shock séptico. Sin
embargo, los mecanismos fisiopatologicos que afectan el ADE son desconocidos y
existe cierta incertidumbre con respecto a la importancia del pardmetro ADE, ya que
algunos estudios no detectaron diferencias entre los pacientes sépticos y el grupo

control.

La rigidez de los eritrocitos o la disminucion de la deformabilidad que se produce
en los eritrocitos en la sepsis se asocia con un aumento de la disfuncion organica y un

peor prondstico para el paciente (238).

En condiciones fisiologicas normales, el aumento de la acidez disminuye la
afinidad de la hemoglobina por el oxigeno (efecto Bohr), desplazando la curva de
disociacion de oxigeno (CDO) hacia la derecha, aumentando la Psy y promoviendo la
liberacion de oxigeno. Esto es ventajoso en los tejidos que respiran activamente, ya que
el didxido de carbono (CO;) producido puede difundirse en el globulo rojo donde puede
unirse a la hemoglobina o reaccionar con agua y ser interconvertido por anhidrasa
carbonica a ion hidrogeno (H') y bicarbonato (HCO3).Sin embargo, en la sepsis, la
evidencia sugiere que la curva CDO de los hematies se desplaza hacia la izquierda,

disminuyendo la Psy y aumentando la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.
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El 2,3-bisfosfoglicerato (2,3-BPG) es un regulador alostérico de la Hb que se une
a la cavidad central de la molécula de Hb y disminuye la afinidad de la Hb por el
oxigeno en un factor de 26. Estd presente en altas concentraciones bajo fisiologia
normal y es sintetizado por el hematies en condiciones hipoxicas, cambiando asi la
CDO a la derecha, aumentando la Psy y promoviendo la liberacion de oxigeno. Sin
embargo, persiste cierta incertidumbre en cuanto al efecto de la sepsis sobre los niveles

de 2,3-BPG de los hematies.

En pacientes criticamente enfermos y sépticos, la acidemia, la hipofosfatemia y la
transfusion de sangre con 2,3-BPG son factores que pueden cambiar la CDO hacia la
izquierda, disminuir la Psy, aumentar la afinidad de la Hb por el oxigeno y disminuir la
liberacion de oxigeno. Numerosos estudios clinicos han observado niveles disminuidos
de 2,3-BPG de los hematies y Ps, reducida, en pacientes con enfermedad critica y sepsis
(239,240). Por otro lado, Ibrahim et al. (235) observaron en su estudio que no habia
diferencia en los niveles de 2,3-BPGentre los supervivientes y los no supervivientes de
la UCI (239).Se requiere una investigacion adicional para obtener una comprension mas
completa de los cambios inducidos por la sepsis en la curva CDO de los GR y el efecto

sobre la liberacion del oxigeno de las redes capilares a los tejidos hipdxicos.

Los antioxidantes protegen a las células de los efectos dafiinos de los radicales
libres y las ROS (anién superdxido, peroxido de hidrégeno y radical hidroxilo). Estos
radicales causan dafio oxidativo a las membranas (peroxidacion lipidica), a las proteinas
(desnaturalizan y oxidan residuos de aminoéacidos y grupos tiol) y al ADN
(introduciendo rupturas de cadena) que da como resultado un dafio celular y de
organulos, y una funcion celular alterada. Este dafio es especialmente cuantioso si las
defensas antioxidantes enddgenas se agotan debido a una infeccion o una sepsis

(189,241-243).

En el paciente critico incurren altos niveles de estrés oxidativo y cominmente se
presentan con deficiencia de Vit D. En un estudio de Alvarezet al. (244), se investiga la
relacion entre el estado de la Vit D y los marcadores plasmaticos de GSH y cisteina e
inmunidad en nifios criticamente enfermos. Este fue un estudio transversal de 50
pacientes que se encontraban en la UCI pediatrica. Los sujetos fueron categorizados de
acuerdo a sus concentraciones plasmaticas de 25-hidroxivitamina D: (<20, 20-30 y >30

ng/dL). Los resultados mostraron que la cisteina disminuye en sujetos con
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concentraciones plasmaticas de Vit D > 30 ng/mL en comparacién con aquellos con
concentraciones de Vit D <20 ng/mL. El GSH plasmatico total disminuy6 al aumentar
la categoria Vit D, y los niveles plasmaticos de glutamina fueron mas bajos en sujetos

con concentraciones plasmaticas de Vit D > 30 ng/mL.

Marik et al. (189) realizaron un estudio de pacientes sépticos que se encuentran en
la UCI a los cuales se le administra vitamina C, hidrocortisona y tiamina durante 7
meses y se comparan con un grupo control. Al cabo de los 7 meses se observd una
menor mortalidad y disfuncion orgédnica en los pacientes tratados con vitamina C,
hidrocortisona y tiamina. Se sabe que la vitamina C inhibe la apoptosis celular y,
también inhibe la apoptosis de los eritrocitos (245). Del mismo modo, se descubrio que
la vitamina E (un antioxidante de pequefio tamafio molecular) mejora el resultado del

paciente séptico y mejorar la deformabilidad de hematies (246).

En un estudio realizado por Goodeet al. (241) se ovservo que los pacientes con
shock séptico tenian niveles plasmaticos disminuidos de retinol (vitamina A), alfa-
tocoferol (vitamina E), beta-caroteno y licopeno (indicativo de una disminucion del
potencial antioxidante de molécula pequefia), y una mayor evidencia de peroxidacion

lipidica en los pacientes que sufrian insuficiencia organica.

Rattanet al. (247) estudiaron el perfil plasmatico de pacientes sépticos con
insuficiencia renal aguda. Estos pacientes presentaron un aumento de malonildialdehido
(MDA) (indicativo de aumento de la peroxidacion lipidica), una disminucion del acido
ascorbico y del alfa-tocoferol (indicativo de un menor potencial antioxidante de
molécula pequefia), asi como un aumento de la catalasa plasmatica (indicativo de una
conversion plasmatica aumentada de anion superdxido a peroxido de hidrogeno) y una
disminucién del GSH en los hematies (indicativo de un potencial reducido para reciclar

antioxidantes oxidados y proteger a los grupos tiol de proteinas para que no se oxiden).

De manera similar, en pacientes con sindrome de dificultad respiratoria aguda
monitorizados durante seis dias, Metnitzet al. (248) informaron que el sistema
antioxidante estaba "severamente comprometido". En plasma, encontraron niveles
elevados de MDA vy niveles reducidos de ascorbato, alfa-tocoferol, beta-caroteno y Se.
La produccion de neutrofilos de anion superoxido y peroxido de hidrogeno disminuyo
con el tiempo, pero no se observaron cambios en los antioxidantes que detoxifican

dichos radicales (SOD, catalasa o GPx).
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Por otro lado, se realizd6 un estudio donde se midid la reaccion de radicales
peroxilo con antioxidantes como medio para evaluar la capacidad antioxidante, basado
en el poder de captacion de radicales totales (TRAP). Se vio que la capacidad
antioxidante disminuia en pacientes con sepsis dentro de las 24 horas del diagnostico.
Sin embargo, de forma paraddgica se vio que la sefial de TRAP aumentd en los
pacientes con shock séptico no supervivientes durante un periodo de 8 dias. Sin
embargo, la sefial de TRAP aumentada se debidé en gran parte a un aumento en la
bilirrubina, el producto final de la degradacién del hemo, y al acido turico. En
consecuencia, y de importancia potencial en estos pacientes con shock séptico es que la
oxidacion de la Hb puede haber iniciado la degradacion del hemo, lo que sugiere que el
aumento de la sefial TRAP en los pacientes con shock séptico no supervivientes puede

haber llegado a expensas de la oxidacion de los hematies (249).

Ademas, en un estudio donde se midio6 la capacidad antioxidante total (CAT) del
plasma, no se encontraron diferencias en los niveles de CAT entre sujetos sanos y
pacientes con sepsis grave o shock séptico (pacientes reclutados dentro de las 18 horas
de aparicion de sintomas sépticos). Sin embargo, los antioxidantes de molécula pequeia
alfa-tocoferol (relacion vitamina E/lipidos), retinol y ascorbato, se redujeron

significativamente en ambos grupos de sepsis en comparacion con el control (243).

Las citoquinas proinflamatorias inducidas por sepsis (TNF-o, IL-1 y factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)), activaron el ensamblaje de NADPH
oxidasa en la membrana celular externa y desencadenaron el "estallido respiratorio”
posterior, generando poderosas ROS que se utilizan para destruir las bacterias
engullidas (250). La NADPH oxidasa genera el anioén superoxido de radicales libres de
oxigeno, a partir del oxigeno y la NADPH. El superoxido se convierte en peréxido de
hidrégeno por la SOD y se utiliza en combinaciéon con otros oxidantes para matar
bacterias, pero si escapa del neutrofilo puede dafiar el tejido adyacente y los hematies

(251).

Oliveira et al. (252) encontré que la sepsis conduce a un alto estrés oxidativo, no
solo por la aparicidon de eritrocitos modificados oxidativamente, si no por la activacion
de leucocitos circulantes por estos eritrocitos modificados. Oliveira propone una
retroalimentacion positiva que mantendria el estado prooxidativo incluso después de la

desaparicion de las bacterias. Otro estudio (253), se estudi6 la xantino oxidasa (XO) y la
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formacion de carbonilos proteicos (marcador de oxidacion proteica) en pacientes con
sepsis. Se observo que la XO tenia valores superiores en los no supervivientes de sepsis
y mayor formacién de carbonilos proteicos en los pacientes sépticos en comparacion
con controles sanos. Sin embargo, a las 72 horas no hubo diferencia en la actividad de
XO en plasma entre supervivientes y no supervivientes. Sin embargo, la evidencia de
peroxidacion lipidica en plasma y dafio oxidativo fue mayor en personas sépticas no
supervivientes, lo que sugiere que los no supervivientes habrian experimentado mayores
niveles de estrés oxidativo, como lo hubieran hecho sus eritrocitos circulantes o tendrian

niveles mas bajos de defensas antioxidantes.

Los eritrocitos, en condiciones normales, estin continuamente expuestos
alperoxido de hidrégeno endogeno (autooxidacion) y expuestos agudamente alperdxido
de hidrégeno exdgeno bajo condiciones sépticas (neutrdfilos/fagocitos, células
endoteliales y plasma). Por lo tanto, los eritrocitos dependen de mecanismos
antioxidantes para sobrevivir al estres oxidativo y seguir siendo viable en condiciones

sépticas.

Karpetsaet al. (254), encontraron que en la admision, los pacientes sépticos tenian
incrementada la actividad de la catalasa eritrocitaria y disminuida la proteina oxidada
eritrocitaria (medida por el nivel de carbonilo) en los supervivientes de sepsis con
respecto a los no supervivientes. Sin embargo, no se observaron diferencias en el GSH
eritrocitario. El nivel de carbonilo en plasma (indicador de oxidacién de proteina) fue
elevado en no supervivientes. Todo esto sugiere que se habia producido una mayor
oxidacion de proteina tanto en el plasma como en el eritrocito en el momento del
diagnostico de sepsis. Ademas, Guerreiro et al. (255), informaron que la SOD y los
carbonilos en plasma se incrementaban en pacientes no supervivientes de sepsis, y que
una disminucién en la SOD en plasma se asociaba con mejores resultados en estos
pacientes. Sin embargo, no encontraron diferencias en el nivel de catalasa plasmatica o
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (un marcador general de estrés

oxidativo) entre los supervivientes y los no supervivientes.

En un estudio anterior (256), seobtuvieron resultados que concuerdan con los
anteriores, observandose un aumento de la SOD y catalasa en plasma y en eritrocito en
pacientes sépticos en el momento del diagndstico con respecto a controles sanos. Por

otro lado, la SOD y la catalasa plasmadticas se encontraron elevados en los pacientes no
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supervivientes con respecto a los supervivientes. Sin embargo, no se observaron

diferencias de la catalasa y SOD en eritrocito entre supervivientes y no supervivientes.

Entendiendo el proceso séptico en conjunto, en la sepsis se ven inducidos
multiples fuentes de ROS (neutrofilos, células endoteliales, eritrocitos y plasma) y se
asocian con una disminucion del estado antioxidante. Varios estudios han relacionado a
los ROS de leucocitos (neutrofilos) con propiedades eritrociticas alteradas. Sin
embargo, se requieren estudios de sepsis mas definitivos para determinar como se altera
el sistema antioxidante general en el eritrocito durante el estrés oxidativo inducido por

la sepsis.

La Figura 1 donde se observa un esquema de exposicion de eritrocitos a fuentes

exogenas de ROS.

Figura 1. Fuentes de exposicion de los eritrocitos a las especies reactivas del oxigeno (ROS).

Antioxidantes: SOD, PLASMA
a-tocoferol, ascorbato

Bacterias: factores
de virulencia

Oxidantes: xantina
oxidasa

Neutrofilos/macrofagos

ROS:

Eritrocitos

.0,- H,0,

Cambios en la morfologia, en las
caracteristicas de superficie y en las
propiedades mecanicas

.OH

citoquinas

/\

CELULA ENDOTELIAL
ROS

NADPH oxidasa
Xantina oxidasa

catalasa

El esquema representa interacciones entre factores de virulencia bacteriana con eritrocitos y fagocitos.
Los fagocitos generan y liberan ROS que activan las células endoteliales, exponiendo a los eritrocitos a
fuentes exodgenas de ROS. El plasma contiene enzimas generadoras de oxidantes y varios antioxidantes
que actian para eliminar ROS. Ademas de la exposicion de ROS exdgenas, el eritrocito también esta
expuesto a fuentes endogenas de ROS a través de la autooxidaciéon de la Hb. SOD: Superoxidodismutasa.
0O, anidn superoxido.H,0,: peréxido de hidrogeno. OH: radical hidroxilo.
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En el eritrocito se encuentra muy regulada la concentracion de Ca. Esta es
mantenida por una bomba de ATPasa de Ca en la membrana plasmatica que mantiene
sugradientea 1.8 mM en plasma frente a una concentracion de 30-60 nM en el
citoplasma del eritrocito. El Ca intracelular del eritrocito tiene funciones importantes:
modula la distribucion de la fosfatidilserina en la membrana (una sefial asociada con la
eliminacion de los eritrocitos), proteodlisis (activacion de calpaina), actividad

transglutaminasa, morfologia del eritrocito, volumen celular, reologia y adhesion (257).

En un proceso séptico o en presencia de endotoxemia se altera el calcio
intracelular. En un estudio clinico (258), estudiaron el calcio plasmatico en individuos
con sepsis donde encontraron una correlacion de la sepsis con la hipocalcemia,
observando que los pacientes no supervivientes tenian una mayor hipocalcemia que los
pacientes supervivientes. De la misma manera, en otro estudio estudio (259), se observa
que los niveles de calcio intracelular aumentan en el eritrocito en los pacientes con
sepsis. En este mismo estudio, se reproducen los hallazgos clinicos in vitro, donde se
incuba la sangre con la endotoxina de E. Coli y se observa que el aumento de calcio
intracelular no se inhibe con verapamilo pero si con pretratamiento con ATP, lo que
sugiere que una deficiencia de energia fue la responsable de un aumento de Ca
intracelular. Un estudio mas reciente (260), que consiste en la incubacion de sangre de
pacientes sanos con Lipido A (region mas interna del lipopolisacérido de la endotoxina),
concluyen que los niveles de calcio citosolico aumentan en estas células y ademas
disminuye la deformabilidad del eritrocito (aumenta su rigidez). Ademads, Lau et al.
(261) se informd que la actividad de la bomba de Ca®" del eritrocito (Velocidad

maxima) disminuye en pacientes sépticos.

En una revison de Dare et al. (262), se definieron cinco categorias de terapias
mitocondriales: suministro de sustrato, provision de cofactores, antioxidantes
mitocondriales, capturadores de especies de oxigeno reactivo mitocondrial y
estabilizadores de membrana. Las terapias mitocondriales en estos pacientes se
asociaron con mejoras en la funcion del sistema de transporte de electrones
mitocondrial, con la fosforilacion oxidativa y con la produccion de ATP, asi como con
una reduccion en los marcadores celulares del estrés oxidativo. Se observd también la
mejoria de las citocinas proinflamatorias, la activacion de caspasas y la prevencion de la

transicion de permeabilidad de la membrana. Ademads, la restauracion de la
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bioenergética mitocondrial se asocid con mejoras en los parametros hemodinamicos, la

funcion de los 6rganos y la supervivencia general.

En un estudio de Brealey et al. (263), qued6 demostrado que existe una asociacion
entre la mortalidad en los pacientes sépticos y la disfuncion mitocondrial, entendida esta
ultima como una disminucion significativa en el nivel de ATP. En otro estudio de
Fredriksson et al. (264), se observa en pacientes con condiciones sépticas prolongadas
una disminucién en el numero de mitocondrias, lo que implica que la disfuncién
relacionada con la sepsis de las mitocondrias puede provocar mitoptosis. Un sistema
inmune activado junto con mitocondrias disfuncionales representan las dos fuentes mas
potentes de especies moleculares reactivas del organismo. De forma reiterada y
pertinente, se ha documentado que la sepsis se caracteriza por una produccion excesiva
de ROS y RNS, tanto en la circulacion (por células del sistema inmune activadas y
células endoteliales) como en los 6rganos afectados (por mitocondrias disfuncionales y
debido a un estado anti-oxidativo modificado). Las ROS y RNS desempefian un papel

crucial en la fisiopatologia de la sepsis, quedan representadas en la Tabla 5 (265).

Tabla 5. Principales especies reactivas implicadas en la patogénesis de la sepsis.

Radicales Libres No radicales libres
Especies reactivas de oxigeno Especies reactivas de oxigeno
e Anidn superdxido. Oy
e Radical hidroxilo. OH e Peroxido de hidrogeno. H,0O,
e  Radical hidroperéxido. OOH e Acido hipocloroso. HCIO
e Radical peroxido. ROO
Especies reactivas de nitrogeno Especies reactivas de nitrogeno
e  Oxido nitrico. NO e  Peroxinitrito. ONOO
e Radical diéxido de nitrégeno. NO, e Acido peroxinitroso. ONOOH

El paciente con shock séptico cursa con unos niveles muy elevados de lactato que
puede ser debido a diferentes mecanismos. Primero al desequilibrio producido entre la
demanda de oxigeno por parte de los tejidos y el suministro sanguineo de éste, en el que
se da una alteracion en la extraccion del oxigeno de los tejidos debido a una
microcirculacion anormal inducida por la sepsis y también hay una disfuncién
mitocondrial que conduce a la activacion del metabolismo anaerdbio donde el piruvato

se desplaza a la produccion de lactato (266). Otro mecanismo no hipdxico estd
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relacionado con la aceleracion de la glucolisis aerdbica inducida por la inflamacion
producida en la sepsis (266), que se puede producir en el musculo esquelético a través
de la estimulacién de la Na'K'APTasa (267), inhibicién del complejo piruvato
deshidrogenasa (268) y que puede ser una fuente principal de formacion de lactato.
También se ha visto que los pacientes con mayor lactacidemia tienen un menor
aclaramiento de lactato, por lo tanto su eliminacidon se encuentra alterada (269). La

deficiencia de tiamina también puede contribuir al aumento de lactato (156).

1.3. Glutation y ciclo gamma-glutamil.
1.3.1. Glutation.
1.3.1.1. Metabolismo del glutation.

El GSH o L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina es un tripeptido hidrosoluble formado
por tres aminoacidos que se encuentran en el citoplasma de las células (acido glutdmico
(Glu), cisteina y glicina). Contiene un enlace peptidico entre el grupo amino de la
cisteina y el grupo carboxilo de la cadena lateral del Glu. Durante la sintesis, el
transporte y el catabolismo del GSH se producen en una serie de pasos enzimaticos y
transportes de membrana que colectivamente se denominan ciclo y-glutamil (270). La
sintesis del GSH se da en el citosol. Una molécula de ATP activa el grupo gamma-
carboxilo del Glu y forma un intermediario acil fosfato, que seguidamente, es atacado
por el grupo a-amino de la cisteina formando gamma-glutamil cisteina. Después, se
produce una segunda reaccion de condensacion, otra molécula de ATP activa el grupo
a-carboxilo de la cisteina formando un intermediario acil fosfato que permite la
reaccion con la glicina, formandose el GSH. Esta biosintesis se puede observar en la

Figura 2.
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Figura 2. Estructura quimica de las formas del glutation.

a) i
Acido Glutamico
Cisteina ATP
y-glutamil cisteina
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a) Biosintesis del glutatiéon. Glutation reducido (GSH), su grupo activo es el grupo SH del residuo de
Cisteina. b) Glutation oxidado (GSSH), formado por dos moléculas de GSH unidas por un enlace
disulfuro. Adaptacion de Lehninger. Principios de Bioquimica (271).

Aunque la sintesis del GSH es citoplasmatica, esta molécula se encuentra presente
en todos los organulos de la célula, incluido el ntcleo (272), y en todos los o6rganos y
tejidos, especialmente en el higado, tanto en su forma libre como unida a proteinas. El
glutation oxidado (GSSH), producido en el transcurso de sus actividades redox, es la
forma oxidada, que contiene dos moléculas de GSH unidas mediante un puente

disulfuro y la forma extracelular de la molécula.
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La GSH es la forma tiol reducida, la forma intracelular, la forma activa de la
molécula y la mas abundante (Figura 2). Mas de un 90% del total del GSH se encuentra
en forma reducida (GSH) y menos de un 10 % se encuentra en la forma disulfuro
(GSSG). La relacion molar GSH/GSSH es un indicador de la funcionalidad celular y su
alteracion estd relacionada con varios procesos patoldgicos. Un incremento en el ratio

entre GSSG y GSH es un indicador de estrés oxidativo.

La biosintesis del GSH por la via del ciclo gamma-glutamil es importante para el
mantenimiento de la homeostasis del GSH y el estado redox (Figura 3). La funcion de
este ciclo propuesto por Meister (273), es la de transferir un aminoacido y finalmente

completar la sintesis de GSH (274).

La tasa de formacion del GSH depende de dos factores: uno de ellos es la
actividad de la gamma-glutamil cisteina sintetasa y el otro es la disponibilidad del
sustrato de la cisteina. Por un lado, el producto final de la reaccion, el GSH, cuando se
encuentra en exceso, inhibe a la enzima gamma-glutamil cisteina sintetasa, por lo tanto,
el GSH regula su propia sintesis por feed back negativo (275-279). Por otro lado,
también influye en la regulacion del GSH, la disponibilidad del aminoacido L-cisteina

que interviene en la primera reaccién de condensacion (270,280,281).

Una vez sintetizado, el GSH es transportado a los compartimentos intracelulares
como las mitocondrias y el reticulo endoplasmatico, pero la mayor parte se libera al
espacio extracelular mediante transportadores de la membrana citoplasmatica. La
degradacion del GSH se produce exclusivamente en el espacio extracelular y solo en la
superficie de las células que expresan la enzima gamma-glutamiltranspeptidasa (GGT).
Esta actia sobre el GSH formando dos fracciones: la fraccién gamma-glutamil y la
fraccion cisteinilglicina. La fraccidon gamma-glutamil es transferida a un aminoacido
aceptor, formando gamma-glutamil-aminoacido. La fraccidn cisteinil-glicina puede ser
desdoblada en el mismo espacio extracelular a cisteina y glicina. La cisteina vuelve a
ser captada por la célula, y en funcién de las necesidades de ésta, puede ser utilizada
para la sintesis de proteinas, pudiendo participar de nuevo en la formacion de GSH, o
degradarse a taurina y sulfato. El gamma-glutamil-aminoacido puede entrar de nuevo a
la célula y ser metabolizado para liberar el aminodcido y 5-oxoprolina o acido
piroglutamico (PiroGlu), que luego puede ser convertido en Glu para ser usado en la

sintesis del GSH de nuevo.
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Figura 3. Ciclo gamma -glutamil.

JATP
4+ ADP + Pi TL—S-oxoproline ... Gamma-gluyamyl
.............. cyclotranferase

5-oxoprolinase ( Amino acid

K T e Futile Cycle

¥ X

Gamma-
+ Glutamate B gluyamyl amino
+* acid
JATP
Amino acid
} ADP + Pi Cysteine .

/ > " Dipeptidase Gamma-gluyamyl
Gamma-gluyamyl ¥ o : ‘ transpeptidase
cysteine syntethase % Cystein-glycine

+ 5 {

! 1

E Gamma-gluyamyl |+ .

i cystiinz Y Glycine } Glutathione

@ Glutathione
syntethase
JATP
t ADP +Pi

La molécula de glutation se descompone en el aminoacido gamma-glutamil a través de la gamma-
glutamiltranspeptidasa. El amino4cido gamma-glutamil es convertido a acido piroglutdmico (PiroGlu) a
través de la gamma-glutamilciclotransferasa. El PiroGlu es convertido a acido glutdmico (Glu) a través de
la 5-oxoprolinasa. El Glu es convertido en gammaglutamilcisteina a través de la gamma-

glutamilcisteinasintetasa. Finalmente, el glutation es sintetizado por la glutation sintetasa.

Los 6rganos que mayoritariamente estdn implicados en la sintesis y degradacion
del GSH son el higado y los rifiones, que también participan en su transporte inter-
organo. Los hepatocitos, ademds, son las unicas células que tienen la capacidad de
convertir la metionina en cisteina a través de la via de transulfuracién (279,282). La
sintesis del GSH del higado depende de la velocidad de los sistemas de transporte del
GSH a la bilis, plasma y mitocondria (279,282).
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1.3.1.2. Funciones del glutation.

La GSH es una molécula multifactorial que participa en varios procesos
fundamentales para la supervivencia celular. Es el antioxidante celular méas abundante
que previene la oxidacion de los grupos tiol ya sea directamente al reducir las especies
reactivas o indirectamente a través de sistemas cataliticos tales como la GPx (283). Las

funciones del GSH se deben a dos caracteristicas de su molécula:

a) La union gamma-glutamil entre los aminoacidos Glu y cisteina, y el gamma-
carboxilo del Glu, en lugar del enlace a-carboxilico que se encuentra en las
proteinas. Este enlace permite que la molécula sea estable en el interior de la
célula, ya que el tripéptido so6lo puede ser degradado por la GGT
extracelularmente.

b) El grupo sulfidrilo de la molécula de cisteina que es altamente reactivo y facilita
la participacion del GSH en una gran variedad de funciones entre las que destaca

el mantenimiento del balance redox intracelular.

Existe una relacion interconvertible de las formas reducida y la oxidada de la
molécula de GSH, que hace que sea el mayor determinante del estado redox de la
célula. A éste balance redox contribuye tanto la concentracion de GSH como la relacion
molar GSH/GSSH. Este equilibrio redox regula muchos procesos metabdlicos
intracelulares: actividad enzimatica, el transporte celular, transduccion de sefiales y la
expresion génica mediada por la transcripcion de factores entre los que destacan el
activador de proteina, el factor nuclear kappa-b (NF «-B) y el p53 (275,282). El GSH
participa en el mantenimiento de los grupos sulfidrilo de las proteinas en su forma

reducida y el hierro del grupo hemo en estado ferroso (Fe*").

a) Funcion antioxidante.

La accion redox del GSH es utilizada para eliminar peroxidos toxicos, que se
forman de manera fisiologica durante el crecimiento y en el metabolismo en
condiciones aerdbicas formando GSSH. Esta reaccion ocurre por la accion de la enzima
glutation peroxidasa, esto puede ocurrir tanto en el citosol como en la mitocondria, y
también por la enzima catalasa, que esta ausente en la mitocondria. El GSSH formado
es reducido para formar nuevamente GSH por accién de la enzima GSH reductasa

usando NADPH, formando asi un ciclo de oxido-reduccion. Cuando la célula se
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encuentra en condiciones de estrés oxidativo severo, la habilidad de ésta para reducir
GSSH a GSH se encuentra superada, produciéndose una acumulacion de GSSH. Este
ultimo, tiene que ser activamente transportado fuera de la célula para evitar un cambio
en el equilibrio redox intracelular, o bien reaccionar con los sulfidrilos de las proteinas

para formar disulfuros mixtos (276).

b) Detoxificacion de xenobidticos.

La funcion hepatica de detoxificacion y eliminacion de compuestos xenobidticos
estéa relacionada con la alta concentracion de GSH en este 6rgano (279). En concreto, el
GSH se conjuga con sustratos electrofilicos o por reacciones enzimaticas mediadas por
la enzima GSH-S-transferasa para facilitar su eliminacion por orina o heces bajo la

forma de derivados de acidos mercaptaricos (277).

c¢) Transporte y almacenamiento de cisteina.

El almacenamiento de cisteina es otra de las funciones de GSH (277). El
aminoacido cisteina es altamente inestable en el espacio extracelular sufriendo una
rapida auto-oxidacion a cistina. Este proceso produce radicales libres potencialmente
toxicos. El ciclo gamma-glutamil descrito previamente hace del GSH una continua

fuente de cisteina para las células (271).

d) Regulacion del crecimiento y muerte celular.

El GSH actia manteniendo reducida la tioredoxina que es necesaria para la
actividad de la enzima ribonucleétidoreductasa, modulando asi la sintesis de ADN
(276). Los niveles bajos de GSH estan relacionados con el inicio del proceso de
apoptosis, en concreto, el descenso de GSH mitocondrial provoca una disfuncion

mitocondrial que lleva a la muerte celular.

El GSH tiene un papel fundamental en la homeostasis celular, equilibrando el
estado redox, protegiendo frente el estrés oxidativo provocado por endobidticos y
xenobioticos potencialmente dafiinos. Se ha observado una disminucion de los niveles
de GSH en sangre en determinadas patologias: la enfermedad de Parkinson, formacion

de cataratas, diabetes, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntigton, artritis
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reumatoide, SIDA, enfermedad hepatica cronica por alcohol, sindrome de estrés
respiratorio y distrofia muscular (271). Por otro lado, Morris et al. (284) describieron
como el GSH trabaja para modular el comportamiento de muchas células, incluidas las
células del sistema inmune, lo que aumenta la inmunidad innata y adaptativa, asi como

la proteccion contra infecciones microbianas, virales y parasitarias.

En otro estudio (285), se investigd la correlacion de la glutation reductasa (GR)
plasmatica con la relacion glutation reducido y glutation oxidado (GSH/GSSH)
eritrocitario y su asociacion con la mortalidad. En pacientes con shock séptico, la
disminucién de la actividad plasmatica de la GR a las 24 h se asocié de forma
independiente con un aumento de la mortalidad a los 28 dias (odds ratio, 0.828;
intervalo de confianza del 95%, 0.690-0.992, p = 0.041). La actividad del GR
plasmatica se correlacion6 con la actividad GR eritrocitaria (r = 0.549, p<0.001) y con
la relacion GSH /GSSG eritrocitaria (r = 0.367, p = 0.009) a las 24 horas. Una
disminucién en la actividad GR plasmatica se asocié con un aumento en la mortalidad

de pacientes con shock séptico.

1.3.2. Componentes del ciclo gamma-glutamil.

1.3.2.1. Acido piroglutimico o 5-oxoprolina.

El 4cido (S)-2-oxotetrahidropirrol-5-carboxilico, comunmente Ilamado acido
piroglutamico, también conocido como piroglutamato o 5-oxoprolina o 4cido pidolico
(PiroGlu), es un derivado de aminoacido natural, en el que el grupo amino libre del
Gluse cicla por deshidratacion de forma espontanea para formar una lactama. Es un
componente del ciclo del GSH, ciclo gamma-glutamil, donde es convertido en Glu a

través de la 5-oxoprolinasa. En general, es un derivado de aminoécido poco estudiado.

1.3.2.2. Glutamina.

La glutamina es un a-aminoacido que se utiliza en la biosintesis de proteinas. Es
un precursor y un producto final metabolico que se encuentra altamente concentrado en

la sangre. Participa practicamente en todas las funciones metabolicas centrales, en el
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soporte de las defensas celulares contra el estrés oxidativo y como complemento del

metabolismo de la glucosa en la produccion de energia y macromoléculas.

Funciones de la glutamina.

La glutamina participa en la sintesis directa de proteinas, como precursor para la
sintesis de Glu utilizando la glutaminasa, como precursor para la sintesis de asparagina
utilizando la asparaginasintetasa (286), como una fuente de a-cetoglutarato, que se
incluye en el ciclo del acido tricarboxilico (por lo tanto, puede producir energia en
células cancerosas en proliferacion (287-289)), como fuente de carbono para la sintesis
de 4acidos grasos, como precursor del antioxidante GSH (290), como precursor para
sintesis de pirimidina, como modulador positivo de la autofagia y también propuesto

como un antiacido (291).

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria de
masas (MS) permiten una identificacion y cuantificacion muy fiable de metabolitos
sanguineos como la glutamina. Existen numerosos estudios de investigacion que,
utilizando compuestos estandares, han demostrado que en condiciones normales la
molécula de glutamina no es estable. La glutamina se cicla espontaneamente formando
PiroGlu con la pérdida de una molécula de amoniaco, y bajo condiciones extremas de
acidez (pH < 2), alcalinidad (pH > 13) o alta temperatura (292,293), se convierte

primero en Glu y después pasa a PiroGlu.

Recientes investigaciones (292,294), han demostrado que la ciclaciéon de la
glutamina en PiroGlu también se produce in situ en el analisis de MS cuando se utilizan
métodos de cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS) y que el error en el
analisis puede tener una magnitud significativa de estos metabolitos si no se hace una
cuantificacion adecuada. Para evitar estos errores se ha propuesto realizar correcciones a
concentraciones aparentes de glutamina y PiroGlu mediante la combinacién de
condiciones cromatograficas adecuadas, patrones isotdpicos y voltaje fragmentador
optimizado (294). En otro estudio reciente (295), se demuestra que la ciclacion de
glutamina a PiroGlu se produce después de la ultrafiltracion o la precipitacion de
proteinas, con niveles de glutamina que disminuyen hasta en un 75 % y un aumento

proporcional de los niveles de PiroGlu.
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1.3.2.3. Acido glutamico.

El Glu es uno de los 20 aminoacidos que forman parte de las proteinas, aunque no
es esencial. Es clave para la funcion celular y es un neurotransmisor excitatorio.
Participa en la sintesis de distintos aminoacidos que necesitan la formacion previa de
este acido, como es el caso de la prolina, hidroxiprolina, ornitina y arginina, por lo que
actua como sustrato en la sintesis de proteinas. Regula el equilibrio acido/bésico en el
rifion y la produccion de urea en el higado. Lo requieren las células del sistema inmune
como fuente de energia. Es un precursor para la sintesis del GSH que es un metabolito

con alto potencial antioxidante.

1.3.3. Glutation peroxidasa.

Las glutation peroxidasas (GPxs) son una familia de enzimas homologas a la
selenocisteina (Sec). Estan formadas por cuatro selenoproteinas diferentes: glutation
peroxidasacitosolica(GPx1), fosfolipido hidroperdxido glutation peroxidasa (GPx2),
glutation peroxidasa del plasma (Gpx3) y la forma gastrointestinal (GPx4). No todas las
GPxs usan GSH, ni todos contienen Sec en el sitio activo. Més bien, algunas de estas
enzimas se identifican funcionalmente como peroxidasas dependientes de tiorredoxina
que contienen una cisteina activa redox en lugar de la Sec. Una de las GPxs mas
abundantes es la GPx-1 de mamifero que usa glutation reducido (GSH) como cosustrato
obligado en la reduccion del peréxido de hidrogeno en agua. La GPx-1 incluye una
enzima epitelial especifica que se expresa altamente en el intestino (GPx-2), un subtipo
secretado (GPx-3), y un subtipo que se expresa ampliamente y difiere en su
especificidad de sustrato en comparacion con los otros miembros de la familia (GPx-4).
Por tanto, la GPx-1 es una enzima antioxidante crucial implicada en la prevencion de la
acumulacion nociva de perdxido de hidrogeno intracelular. La GPx-1 estd presente en
todas las células. Se encuentra en compartimentos citosdlicos, mitocondriales, en
algunas células peroxisomales (296), y se ha encontrado que es mas efectivo que la
catalasa en la eliminacion de perdxidos intracelulares bajo condiciones fisiologicas

(297).
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En la Figura 4 se puede ver el mecanismo de reaccion de la GPx y posterior
accion de la glutationreductasa (GR). En primer lugar, el atomo de Se de la Sec que se
encuentra en la GPx es el primer donador de electrones, cediéndoselos al perdxido. A
continuacion, los grupos sulfidrilo del GSH aportan sus electrones al Se y lo regenera la
Sec pasando a su forma reducida, formandose GSSH. Posteriormente, la GR utiliza el
NADPH como agente reductor quitandole sus electrones y aportdndoselos al GSSH

regenerandolo a GSH.

Figura 4.- Mecanismo de reaccion de la glutation peroxidasa y glutation reductasa.

ROOH » | ROH
GSSG GPx - SeOH
GSSG
GSH
NADPH GR
GSH GPx-Se-GS H,0
NADP*

ROOH: peréxidos. ROH: alcoholes. GPx: glutation peroxidasa. GSH: glutation. GSSG: glutation
reducido. GR: glutation reductasa.

La funcion principal de estas cuatro selenoproteinas es la de proteger a la célula
frente a agresiones de oxidacion por parte de los radicales superdxido, peroxido de
hidrégeno y radical hidroxilo. Esta accion se produce a costa de la oxidacion del GSH a
GSSG. Se sabe que la GPx y la GR forman entre las dos un sistema antioxidante
(GPx/GR) donde las dos enzimas son necesarias para mantener reducido al GSH a la
vez que se neutralizan los perdxidos. Por otro lado, la SOD vy la catalasa forman otro
sistema antioxidante (SOD/CAT) que también se encarga de neutralizar a los peroxidos.
El sistema SOD/CAT actlia a concentraciones altas de peroxidos y la GPx/GR actta a
concentraciones bajas de perdxidos. Por otro lado, se sabe que el TNF-a, la IL-1 y el

interferon, son capaces de inhibir a la GPx.
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1.3.4. Ciclo gamma-glutamil en paciente critico.

La importancia del papel del PiroGlu en pacientes criticos no estd bien
documentado. La forma adquirida de acidosis metabodlica por PiroGlu fue descrita por
primera vez en 1989 (298). La deteccion de esta acidosis se identifica descartando el
resto de acidosis posibles. El caso descrito no tenia déficit congénito de glutation
sintetasa (GS), tampoco tenia cetoacidosis, ni acido lactico elevado, ni habia ingerido
metanol, salicilatos o etilenglicol, pero si tenia elevados niveles de PiroGlu en plasma y
orina. Desde entonces, esta causa de acidosis metabolica con elevacion del anion GAP
ha sido altamente reconocida, aunque poco se sabe de la utilidad prondstica o de

evolucion del paciente.

En una situacion de estrés oxidativo e incremento del potencial redox se esperan
encontrar bajos niveles de GSH y altos niveles de GSSH. En un estudio se observé que
en los nifios con sepsis, las concentraciones de GSH en sangre y las tasas de sintesis
disminuyeron (299), mientras que las relaciones redox de GSH en sangre (GSSG:GSH)
aumentaron (300) lo que sugiere un incremento del estrés oxidativo. Numerosos
estudios (301-303), relacionan niveles bajos de GSH con aumento del PiroGlu. Altos
niveles de PiroGlu se asocian con un alto estrés oxidativo (304,305). Metges et al. (306)
confirmd que la restriccion de aminodcidos de glicina o azufre altera la cinética de
PiroGlu y su excrecion urinaria, otra razéon que explica como la alteracion de los

precursores de la formacion de GSH también altera el ciclo gamma-glutamil.

Como se puede observar en el ciclo gamma-glutamil (Figura 3), un descenso de
la GSH en los pacientes sépticos se puede producir por tres razones: (I) un descenso en
los niveles de ATP impide que la enzima 5-oxoprolinasa (ATP dependiente) convierta
el PiroGlu a Glu, causando una acumulacion de PiroGlu y ademads en ciclo gamma-
glutamil se bloquea; (II) la deplecion de GSH debido a la demanda causada por la
necesidad de eliminar radicales libres ya que el paciente esta incrementando su estrés
oxidativo; (III) la activacion de la enzima gamma-glutamilcisteinasintetasa que

contribuye a continuar con el ciclo futil sin la sintesis de GSH.

Diversos estudios indican que un incremento de los radicales libres causa un
descenso del GSH (307-310). Los radicales libres consumen a la GPx y ésta se va

regenerando por el GSH, y si se producen en grandes cantidades, llega un momento que
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el GSH disminuye y no le da tiempo a formarse con mayor velocidad que eliminarse,

por ello se encuentra depleccionado.

En la situacion metabolica de un paciente con shock séptico se produce una
acusada deficiencia del GSH, sobretodo producida por la accidon de las citoquinas,
fundamentalmente el TNF-a, ya que estas sustancias inhiben la GPx que es la
responsable de mantener el GSH reducido. Esta deplecion de GSH activaria la enzima
gamma-glutamilcisteinasintetasa que pertenece al ciclo gamma-glutamil, causando un
exceso de gamma-glutamilcisteina que se convierte en PiroGlu. El paso de PiroGlu a
Glu requiere de ATP, por lo tanto seria la reaccion limitante del ciclo, que puede
observarse en la Figura 3. Esto provoca la acumulacion de PiroGlu. Por lo tanto, el
exceso de PiroGlu en un paciente séptico sin un déficit enzimatico en el ciclo de
gamma-glutamil podria estar asociado con el agotamiento de GSH, y por lo tanto, con el
excesivo estrés oxidativo y sus consecuencias negativas, derivando a un fallo

multiorgénico y la muerte.

En vista a estos antecedentes, seria interesante medir la cantidad de pacientes que
tienen una acidemia piroglutamica y asociarlo con el acido glutdmico y la glutation

peroxidasa, como un predictor del extres oxidativo generado por la deplecion de GSH.

Si la prevalencia de acidemia piroglutamica fuera elevada en pacientes sépticos,
en presencia de acidemia metabdlica desproporcionada a los hallazgos clinicos
(hiperlactaemia, fallo renal, cetoacidosis...), el déficit de GSH podria ser responsable y

habria que considerar su reposicion mediante la administracion de N-acetilcisteina.
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2. Justificacion, hipétesis y objetivos.

2.1. Justificacion.

El paciente con sepsis presenta un estado catabolico exacerbado, lo que aumenta
el gasto total de energia, la degradacion de proteinas y la pérdida de peso. De esta
forma, el sistema inmunitario resulta alterado, evolucionando hacia una hiperactivacién
o inmunosupresion que empeora ain mas el prondstico de sepsis. También se liberaran
mediadores proinflamatorios endogenos, que pueden conducir a la disfuncion organica
multiple y contribuir a una mayor mortalidad (3). Por otro lado, aparece un elevado
estrés oxidativo que se produce tanto por exceso en la produccion de radicales libres
como por el déficit en las defensas antioxidantes. Uno de los sistemas antioxidantes
defensivos enddgenos mds importantes y mas abundantes es la GPx, que requiere de
GSH para su accion, quedando regenerada para poder eliminar radicales libres. En
nuestros pacientes coincide el aumento de radicales libres con el descenso de GSH por
consumo, coincidiendo con los resultados de diversos autores (307-310). El correcto
funcionamiento de la ruta gamma-glutamil es clave para la sintesis correcta del GSH vy,
para que éste se encuentre en condiciones Optimas para regenerar la enzima GPx. Por lo
tanto, se deduce que los niveles de PiroGlu elevados en el paciente critico se producen
como respuesta a un bloqueo en la ruta gamma-glutamil provocado por el consumo de

ATP y por la degradaciéon de GSH.

En este estudio pretendemos medir la prevalencia de pacientes que presentan
elevados niveles de PiroGlu como consecuencia de un elevado estrés oxidativo. Esta
molécula se encuentra acumulada como consecuencia de la deplecion de glutation y
bloqueo de la ruta gamma-glutamil. Nuestro propdsito es esclarecer el comportamiento
de las moléculas involucradasen esta ruta en pacientes criticos para poder proponer y
utilizar tratamientos que repongan directa o indirectamente el GSH yque la eliminacion
de radicales libres no perjudique en gran medida al estado nutricional y evolucion de
estos pacientes durante su estancia en UCI. Es por ello, que realizamos una evaluacioén
clinico-nutricional de los pacientes al inicio como a los tres dias de estancia en UCI. El
tratamiento de reposicion con “Acetil-cisteina” (NAC) podria ser una posibilidad

terapéutica.
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2.2. Hipotesis.

Los pacientes criticos con shock séptico presentan altos niveles de PiroGlu, y
bajos niveles de Glu y GPx, lo que demuestraque se produce un bloqueo en el ciclo
gamma-glutamil, no llegando a sintetizarse el GSH, y no regenerandose la GPx, por lo
que no se eliminan los radicales libres, y el estado clinico-nutricional de los pacientes

criticos del estudio empeora.

Resumiendo, la alta presencia de PiroGlu en pacientes con shock séptico seria un
indicador de alto estrés oxidativo debido a la deficiencia de GSH, lo que permite
prevenir y corregir esta situacion desde el inicio y durante su estancia en UCI,

mejorando su respuesta al tratamiento y evolucion.
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2.3. Objetivos

2.3.1. Objetivos principales.

l.-

Evaluar la prevalencia de acidemia piroglutdmica como predictor de elevado estrés

oxidativo por agotamiento de GSH en pacientes criticos con shock séptico.

Analizar el PiroGlu, Glu y GPx en la poblacion critica y comparar sus niveles con

sujetos controles.

Estudiar la posible asociacion entre las variables del estudio implicadas en el ciclo

gamma-glutamil.

2.3.2. Objetivos secundarios.

l.-

2.-

Analizar los niveles de la CAT y estudiar su asociacion con los componentes de la

ruta del GSH.

Analizar los niveles de Se y estudiar su asociacion con el resto de componentes de

la ruta.

Analizar el estatus de las vitaminas B12 y Fol, que participan en la ruta de la

homocisteina y estudiar su asociacion con los componentes de la ruta del GSH.

Analizar la Vit D y estudiar su estatus en los pacientes con shock séptico,

asociandola con el resto de parametros.

Analizar los niveles de IL-6 y estudiar su asociacion con parametros de marcadores

de fase aguda.

Asociar los parametros anteriores en pacientes criticos, con indicadores de

morbilidad: tiempo de estancia en UCI, ventilacion mecénica, APACHE y SOFA.

Asociar todos los pardmetros anteriores analizados con la mortalidad de los

pacientes con shock séptico.

Estudiar la evolucién de todos los pardmetros a los 3 dias de estancia en la UCI de

los pacientes con shock séptico.
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3. MATERIAL Y METODOS.
3.1. Busqueda bibliografica.

Se realiz6 una busqueda bibliografica en las bases de datos Medline y Embase a
partir de los buscadores de Pubmed, Google Scholar, Crochrane e Indice Médico
Espanol (IME). En la busqueda se utilizaron las siguientes palabras clave: sepsis, septic
shock, SIRS, pyroglutamic acid, glutamicacid, interleukin-6, vitamin B12, folic acid,
cooper, vitamin D, total antioxidantcapacity, peroxidase glutathione, SOFA, APACHE,

mortality, gamma-glutamylcycle, homocysteine, n-acetylcysteine.

3.2. Diseiio del estudio.

El disefio del estudio se basa en un estudio prospectivo, observacional y analitico,
de seguimiento del paciente critico con shock séptico en la UCI que se compard con un

grupo de individuos sanos como controles.

El estudio de seguimiento se realizé desde la admision del paciente critico hasta
los tres dias siguientes de estancia en la UCI. Ademas, se realizé un seguimiento
posterior hasta 28 dias después del alta en la UCI para registrar la mortalidad. La
seleccion de los pacientes se realizo en la UCI del Hospital Virgen de las Nieves, en
Granada (Espafia). En la Figura 5 se muestra la secuencia de recogida de muestras y

datos clinicos y analiticos.

Figura 5.- Actuacion en la recogida de muestras y variables.

1°Dia 3°Dia
. - —b —’ r
(Dia inclusion) (Alas 72 h) 28 dias
Recogida de muestras Recogida de muestras
Variables clinicas Variables clinicas Datos de mortalidad
Variables de laboratorio Variables de laboratorio
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Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Virgen de las Nieves y
de la Universidad de Granada y se obtuvo el consentimiento informado de pacientes o
familiares que aceptaron su participacion en el mismo. Este estudio se realizé también
de acuerdo con los principios de la Declaracion de Helsinki y de acuerdo con la
Conferencia Internacional sobre Armonizacion / Estandarizacion de Buenas Practicas

Clinicas.

3.3. Sujetos del estudio.

Los pacientes que se seleccionaron fueron aquellos que conforme se hacia el
ingreso en la UCI, es decir, de forma consecutiva, cumpian los criterios de inclusion. Se
reclutaron 30 pacientes adultos en un principio, pero s6lo pudimos obtener muestras de
28 pacientes siendo estos ultimos los que forman la muestra total de nuestros casos. La
inclusion en el estudio se realizo siguiendo los criterios de consenso de shock séptico

(9). A continuacion se muestran los criterios de inclusion de los casos del estudio:

- Tener méas de 18 afios.
- Tener confirmado los criterios de SRIS, que se cumple cuando se tienen tres o
mas de estos criterios:
o Temperatura > 38°C o0 < 36°C.
o Frecuencia cardiaca > 90 lpm/min.
o Frecuencia respiratoria > 20 rpm/min o PaCO, < 32 mmHg.
o Leucocitos > 12000 /mm’ o < 4000 /mm’ o > 10 % de leucocitos
inmaduros (bandas).
- Acidemia metabolica con anion Gap elevado durante mas de 4 horas.
- Necesidad de tratamiento vasopresor.
- Hemocultivo positivo.

- Contar con el consentimiento informado por parte del paciente o familiar directo.

Criterios de exclusion de los casos en el estudio:

- Tener una deficiencia de glutation sintetasa.
- Tener una intoxicacion por paracetamol o cualquier otro medicamento que

interfiera en la ruta del GSH, como la flucoxacilina.
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La seleccion de estos pacientes fue realizada por médicos intensivistas
pertenecientes a la UCI del Hospital Virgen de las Nieves. Estos intensivistas
participaron en el estudio haciendo el reclutamiento de los pacientes siguiendo los
criterios de inclusion y exclusion. Los intensivistas también participaron en el estudio

recogiendo los datos clinicos de los pacientes.

Con respecto a los controles, se seleccionaron muestras de personas mayores de
18 afos sanos, sin enfermedades cronicas inflamatorias y con parametros dentro de la
normalidad. Se consideraron los siguientes parametros: creatinina, proteina C reactiva
(PCR), transaminasas, amilasa, glucosa y colesterol, asegurando también que los

hemogramas y coagulacion de estos pacientes estuvieran dentro de la normalidad.

3.3.1. Datos registrados.

Se registraron una serie de datos clinicos y analiticos en los pacientes con shock
séptico incluidos en el estudio. Estos datosse recogieron el dia de inclusion en el

estudio, y al tercer dia de estancia en la UCI.

Variables clinicas

Se registraron una serie de datos clinicos: la edad del paciente, diagnostico, sexo,
puntuacion de APACHE II, y puntuacionSOFA, dias de estancia en la UCI y la
supervivencia del paciente a los 28 dias; también se registraron parametros
cardiocirculatorios (PAM, frecuencia cardiaca y necesidad de tratamiento con
vasopresores) y parametros respiratorios (ventilacion mecanica o espontanea, Fraccion
de oxigeno inspirada (FiO,) Presion parcial de oxigeno arterial / Fraccion de oxigeno
inspirada (PaO,/Fi0O;), Presion espiratoria positiva (PEEP), Complianza (Cst), Presion

parcial arterial de didxido de carbono (PaCO,).
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Variables de laboratorio

Los datos bioquimicos registrados fueron:

- Equilibrio &cido - base: exceso de bases, pH, bicarbonato, anionGAP.

- Funcion renal: creatinina, ureae iones.

- Funcién hepatocelular:  Aspartato transaminasa o Glutamato-oxalacetato
transaminasa (GOT o AST), Alanina Transaminasa o Glutamato Piruvato
Transaminasa (GPT o ALT) y bilirrubina.

- Coagulacion: Ratio Internacional Normalizado (INR), Tiempo de Tromboplastina
Parcial Activada (TTPA), Factor V, plaquetas, fibrinégeno y dimero D.

- Hemograma completo.

- Marcadores de fase aguda: acido lactico, PCR, procalcitonina (PCT) y lactato
deshidrogenasa (LDH).

Estos datos se recogieron en una ficha para cada paciente y posteriormente se
transcribieron a la base de datos del programa estadistico Statistical Package for the

Social Science (SPSS).

3.4. Recoleccion de las muestras.

Se tomaron muestras de sangre y orina dos veces para cada paciente. La primera
extraccion: el dia de la inclusion en el estudio que coincide con el dia de ingreso en la
UCI. La segunda extraccion: al tercer dia de inclusion en el estudio. En la extraccion de
las muestras de sangre y orina participaron enfermeras y auxiliares de enfermeria del
servicio de la UCI del Hospital Virgen de las Nieves. Para cada paciente se recogieron

las siguientes muestras:

- 2 tubos de sangre:
o Tubo sin anticoagulante: tubo de 8.5 mL, de tapén amarillo, con gel SST "™II
Advance (BD Vacutainer®).
o Tubo con heparina de litio como anticoagulante: Tubo de 10 mL, de tapon
verde, con heparina de litio 170 1.U. (BD Vacutainer®).
- 1 tubo de orina: Tubo de 10 mL, de tapon marrdn, codnico, al vacio, de plastico, sin

conservantes (BD Vacutainer®).
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El tratamiento de las muestras fue el siguiente:

- Las muestras de sangre recogidas en tubos sin anticoagulante se centrifugaron
inmediatamente a 3500 rpm durante 10 minutos a 4 °C y se recogi6 el sueroentubos
Eppendorf. En total se recogieron 5 alicuotas para cada paciente y cada extraccion.

- Las muestras de sangre recogidas en tubos con heparina de litio, se recogié de la

siguiente manera para cada paciente y cada extraccion:

o Plasma: El resto del tubo se centrifugé a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C y se
recogio el sobrenadante (plasma) en 5 alicuotas en tubos Eppendorf.

o Eritrocito: Con el hematocrito sobrante, se hicieron 3 lavados con suero
fisiologico (0.9% NaCl) y se recolectaron 3 alicuotas de eritrocito limpio en

tubos Eppendorf.

- Las muestras de orina se centrifugaron y se recogieron en 5 alicuotas en tubos

Eppendorf.

Las muestras de suero, plasma, eritrocito limpioy orina se identificaron

correctamente escribiendo en el contenedor directamente la siguiente informacion:

- Fecha de extraccion.

- Numero asignado consecutivo del caso.

- Laletra “A” para la extraccion del primer dia y la letra “B” para la extraccion del
tercer dia.

- Letra identificativa del tipo de muestra: “S” para el suero, “P” para el plasma, “E”

para el eritrocito limpio y “O” para la orina.

Todas las muestras se almacenaron a -80 °C en los laboratorios de Instituto de
Nutricién y Tecnologia de los Alimentos (INYTA) en el Centro de Investigacion
Biomédica (CIBM) antes de los andlisis bioquimicos. Para las pruebas posteriores de los
componentes de la ruta del GSH y estrés oxidativo, se esperd a obtener todas las
muestras del estudio para realizar todas las medidas a la vez. La Figura 6 muestra el

diagrama de los pacientes que participaron en el estudio.
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Figura 6. Distribucion de muestras.

30 pacientes

Hubo dos pacientes a los que no se les
pudo extraer la muestra

28 casos finales

/l\.

28 muestras 26 muestras de 26 muestras de orina
de suero, eritrocito
plasma, Hubo dos pacientes que
sangre total y Se descartaron dos presentaron anuria
RNA muestras con

hemolisis

Los valores de referencia de las moléculas de estrés oxidativo como elPiroGlu,
Glu y GPx, de los métodos utilizados para su medicion, son desconocidos. Por lo tanto,
se obtuvieron 28 muestras de suero y orina de personas sanas para ser utilizados como
controles. Estas muestras se procesaron de la misma manera y se congelaron a -80 °C.
Los datos analiticos basicos obtenidos se realizaron en el laboratorio del hospital y se

obtuvieron con las analiticas solicitadas de urgencia desde el servicio de la UCI.

3.5. Valoracion de la gravedad del paciente.

La puntuacion de las escalas SOFA y del APACHE II se determinaron siguiendo
los calculos de las tablas que a continuacion se describen. También se calcularon los

dias de ventilacion mecanica, dias de estancia en UCI y la mortalidad a los 28 dias.
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- Calculo de la puntuacién de la escala SOFA.

La puntuacion de la escala SOFA se compone de la suma del puntaje obtenido de
la evaluacién de seis 6rganos, cada uno con una escala que va de 0 a 4 puntos,
calificados segun el grado de disfuncion. Las caracteristicas para establecer la
puntuacion se observan en la Tabla 6. Para el calculo SOFA fue necesario utilizar los
examenes complementarios como la gasometria, bilirrubina, plaquetas y creatinina,
ademas del exdmen de signos clinicos: PaO,/Fi0O,, escala Glasgow y la presion arterial

media.

El sistema SOFA consiste en una medicion diaria de posible fallo de seis orgéanos.
Cada organo se clasifica de 0 (normal) a 4 (el mas anormal), proporcionando una

puntuacion diaria de 0 a 24 puntos.

Tabla 6. Puntuacion SequentialOrganFailureAssessment.

Escala SOFA 0 1 2 3 4
Respiracion: =200 = 100
: - - o, S,
PaO2/FiO2 > 400 <400 <300 Ventllrac.lon Ventll’ac.lon
mecanica mecanica
Sistema
ioso: 1
flervioso: escata 15 13-14 10-12 6-9 <6
de coma de
Glasgow
Sistema
. * < * > 1 * >
cardlovascul'ar No PAM < 70 Dop <5 (? Dop>5 o Epi1 D(?p 150
(PAM o dosis hipotension mm/H Dop (cualquier <0.1 0 Nor< Epi>0.10
de P g dosis) 0.1 Nor> 0.1
catecolaminas)
Higado:
bilirrubina <1.2 1.2-1.9 20-59 6.0-11.9 >12.0
(mg/dl)
Coagulacion: > 150 <150 <100 <50 <20
Plaquetasx10
Sistema renal >50(<
5-4. <
(creatinina o <1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 3:3-49 (0 200
. 500 ml/d)
aclaramiento) ml/d)

*La dosis de medicacion vasopresora esta en pg/kg/min. PAM: presion arterial media. Dop: dopamina.
Epi: adrenalina. Nor: noradrenalina.
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- Calculo de la puntuacién de la escala APACHE.

Para calcular la puntuacion de la escala APACHE II se suman variables
fisiologicas y parametros de laboratorio que resultan faciles de calcular en la UCI. Las

caracteristicas para hacer el calculo se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Sistema de valoracion de la gravedad APACHE 1I.

Puntuacién 4 3 2 1 0 1 2 3 4
39- 38,5- 36- 34- 32- 30-

a 0, <
Trectal () =409 459 389 384 359 339 319 30
Presion

. 130- 110-
artell'lal > 159 159 129 70-109 50-69 <50
media
Frecuencia 140- 110-
> - - - <
cardiaca 179 129 70-109 55-69  40-54 40
Frecuencia 0 3549 2534 1224 10-11 69 <6
respiratoria
Oxigenacion:
Si FiO, > 0.5
- 200-
(A-aDO,) Si > 499 345909 32(; <>2;]3’ 61-70 56-60 <56
FiO0,<0.5
(Pa0,)
7,60- 7,50- 7,33- 7,25- 7,15-
0 > 2 2 b 2 2 <
pH arterial 7,69 7.6 7.59 7,49 732 724 7,15
Nla y lgg  160- 155 150- 130- 120 -
plasmatico 179 159 154 149 129 119
(mmol/l)
Kplasmatico o5 ¢ 0.6, 55-59 3,554 3,034 2529 <25
(mmol/l)
Creatinina *
>34 2-3,4 1,5-1,9 -1,4 <0,6
(mg/dl) b 2 2 2 0’6 9 2
Hematocrito 50- 46- 30- 20-
>59,9 <20
(%) ’ 59,9 49,9 45,9 29,9
Leucocitos (x 20- 15-
>39,9 - 1-2,9 <1
1000) ’ 39.9 19,9 3-14.9 ’

*Doble puntuacion si fallo renal cronico. Gradiente alveolo-arterial de oxigeno: A-aDO,; Fraccion
inspirada de oxigeno: FiO,

Para completar el calculo también se tienen en cuenta otros factores como son la
edad y el estado de salud crénico del paciente. En cuanto a la edad se suman los valores

indicados en la Tabla 8.
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Tabla 8. Puntuacion de la edad en el calculo del APACHE II.

Edad Puntuacion

<44 0
45 -54 2
55-64 3
65-174 5

>175 6

En cuanto al estado de salud crénico del paciente, si se trata de un paciente no
quirurgico o en postoperatorio de cirugia urgente se suman 2 puntos, y si se trata de un

paciente con postoperatorio de cirugia programada se suman 5 puntos.

Se realiz6 un calculo del APACHE II teniendo en cuenta los tres grupos de
parametros hablados anteriormente. Con el calculo del APACHE 1I se puede averiguar
el riesgo de mortalidad del paciente en la UCI. En la Tabla 9 se muestra la

estratificacion de la puntuacion APACHE II con el riesgo de mortalidad (%).

Tabla 9: Asociacion del APACHE II con la mortalidad intrahospitalaria.

Rangos de
puntuacion 0-4 5-9 10-14 15-19 20-24 25-29 30-34 >35
APACHE 11

Mortalidad
hospitalaria 4 7 14 24 40 52 72 82
(%)

Los parametros respiratorios de PAS, PaO2/Fi02, PaCO2, PEEP y capacitancia,

se calcularon mediante el método de amperometria.

3.6. Meétodos analiticos.

3.6.1. Determinacion de acido piroglutamico y acido glutamico.

El acido piroglutdmico y el &cido glutdmico se realizaron mediante la
técnicaLC/MS en el Centro de Instrumentacion Cientifica pertenenciente a la
Universidad de Granada. Esta técnica combina la capacidad de separacion fisica de los
materiales de la cromatografia liquida con la capacidad de identificacion selectiva

molecular y cuantificacion de la espectrometria de masas.
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Los analizadores que se utilizaron fueron un cromatografo de liquidosde ultra-alta
resolucion (UPLC) (Waters, Modelo Aquity Quaternary solvent manager), acoplado a
un espectrometro de masas con analizador de triple cuadrupolo (triple-quad) (Waters,

ModeloXEVO TQ-S).

Esta técnica comienza con el sistema de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) en la que la muestra se introduce en una columna quedando
envuelta en la fase movil, produciéndose la separacion molecular. Cuando el liquido (la
fase movil junto con la muestra) sale de la columna, se difumina en unas microgotas

que se evaporan y se liberan los analitos de la muestra través del electrospray.

El electrospray se basa en un proceso de “evaporacion-ionizacion”. Consiste en la
vaporizacion del liquido al pasar por un capilar de acero inoxidable. Este capilar, que se
encuentra rodeado por un electrodo cilindrico, al estar sometido a una tension de 3-6
KV, se calienta y el liquido sale en forma de aerosol hacia la cdmara de ionizacion. A su
paso por el capilar, el analito se ioniza porque se producen intercambios de carga, por lo

que esta fase también se considera de ionizacion.

Posteriormente, el analito ionizado se separa y registra en el espectrometro de
masas en un sistema de vacio. El detector, un analizador de triple cuadrupolo estd
formado por tres cuadrupolos que se sitilan de forma secuencial. El primero y tercero
son cuadrupolos normales que funcionan como filtros de masas y el segundo se
denomina celda de colision. En esta celda, los iones colisionan y se fragmentan. La
deteccion se lleva a cabo por una sefial eléctrica que da lugar al espectro de masas, que
es una representacion grafica de la frecuencia de los iones del analito detectados segin

su relacion masa/carga.

El procedimiento de laboratorio que llevamos a cabo fue el siguiente:

Se descongel6 una alicuota de orina y otra de suero por cada paciente, tanto de las
extracciones del primer dia como de las del tercero. En primer lugar, se realizd un
pretratamiento de precipitacion de proteinas (311) del suero y de la orina. Las proteinas

de las muestras se precipitaron con acetonitrilo siguiendo el siguiente esquema:
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- Se afiadi6 la muestra en un tubo Eppendorf.

- Se anadi6 elacetonitrilo.

- Las muestras se agitaron y luego se incubaron a temperatura ambiente,
manteniéndolas con movimiento de agitacion circular.

- Las muestras se centrifugaron a 14,000 revoluciones por minuto durante 5
minutos.

- Se transfiri6 el sobrenadante a la botella de tapon de rosca.

- Inmediatamente después, las muestras fueron procesadas en el cromatdgrafo

LC/MS.

Se realiz6 una curva patron empleando estandares con concentraciones conocidas
y crecientes de PiroGlu y otra curva con Glu.Las concentraciones de la curva de
PiroGlu fueron las siguientes: Punto 1: 31.25 uL; Punto 2: 62.50 uL; Punto 3: 125.00
pL; Punto 4: 250.00 pL; Punto 5: 500.00 puL; Punto 6: 1000.00 pL.

Figura 7. Curva patrén del acido piroglutamico.

Compound name: Ac. Piroglutamico

Coefficient of Determination: R"2 = 0.990465

Calibration curve: 693.995 * x

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Force, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 8. Curva patrén del acido glutamico.

Compound name: Ac. Glutamico

Coefficient of Determination: R"2 =0.971196

Calibration curve: 2277.09 * x

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Force, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Se realizé un lavado al principio y al final de la curva, y se realizd otra curva
después de todas las muestras como control, tanto en la determinacion de Glu cémo en

la de PiroGlu.

El modelo del equipo con el que se hizo la determinacion “Aquity Quaternary”,
permite realizarlo con HPLC o Cromatografia Liquida de Ultra-Alta Resolucién
(HUPLC). En nuestro caso usamos HUPLC, con el que ademés requerimos poca

cantidad de muestra.

Como los dos analitos tienen un peso molecular muy parecido, se pudo hacer la

identificacion y cuantificacion de los dos en el mismo lote de paso por la columna.

Se hizo el andlisis de Glu y PiroGlu utilizando el mismo lote de reactivos tanto en
la determinacion de las muestras de orina como en la determinacion de las muestras de

Sucro.

Calculos:

Para la realizacion de los calculos, se extrapolo el area de la curva obtenida de las

muestras en la curva patron, obteniéndose la concentracion de los analitos.
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Expresion de los resultados:

Los resultados de Glu y PiroGlu en suero y orina se expresaron en pg/L.Para
mejorar los resultados, tuvimos en cuenta la funcion renal y determinamos la creatinina

haciendo un célculo de Glu y PiroGlu en funcion de la creatinina.

Unidades de PiroGlu v creatinina:

Acido piroglutamico = pg/L.
Creatinina = mg/dL.

Paso de unidades:

Acido piroglutamico pg/L. 1L/10 dL = Acido piroglutamico * 10 pg/dL.
Acido piroglutamico/creatinina = pg/dL/mg/dL = pg /mg.

De la misma manera se calculd el Glu/creatinina.

3.6.2. Determinacion de la glutation peroxidasa.

La glutation peroxidasa celular (c-GPx) se determiné siguiendo el método de
Paglia y Valentine (1967) (312),modificado en 1976 por Lawrence y Burk (313). El
ensayo consiste en una medida indirecta de la actividad de la ¢c-GPx, evaluado con un

ensayo colorimétrico. El fundamento del ensayo es el siguiente:

La actividad de esta enzima consiste en catalizar la reaccion de reduccion del
perdxido de hidrogeno en agua y de perdxidos organicos en el correspondiente alcohol

estable, utilizando GSH como sustrato y generando GSSG.

GPx

R-0-0-H + 2GSH R-0-H + GS5G H:0

L 4
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La gran mayoria de estas enzimas estan formadas por 4 subunidades proteicas, y
cada subunidad contiene una molécula de Sec en su centro activo. Esta Sec tiene la
funcién de participar directamente en la donacion de electronesal perdxido que se queda
reducido. La enzima utiliza el GSH como donador de electrones para devolverle el
electron a la Sec y regenerarla a su forma reducida. La GPx acepta una gran variedad de

peroxidos como sustrato.

El GSSG que se forma después de la reaccion de reduccion del perdxido por la
GPx, es reciclado a su estado reducido por la enzima GR, estas dos reacciones se

muestran a continuacion:

c-GPx

R —0 =0—=H % R-0-H + GSS8G+H,0

L J

GR
GSSG + NADPH H- b 2GSH + NADP -

r

El NADPH absorbe a 340 nm. Con el descenso de la absorbancia a 340 nm debido
al paso de NADPH a NADP" se puede medir la actividad de la enzima c-GPx. Se parte
de una solucion que contiene NADPH, GSH y GR, que se le afade el contenido de los
eritrocitos de la muestra. La reaccidon enzimatica es iniciada afiadiendo tert-butil
hidroperdxido. En este momento se llevan a cabo las dos reacciones enzimaticas
expuestas arriba, una catalizada por la GPx (que estamos midiendo) y otra catalizada
con la GR que esta afiadida en exceso en la reaccion por el ensayo. Por lo tanto, el ratio
de descenso en la absorbancia a 340 nm sera directamente proporcional a la actividad de

la c-GPx de la muestra. Se utilizaron los siguientes reactivos:

- Reactivo NADPH: Consiste en un liofilizado que contiene una mexcla de -
nicotinamida-adenindinucleétido fosfato, GSH y GR. Para mantener la estabilidad
de este reactivo, no se puede congelar, su actividad tiene una duraciéon de 9 horas
a2l —27°C yde 3 horas a 37 °C, después de reconstituirlo fue utilizado a una
temperatura de 25 °C.

- Tampoén del ensayo: pH de 7.6. Se mantuvo a temperatura ambiente durante el

ensayo.
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- Tert-butil hidroperoxido. Una vez diluido se mantuvo a la temperatura del ensayo,

unos 25 °C.

Los pasos que se siguieron para la medida de la actividad de la GPx fueron los
siguientes: En primer lugar se hizo un pretratamiento donde se llevaron a cabo los

siguientes pasos:

1) Se sacan las muestras de eritrocito limpio del congelador de — 80 °C, se
descongelaron a temperatura ambiente en una gradilla y posteriormente se
mantuvieron en hielo en todo momento.

2) Se mezclaron las alicuotas de los eritrocitos con cuatro volimenes de agua
destilada pasandolas a un nuevo Eppendorf.

3) Se centrifugaron los Eppendorf a 10.000 rpm durante 15 minutos.

4) Se diluy6 con Buffer del ensayo.

5) Se reconstituyo6 el reactivo de NADPH con buffer del ensayo.

6) Se prepar6 la dilucion de terc-butilo:

o Predilucion
o Diluciéon

7) Se utilizé un lector de microplacas, BiostackNeo (BioTek) de Izasa Scientific. Se
prepara el ensayo configurando el espectrofotometro a una temperatura de 25 °C,
una longitud de onda de 340 nm y la posicion de cada muestra. También se
configua la lectura multiple al tratarse de una reaccion cinética. Se determinaron 7
puntos de lectura de la absorbancia.

8) Se introdujo en los pocillos de la microplaca utilizando una microplaca estandar
de 92 pocillos:

o Buffer del ensayo.
o Reactivo de NADPH.

o La muestra.
Se mezclan todos los reactivos muy bien en los pocillos pipeteando dos veces.

9) Se puso agua destilada como blanco en el primer pocillo de la microplaca.
10) Se afiadid a los pocillos el terc-butilopipeteando dos veces para mezclarlo bien
con la multimicropipeta automatica, ¢ inmediatamente se hace la lectura. Se

espera un tiempo prudente desde que se afiadio el tert-butilo hasta la primera
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lectura para evitar recoger picos o variaciones altas en los resultados de

absorbancia.
Calculos:

- Restar la absorbancia del blanco a cada medida de absorbancia de las muestras.

- Averiguar la diferencia de absorbancia por minuto haciendo una media de las
mismas a partir de las 7 lecturas.

- Convertir la absorbancia por minuto a 340 nm en cantidad de NADPH consumida
en nmol/min/mL) utilizando la siguiente relacion: 1 mU/mL = 1 nmol

NADPH/min/mL = (A34¢/min)/0.00622.

Se divide la absorbancia por minuto entre 0.00622. El coeficiente de extincién

molar del NADPH es 6220 M cm™ a 340 nm.

Expresion de los resultados:

Los resultados de la actividad de la c-GPx se expresaron en unidades por gramo

de hemoglobina: Unidades de la GPx y de la Hb: GPx = mU / mL; Hb = gr/dL.

Paso de unidades:

Las lecturas de las absorbancias de las muestras de casos y controles se

midieronutilizando la misma microplaca y el mismo lote de reactivos.

GPxmU /mL- 100 mL /1 dL = GPx * 100 mU / dL

Actividad de la GPx / gr de hemoglobina = GPx / Hb =mU/dL / gr/ dL=mU / gr

3.6.3. Determinacion de la capacidad antioxidante total.

El andlisis de la CAT se realiz6 medianteespectroscopia de absorbancia en un

lector de placas.
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Para hacer una medicion correcta del estrés oxidativo es esencial medir el
conjunto de las especies reactivas de oxigeno, el dafio oxidativo y la actividad
antioxidante. La CAT no solo puede detectar los antioxidantes hidrofilicos como

vitamina C, GSH, sino también antioxidantes hidrofébicos como la Vitamina E.

Fundamento del ensayo: Cuando la muestra se pone en contacto con una solucion
++ c ++ +
de cobre (Cu '), los antioxidantes de la muestra reducen el Cu 'a su forma Cu'. La
(34 + 3 5 ’
reduccioén a Cu’ se lleva a cabo con una solucion cromatica debathocuproina, y puede

detectarse por absorbancia a una longitud de onda de 480-490 nm.

Reactivos y componentes que se utilizan en el ensayo:

- Liofilizado de acido turico: Se prepar6 de una soluciéon 2 mM con agua destila. Se
utilizé como estandar.

- Diluyente de la muestra

- Solucion de cobre (Cu™)

- Solucion de parada

- Una microplaca de 96 pocillos

Ademas, se utilizé: un lector de microplacasque mide a una longitud de onda de

490 nm, pipetas automaticas multicanal, pipetas, tubos de ensayo y agua destilada.

Procedimiento del ensayo:

Reconstitucion del liofilizadodel estandar (2 mMde la solucion de acido trico): Se
afiadio el liofilizado de agua destilada y se mantuvo duranteunas horas a temperatura

ambiente.

Preparacion del estandar para la curva de calibracion: Se diluyé la solucion de
acido urico 2 mM con agua destilada por 2, 4, 8, 16 y 32 veces, para obtener 5 niveles
de diluciones distintas del estdndar (1 mM, 0.5 mM, 0.25mM, 0.125 mM y 0.063 mM
respectivamente). Para ello, se rotularon 6 tubos de ensayo, se incorpora el estandar 2

mM en el primer tubo, en el resto de tubos se afiadeel agua destilada, por tltimo se fue
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anadiendo 1 mL de cada tubo al siguiente tubo mezclandolo bien. De esta forma se

obtuvieron las concentraciones de la curva patron.

Preparacién de las muestras:

La CAT se midi6 en el suero y en la orina de los 28 casos del estudio. Tanto las
muestras de suero como de orina se descongelaron haciendo una predilucion de éstas
ultimas. Dado quelas muestras debian permanecer en frio después de descongelarlas, la
determinacionse hizo de forma inmediata. Esta inestabilidad es debida a algunos
antioxidantes presentes como la vitamina C, acido trico y coenzima Q10. Se rotularon

los tubos en el orden en el que van en los pocillos de la microplaca.

- En el primer tubo se afiadieron el diluyente para hacer de blanco.

- En los siguientes tubos se afiadieron la curva estandar por duplicado, 12 tubos en
total.

- A continuaciodn, se pusieron dos controles, uno con concentraciones mas bajas y
otro con concentraciones mas altas. Se utilizaron dos soluciones de la curva
estandar para el control bajo y control alto (0.125 mM y 0.5 mM,
respectivamente).

- Se prepararon por ultimo tantos tubos como muestras. Primero se pusieron las

muestras de suero y después las muestras de orina.

En cada tubo se puso el diluyente y se anadid la muestra, estdndar o control.

Lectura de la absorbancia:

Después de hacer la dilucion de las muestras, se traspasé la muestra a los pocillos
de la microplaca. Se utilizé un lector de microplacas, BiostackNeo (BioTek) de Izasa
Scientific. Se prepar6 el ensayo configurando el espectrofotometro a una temperatura de
25°C, a una longitud de onda de 490 nm, poniendo la posicion de cada muestra, y
configurando una doble lectura. La secuencia de lectura y de incorporar los reactivos es

la siguiente:
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a) Lectura de la placa a 490 nm. 1? lectura.

b) Se anadio la solucion de cobre y se mezcld pipeteando dos veces.
¢) Periodo de incubacion.

d) Se afiade la solucién de parada y se mezcla pipeteando dos veces.

e) Lectura de la placa a 490 nm. 2* lectura.

Calculos:

Para calcular la absorbancia debido al cobre reducido se dividio la segunda lectura
entre la primera lectura de absorbancia. Se hizo un céalculo de la curva de calibracion,
poniendo en el eje de abscisas la concentracion de acido Urico y en el eje de ordenadas

la diferencia de las absorbancias (2* lectura — 1* lectura).

Para el resto de muestras se calculd la concentracion de acido urico extrapolando
en la curva. Las concentraciones de los controles se validan, puesto que estaban muy
proximos al valor real. Para calcular el poder antioxidante se multiplico la

concentracion de 4cido urico obtenido para cada muestra por 2189:

1 nM de 4cido trico = 2189 pmol/L (poder reductor del cobre)

Expresién de los resultados:

Finalmente, se expresaron los resultados de CAT en suero y orina en pmol/L. Los
resultados se encuentraron dentro del rango del ensayo: 21.9 - 4378 pumol/L (poder
reductor del i6n cobre). Los valores de las muestras de suero se encuentran dentro del
rango, observandose valores mas elevados en las muestras de orina, motivo por el cual

se diluye para poder ser calculadas y que no se salieran del rango del ensayo.

Para comparar la capacidad antioxidante total de los pacientes con shock séptico y
los individuos sanos, se utilizaron valores de muestras de individuos sanos como
controles. Estos controles se realizaron siguiendo el mismo procedimiento, con el

mismo método descrito.
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3.6.4. Determinacion de selenio.

La determinacidon de selenio en plasma de estos pacientes se determind en el
Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada a partir del método
de Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICPMS), utilizando
el espectrofotometro de masas con una fuente de ionizacion por antorcha de plasma y un

filtro de iones porcuadrupoloNexION 300D de Perkin Elmer.

3.6.5. Determinacion de cobre.

La determinacién de cobre se hizo mediante espectrofotocopia de absorcion
atomica. Esta técnica se basa en la ley de Lambert-Beer, donde la absorcion de un
determinado elemento es directamente proporcional a la concentracion de éste. La
absorcion atdmica se fundamenta en el paso de los electrones de los atomos a orbitales
mas altos mediante la absorcidon de una cantidad de energia a una determinada longitud
de onda. Cada elemento absorbe la energia provocando el paso de su electrén a un

orbital superior a una sola longitud de onda.

Se realizé una curva patron empleando estandares con concentraciones conocidas

y crecientes de cobre y el patron utilizado fue una solucion de 1000 ppm de cobre.

Célculos:

Los resultados de absorbancia obtenidos de las muestras se extrapolaron en la

curva patron y se obtuvo la concentracion.Los resultados se expresan en pg/dL.

3.6.6. Determinacion de vitamina B12, acido félico y vitamina D.

Las determinaciones de vitamina Bl12, acido félico y vitamina D se
realizaronutilizandoun autoanalizador UniCelDxI® de BeckmanCoulter. La técnica

usada fue elinmunoensayo cuantificado por electroquimioluminiscencia competitiva.

122



MATERIAL Y METODOS

Determinacién de la B12:

Consiste en un ensayo inmunoenzimatico de union competitiva. El procedimiento

de andlisis y célculo de laVit B12 es el siguiente:

Para desnaturalizar las proteinas unidas a la Vit B12 se afiadié cianuro potasico
alcalino y ditiotreitol, pasando la Vit B12 a cianocobalamina.

Terminada la neutralizacién, se afadida la muestra un conjugado de factor
intrinseco-fosfatasa alcalina (factor intrinseco porcino-fosfatasa alcalina bovina).
La Vit B12 que esta presente en la muestra se une a este conjugado.
Posteriormente se anadieronparticulas paramagnéticas recubiertas con anticuerpos
anti-IlgGmurino de cabra (anticuerpos monoclonales anti-factor intrinseco
murinos). El factor intrinseco del conjugado (factor intrinseco-fosfatasa alcalina)
sobrante (el que no se ha unido a la Vit B12 de la muestra) se une al anti-factor
intrinseco de particulas paramagnéticas.

A continuacion, se incubo y luego se aplico un campo magnético. Las particulas
paramagnéticas se quedan unidas al vaso de reaccion y mediante un lavado se
eliminan las moléculas que no han quedado unidas a las particulas
paramagnéticas.

Seguidamente se afiade el sustrato quimioluminiscente Lumi-Phos*530 y
utilizando un lumindmetro, se mide la luz generada. Esta luz es inversamente
proporcional a la concentracion de Vit B12 de la muestra.

La concentracion de la Vit B12 se calcula mediante la sustitucion en la curva de

calibracion previamente determinada con los calibradores.

Determinacidn del acido folico:

Consiste en un ensayo inmunoenzimatico de union competitiva. El procedimiento

de andlisis y célculo del Fol es el siguiente:

En primer lugar, se afiadida la muestra una proteina de uniéon a Fol que se une al
Fol de la muestra.

Después se afiadieron anticuerpos murinos anti-proteina de unién a Fol. Al afadir
el conjugado Fol-fosfatasa alcalina, éste se va a unir al exceso de proteina de

unioén a Fol que quede unida a anti-proteina de union a Fol.
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- Cuando se afiadieron anticuerpos de cabra anti-anticuerpos de captura murinos
unidos a particulas paramagnéticas, se unirdn a la anti-proteina de unién a Fol
(unida a la proteina de Fol, unida al conjugado Fol-fosfatasa alcalina).

- Después de aplicar un campo magnético y hacer un lavado de las moléculas que
no han quedado adheridas a las particulas paramagnéticas, se hizo una lectura con
un lumindémetro. La cantidad de luz generada es inversamente proporcional a la

concentracion de Fol de la muestra.

Determinacidn de la vitamina D:

La determinacién consiste en un inmunoensayo de unién competitiva de dos pasos

donde se midid exactamente la 25(OH)vitamina D:

En primer lugar, se deposita en la cubeta de reaccion un agente de liberacion de la
proteina de unién a la 25(OH)vitamina D junto con la muestra, a continuacion se
anaden unas particulas paramagnéticas recubiertas de anticuerpos monoclonales de

oveja anti-25(OH)vitamina D.

Durante el periodo de incubacion, se desprende la 25(OH)vitamina D de las
proteinas de uniéon a la vitamina D y se une a los anticuerpos monoclonales
inmovilizados en la fase sélida anti-25(OH)vitamina D. En una segunda incubacion se
aplica un campo magnético. Las moléculas que permanezcan en la fase sélida se quedan
pegadas a las paredes de la cubeta, y las moléculas que no han quedado unidas se
eliminan mediante un lavado. A continuacién, se afiade a la cubeta de reacciéon un

sustrato quimioluminiscente Lumi-Phos*530.

Se midid la luz generada por la reaccion mediante un luminémetro, siendo ésta
inversamente proporcional a la 25(OH)vitamina D de la muestra. Los calculos de la
concentracion de 25(OH)vitamina D se determinan mediante la extrapolacién en una

curva de calibracion de multiples puntos determinada anteriormente.
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3.6.7. Determinacion de la interleuquina-6

Se hizo la determinacion en el autoanalizador Centauro System de Siemens,
utilizando un inmunoensayo y cuantificada por electroquimioluminiscencia competitiva,

inmunoanalisis directo tipo “sandwich”.

Reactivos utilizados:

- Reactivo de fase liquida: contiene anticuerpos monoclonales de raton anti IL-6
marcado con ester de acridinio.
- Reactivo de fase solida: microparticulas paramagnéticas recubiertas con

anticuerpos monoclonales de raton anti I1L-6.

Procedimiento del analisis:

- Se incorpor6 la muestra a una cubeta de reaccion.

- Se anadieronel reactivo de la fase solida y el reactivo de la fase liquida y se
incubd a 37 °C.

- Tras aplicar un campo magnético, se separod la fase solida de la liquida, se aspir6
eliminando los restos que no han quedado adheridos a las particulas
paramagnéticas y se lava.

- Se anadi¢ el reactivo acido y el reactivo basico para que tuviera lugar la reaccion
de quimioluminscencia.

- Se hizo una lectura con un luminémetro que mide unidades relativas de luz
(URL). La luz generada es directamente proporcional a la IL-6 de la muestra. A
partir de una curva de calibraciéon previamente calculada se sustituyeron los

valores de URL para calcular la concentracion de I1L-6.

Los valores de IL-6 se expresaron en pg/mL. Los valores de referencia:

indetectable o hasta 4.4 pg/mL.
3.6.8. Otras magnitudes bioquimicas y hematoldgicas.

Los métodos analiticos utilizados para la determinacion de estos pardmetros son
los que utilizan en el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada, que fue
donde se determinaron con las analiticas rutinarias solicitadas desde el servicio de la

UCL
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3.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico se realizd con el programa estadistico SPSS version 21.0,

para Windows. La significacion estadistica se definié como p< 0.05.

Las variables cualitativas se presentaron como frecuencias y porcentajes, y las
variables cuantitativas como media + desviacién estdndar (DE). Para las variables

continuas, la hipdtesis de la normalidad se prob6 usando la prueba de Shapiro-Wilk.

Las diferencias en Glu, PiroGlu y GPx entre pacientes con shock séptico y grupos
control se evaluaron medianteel test de Mann-Whitney. Pretendimos analizar si existian
diferencias estadisticamente significativas en las medias de estas variables cuantitativas

entre el grupo con shock séptico y el grupo control.

Las variables cuantitativas en los distintos puntos del tiempo (primer y tercer dia)
se compararon mediante la prueba t para muestras relacionadasen el caso de las
variables continuas y la prueba Wilcoxon para las variables no paramétricas, para
comparar la evolucion del paciente critico en la UCI. Este test nos permite hacer un
seguimiento hasta el tercer dia y estudiarla evolucion de los parametros obtenidos en el
mismo individuo. Es decir, comparamos el resultado de la variable del sujeto consigo
mismo en los dos puntos del tiempo. Este test nos da una informacidon mas acertada, ya
que, se trata de parametros clinicos con una variabilidad interindividual alta y puede

resultar erroneo utilizar un test que compare medias y desviaciones estandar globales.

Las variables cuantitativas se compararon entre si para ver si existia alguna
asociacion entre las variables bioquimicas, las variables clinicas, las variables de
severidad y las variables propias de nuestro estudio de la ruta del GSH. Se midi6 la
correlacion utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson para las variables que
siguen una distribuciéon normal y el coeficiente de correlacion de Spearman para las
variables no paramétricas, estudiando si existia o no correlacion, y en caso positivo, si la
correlacion era positiva o negativa. Para el estudio de mortalidad también se utilizé un

test de Mann-Whitney.
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4. RESULTADOS
4.1. Estudio de las caracteristicas de la muestra.

4.1.1. Distribucion de la muestra de los casos y los controles.

El estudio se compuso de una muestra de 56 personas repartidas en dos grupos. El
grupo control lo formaron 28 personas sanas seleccionadas de manera aleatoria con
edades similares al del grupo casos estudiados. El grupo de casos lo formaron un total
de 28 pacientes criticos que cumplieron los criterios de inclusion ademas de presentar

una situacion de shock séptico.

El grupo de los controles estuvo compuesto por 12 mujeres (42.9%) y 16 varones
(57.1%) con una media de edad de 58.4 (DE = 10.8) afios y un rango de 36 - 81 afios.
Este grupo de personas no padecian ninguna enfermedad inflamatoria, ni enfermedad
cronica, y presentaron parametros bioquimicos y hematologicos normales, es decir, con
niveles plasmaticos dentro de los rangos de referencia. Los pardmetros que se valoraron
fueron el hemograma, coagulacion bésica (TTPA, tiempo de protrombina y
fibrindgeno), creatinina, iones, PCR, transaminasas, bilirrubina, amilasa, glucosa y

colesterol.

La distribucion de la muestra referida al grupo de los casos, fue de 22 pacientes
varones (78.6%) y 6 mujeres (21.4%) con una media de edad de 61.9 (DE = 14.1) afios
y un rango de 24-86 afios. De los 28 casos a estudio al inicio de su estancia en UCI, un
total de 9 fallecen en las primeras 48 horas de ingreso en la UCI, y a 5 de ellos le dan el
alta en la UCI e ingresan en otra planta del hospital. Por lo tanto, solo podemos obtener
muestra de 14 pacientes al tercer dia de estudio. Hubo dos pacientes que cursaron con
anuria, de los cuales, no se obtuvieron muestras de orina, por eso, contamos con 26

muestras de orina procedentes de los casos.

4.1.2. Estudio de las caracteristicas clinicas en el grupo de casos.

En primer lugar, se hizo un estudio del tipo de infecciones padecidas por los
pacientes, de los parametros clinicos que caracterizan a la sepsis y que presentd esta
muestra de pacientes, asi como el estudio de la evolucion que tuvieron en los primeros
tres dias de estancia en la UCI. En ultimo lugar, se hizo un estudio de asociaciones

observadas entre estos parametros clinicos.
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En cuanto a la causa originaria del shock séptico, es decir, al origen de la
infeccion, el 50% fue por una causa abdominal, el 21% fue por una causa urinaria y el
29% por una causa respiratoria. La mayoria de casos presentaron enfermedades
subyacentes como enfermedades cardiovasculares, hiperlipidemias, diabetes,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica, malignidad, etc. Otros dos casos describian
procesos de hepatitis B (HBV) y otros presentaban virus como el de la
inmunodeficiencia humana (VIH) ademds de hipotiroidismo. Estas enfermedades
pudieron contribuir también a la deplecion de antioxidantes. Los microorganismos
causantes de las infecciones en estos pacientes fueron: Acinetobactern=1,
Estreptococosn=3,  Pseudomonan=1, CandidaAlbicansn=1, Campylobactern=1,

Clostridiumn=1 y el resto fueron E. coli.

En cuanto a la gravedad de los pacientes, podemos decir que la mortalidad
observada a los 28 dias fue del 42.9% (12 pacientes) y las puntuaciones en las escalas
de gravedad se encontraron elevadas. La puntuacion de APACHE II (rango
intercuartilico) fue de 22.5 (17-27) al ingreso. La media de la puntuacion de SOFA fue
de 12.4 + 2.6 y 8.9 + 4.4 al ingreso y al tercer dia, respectivamente, de un total de 24
puntos en la escala de gravedad. Todos los casos se encontraban bajo un soporte
artificial nutricional enteral o parenteral, no enriquecido con glutamina. Un total de 15
pacientes necesitaron ventilacion mecénica (53,6%) y la duracion media de la estancia
en UCI fue de 7.04 + 10.5 dias. En la Tabla 10 se detallan estas caracteristicas junto

con otros parametros respiratorios registrados durante el estudio.

Al considerar la evolucion que experimentaron los pacientes, se observaron
diferencias significativas entre el primer dia y el tercer dia de estancia en UCI en
parametros como el SOFA, FiO;, acido lactico y PAM. La significacion estadistica de
estas diferencias se pueden observar en la Tabla 10. En el caso del SOFA y de la FiO,,
se observo una disminucion de sus valores a los tres dias, y en el caso de la PAM y de
los niveles de 4cido lactico aumentaron al tercer dia. También, otros pardmetros como el
exceso de bases y el anion GAP aumentaron al tercer dia de forma préxima a la
significacion estadistica. En el caso del pH y de los niveles de bicarbonato se observo

que disminuyeron los valores al tercer dia, pero no de forma significativa.
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Tabla 10. Caracteristicas clinicas y evolucion desde la admision hasta el tercer dia en los pacientes
criticos con shock séptico.

1° Dia 3° Dia
(media=DS)  (media D) | LEOCH LR
(n=28) (n=14)

APACHE 11 22.5+69 - 0 -

SOFA 124+2.6 89+44 0 0.011
FiO, 0.57+0.18 0.40+0.14 >0.68 % 0.001
PAM (mmHg) 67.1+15.9 79.6 £10.9 70 - 105 0.009
Pa0,/FiO, 231.5+81.6 240.1 +98.9 200 - 300 0.494
PaCO, (mmHg) 403+124 42.0+92 35-45 0.360
PEEP (¢cmH,0) 9.46 +£2.88 8.17 £2.40 2-5 0.374
Cst (mL/cmH,0) 47.0+37.0 30.8+6.6 60 - 100 0.630
pH 7.32+0.09 7.38+£0.11 7.35-17.45 0.266
Bicarbonato (mmol/L) 20.8+6.2 252+64 21-28 0.103
Exceso de bases (mmol/L) -5.54+5.95 0.54 +8.15 -2-3 0.064
Anion Gap (mmol/L) 12.1£4.2 7.2+10.8 3-11 0.054
Acido lactico (mmol/L) 47+2.0 24+22 0.6-2.5 0.014

p <0.05 = significacion estadistica. APACHE II: Evaluacion de la fisiologia aguda y la salud crénica II.
SOFA: Evaluacion secuencial de insuficiencia organica. FiO,: Fraccion de oxigeno inspirada. PAM:
Presion arterial media. PaO,/FiO,: Presion parcial de oxigeno arterial / Fraccion de oxigeno inspirada.
PaCO,: Presion parcial arterial de didxido de carbono. PEEP: Presion positiva al final de la espiracion.
Cst: Complianza.

Para obtener mas informaciéon acerca de las variables clinicas estudiadas,
buscamos asociaciones entre los parametros de la tabla anterior. Se observo que existia
una correlacion positiva de la acidemia con la edad objetivado con una significacion
estadistica al asociar el pH vs edad (p=0.022) y el exceso de bases vs edad (p=0.069),
donde los pacientes mas jovenes tuvieron un valor mas alto de pH y de exceso de bases.
En el tercer dia también se encontraron correlaciones positivas de la escala SOFA con
los dias de estancia en UCI (p< 0.002), con los nieveles de acido lactico (p=0.007) y con
el FiO,, este ultimo tanto en el primer dia de estancia en UCI (p=0.051) como en el

tercero (p=0.048).

Igualmente, se observo una correlacion positiva entre la escala de severidad
APACHE Il y el anion GAP (p< 0.001) al inicio de la estancia en la UCI y en el tercer
dia se encontrd proxima a la significacion estadistica (p=0.085). También se observod
una asociacion significativa del APACHE II con el bicarbonato (p=0.035) y con el
exceso de bases (p=0.016) en el tercer dia. En este caso el bicarbonato y el exceso de
bases disminuyeron cuando aument6 el APACHE II. Se encontr6 ademds una
correlacion positiva entre los dias de ventilacion mecénica y el FiO, tanto en el primer

dia (p=0.016) como en el tercer dia (p=0.007) de estancia en la UCI. En cuanto a la
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PCO,, se han observado diversas asociaciones con el SOFA (p=0.007; p=0.051),
bicarbonato (p=0.032; p=0.016) y anién GAP (p= 0.054; p=0.040) tanto en el primer
como en el tercer dia de estancia en UCI, respectivamente. En el caso del bicarbonato y
del SOFA, éstos aumentaron cuando aumenté la PCO,, y en el caso del anion gap, éste
disminuy6 cuando aument6 la PCO,. Igualmente se observd una correlacion negativa de
la PCO; con la complianza (p=0.008) y con el pH (p= 0.048) y positiva con el FiO, (p=
0.011) en el primer dia. De igual manera, se encontraron asociaciones significativas
esperadas del pH, tanto con el bicarbonato (p= 0.015; p= 0.014) como con el exceso de
bases (p= 0.003; p= 0.002) en el primer y el tercer dia, respectivamente. Esta
correlacion fue positiva, es decir, aument6 el pH cuando aumento el bicarbonato y el
exceso de bases. El bicarbonato también present6 una correlacion positiva con el exceso
de bases en el primer (p< 0.001) y en el tercer dia (p< 0.001). Por ultimo, observamos
una correlacion del anion GAP en el tercer dia con el bicarbonato (p< 0.001) y con el

exceso de bases (p< 0.001), siendo en este caso correlaciones negativas.

4.1.3. Estudio de los parametros bioquimicosen el grupo casos.

A continuacion, se muestran los resultados de los pardmetros bioquimicos,
hematologicos y urinarios en pacientes criticos tanto en el ingreso como en el tercer dia
en la UCI (Tabla 11), asi como una seriec de asociaciones observadas entre estas
variables. Los valores de referencia que se muestran son los empleados en el laboratorio
del Hospital Virgen de las Nieves para los métodos que se utilizan atendiendo a la

técnica de referencia utilizada.

En relacion a los parametros estudiados, todos los pacientes criticos cumplieron
los criterios clinicos para el diagndstico de shock séptico.En cuanto a los parametros
nutricionales, se observan unos niveles muy bajos de albumina, prealbimina y
transferrina. Igualmente, tanto los marcadores de insuficiencia renal (creatinina, urea)
como los de insuficiencia hepatica (GPT, GOT vy bilirrubina) se encontraron muy
alterados, mostrando valores medios muy por encima de los rangos de referencia. Sin

embargo, los iones (sodio y potasio) se mantuvieron dentro de los rangos de referencia.

En cuanto a la coagulacion, encontramos alteraciones, ya que observamos tiempos

alargados de la TTPA y niveles altos de fibrindgeno.Se obtuvieron pardmetros
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anormales con niveles medios muy elevados en marcadores agudos de inflamacion e
infeccion como la PCR y PCT. De igual manera, otros marcadores de fase aguda como
la ferritina y la LDH los encontramos muy elevados. En el caso del hemograma,
observamos una leucocitosis con un predominio de polimorfonucleares, es decir, con un

mayor porcentaje de neutréfilos tanto en el primer como en el tercer dia.

El estudio de evolucion de la estancia en UCI, mostrd que a los tres dias existio
una disminucion significativa de la PCT, y de parametros del hemograma como la Hb y
las plaquetas, asi como una disminucion significativa de la GPT. También se encontrd
un descenso proximo a la significacion estadistica del INR al tercer dia de estancia en la

UCI. La evolucion comparativa al tercer dia se puede observar en la Tabla 11.

Tabla 11. Resultados de los pacientes con shock séptico y evolucion de las analiticas rutinarias hechas el

dia de inclusion en el estudio y al tercer dia.

Dia 1 Dia 3
(n=28) (n=14)
Albtimina (gr/dL) 2.72+0.61 2.66 £ 0.65 35-5 0.139
Prealbuimina (mg/dL) 127+ 6.7 17.0 +£10.7 20-40 0.143
Ferritina (ng/mL) 678.7 +946.6 529.3 £450.1 12 -300 0.707
Transferrina (mg/dL) 1393+ 57.1 148.1 £51.3 175 - 300 0.514
Creatinina (mg/dL) 299+ 147 2.35+1.64 0.67-1.20 0.084
Urea (mg/dL) 110.0 £ 65.7 130.8 £ 63.2 10.8 -38.4 0.210
Diuresis (mL/24h) 1999 + 1507 2400 + 1598 1000 - 1500 1.000
Balance hidrico (mL/24 h) 1740 £ 1915 632 £1612 1500 — 3500 0.426
Sodio (mmol/L) 137.0+£7.2 136.8 £8.2 136 - 146 0.589
Potasio (mmol/L) 426+0091 3.93+0.71 35-5.1 0.850
Cobre (ng/dL) 94.7 £29.7 100.8 £25.9 70 — 140 0.276
GOT O AST (U/L) 186.4 +299.6 964.1 +1947.5 5-40 0.117
GPT O ALT (U/L) 112.6 +128.3 506.4 +779.3 13-37 0.012
Bilirrubina total (mg/dL) 2.37+£3.04 2.79 +3.07 03-1.2 0.975
INR (ratio) 2.01+1.40 1.90 £2.39 0.80-1.16 0.053
TTPA (sg) 49.19 + 30.26 40.83 £ 12.37 26 -37 0.629
Fibrinégeno (mg/dL) 513.8+183.0 514.3+£290.4 200 - 350 0.778
Dimero D (ng/mL) 49.6 +173.3 51.6+82.0 <100 0.500
Factor V (U/dL) 73.8+29.4 113.0 £ 53.0 70 -120 0.116
PCR (mg/L) 35.1+29.0 46.7+53.6 0.02-5.00 0.441
Procalcitonina (ng/mL) 75.5+£593 42.6 £ 66.0 <0.5 0.018
LDH (U/L) 620.0 £473.8 1285.9 £2130.7 110 - 295 0.301
CPK (U/L) 2556 £ 11507 7706 + 29828 40 - 200 0.733
Leucocitos (*10*/uL) 153+ 18.0 13.3+68.4 3.5-105 0.679
Neutréfilos (%) 84.7+16.2 86.1 £6.1 42 -77 0.233
Hemoglobina (g/dL) 11.25+£2.55 9.44+2.11 11-17 0.001
Plaquetas (*10°/uL) 122.3 +96.0 86.8 + 59.4 120 - 450 0.033

p < 0.05 = significacion estadistica. GOT o AST: Aspartato Transaminasa o Glutamato-Oxalacetato
Transaminasa. GPT o ALT: Alanina Transaminasa o Glutamato-Piruvato Transaminasa. INR: Ratio
Internacional Normalizado. TTPA: Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada. PCR: Proteina C
Reactiva. CPK: Creatina quinasa.
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A continuacioén, se exponen las asociaciones encontradas entre las variables
medidas en los pacientes con shock séptico. Se observo una asociacion significativa de
la urea con la creatinina (p< 0.001; p< 0.001) en el primer y tercer dia de estancia en
UCI, y con el potasio (p= 0.008) y la LDH (p= 0.034) en el primer dia. En los tres casos

la urea se aument6 conforme aumentaron la creatinina, el potasio y la LDH.

Al correlacionar las transaminasas se observaron diversas asociaciones. La GOT
se asoci6 de forma positiva con la GPT tanto en el primer (p< 0.001) como en el tercer
dia (p< 0.001), también se encontrd una asociacion con la bilirrubina (p= 0.027), con la
LDH (p< 0.001) y con la TTPA (p= 0.034) en el primer dia, y con la CPK (p=0.019) en
el tercer dia. Estas ultimas correlaciones también fueron positivas, aumentaron sus
valores conforme aument6 el valor de la GOT. Sin embargo, al correlacionar la GOT
con el factor V (p= 0.035), se encontr6 una asociacion negativa. Seguidamente,
encontramos correlaciones entre la GPT con el factor V (p= 0.012), con la LDH (p=
0.008) y con la CPK (p= 0.049) en el primer dia de estancia en la UCI, asi como con la
PCR (p= 0.020) en el tercer dia. En el caso del factor V, éste aument6 al disminuir la

GPT, sin embargo, la LDH, la CPK y la PCR aumentaron al aumentar la GPT.

En el caso de la bilirrubina, los parametros con lo que se asocio fue con el TTPA
(p< 0.001) y plaquetas (p= 0.014) en el tercer dia y con la PCR (p= 0.006) en el primer
dia. La correlacion encontrada de la bilirrubina con la TTPA fue positiva y las

encontradas con la PCR y plaquetas fueron negativas.

Entre los parametros de la coagulacion se encontraron también asociaciones
significativas. Nos encontramos el caso del INR vs factor V (p< 0.001) y TTPA vs
plaquetas (p= 0.008) en el tercer dia, ambas correlaciones fueron negativas. El
fibrindgeno se asocid con los neutrofilos (p= 0.038) en el primer dia, y con la creatinina
(p<0.001) y la urea (p= 0.018) en el primer dia. En este caso el fibrinogeno disminuyo
al aumentar los neutréfilos, la creatinina y la urea. El factor V de la coagulacion se
correlacion6 de manera negativa con el INR (p< 0.001) y con el potasio (p=0.022) en el

tercer dia.

También se encontrd una asociacion positiva entre la PCR y la PCT (p=0.019) y
otra correlacion positiva entre neutrofilos y leucocitos (p=0.006), ambas en el tercer dia.

Por ultimo, se observo una correlacion de la CPK con la LDH (p= 0.015) en el tercer

134



RESULTADOS

dia, y con los neutrofilos (p= 0.006) en el primer dia, aumentando la CPK con la LDH y

disminuyendo la CPK con los neutrofilos.

4.2. Estudio del acido piroglutamico, acido glutamico y glutation peroxidasa.

En este capitulo se muestra la prevalencia que se obtuvo de valores alterados de
los niveles de PiroGluy de Glu y, y la actividad enzimatica de GPx, asi como el estudio
de los niveles en suero y orina en los pacientes y sus diferencias con los controles.
Después se muestran los resultados de la evolucion que tuvieron dichas magnitudes de
estudio en los tres dias de estancia en UCI. Seguidamente, se explican las correlaciones

encontradas entre estas variables.

4.2.1. Prevalencia, comparacion entre casos y controles y evolucion de los niveles

de acido piroglutamico, acido glutamico y glutation peroxidasa.

Se hizo una estimacion de la prevalencia de resultados alterados de los niveles de
PiroGlu, de Glu y de la actividad enzimatica de la GPx. Esta estimacion se calculo a
partir de los resultados obtenidos en los controles, los cuales se tomaron como valores
de referencia. A partir de aqui, se calculd la prevalencia de resultados anormales en los
casos del estudio. La prevalencia que se obtuvo de los niveles de PiroGlu en suero
elevado en los casos fue del 85% y 93% en el primer y en el tercer dia, respectivamente.
La prevalencia de los niveles de PiroGlu/mg de cretinina (PiroGlu/cre) en orina elevada
fue del 65% y 100% en el primer y en el tercer dia, respectivamente. En cuanto a os
niveles de Glu, la prevalencia de resultados por debajo de los rangos de referencia
obtenidos fue de un 54% y 7.6% en suero en el primer y tercer dia, respectivamente.En
el caso de los niveles de Glu en orinafue de un 46% y 8.3% en el caso de Glu/mg de
creatinina (Glu/crea). Finalmente, la actividad enzimatica de GPx tuvo una prevalencia

de niveles bajos de un 86% y, considerando la GPx/Hb de un 90%.

A continuacion, se hace un estudio del estado en el que se encuentran los niveles
de las moléculas del ciclo gamma-glutamil (PiroGlu, Glu y GPx). La Tabla 12 muestra
los niveles de PiroGlu séricos, PiroGlu/crea en la orina, niveles de Glu en suero y orina,

niveles de Se en suero y eritrocito, y la actividad GPx eritrocitica en pacientes con shock
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séptico en comparacion con los controles (individuos sanos). Un total de 28 muestras de

orina y suero se utilizaron como controles.

El estudio de la relacion entre los pardmetros séricos y urinarios, mostrd niveles
séricos de PiroGlu y PiroGlu/crea en la orina significativamente mayores en los
pacientes con shock séptico en comparacion con los del grupo de controles sanos (p<
0.001), tanto al ingreso en UCI como en el tercer dia de su estancia. También
observamos que los niveles de Glu séricos fueron significativamente menores (p=
0.003) en los pacientes con shock séptico en comparacion con los del grupo control al
ingreso en la UCI Especificamente, en orina, se observaron niveles de Glu
significativamente diferentes entre grupos, siendo mas bajos en los pacientes con shock

séptico (p< 0.001) tanto en el ingreso como en el tercer dia en la UCI.

En relacion a los parametros plasmaticos y eritrocitarios analizados, se observa
que la actividad de la GPxeritrocitaria, fue significativamente menor (p< 0.001) en
pacientes con shock séptico en comparacion con el grupo control, tanto en el ingreso en
UCI como en el tercer dia de estancia. Finalmente, los niveles de Se en plasma y
eritrocito también se encontraron disminuidos en los pacientes sépticos con respecto a

los pacientes control, tanto en el primer dia como el tercer dia de estancia en UCI.

En cuanto a la evolucion en la UCI durante los tres dias, se observa que hay un
aumentosignificativo al tercer dia en los niveles de PiroGlu/crea en orina.
Complementariamente, en el caso deGlu en orina y en la GPx/Hb, se observd un

descenso significativo durante la evolucion de la estancia en UCI en el grupo de casos.
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Tabla 12. Niveles séricos y urinarios de 4cido piroglutdmico y acido glutdmico, niveles de selenio en
eritrocito y en suero, y niveles en eritrocito de glutation peroxidasa en pacientes con shock séptico
comparados con controles sanos y la evolucion después de tres dias.

Dia 1 Dia 3 Dial Dia 3 Valor de p
Controles Valordep Valordep  Dial Casos
Casos Casos
(n=28) Casos vs Casos vs Vs

n=28) (n=14) Controles  controles Dia 3Casos

PiroGlu suero 3999 + 696.7 + 992.3 +

(ng/L) 771 273.0 4426 0.001 0.001 0.056
PiroGlu orina 400.7 = 5229+ 1790.3+
(ng/L) 2345 3561 4318 0.381 0.007 0.055
PiroGlu orina
(ng/mg 040032 203E 392 0.001 0.001 0.005
.o, 2.29 1.89

creatinina)

5.74 + 7.48 +
Glu suero (ng/L) 8.03+£2.73 1.66 296 0.003 0.509 0.103
Glu orina (ug/L) 303+157 7.1+4.7 136.28i 0.001 0.001 0.034
Glu orina
(ng/mg 030018 O24E 033 0.162 0.471 0.221

.o, 0.16 0.45

creatinina)
Seleniosuero 76.93 + 56.03 + 41.65+
(ug/L) 18.14 1295 11.46 0.001 0.001 0.001
Selenioeritrocita 108.7 = 79.6 = 68.2 +
rio (ng/L) 233 14.9 15.1 0.001 0.001 0.001
GPxeritrocitaria 3980.5 + 1265.3+ 1412.7+
(mU/mL) 7775 6615 5914 0.001 0.001 0.182
GPxeritrocitaria 122+ 16.2 +
(Uler Hb) 26.5+5.1 oy 28 0.001 0.001 0.008

p < 0.05 = significacion estadistica. Acido piroglutimico: PiroGlu. Acido glutimico: Glu. Actividad de la
glutation peroxidasa: GPx.

4.2.2. Estudio de asociacion entre el acido glutimico, acido piroglutamico y

glutation peroxidasa.

A continuacion, en la Tabla 13, se muestran los resultados referentes al estudio de
asociacion entre los parametros anteriormente mencionados en suero. Los niveles
séricos de PiroGlu mostraron una correlacion significativa positiva con los niveles
séricos de Glu en el primer dia de admision en UCI (r = 0.651, p=0.001). Esta
correlacion entre PiroGlu y Gluen suero se mantuvo al tercer dia de estancia en UCI (r =
0.767, p=0.001). También se pudo observar una correlacion positiva entre la GPx/Hb el

dia 1 y el dia 3.
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Tabla 13. Asociaciones observadas entre los niveles séricos de dcido piroglutdmico, el acido glutdmico y
la actividad eritrocitaria de la glutatién peroxidasa.

Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3

PiroGlu PiroGlu Glu Glu GPx/Hb GPx/Hb

Dia 1PiroCl T 1.000 0.121 0.651 0.068 20316 -0252
ta tHrobiu -, - 0.681 0.001 0.817 0.175 0.430
. r 1.000 0.024 0.767 - 0.126 0.077
Dia 3PiroGlu - 0935  0.001 0.697 0.812
) r 1.000 0.174 20382 -0.462
Dia 1Glu p - 0.553 0.097 0.131
) r 1.000 -0.378 0.028
Dia 3Glu P i 0.226 0.931
) r 1.000 0.782
Dia 1GPx/Hb P . 0.004
Dia 3GPx/Hb ; “?00

r = coeficiente de correlacion. p < 0.05 = significacion estadistica. PiroGlu: Acido piroglutamico; Glu:
acido glutdmico. GPx: Actividad de la glutation peroxidasa.

De la misma manera, se realizo un estudio de asociacion entre estas variables en
orina. En la Tabla 14, se muestran los resultados referentes al estudio de asociacion
entre los parametros urinarios de Glu y PiroGlu/crea.Los niveles de PiroGlu/crea en
orina mostraron una correlacion significativa positiva con los niveles de Glu en la orina
(r = 0.490, p= 0.011) en el primer dia de estancia en la UCIL. En cuanto al resto de
combinaciones entre PiroGlu y Glu en orina, no se observaron correlaciones. La
actividad GPx de los eritrocitos no mostr6 ninguna correlacion significativa con los

niveles de PiroGlu o los niveles de Glu, ni en suero ni tampoco en orina.

Tabla 14. Asociaciones observadas entre los niveles en orina de acido glutdmico y 4cido
piroglutdmico/mg creatinina.

Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3

PiroGlu/crea  PiroGlu/crea Glu Glu

. . T 1.000 0.286 0.490 0.049

Dia 1PiroGlu/crea p ) 0344 0.011 0873

. . r 1.000 0.154 0.132

Dia 3PiroGlu/crea p ) 0616 0.668

. r 1.000 0.374

Dia 1Glu p ) 0209

Dia 3Glu ; 1.000
r = coeficiente de correlacion. p < 0.05 = significacién estadistica. PiroGlu/crea: Acido

piroglutamico/creatinina. Glu: Acido glutdmico. Creatinina: crea
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4.2.3. Asociaciones observadas entre niveles en orina y niveles en suero de acido

piroglutamico y de acido glutamico.

En este caso, realizamos un estudio de la asociacion entre los resultados de las
variables en suero con los resultados en orina. Pudimos observar que los niveles séricos
de PiroGlu mostraron una correlacion significativa (r = 0.476, p= 0.014) con los niveles
en orina de PiroGlu/crea en el primer dia de estancia en la UCI, siendo esta correlacion
directamente proporcional. Los resultados se pueden observar en la Tabla 15. No se
observd ningunaasociacionentre el PiroGlu estudiado tanto en suero como en orina al

tercer dia de estancia en la UCI.

Tabla 15. Asociaciones encontradas entre los niveles de acido piroglutamico en suero y en orina.

Dia 1 Dia 3 Dial Dia 3
PiroGlu PiroGlu PiroGlu/crea PiroGlu/crea

Suero Suero Orina Orina

, . r 1.000 0.121 0.476 0.236
Dia 1PiroGluSuero p ) 0.681 0.014 0437
, . r 1.000 0.103 -0.170
Dia 3PiroGlu Suero p ) 0725 0578
, . . r 1.000 0.286
Dia 1PiroGlu/crea Orina p ) 0344
Dia 3PiroGlu/crea Orina Ir) 1'(300

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacién estadistica. PiroGlu/crea: Acido

piroglutamico/creatinina.

Ademas, los niveles séricos de Glumostraron una correlacion significativa con los
niveles en orina de Glu (r = 0.573, p= 0.002), los resultados se pueden observar en la
Tabla 16. Sin embargo, dicha asociacion de los nieveles de Glu entre suero y orina no

se apreciaba en el tercer dia de estancia en la UCI.

Tabla 16. Asociaciones encontradas entre los niveles de acido glutdmico en suero y en orina.

Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3
Glu Glu Glu Glu

Suero Suero Orina Orina

, r 1.000 0.174 0.573 0.467
Dia 1GluSuero p - 0.553 0.002 0.108
, r 1.000 0.279 0.346
Dia 3GluSuero P ) 0334 0247
, . r 1.000 0.374
Dia 1GluOrina p ) 0209
Dia 3GluOrina 12 1'(300

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacién estadistica. Glu: Acido glutimico
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4.2.4. Asociacion de los marcadores de gravedad clinicos con el acido

piroglutamico, acido glutamico y glutation peroxidasa.

El estudio de asociacion de los marcadores de gravedad clinicos con los niveles de
acido piroglutdmico se muestra en laTabla 17. Los marcadores de gravedad clinicos
considerados son el APACHE II, SOFA, dias de estancia en UCI, dias de ventilacion
mecanica y edad.No seobservo ninguna asociacion entre los niveles de PiroGlu, tanto en
suero como en orina, con las variables cuantitativas relacionadas con la gravedad clinica

de los casos.

Tabla 17. Asociaciones estudiadas entre los niveles de acido piroglutimico y marcadores clinicos de
gravedad.

Dia 1 Dia 3
Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 . .
PiroGlu PiroGlu PiroGlu PiroGlu Plzggu/ PlzggU/

Suero Suero Orina Orina . .
Orina Orina
Edad(afios) T -0.041 0097 0020 _ -009 000l 0322
P 0836 0742 0925 0754 0996  0.125
. , r 0179 0399 0109  -0291  0.148  0.199
Estancia en UCI(dias) 34, 0.158 0595 0335 0472 0514
Ventilacion mecanica r 0.175 -0.058 0.288 0.203 0.281 0.410
(dias) p 0374 0843 0154 0505  0.164  0.164
r 0147 0116  -0204 0027  -0019  -0219
APACHE I P 049 0.721 0362 093 093 0518
, r 20099 0011  -0066 -0339  -0.004  -0.183
SOFA Dia 1 p 0618 0970 0750 0258 0984  0.549
, r-0099 0446  0.157 0095 0210  0.125
SOFA Dia 3 p 0706 0110 0561  0.54 0434  0.684

r = coeficiente de correlacién. p< 0.05 = significacion estadistica. PiroGlu: Acido piroglutamico.
APACHE II: Evaluacion de la fisiologia aguda y la salud cronica II. SOFA: Evaluacion secuencial de
insuficiencia organica.

De la misma manera, considerando los marcadores de gravedad APACHE II,
SOFA, dias de estancia en UCI, dias de ventilaciéon mecanica y edad se traté de buscar
correlaciones con el Glu. Este estudio de asociacion de los marcadores de gravedad
clinicos con los niveles deGlu se muestra en 1aTabla 18. Se observd una correlacion
positiva significativa (p = 0.016) entre los dias de ventilaciéon mecénica y los niveles de
Gluen suero a la inclusion en el estudio. De la misma manera, otra correlacion positiva
proxima a la significacion estadistica (p = 0.051) fue observada entre los dias de

estancia en UCI y los niveles de Glu en suero el dia de inclusién en la UCI. Finalmente,
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la escala de severidad APACHE II se asocié positivamente con los niveles de Glu en

orina/crea.

Tabla 18. Asociaciones encontradas entre los niveles de acido glutamico y marcadores clinicos de
gravedad.

Dia 1 Dia3  Dial  Dia3 Dia 1 Dia 3
Glu Glu Glu Glu Glu/crea  Glu/crea
Suero Suero Orina Orina Orina Orina
Edad (afios) r -0176 0339  -0,107 _ -0,006 0110 _ -0.085
p 0371 0235 0602 0,986 0.593  -0.027
Estancia en r 0372 0385 0196  -0399  0.145 0.183
UCI(Dias) p 0,051 0174 0336 0,177 0.478 0.550
Ventilacién r 0450 0107 0184 0,063 0.122 0.030
mecanica(Dias) p 0,016 0,715 0,368 0,838 0.553 0.923
r 0,081 0469 0306  -0,005 053 0018
APACHE 11 p 0707 0124 0166 0,989 0.010 0.958
, r =004 -0,052 0101  -0325  0.150  -0.020
SOFADia 1 p 0835 0,861 0622 0279 0.465 0.949
, r 0085 0386 0098  -0,164 0007  -0223
SOFADia 3 p 0745 0.173 0719 0592 0.978 0.465

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacion estadistica. PiroGlu: Acido piroglutamico. Glu:
Acido glutdmico. Crea: creatinina. APACHE II: Evaluacion de la fisiologia aguda y la salud crénica II.
SOFA: Evaluacion secuencial de insuficiencia organica.

El estudio de asociacion de los marcadores de gravedad clinicos (APACHE II,
SOFA, dias de estancia en UCI, dias de ventilacion mecénica y edad) con la actividad
de la GPx en eritrocito se muestra en la Tabla 19. No se observo ninguna asociacion
entre la actividad de la GPx en eritrocito con las variables cuantitativas relacionadas con

la gravedad clinica de los casos.

Tabla 19. Asociacion entre de la actividad de la glutation peroxidasa con marcadores clinicos de
gravedad.

Dia 1 Dia 3

GPx GPx
Edad (aiios) r 0.178 -0.144
p 0.454 0.656

Estancia en UCI r -0.259 0.282
(dias) p 0.269 0.374
Ventilacion mecanica r -0.196 -0.554
(dias) P 0.408 0.062
r 0.243 -0.018

APACHE IT P 0.317 0.958
, r -0.047 -0.435
SOFADia 1 p 0.843 0.158
. r 0.223 0.200
SOFADia 3 p 0.444 0.532

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacion estadistica. GPx: Actividad de la glutation
peroxidasa. APACHE II: Evaluacion de la fisiologia aguda y la salud crénica II. SOFA: Evaluacion
secuencial de insuficiencia organica.
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4.2.5. Asociacion de los niveles de acido piroglutamico, acido glutamico y

glutation peroxidasa con la mortalidad.

En este subapartado se pretende observar si existid alguna diferencia en los
valores de alguno de estos tres pardmetros entre pacientes fallecidos y no fallecidos. La
Tabla 20, muestra los valores medios de acido piroglutamico y 4cido glutdmico, tanto
en suero como en orina, asi como la actividad de la GPx atendiendo a la supervivencia y
exitus de los pacientes. La mortalidad observada en este grupo de pacientes a los 28 dias
fue del 42.9% (12 pacientes). Como se puede observar en la Tabla 20, no se registraron
diferencias entre los grupos de fallecidos y no fallecidos con los parametros estudiados,

excepto con el Glu/crea en orina en el tercer dia.

Tabla 20. Asociaciones estudiadas de los niveles de 4cido piroglutdmico, acido glutimico y GPx, entre
los pacientes fallecidos y supervivientes.

Parametro Dia 1l Dia 3 , ,
o g o gt b
Media (DE) Media (DE) Media (DE) Media (DE)
PiroGluSuero 703.6 684.3 873.11 1429.1 0.577 0.186
PiroGluOrina 1002.0 494.2 1399.4 3093.0 0.792 0.128
PiroGlu/creOrina 2.29 1.60 4.05 3.50 0.673 0.612
GluSuero 5.89 5.55 6.89 9.64 0.745 0.073
GluOrina 7.582 20.61 12.35 15.86 0.398 0.493
Glu/creaOrina 0.025 0.069 0.063 0.017 0.493 0.043
GPxeritrocitaria 1289.6 1214.8 1451.8 1230.3 0.732 0.518
GPx/Hberitrocitaria 12.06 12.38 17.06 13.70 0.732 0.405

PiroGlu: Acido piroglutamico. Glu: Acido glutimico. GPx: Glutation peroxidasa. Crea: creatinina. Hb:
Hemoglobina.

4.2.6. Asociacion de los niveles de acido piroglutamico, acido glutamico y
glutation peroxidasa con parametros hematolégicos, respiratorios y

bioquimicos.

A continuacion, se realiza un analisis de las asociaciones existentes de los tres
parametros de estudio (PiroGlu, Glu y GPx) con los pardmetros respiratorios,
bioquimicos y hematoldgicos que se miden rutinariamente durante la estancia en UCI y

anteriormente mencionadas.

Se realizd un estudio de las asociaciones de los niveles de PiroGlu con los

parametros utilizados como marcadores de inflamacién, tanto en suero como en orina.
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Los marcadores de inflamacion utilizados fueron el acido lactico, fibrinogeno, LDH,
PCT, PCR vy leucocitos. Se observo una correlacion estadisticamente significativa entre
los nieveles de PiroGlu en suero y los niveles de PCT, el dia de inclusion en el estudio

(r=-0.416; p = 0.034). Los niveles de PiroGlu disminuyeron al aumentar la PCT.

Cuando se asociaron las variables respiratorias PAM, pH, PaFi, PaCO,, PEEP,
complianza, FiO,, bicarbonato, exceso de bases y anion GAP con los niveles de PiroGlu
en suero y orina, también se encontraron correlaciones. Se observa una correlacion
positiva entre la concentracion de PiroGlu en orina con la PaCO, (r = 593; p = 0.003), el
primer dia. Esta correlacion fue positiva, aumentd el PiroGlu conforme aumento la
presion parcial de CO,. También se observa una correlacion positiva de los niveles de

PiroGlu/crea en orina con el FiO; (r = 0.540; p = 0.005).

También se asociaron otras variables bioquimicas y hematologicas como la
creatinina, urea, diuresis, balance hidrico, sodio, potasio, GOT, GPT, bilirrubina, CPK,
INR, APTT, dimero D, factor coagulacion V, leucocitos, neutréfilos, hemoglobina y
plaquetas, con los niveles de PiroGlu en suero y en orina. Se observaron una serie de
correlaciones en el primer dia. Estas correlaciones fueron los niveles de PiroGlu en
suero con los niveles de creatinina en suero (r = - 0.472; p = 0.011), los niveles de
PiroGlu en suero con TTPA (r = - 0.587; p = 0.001) y los niveles de PiroGlu en orina
con el porcentaje de neutrofilos (r = - 0.431; p = 0.04). Estas tres correlaciones fueron
negativas, ya que al aumentar los niveles de PiroGlu disminuyd la cncentracion de
creatinina, la TTPA y el porcentaje de neutrofilos. También en el primer dia se
observaron otras asociaciones, los niveles de PiroGlu/creatinina en orina con sodio en
suero (= 0.380; p = 0.056) y los niveles de PiroGlu en orina con porcentaje de
linfocitos (r = 0.431; p = 0.040), siendo estas correlaciones positivas, ya que al
aumentar los niveles de PiroGlu también aumentaron los niveles de sodio y el
porcentaje de linfocitos. También se observaron correlaciones al tercer dia como son los
niveles de PiroGlu en suero con diuresis (r = 0.643; p = 0.018) y Is niveles de
PiroGlu/creatinina en orina con balance hidrico (r = 0.818; p = 0.001), siendo en este

caso una correlacion positiva.

Posteriormente, se realizé un analisis de las asociaciones de los niveles de Glu,
tanto en suero como en orina, con las variables respiratorias, bioquimicas y

hematologicas cuantitativas. Se comenzd asociando los niveles de Glu con los
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marcadores de inflamacion como el acido lactico, fibrinogeno, LDH, PCT, PCR y
leucocitos. Se observaron dos correlaciones negativas que consisten en asociar los
niveles de Glu en suero con los niveles de LDH, en el primer dia (r = - 0.459; p = 0.016)
y los niveles de Glu en orina con los niveles de LDH en el tercer dia (r = - 0.608; p =

0.036).

En cuanto a la asociacion de los niveles de Glu con los marcadores respiratorios
también se encontraron correlaciones significativas. Los marcadores respiratorios
estudiados fueron PAM, pH, PaFi, PaCO,, PEEP, complianza, FiO,, bicarbonato,
exceso de bases y anion GAP. Se observo una correlacion entre entre los niveles de Glu
en orina con la PaCO; (r = 0.474; p = 0.022) y también entre los niveles de Glu en orina
con el FiO, (r = 0.504; p = 0.010), en el primer dia. Estas dos ultimas correlaciones

fueron positivas.

Seguidamente, se hizo un estudio de los marcadores bioquimicos y hematologicos
con los niveles de Glu en suero y orina, en los cudles también observamos algunas
correlaciones significativas. Las variables que se estudiaron en este caso fueron
creatinina, urea, diuresis, balance hidrico, sodio, potasio, GOT, GPT, bilirrubina, CPK,
INR, APTT, dimero D, factor coagulacion V, leucocitos, neutréfilos, hemoglobina y
plaquetas. Se observaron las siguientes correlaciones: los niveles de Glu en suero y los
niveles de GOT (r = - 0.418; p = 0.038), los niveles de Glu en suero y APTT (r = -
0.566; p = 0.002), los niveles de Glu en orina y APTT (r = - 0.377; p = 0.058), en el
primer dia. Los niveles de Glu en suero y el recuento de plaquetas (r = - 0.582; p =

0.029), en el tercer dia. Estas cuatro correlaciones tltimas fueron negativas.

Por ultimo, se estudiaron las asociaciones de la actividad enzimatica de la GPx en
eritrocito con las variables respiratorias, bioquimicas y hematologicas. Al hacer la
asociacion de la actividad enzimatica de GPx con los marcadores inflamatorios como el
acido lactico, fibrindgeno, LDH, PCT, PCR y leucocitos, se observo una correlacion
entre la actividad enzimatica de la GPx y los niveles de lactato (r = - 0.487; p = 0.029),
en el primer dia. Se observd como la actividad de la GPx disminuye al aumentar los

niveles de acido lactico.

También se hizo un estudio de asociacion entre la actividad enzimatica de laGPx
con marcadores respiratorios como la PAM, pH, PaFi, PaCO,, PEEP, complianza, FiO,,

bicarbonato, exceso de bases y anion GAP. En este caso, se observd una correlacion
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entre la actividad de la GPx y el pH (r = - 0.615; p = 0.044), la actividad enzimatica de
la GPx y los niveles de bicarbonato (r = - 0.636; p = 0.035) y la actividad enzimatica de
la GPx y exceso de bases (r = - 0.742; p = 0.014), en el tercer dia. Estas tres
correlaciones ultimas fueron negativas. La actividad enzimatica de la GPx disminuyo6 al

aumentar el pH, el bicarbonato y el exceso de bases.

En cuanto a la asociacion estudiada de la actividad enzimatica de la GPx con los
marcadores bioquimicos y hematologicos tenemos en cuenta los niveles de la creatinina,
urea, diuresis, balance hidrico, sodio, potasio, GOT, GPT, bilirrubina, CPK, INR,
APTT, Dimero D, Factor coagulacion V, leucocitos, neutréfilos, hemoglobina y
plaquetas. En este caso solo se observé una correlacion positiva entre la GPx y la PCR
(r=10.829; p = 0.042), en el tercer dia, donde aument? la actividad enzimatica de la GPx

al aumentar los niveles de PCR.

4.2.7. Curvas ROC segun los niveles de acido piroglutamico, acido glutamico y

glutation peroxidasa.

A continuacion, se realizo un célculo de la curva ROC (Figura 9) para determinar
la utilidad de los niveles de PiroGlu en suero en el diagndstico de sepsis en el primer y
el tercer dia de estancia en la UCI. Se observa que la curva se encuentra medianamente

alejada de la linea de referencia.

Figura 9. Curva ROC del acido piroglutamico.
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En la curva establecimos un punto de corte de 460 pug/L donde la sensibilidad, la

especificidad y el Area bajo la curva (ABC) eran medianamente altas (Tabla 21).

Tabla 21. Sensibilidad, especificidad y ABC del acido piroglutamico.

Sensibilidad Especificidad ABC

Dia 1 Acido 0.786 0.778 0.865
piroglutamico

Dia 3 Acido 0.929 0.778 0.937
piroglutamico

De la misma manera se hizo la curva ROC de PiroGlu/crea en orina (Figura 10).
Y se observé que la curva se aleja de la linea de referencia.
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Figura 10. Curva ROC del 4cido piroglutamico/creatinina en orina.
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Con el punto de corte de 0.5 pg/L se obtuvieron las sensibilidades, especificidades

y el ABC del PiroGlu/crea en orina en el primer y en el tercer dia (Tabla 22).

Tabla 22. Sensibilidad, especificidad y ABC de acido piroglutdmico/creatinina en orina.

Sensibilidad Especificidad ABC
Dia 1 PiroGlu/crea 0.923 0.828 0.902
Dia 3 PiroGlu/crea 0.999 0.828 0.976

PiroGlu/crea: Acido priglutimico/creatinina

Seguidamente, se hizo un célculo de la curva ROC del Glu (Figura 11), para ver
si los niveles de éste discernian entre los pacientes con shock séptico y los pacientes
sanos. Se calculd la curva inversa, ya que en este caso lo pacientes con shock séptico
tienen niveles bajos de Glu en suero. Pero la curva se muestra cercana a la linea de

referencia.

147



RESULTADOS

Figura 11. Curva ROC del acido glutamico en suero.
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Con el punto de corte de 7 pg/L se obtuvieron las sensibilidades y especificidades

del Glu en suero (Tabla 23). En este caso, el acido glutdmico apenas mostrd

sensibilidad y especificidad frente al shock séptico y la ABC fue baja.

Tabla 23. Sensibilidad, especificidad y ABC del acido glutamico en suero.

Sensibilidad Especificidad ABC
Dia 1 Acido glutimico 0.630 0.571 0.671
Dia 3 Acido glutamico 0.630 0.429 0.563

También se hizo un célculo de la curva ROC del Glu en orina (Figura 12), para

ver si sus niveles diferenciaban entre los pacientes con shock séptico y los pacientes

sanos. En este cao también se calculd la curva inversa.
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Figura 12. Curva ROC del acido glutamico en orina.
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Se calculd la sensibilidad y la especificidad teniendo en cuenta el punto de corte
de 14 pg/L se obtuvieron las sensibilidades y especificidades del Glu en orina que se

observan en la Tabla 24.

Tabla 24. Sensibilidad, especificidad y ABC del acido glutamico en orina.

Sensibilidad Especificidad ABC

Dia 1 Ac1d9 glutamico 0.793 0.846 0.952
_ orina

Dia 3 Ac1d9 glutamico 0.793 0.692 0.753
orina

Posteriormente, se hizo lo mismo para la actividad enzimatica de la GPx/Hb en
eritrocito. Se calculé una curva ROC inversa que se puede observar en la Figura 13. En

este caso se observa la linea de la curva alejada de la curva de referencia.
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Figura 13. Curva ROC de la actividad de la glutation peroxidasa en eritrocito/hemoglobina.

1,0

0,8

o
o
|

Procedencia de la
curva

__ Gpx 1°dia (U/gr
Hb)

_ Gpx 3°dia (U/gr
Hb)
Linea de
referencia

Sensibilidad

o
N
|

0,2

0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Gpx/Hb: actividad de la Glutation peroxidasa eritrocitaria

Se calcul¢ la sensibilidad, la especificidad y el ABC teniendo en cuenta el punto
de corte de 15 pg/L de la actividad de la GPx/Hb eritrocitaria como se puede observar

en la Tabla 25.

Tabla 25. Sensibilidad, especificidad y ABC de la actividad de la glutation peroxidasa/hemoglobina en
eritrocito.

Sensibilidad Especificidad ABC
Dia 1 GPx/Hb 880 818 953
Dia 3 GPx/Hb 920 727 840

GPx/Hb: Actividad de la glutatién peroxidasa/hemoglobina en eritrocito.

4.2.8. Estudio de la capacidad antioxidante total.

A continuacion, se exponen los resultados obtenidos al medir los niveles de la

CAT en suero y en orina en los pacientes con shock séptico, la comparacion con los
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controles y su evolucion en los tres primeros dias de estancia en la UCI. Posteriormente,

se presentan los estudios de asociacion realizados con otras variables.

Los resultados que se obtuvieron de los niveles de la CAT en suero y orina de los
pacientes con shock séptico se muestran en la Tabla 26. Se puede observar como los

valores en orina son superiores a los valores en suero.

Tabla 26. Resultados de la capacidad antioxidante total en suero y orina en pacientes con shock séptico.

Minimo Maximo Media Des’v tacion
tipica
Dia 1 CAT suero (umol/L) 363.6 4668.9 1946.2 868.0
Dia 3 CAT suero (umol/L) 625.4 2698.1 1527.7 662.7
Dia 1CAT orina (umol/L) 2007.2 17395.6 6640.3 4023.5
Dia 3 CAT orina (umol/L) 1483.6 19286.5 7480.5 5314.7

CAT: Capacidad antioxidante total

Se hizo una comparacion de los niveles de la CAT entre los pacientes con shock
séptico y los controles, tanto en suero como en orina, pero no se observaron diferencias
estadisticamente significativas.Otro resultado obtenido fue una correlacion significativa
entre los nieveles de la CAT en suero y los nieveles de la CAT en orina (r = 0.399; p< 0.

044), el primer dia de estancia en la UCI.

Seguidamente, se estudio6 la evolucion de los niveles de CAT desde el primer dia
de estancia en la UCI hasta el tercer dia, pero tampoco se observaron diferencias

estadisticamente significativas en suero, ni tampoco en orina.

A continuacion, se expone el estudio de asociacion entre los niveles de la CAT en
suero y orina y las variables anteriormente estudiadas. El PiroGlu y Glu tanto en suero
como en orina, y la GPx en eritrocito. Se observo una correlacion positiva entre los
niveles de la CAT en orina con los nieveles de PiroGlu en orina, en el primer dia (r =
0.575; p = 0.002) y en el tercer dia (r = 0.901; p = 0.001). También se observd una
correlacion positiva entre los niveles de la CAT en orina con los niveles de Glu en
orina, en el primer dia (r = 0.469; p = 0.016) y en el tercer dia (r = 0.637; p = 0.019). En
los dos casos los niveles de la CAT aumentaron en orina cuando aumentaron los niveles
de PiroGlu y los niveles de Glu en orina. Sin embargo, con la actividad enzimatica de la
GPx no se encontrd ninguna asociacion. Estas correlaciones se pueden observar en la

Tabla 27.
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Tabla 27. Estudio de la asociacion de la capacidad antioxidante total con el PiroGlu y el Glu en orina.

Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3
PiroGlu orina  PiroGlu orina Glu orina Glu orina
CAT orina Dia 1 r 0.575 -0.303 0.469 -0.072
(nmol/L) p 0.002 0.315 0.016 0.816
CAT orina Dia 3 r 0.005 0.901 0.071 0.698
(nmol/L) p 0.986 0.001 0.817 0.001

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacion estadistica. CAT: Capacidad antioxidante total.
PiroGlu: Acido piroglutamico. Glu: Acido glutamico.

Posteriormente, se hizo una comparacion de los niveles de la CAT, tanto en suero
como en orina, con las variables cuantitativas relacionadas con la gravedad clinica
(edad, dias de ventilacion mecanica, dias de estancia en UCI, APACHE II y SOFA) de
los casos con shock séptico. Entre los resultados obtenidos, se observo una correlacion
de los niveles de la CAT en suero con la escala APACHE II (r = 0.447; p = 0.028) y con
la edad (r = 0.401; p = 0.035), donde los niveles de la CAT aumentaron al aumentar la
escala APACHE II y la edad. Se observa también una correlacion de los niveles de la
CAT en orina con los dias de ventilacion mecénica (r = 0.584; p = 0.002) que también

resultd ser positiva. Los resultados de estas asociaciones se pueden ver en la Tabla 28.

Tabla 28. Asociaciones entre los niveles de la capacidad antioxidante total y los marcadores clinicos de
gravedad.

Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3
CAT Suero CAT Suero CAT Orina CAT Orina
Edad (i r 0.401 0.119 0.283 20.006
ad (afios) p 0.035 0.685 0.161 0.986
. , ¢ -0.037 0.517 0.085 20233
Estancia en UCI (dias) p 0.852 0.058 0.680 0.444
Ventilacion mecinica (dias) r 0.215 0.127 0.584 0.197
entilacion mecinica (dias p 0.272 0.666 0.002 0.518
r 0.447 20.560 0.203 0.001
APACHEN P 0.028 0.058 0.366 1.000
, r 0.340 0.135 0.344 -0.260
SOFA Dia 1 P 0.077 0.646 0.085 0.392
, r -0.161 0.333 0.162 0.303
SOFA Dia 3 P 0,537 0.245 0.550 0.314

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacion estadistica. CAT: Capacidad antioxidante total.

También se estudiaron las diferencias de los niveles de la CAT entre los sujetos
fallecidos y los no fallecidos. Se observd una asociacion de los niveles de la CAT en

suero con la mortalidad en el primer dia de estancia en la UCI (p= 0.045).
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A continuacion, se realizd un estudio de los niveles de la CAT, tanto en suero
como en orina, con las variables respiratorias, bioquimicasy hematologicas en busca de
asociaciones. En primer lugar, se realiz6 la busqueda de la asociacion de los niveles de
la CAT con los marcadores de inflamacién (acido lactico, fibrindgeno, LDH, PCT, PCR
y leucocitos). Tras el estudio de asociacion las correlaciones observadas fueron los
niveles de CAT en suero con los niveles de LDH (r = 0.447; p = 0.019), en el primer
dia, que result6 ser positiva, otra correlacion de los niveles de la CAT en orina con los
niveles de acido lactico (r = 0.692; p = 0.013) y otra de los niveles de la CAT en suero
con los niveles de fibrindgeno (r = - 0.698; p = 0.008), las dos correlaciones en el tercer
dia. En el caso los niveles de acido lactico la correlacion es positiva con los niveles de la
CAT vy, en el caso de los niveles de fibrindgeno, la correlacion es negativa, es decir,

aumentaron los niveles de fibrinégeno al disminuir los niveles de la CAT.

En cuanto a los marcadores respiratorios, se realizo una asociacion con los niveles
de la CAT obteniéndose también correlaciones. Los marcadores respiratorios fueron la
PAM, pH, PaFi, PaCO2, PEEP, complianza, FiO2, bicarbonato, exceso de bases y anién
GAP. Se observan 3 correlaciones positivas de los niveles de la CAT en orina el primer
dia con la PaCO, (r = 0.517; p = 0.012), la PEEP (r = 0.667; p = 0.025) y la FiO; (r =
0.474; p = 0.017). También se observan dos correlaciones de los niveles de la CAT en
suero en el primer dia, con el pH (r =- 0.443; p = 0.018) y con el exceso de bases (r = -
0.397; p< 040), en este caso negativas, aumentando el pH y el exceso de bases al

disminuir los niveles de la CAT.

Por ultimo, se estudio la asociacion de los niveles de la CAT con los marcadores
bioquimicos: creatinina, urea, diuresis, balance hidrico, sodio, potasio, GOT, GPT,
bilirrubina, CPK, INR, APTT, dimero D, Factor coagulacion V, leucocitos, neutrofilos,
hemoglobina y plaquetas. Se observd una correlacion entre los niveles de la CAT en
suero y los niveles de creatinina en suero, en el primer dia (r = 0.405; p = 0.033) y en el
tercer dia (r = 0.532; p = 0.050), que fue positiva. También una correlacion positiva
entre los niveles de la CAT en suero y los niveles de urea en suero, tanto en el primer
dia (r = 0.509; p = 0.006), como en el tercero (r = 0.727; p = 0.003). Por otro lado, se
observo una correlacion entre los niveles de la CAT en orina y los niveles de dimero D
(r = - 0.569; p = 0.027), en el primer dia, en este caso los niveles de dimero D

aumentaron al disminuir los niveles de la CAT.
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4.3. Estatus del acido folico, la vitamina B12 y la vitamina D en el paciente critico.
4.3.1. Comparacion con controles y evolucion de los niveles de acido félico, la

vitamina B12 y la vitamina D durante la estancia en UCI.

A continuacion, se realizo un estudio de los niveles séricos del Fol, de la Vit B12
y de la Vit D en pacientes con shock séptico y se compararon con los valores de los
controles sanos. Después se estudio la evolucion que siguen esos parametros en la UCI
durante tres dias. Los niveles de IL-6 fue incluida en este estudio para comparar el

comportamiento de este biomarcador de sepsis con las tres vitaminas a estudio.

En la Tabla 29 se muestran los valores medios de Fol, Vit B12 y Vit D en los
pacientes criticos con shock séptico. Los valores medios fueron comparados con valores
de referencia tomados del grupo de controles sanos. Los resultados sobre los pardmetros
analizados mostraron diferencias significativas (p< 0.05) tanto para los niveles de Fol,
de Vit B12, de IL-6 y de Vit D entre casos y controles.En el caso de la Vit B12 y la IL-6
se observaron niveles medios superiores en comparacion con los controles. Sin
embargo, en el caso de los niveles de Vit D se observaron niveles medios de esta

vitamina inferiores respecto a los controles.

En el caso de los niveles de Fol, existieron diferencias significativas entre los
grupos. Los niveles de Fol fueron inicialmente mas elevados en el grupo de los casos en
el primer dia de estancia en UCI. Se observo que el 28.6% de los pacientes presentaron
niveles altos de Fol, frente al 10.7% que mostraron niveles deficientes para esta
vitamina. Sin embargo, se observaron unos valores disminuidos del Fol en los casos en

el tercer dia de estancia en la UCI, al contrario que el primer dia.

Tabla 29. Acido folico, vitamina B12, interleucina-6 y vitamina D en pacientes con shock séptico con
respecto a los pacientes sanos.

Controles Dia 1 Dia 3 Control Control Ci'lSOS
Dia 1
(n=84) Casos Casos Vs Vs Vs

(Media + (n=28) (n=14) Casos Casos Casos

DE) (Media=DE)  (MediaDE)  Dial Dia3 [

Acidof6lico 8714316  9.61+7.86 7.49 = 7.08 0.047  0.004 0279
(ng/mL)

Vitamina B12 466.0+

og/mi) s 976445110 1118.7+1922  0.001 0.001 0241

Interleucina-6 .0, 51 17621 +46238 545+ 1366 0.001 0.001  0.005
(pg/mL)

Vitamin D 2764181  11.9+11.1 8442 0.001 0.001 0363
(ng/mL)

p < 0.05 = significacion estadistica.
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El estudio comparativo sobre la evolucion en el grupo de casos mostré una
disminucion significativa de los niveles de IL-6 en el tercer dia de estancia en UCI
respecto a los valores registrados en la admisién. No se observaron diferencias para
ninguna de las vitaminas estudiadas entre el primer y el tercer dia de estancia a pesar de
que los niveles de Fol y de Vit D al tercer dia se encontraron mas disminuidos que al

primer dia.

4.3.2. Asociacion entre el estatus de vitaminas (acido folico, la vitamina B12 y la
vitamina D) e inflamacion (IL-6) con los parametros de gravedad y

mortalidad.

En este subapartado se muestra la relacion que se encontrd entre los parametros
nutricionales correspondientes a los niveles de Fol, Vit B12, Vit D, e inflamacion
mediante el estatus de IL-6, con la gravedad y la mortalidad de los pacientes. Los
parametros de gravedad que se tuvieron en cuenta fueron edad, dias de ventilacion

mecanica, estancia en UCI, APACHE II, y SOFA.

La Tabla 30 muestra el analisis de correlacion bivariado entre los niveles de Fol,
Vit B12, Vit D e IL-6 en funcién de la gravedad y la mortalidad del paciente critico.
Como se puede observar se encontrd una correlacion entre los niveles de Fol con los
dias de ventilacion mecanica (r = 0.459; p = 0.014) en el primer dia. Esta correlacion
fue positiva, es decir, los niveles de Fol aumentaron conforme aumentaron los dias de
ventilacién mecanica. Ademas, se encontrd una asociacion de los niveles de 1L-6 con el
SOFA en el primer dia proximo a la significacion estadistica (r = 0.363; p< 0.075) y en
el tercer dia de forma significativa (r = 0.599; p< 0.023). Los niveles de IL-6 estuvieron
mas elevados conforme se encontraba elevada la escala SOFA. En los niveles de los
demas parametros, es decir, en los niveles de Vit B12 y en de Vit D, no se observaron

asociaciones con la gravedad.
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Tabla 30. Asociaciones estudiadas entre los niveles de acido félico, vitamina B12 y vitamina D con los
marcadores clinicos de gravedad.

Dia 1 Dia 3

Dia 1 Dia 3 Vit Vit Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3

Fol Fo 0 J0 VitD Vit IL6  IL-6

Edad(an r 0329 0053 -0.199 -0.005 -0.038 0289 -0060 0055
ad(afios) p 0088 0858 0311 0907 0846 0317 777 0852
Estancia en r -0063 0285 0301 0407 -0.177 0.174 -0.161 0425
UCI(dias) p 0750 0323 0119 0149 0367 0553 0443  0.129
Ventilacién r 0459 0071 0.170 0036 0009 0339 0.129  0.205
mecdnica(dias) p 0.014 0810 0386 0902 0966 0236 0540  0.483
r 0310 -0.130 0332 0507 0008 0053 0320 -0.081

APACHETIL 5140 0688 0113 0093 0972 0871 0158  0.803
, r 0131 0168 0315 0367 0112 0225 0363 0.126
SOFADial ' (506 0565 0103 0197 0569 0440 0.075  0.668
SOFAD@3 T 019 0297 0044 0495 -0086 0482 0315 059
1a p 0466 0302 0866 0072 0742 0.081 0217  0.023

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacion estadistica.Fol: Acido folico. Vit B12: Vitamina
B12. Vit D: Vitamina D. IL-6: Interleucina-6.

Posteriormente, se realizé un estudio donde se compararon los niveles de Fol, Vit
B12 y Vit D con la mortalidad a los 28 dias. Se observo una asociacion de los niveles de
Fol con la mortalidad (p = 0.017). También se observo una asociacion con la mortalidad
de la Vit D en el tercer dia de estancia en UCI. En ambos casos, los pacientes que
fallecieron tuvieron niveles mas altos de Fol y de Vit D. Estas asociaciones se pueden
observar en la Tabla 31. En dicha tabla, también se muestran otras variables que
resultaron ser significativas con la mortalidad, algunas de las cuales (acido lactico e IL-
6) son biomarcadores de gravedad por excelencia. En cuanto a los niveles de IL-6,
también se observo diferencias estadisticamente significativas entre los fallecidos y no
fallecidos en el primer dia (p = 0.008) y en el tercer dia (p = 0.016), siendo mucho mas
altos los niveles de IL-6 en los fallecidos. Igualmente, se observaron diferencias
significativas entre los niveles de acido lactico y el recuento de plaquetas, no
encontrandose diferencias en el caso de los niveles de anion GAP, PCR, PCT,
fibrindgeno ni leucocitos. En cuanto a los niveles de Vit B12, no se hall6 asociacion con

la mortalidad.
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Tabla 31. Asociacion de la mortalidad a los 28 dias con el estatus de acido folico, la vitamina B12, la
vitamina D y otros parametros en pacientes con shock séptico.

Dia 1 Dia 3

NO ST NO SI Dial Dial
Media (DE)  Media (DE)  Media (DE) Media (DE) P P

Fol (ng/mL) 648+533  13.78+893  7.04+663 9.10=10.06 0.017 00938
Vit B12 (pg/mL) 1001 + 534 943 = 500 1141 £421 1363238  0.652 0.454
Vit D (ng/mL) 9.89+7.92 14.8+ 142 6.42+3.14 13.80+1.68 0.164 0.010
IL-6 (pg/mL) 2880+ 4787  43830+71859  84+142 223942560 0.008 0.016
Pla (*10%/pL) 141.94885 96241032  1045+556 293+260 0.046 0.020
Lac (mmol/L) 3.94+1.77 576 + 1.82 1454036 5224298 0.014 0.004

p < 0.05 = significacién estadistica. Fol: Acido félico. Vit B12: Vitamina B12. Vit D: Vitamina D. IL-6:
Interleucina-6. Pla: Plaquetas. Lac: Acido lactico.

4.3.3. Asociacion entre el estatus de acido félico, vitamina B12 y vitamina D con
los niveles de acido piroglutamico, acido glutamico y la actividad de la

glutation peroxidasa.

A continuacion, la Tabla 32 muestra estudio de asociacion entre los niveles de los
tres parametros de estudio (Fol, la Vit B12 y la Vit D) de los pacientes con shock
séptico con los niveles en eritrocito, suero y orina de PiroGlu, Glu y GPx. Los niveles
séricos de Vit B12 se correlacionaron con niveles séricos de Glu (r = 0.384; p= 0.044)
de estos pacientes el primer dia, es decir, cuanta mas concentracion de Vit B12 tenian
en suero, mas elevados se encontraban los niveles de Glu. También se encontré una
correlacion positiva de la concentracion de Vit B12 con el rartioGlu/crea en orina (r:
0.442; p= 0.024). Los niveles de Vit D se correlacionaron con los niveles de Glu en
suero (r = 0.543; p = 0.45) en el tercer dia, siendo también positiva. Los niveles de Fol
en suero se correlacionaron negativamente con los de Glu en orina (r = - 0.659; p =
0.014) en el tercer dia. No se encontr6 ninguna asociacion con los niveles de Piroglu, ni

con la actividad de la GPx eritrocitaria.
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Tabla 32. Estudio de la asociacion del estatus de acido félico, la vitamina B12 y la vitamina D con los
niveles de acido glutamico tanto en suero como en orina.

Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3 Dia 1 Dia 3

Fol Fol Vit B12 Vit B12 Vit D Vit D

Dia 1GluSuero r 0.098 -0.059 0.384 -0.138 0.063 0.424
p 0.621 0.840 0.044 0.637 0.750 0.131

Dia 3GluSuero r 0.209 -0.077 0.025 0.354 0.516 0.543
p 0.474 0.794 0.932 0.214 0.059 0.045

Dia 1GIuOrina r -0.272 -0.275 0.290 0.190 0.175 0.262
p 0.179 0.342 0.151 0.515 0.393 0.366

Dia 3GIuOrina r -0.484 -0.659 - 0.526 -0.394 0.582 0.335
p 0.094 0.014 0.065 0.183 0.037 0.263

Dia r 0.057 -0.437 0.442 -0.077 0.144 0.248
1Glu/creaOrina p 0.782 0.118 0.024 0.792 0.484 0.392
Dia 3Glu/crea r 0.066 0.291 0.383 0.305 -0.308 -0.209
Orina p 0.831 0.334 0.350 0.312 0.306 0.494

r = coeficiente de correlacion. p< 0.05 = significacion estadistica. Fol: Acido folico. Vit B12: Vitamina
B12. Vit D: Vitamina D. Glu: Acido glutamico.

4.3.4. Comparacion del estatus de acido foélico, vitamina B12 y vitamina D con

marcadores de fase aguda.

Posteriormente, se realizo un estudio de las asociaciones existentes entre los tres
parametros nutricionales de estudio (Fol, Vit B12 y Vit D) con las variables
cuantitativas bioquimicas, respiratorias y hematologicas medidas en los pacientes con

shock séptico.

En primer lugar se estudid la asociacion existente entre los niveles de Fol, la Vit
B12,la Vit D y la IL-6con otros reactantes de fase aguda. En cuanto a los niveles de IL-
6, éstos se correlacionaron con los niveles acido lactico, tanto en el primer dia (r =
0.524; p=0.007) como en el tercer dia (r = 0.641; p=0.018), con los niveles de GAP (r
0.512; p=0.009) en el primer dia, y con el TTPA en el primer dia (r = 0.552; p= 0.004)
y al tercer dia (r = 0.706; p=0.007).

Al hacer el mismo estudio con el Fol, obtuvimos correlaciones entre los niveles de
Folylos niveles de fibrindgeno (r = 0.382; p=0.045) en el primer dia. También hubo una
correlacion entre los niveles de acido folico en el primer dia y los niveles de acido
folico en el tercer dia (r = 0.939; p<0.001), siendo esta asociacion positiva. En cuanto a
la Vit D, se encontraron correlaciones en el primer dia de estancia en la UCI con el pH
(r =-0.375; p< 0.05), con los niveles de fibrindgeno (r = 0.468; p= 0.012), y con los
niveles de bilirrubina (r = 0.681; p< 0.001). En el caso del pH, éste disminuy6 al

aumentar los niveles de Vit D, y en el caso del fibrindgeno y la bilirrubina, aumentaron
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al aumentar los niveles de Vit D. Algunas de estas correlaciones se muestran en la

Figura 14.

Figura 14. Correlacion entre el estatus de acido folico y la interleucina-6 con marcadores de fase aguda.
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Por otro lado, se estudiaron los niveles deVit B12, Fol y Vit D con la capacidad

antioxidante total, no observandose correlaciones estadisticamente significativas entre

ninguno de los pardmetros analizados.

4.3.5. Curvas ROC segun el estatus de acido folico, vitamina B12 y vitamina D.

En este apartado se pretende hacer una blisqueda de la utilidad de las variables

Fol, Vit B12 y Vit D en la apariciéon de la enfermedad de la sepsis. Para ello se

calcularon las curvas ROC de dichos parametros y se hallo el Area Bajo la Curva

(ABC), la sensibilidad y la especificidad para predecir la aparicion de shock séptico de

cada una de las variables.
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Se calculé la curva ROC del 4cido folico para tratar de predecir su capacidad de
discernir entre la enfermedad de shock séptico y pacientes sanos. Como se puede
observar en la Figura 15, la curva se acerca mucho a la linea de no discriminacion. La
curva que muestra la figura es la curva inversa, es decir, las concentraciones bajas de

acido folico caracterizan la aparicion de la enfermedad.

Figura 15: Curva ROC del acido folico.
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En la Tabla 33 se muestra el ABC, la especificidad y sensibilidad del 4cido folico
considerando como punto de corte unos niveles de 7 ng/mL. Para este punto de corte se

observé un ABC mediana y, una especificidad y sensibilidad medianas también.

Tabla 33. Sensibilidad, especificidad y ABC del 4cido folico.

Sensibilidad Especificidad ABC
Acido Félico Dia 1 0.700 0.643 0.695
Acido Félico Dia 3 0.688 0.714 0.743

Seguidamente, se calcul6 la curva ROC, para determinar la capacidad de predecir
el diagnostico de shock séptico de la Vit B12. Esta curva se puede observar en la Figura

16. Se observd como la curva se aleja de la linea de referencia.
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Figura 16: Curva ROC de la vitamina B12.
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En cuanto al ABC, la sensibilidad y especificidad se muestran en la Tabla 34,
considerando como punto de corte unos niveles de 513 pg/mL, que se corresponde con
el limite superior de los valores de referencia. Como se pudo observar, la Vit B12

mostro una alta ABC, alta sensibilidad y mediana especificidad.

Tabla 34. Sensibilidad, especificidad y ABC de la Vitamina D.

Sensibilidad Especificidad ABC
Vitamina B12 Dia 1 0.857 0.675 0.886
Vitamina B12 Dia 3 0.929 0.675 0.925

Por ultimo, se calcul6 la curva ROC de la Vit D para determinan la capacidad de
predecir la enfermedad de shock séptico. La curva ROC de la Vit D se muestra en la
Figura 17, también se trata de la curva inversa como en el caso del Fol. Se pudo

observar en este caso la amplia separacion de la curva de la linea de referencia.
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Figura 17. Curva ROC de la Vitamina D.
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También se averiguo el ABC, la sensibilidad y la especificidad de la Vit D, como
se puede observar en la Tabla 35. Se consideré como punto de corte 10 ng/mL, aunque
se considerd que por debajo de 20 ng/mL hay deficiencia, pero el valor de 10 ng/mL
reflejé un mejor equilibrio entre la sensibilidad y la especificidad. En el caso de la Vit
D, su ABC y la sensibilidad resultaron ser altas, aunque la especificidad fue mediana

para este punto de corte.

Tabla 35. Sensibilidad, especificidad y ABC de la Vitamina D.

Sensibilidad Especificidad ABC
Dia 1 Vitamina D 0.867 0.714 0.896
Dia 3 Vitamina D 0.867 0.643 0.895
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5. DISCUSION

A continuacion se hace una evaluacion de la metodologia seguida en el estudio, de
las caracteristicas de los pacientes con shock séptico y controles, y de los resultados
obtenidos. Generalmente, los resultados obtenidos son muy parecidos a los esperados y
se han podido establecer relaciones entre parametros que dan mas luz al alterado y

complejo metabolismo ocurrido en estos pacientes tan graves.

5.1. Evaluacion de la metodologia utilizada en el estudio.

La muestra de pacientes con sepsis que obtuvimos fue seleccionada
meticulosamente para obtener los casos mas graves. La muestra fue obtenida de manera
consecutiva a medida que los pacientes ingresaron en la UCI, ademdas de reunir los
criterios de inclusion establecidos. Los pacientes que compusieron la muestra fueron
finalmente 28. Una vez realizado el calculo del tamafio muestral y dado que la
bibliografia existente a dia de hoy no muestra datos de prevalencia e incidencia que nos
permitan realizar el calculo, el presente estudio puede considerarse como un pilotaje.
Una muestra de 28 sujetos, dada la dificultad en reclutar pacientes con unos criterios tan
especificos, ha resultado ser suficiente para obtener una vision clara aunque no
determinante de los objetivos perseguidos en este proyecto. No obstante, el presente
estudio contintia abierto y los pacientes siguen siendo incluidos hasta obtener datos
concluyentes que nos permitan extrapolar a la poblacion general con shock séptico con

estas caracteristicas.

5.2. Evaluacion de las caracteristicas clinicas y bioquimicas de los casos.

Los pacientes seleccionados cumplen todos los criterios para clasificarlos como
shock séptico. Se ha observado que en nuestro grupo de casos, el shock séptico es mas
comun en varones. Esta prevalencia mayor en hombres ya se observd en otros estudios
(54,55), siendo en estos mas comun la tasa de hospitalizacion y mortalidad, y en
mujeres la letalidad. En nuestros pacientes se observa una gravedad importante ya que

las escalas de SOFA y un APACHE II mostraron valores muy elevados. Igualmente, en
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nuestros pacientes la complianza se aleja de los valores de referencia, lo que da una idea

del grado de gravedad en el que se encuentran.

Segun los resultados obtenidos en nuestro estudio y referidos a la evolucion de la
estancia en UCI, encontramos que los pacientes seleccionados presentaron una mejora
general clinica que se puede objetivar en el descenso de los valores de la escala SOFA
asi como en el FiO,, y en el aumento de la PAM. Esta mejora es posiblemente debida al
soporte recibido por los protocolos establecidos en la UCIL Por otro lado, el 4cido
lactico desciende al tercer dia, lo que parece obedecer a una restauracion del
metabolismo aerdbico, es decir, a un descenso del estado de isquemia. La correlacion
descrita en nuestro estudio entre el anion GAP y la escala de gravedad APACHE II, nos
hace pensar que la acidosis metabolica generada estd influyendo en el empeoramiento

clinico del paciente.

En cuanto a los pardmetros bioquimicos, las medias de creatinina y bilirrubina
estuvieron bastante por encima de los valores de referencia. Estos valores dan una idea
de la situacion hipercatabdlica y el posible fallo organico que presentan estos pacientes.
En la ultima definicién de sepsis en 2016 incluye la medicion de la concentracion de
bilirrubina para determinar la progresion de la insuficiencia organica, que indica un peor
prondstico (9). En nuestro caso, este parametro no mostré6 cambios significativos a lo
largo de los tres dias de estancia en UCI. Sin embrago, el aumento de la concentracion
de GPT observado al tercer dia de estancia en UCI, nos puede orientar sobre el dafio

hepatico que presentan nuestro pacientes que no esta restaurado.

Los parametros hematolégicos como la hemoglobina y el recuento de plaquetas,
también manifiestan un descenso en los tres dias de estancia en la UCI. Esto también
parece ser consecuencia del dafio celular sufrido dias antes. La trombocitopenia es
debida al consumo sufrido durante la estancias iendo considerada un marcador negativo
en situacion de infeccidn, y contribuyendo a la exterminacion del patdgeno microbiano
(314). El descenso de la PCT al tercer dia parece ser consecuencia de la respuesta al
tratamiento antibidtico. Se sabe que la PCT es un biomarcador especifico de infecciones

bacterianas (315) ademas de ser util en el prondstico de pacientes sépticos (316).

En general, se observa una mejora clinica en los pacientes al tercer dia, aunque en
los parametros bioquimicos todavia se observa el dafo organico generado. Los

biomarcadores pueden reflejar una situacion patologica organica que los signos clinicos
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no pueden objetivar. El manejo de estos biomarcadores es primordial para poder tratar y

hacer seguimiento a estos pacientes.

5.3. Evaluacion de los resultados del estatus de acido piroglutamico, de acido

glutamico y la actividad enzimatica de la glutation peroxidasa.

El principal objetivo de este trabajo fue evaluar los niveles elevados de PiroGlu en
suero y orina, y se ha observado una prevalencia alta de niveles alterados tanto en suero
como en orina/crea (85-65%, respectivamente). Queda demostrado en nuestro estudio
que existen altos niveles de PiroGlu en pacientes con shock séptico en comparacion con
muestras de pacientes sanos. Es la primera vez que se determinan los niveles de PiroGlu
en pacientes con shock séptico y se compara con un metabolito de su ciclo, Glu.
También encontramos en este estudio, que tanto los niveles de Glu en suero (el primer
dia), como los niveles en orina (no observandose en la expresada entre mg de
creatinina) y la actividad GPx de los eritrocitos, se encontraron mas bajos en estos

pacientes en comparacion con las muestras de los controles.

Como en nuestro estudio, también se observd una disminuciéon de los niveles de
Glu en pacientes con shock séptico en otros estudios (317). El descenso de los niveles
de Glu en estos pacientes pudo ser debido a su complejacion con el amonio para
convertirse en glutamina. La glutamina es la forma no toxica de acumulacion del i16n
amonio. En estos pacientes el i6n amonio es elevado debido a la gran destruccion
proteica que se lleva a cabo. Los aminoacidos procedentes de esta destruccion proteica
acaban convirtiéndose por la transaminacion y la dexaminacion oxidativa en el i6n
amonio. Al ciclo de la urea no le da tiempo de eliminar esa acumulaciéon de amonio. Es
por eso, que se guarda la molécula de amonio en forma de glutamina: NH;" + Glu ------
Glutamina. El ciclo de la urea requiere de ATP y el individuo con shock séptico no
dispone de ésta molécula. Por otro lado, se ha visto in vitro que el PiroGlues capaz de
inhibir eficientemente la fosfodiesterasa humana recombinante-5A1, la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) humana y la ureasa (318). La ureasa es una enzima
capaz de catalizar la hidrélisis de la urea en dioxido de carbono y amonio. Esta es otra
forma de impedir que se acumule el amonio en el organismo, ya que el amonio es
neurotoxico. La razén principal por la que encontramos los niveles de Glu disminuidos

es explicada mas adelante.
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En cuanto a la evolucion del paciente, se pudo observar que en el tercer dia existio
una disminucion significativa en la puntuacion de la escala SOFA. Este descenso de la
escala SOFA en los pacientes con shock séptico se produce como consecuencia de las
medidas de apoyo llevadas a cabo en la UCI. Sin embargo, los niveles de PiroGlu/crea
en orina aumenta significativamente al tercer dia, sin verse afectado por estas medidas.
Por lo tanto, los niveles de Piro Glu deben ser considerados como un predictor de la
gravedad mediada por el estrés oxidativo, que actia independientemente de las escalas
de gravedad, y que no se ve influenciado por las medidas de soporte, ya que es un
reflejo de la deplecion de las reservas de GSH. Proponemos que se debe evaluar el
PiroGlu en pacientes criticos con shock séptico, ya que se puede detectar la depleccion

de GSH y se puede actuar en consecuencia.

En la Figura 18 se observan las graficas de correlaciones mds importantes
encontradas entre los niveles de PiroGlu, Glu y la actividad de la GPx. Se puede
observar que los niveles de PiroGlu correlacionan bien con los niveles de Glu tanto en
suero (Figura 18A) como en orina (Figura 18B y 18C). La determinacion del estrés
oxidativo es limitada en la practica clinica diaria. La razén fundamental es la dificultad
para medir los diferentes aspectos del estrés oxidativo, que implican varias pruebas:

glutation oxidado, glutation reducido, glutation peroxidasa, Gr, etc.

Este estudio propone el uso del parametro de PiroGlu como predictor de estrés
oxidativo debido al agotamiento de GSH. Aunque esta prueba no esta disponible de
manera rutinaria en el laboratorio clinico, o al menos para estas afecciones, este estudio
presenta datos que apoyan su utilidad, aunque son necesarios mas trabajos antes de
incluirlo en la practica clinica. Al presentarse una correlacion positiva y significativa
entre los niveles de PiroGlu en orina y los niveles de PiroGlu en suero (Figura 18D),
podriamos proponer que se puede medir en orina ya que la orina es una muestra mas

facil de obtener.
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Figura 18.- Asociacion entre acido piroglutamico y acido glutdmico en suero y orina.
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Los niveles de 4cido piroglutdmico (PiroGlu) tienen una correlacion significativa con los niveles de acido
glutamico (Glu) tanto en el punto inicial como en el final (r = 0.651, p< 0.001) (Figura 18A) y (r =0.767,
p< 0.001), respectivamente. En el caso de PiroGlu, se observa una correlacion entre suero y
orina/creatinina (r = 0.426; p = 0.034) como muestra la Figure 18B. Ademds, observamos una
correlacion entre PiroGlu en orina y Glu en orina al inicio (r = 0.659, p< 0.001) (Figure 18C) y al final (r
=0.665, p = 0.013), y entre PiroGlu en orina/creatinina y Glu en orina/creatinina (r = 0.604; p = 0.002)
(Figure 18D).

En nuestro trabajo, se observan correlaciones entre los niveles de PiroGlu, Glu y
la actividad de GPx con algunos marcadores bioquimicos, respiratorios y marcadores de
severidad. Estos resultados ponen de manifiesto la asociacion entre los parametros de la
via del GSH vy las alteraciones metabolicas de estos pacientes. En la Figura 19 se
observan las correlaciones mas importantes entre los niveles de PiroGlu, Glu y la
actividad de la GPx, y pardmetros de gravedad. Es de destacar la relacion inversa
encontrada entre los niveles de Glu y los niveles de GOT, lo que parece responder a un
dafio hepatico donde a medida que aumenta el dafo hepatico y la concentracion de
GOT, disminuyen los niveles de Glu. Un estudio (317), mostr6é que las concentraciones

plasmaticas de Glu en pacientes con shock séptico se encontraban disminuidas en los
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pacientes que no sobrevivieron en comparacion con los que sobrevivieron, siendo mas
bajo el cociente Glu/glutamina en los que no sobrevivieron. Igualmente, encontramos
una correlacion de la escala APACHE 11 con los niveles de Glu en orina, aunque en este
caso la relacion positiva. La relacion observada entre los niveles séricos de Glu y LDH,
PiroGlu y PCT, y GPx con acido lactico encontrados en nuestros pacientes con shock

séptico parece responder a que los niveles alterados de PiroGlu, Glu y GPx pueden

indicar gravedad en los pacientes con shock séptico.

Figura 19. Comparacién de pardmetros de severidad con acido piroglutdmico, acido glutdmico y

glutation peroxidasa.
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El punto de corte estd establecido por la mediana para cada una de las variables analizadas (niveles bajos

vs niveles altos).
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5.3.1. Evaluacion del ciclo gamma-glutamil: acido piroglutamico y acido

glutamico.

Estos desordenes observados en nuestro estudio, los atribuimos a la deplecion de
GSH siguiendo el mecanismo del ciclo gamma-glutamil (Figura 20). En este ciclo se
puede observar que los niveles elevados de PiroGlu en estos pacientes podrian deberse a
tres causas principales: (I) el catabolismo de la GSH a través de la gamma-
glutamiltranspeptidasa; (II) y/o al factor limitante en el segundo paso de la gamma-
glutamilcisteinasintetasa; (III) o al factor limitante en el siguiente paso que involucra a
la glutation sintetasa (282). La gamma-glutamilcisteinasintetasa (II) es la principal
enzima limitante de este ciclo, se trata de una reaccion no alostérica y se encuentra
inhibida por las concentraciones fisiologicas de GSH. El impacto de la deplecion de
ATP preexistente en los sucesivos pasos causa que el GSH no se sintetice a través de la
glutation sintetasa (II), lo cual puede ser causado también por la deficiencia de glicina.
Adicionalmente, los niveles bajos de GSH aumentan la actividad de la gamma-
glutamilcisteinasintetasa (ya que los altos la inhiben), lo que provoca que el ciclo

continue pero por otra via.

Bajo condiciones limitantes de cisteina, la Glu se recicla en Glu (un ciclo futil), es
decir, a través de la 5-oxoprolinasa se forma PiroGlu para volver a formar Glu. Esta
reaccion se produce a expensas de dos moléculas de ATP sin produccion de GSH (por
eso es un ciclo futil, porque se produce gasto de ATP sin la sintesis de ninguna
molécula) y es la razéon de la disminuciéon en la sintesis de GSH, asi como el
agotamiento del ATP en estas células (319). Existe evidencia previa de la disminucioén
mitocondrial del ATP en pacientes sépticos, como se puede observar en el estudio de
Brealey et al. (263,320). Este estudio mostr6 que existe una asociaciéon entre la
mortalidad en pacientes sépticos y la disfuncion mitocondrial, entendiéndose este tltimo
como un descenso significativo en el nivel de ATP. Este ciclo futil est4 activado por la
deplecion de GSH y de cisteina. La probable insuficiencia de cisteina sera desarrollada

mas tarde.
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Figura 20. Ciclo gamma-glutamil alterado.
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La disminucion de los niveles de glutation (GSH) celular conduce a una disminucién de la inhibicion por
retroalimentacion de la gamma-glutamilcisteinasintetasa. Esto da como resultado una formacion excesiva
del dipéptido gamma-glutamilcisteina, que se convierte mediante gamma-glutamil-ciclotransferasa en
acido piroglutdmico (PiroGlu). La sobreproduccion de PiroGlu excede la capacidad de la 5-oxoprolinasa,
y el PiroGlu se acumula en los fluidos corporales y se excreta en la orina (320). Este mecanismo también
explica los niveles de acido glutamico ya que la reaccion catalizada por la 5-oxoprolinasa es mas lenta
porque depende del ATP.

El metabolismo del GSH se altera significativamente en pacientes con
desnutricidndurante su estancia en la UCI y se encontré directamente asociado con la
mortalidad a los 28 dias (321). Como ya se observd en el apartado de introduccion, el
estrés oxidativo que se produce durante una situacion de sepsis aumenta el potencial
redox, es decir, los niveles de GSH estaran bajos y los de GSSH estaran altos. Esto fue
medido en el estudio de Németh (300), donde se determiné que la relacion GSSH/GSH
estaba muy elevada en los pacientes con shock séptico y fue atribuido al proceso de
respuesta inflamatoria excesiva que padecian los pacientes. Por otro lado, en el estudio
de Lyons (299), donde se mide el GSH en nifios con situacion de sepsis, se observa que

las concentraciones de GSH en sangre y las tasas de sintesis se encuentran disminuidas.
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Este autor lo atribuye a mecanismos multifactoriales relacionados con la respuesta

inflamatoria en presencia de un soporte nutricional limitado.

En el estudio de Karapetsa et al. (254) en 201, se observo que los niveles
plasmaticos de GSH van decreciendo en los pacientes con shock séptico que fallecen en
el transcurso de 8 dias, mientras que los niveles de GSH se mantienen en el tiempo en el

caso de los pacientes que sobrevivieron.

Diversos estudios avalan que los niveles altos de PiroGlu estan relacionados con
deplecion de GSH. En un estudio realizado por Jackson (301), se administré un aporte
adecuado de proteinas a 12 personas cuyos niveles de PiroGlu se mostraban elevados y
los de GSH disminuidos, e iban aumentando progresivamente con la dieta proteica. La
manifestacion del estrés oxidativo se pudo observar por el descenso de la GSH como
una molécula antioxidante, o por el aumento de una molécula que refleja el estado del
GSH, el PiroGlu, concluyendo que el descenso inicial del GSH como adaptacion a la
cantidad segura de proteina sugiere una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo. Otro
estudio realizado por Lord (302), relacioné los niveles elevados de PiroGlu en sangre
con la alteracion en la sintesis del GSH dentro del ciclo gamma-glutamil. Por otro lado,
Suzanne (303) aplicé acetaminofeno a un grupo de personas provocando un
agotamiento hepatico del GSH y unas concentraciones de PiroGlu elevadas tanto en
suero como en orina. Esta autora concluyd que estos resultados pudieron verse
influenciados por las concentraciones de metionina celular. También se han visto
niveles superiores en plasma y orina de PiroGlu e inferiores de GSH en sangre total en
individuos quemados, y por tanto con un elevado estrés oxidativo, en comparacion con

individuos sanos (304).

En cuanto al estudio de Lord(305) previamente mencionado, se considerd al
PiroGlu como un marcador urinario relacionado con el GSH, observando que en
mujeres sometidas a un estrés metabodlico, los niveles de PiroGlu se alteran. El cambio
que se observa en los niveles de PiroGlu en estas pacientes pudo ser atribuido a la

desaparicion o aparicion de la menstruacion.

Otro estudio (306) observo que la restriccion de aminoécidos de glicina o azufre
alteran la cinética de PiroGlu y su excrecion urinaria. Por otro lado, también se ha visto

que la tasa estimada de sintesis de glicina de novo es menor en pacientes con
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quemaduras, sugiriendo un posible cambio en la disponibilidad de glicina para la

sintesis de GSH (304).

En resumen, el exceso de PiroGlu en un paciente séptico, sin deficiencia
enzimatica en el ciclo gamma-glutamil, podria estar asociado con el agotamiento del
GSH vy, por lo tanto, con un estrés oxidativo excesivo y sus consecuencias negativas. El
incremento de PiroGlu y el descenso de Glu en pacientes sépticos parece reflejar el bajo
contenido celular de ATP que provoca un bloqueo en el ciclo gamma-glutamil desde el

primer paso que requiere ATP después de la sintesis de PiroGlu.

5.3.2. Evaluacion de los resultados de laactividad enzimatica de la glutation

peroxidasa.

El potencial redox global de una célula esta determinado principalmente por pares
quimicos oxidables/reducibles, incluyendo glutatién/disulfuro de glutation, tiorredoxina
reducida/tiorredoxina oxidada, NAD'/NADH y NADP'/NADPH, como se muestra en
la Figura 21.

El gasto de las especies reducidas conocidas (NADH', glutatién reducido, etc.)
para "neutralizar" los compuestos nocivos, debilita la capacidad del organismo para
combatir el estrés oxidativo adicional. La GPx-1 es uno de los miembros mas
abundantes de la familia de enzimas GPx. Se encuentra presente en todas las células,
localizadas principalmente en compartimentos peroxisomalescitosolicos, mitocondriales
(296), y se ha encontrado que es mas eficaz que la catalasa en la eliminacion de
peroxidos intracelulares bajo muchas condiciones fisioldgicas (297). Se ha observado
que estos pacientes tienen una actividad GPx que no contribuye a la eliminacion de los
radicales libres porque estd disminuida con respecto a los pacientes control. Aunque
numerosos estudios han medido la actividad de la GPx en pacientes con sepsis, los

resultados siguen sin ser concluyentes (322,323).
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Figura 21. Ciclo de 6xido-reduccion de la glutation peroxidasa.

H,0, Glutation reducido NADP

Gr

GPx

H0 Glutation oxidado NADPH+H'

La glutation peroxidasa-1 (GPx-1) es una enzima antioxidante intracelular que reduce enzimaticamente el
peroxido de hidrogeno a agua para limitar sus efectos nocivos. GPx, glutation peroxidasa; Gr, glutation
reductasa.

En pacientes con shock séptico, el estrés oxidativo se ha asociado con la
mortalidad.Sin embargo, la actividad de la GPx medida en estos pacientes no se ha

relacionado con la mortalidad(161).

5.3.3. Evaluacion de los resultados sobre los niveles selenio.

En cuanto a los niveles de Se, en nuestro estudio, encontramos una disminucion
significativa en plasma en relacion con la estancia en UCI. Este descenso ha sido
repetidamente observado en pacientes sépticos desde 1998 (324), y esté relacionado con
la union de la selenoproteina P al endotelio, para que se produzca una extravasacion de
proteinas en la etapa temprana de la sepsis, y una disminucioén de la regulacion de la
sintesis hepatica de selenoproteina P (323). También se observo un descenso de selenio
en suero gradual durante 7 dias en pacientes con sepsis en otro estudio (325).
Encontramos también un descenso de Se significativo en eritrocito en relacion con la
estancia en UCIL El contenido de Se eritrocitario, no interfiere con la sepsis.Sin
embargo, el contenido de Se eritrocitario es un marcador preciso del estado de Se antes

del shock séptico (326-328) y es un buen marcador del estado de Se a largo plazo(329).

En ciertas zonas de laprovincia de Granada existe una posible baja ingesta de Se
(329), por tanto, se espera que una deficiencia previa de Se reduzca la resistencia al

estrés oxidativo. La variacion de la concentracion de Se entre el primer y tercer dia en
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UCI puede estar relacionada con transfusiones, hemolisis o la edad de algunos
pacientes. Hace tiempo que es sabido que la enfermedad letal de Keshan estd
relacionada con una deficiencia severa de Se. Esta deficiencia de Se induce la
mortalidad por miocarditis causado por una infeccion por Coxsakievirus(330). Esta
enfermedad ha sido prevenida por el aporte de complementos nutricionales enriquecidos

con Se en la region de Kesham, China.

En nuestro trabajo, no pudimos asociar el Se con otros parametros del estudio,
probablemente debido nuestra limitacion de tamafio muestral. Actualmente, se admite
que un aumento moderado de la administracion de Seen comparacion con los
requerimientos diarios (con un maximo de aproximadamente 300pg/dia), es en gran
medida suficiente en pacientes sépticos, incluso en aquellos que sufren didlisis o
quemaduras prolongadas. Esta dosis es mas baja que el limite superior de EEUU. El
contenido de Se en el organismo es de 10 a 20 mg aproximadamente,y el
compartimento plasmatico contiene solo una pequeiia fraccion del contenido de Se en el
organismo (menos de un 2%). El Se se requiere para la actividad de la GPx ya que esta
incluido en el centro activo de la GPx bajo la forma del aminoacido selenocisteina, la
cual esrequerida para su actividad.Por lo tanto, la suplementaciéon es de vital
importancia en pacientes que no tienen suficientes niveles de Se. En un estudio
observacional prospectivo (331) se mostr6 que la concentracion de Se predice la
mortalidad en pacientes con shock séptico. La suplementacion con altas dosis de Se no
ha mejorado los resultados clinicos de pacientes con shock séptico (332), aunque estos

estudios son controvertidos (333).

El Se es un oligoelemento esencial y es importante su interaccion con los otros
oligoelementos (el yodo y el hierro), ya que, en conjunto, contribuyen al estado
adecuado de la hormona tiroidea. Por ello, es importante la suplementacion con estos
elementos ya que la sintesis, la secrecion, el metabolismo y la accién de la hormona
tiroidea en los tejidos diana dependen de subiodisponibilidad nutricional en el
organismo. En las enfermedades benignas y malignas del tiroides se ve alterado el Se,
por lo que se han utilizado preparados para prevenir o tratar enfermedades como el
bocio, enfermedad tiroidea autoimune o céncer de tiroides. Uno de los pacientes de
nuestro estudio presentaba hipotiroidismo como enfermedad subyacente. Se ha visto en

algunos estudios que al administrar Se en la tiroiditis autoinmune (tiroiditis de
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Hashimoto) y la enfermedad de Graves leve, se mejora la clinica y el bienestar de los
pacientes, ademds los anticuerpos antitiroperoxidasa se ven disminuidos. A dia de
hoyaun existe controversia respecto la forma utilizada de administracion segin se
encuentre el estado basal del Se, la dosis y el tiempo. Para mantener un tiroides
saludable y funcional, se requiere un suministro nutricional de Se, yodo y hierro, siendo
la administracion adecuada de Se, la que de saturarcion de la expresion de la

selenoproteina P circulante (334).

5.3.4. Evaluacion de la acidemia piroglutamica.

En cuanto al equilibrio 4acido-base, se observa que hay una tendencia a normalizar
la acidez sanguinea en el tercer dia de estancia de nuestros pacientes en la UCI.
Observamos una mejora en los parametros que influyen en la acidemiadespués de tres
dia dado el descenso del acido lactico, el exceso de bases y en el aumento del pH
(aunque no de forma significativa).No obstante la acidemiapiroglutdmica aumenta en el
tercer dia como consecuencia de la acumulacion de PiroGluen la ruta gamma-glutamil
que ha quedado explicada anteriormente. Este aumento también se observa en el Glu,
que queda bloqueado probablemente por no disponer de cisteina suficiente para
sintetizar el GSH. Esto sugiere que la acidemiapiroglutdmica no contribuye en gran
medida al aumento de la acidemia, puesto que la media del pH se mantiene al tercer dia.
Sin embargo, la alteracion del PiroGlu se muestra como un marcador probable del

agotamiento del GSH que no contribuye a la eliminacion de los radicales libres.

En los ultimos afios, se han publicado diversos casos clinicos de pacientes con
acidosis piroglutdmica (298,335-338), aunque se ha observado de forma aislada y no se
ha mencionado su comportamiento en el metabolismo general que tiene lugar en un
paciente con shock séptico. Los casos clinicos encontrados en la literaturarespecto a
pacientes con acidosis piroglutdmica son secundarios a una intoxicacion medicamentosa
por acetaminofeno (339-345), por antiproliferativos y antibioticos (346).
Recientemente, se describio el caso de una mujer de 69 afos con sepsis urinaria con
acidosis metabodlica con anidon GAP elevado donde se encontraron altos niveles de 4cido

lactico y PiroGlu (347). En otro estudio, se valoré una muestra de pacientes con una alta
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acidemia metabolica y se observd que el grupo de pacientes que tenian mayores niveles

de PiroGlu, a su vez coincidia con los que tenianshock séptico (50%) (348).

En nuestro estudio se observa una prevalencia de acidemiapiroglutdmica elevada
en pacientes con shock séptico, en presencia de acidemia metabolica con anion GAP
elevado. En el anion GAP elevado también puede influir la hiperlactaemia, el fallo renal
o lacetoacidosis a parte del PiroGlu (340).EI déficit de GSH podria ser el responsable de
esta acidemiapiroglutamica y habria que considerar su reposicion mediante la
administracion de NAC, sobretodo en el caso de aquellos pacientes con shock séptico

con acidemia y con anion GAP elevado sin otra causa (348).

5.3.5. Evaluacion de los resultados de la capacidad antioxidante total.

En nuestro estudio, Los niveles de CAT en los casos no ha mostrado tener un
aumento o disminucidn significativa con respecto a los controles. Ya en 1998, Pascual
(349) observd que su muestra de pacientes con shock séptico tuvieron niveles
plasmaticos de CAT maés elevados que los controles, cuya justificaciéon fue una
respuesta del organismo al aumento de prooxidante producido en esta enfermedad. En el
mismo estudio, en el grupo de pacientes con sepsis no grave observd niveles de CAT
mas bajos que los controles. En otro estudio de pacientes con sepsis grave se realizé un
seguimiento durante 15 dias, y observaron que los niveles de CAT se encontraron
disminuido a en el primer dia respecto a los controles sanos (242). Es posible que
nosotros no observaramos esta diferencia entre casos y controles debido a la limitacion

del tamano de la muestra.

En nuestro estudio si se observo una relacion directamente proporcional con la
gravedad. Se ha visto una asociacion de la CAT con el APACHE II, con la edad y con
los dias de ventilacion mecénica, pudiendo ser atribuidos a la respuesta que experimenta
el organismo frente al ataque de los radicales libres generados que intenta defenderse
sacando todo el arsenal de antioxidantes del que dispone. Por otro lado, en el transcurso
de la enfermedad se estdn consumiendo muchos antioxidantes y es la razoén que puede
explicar que acaben equilibrandose los niveles. Un reciente estudio (350) de pacientes
con sepsis, observd una asociacion de la CAT con el malondialdehido y el SOFA,

donde los pacientes mas graves eran los que mayores niveles de CAT tenian. Al igual
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que en nuestro estudio, se encontré una asociacion de la escala APACHE II con los
niveles séricos de CAT (351). También se vio una asociacion de la CAT con SOFA y
con las escalas de disfuncion organica en otro estudio de pacientes con sepsis (325).
Analizando otro estudio (352) donde se midio los niveles de CAT en suero en pacientes
criticos, se encontraron resultados elevados aquellos pacientes con mayor disfuncién
organica. En el mismo estudio encuentran una asociacion directa del acido trico con los
niveles de la CAT hallada en suero. Es sabido que més de un 50% de la capacidad
antioxidante la concede el 4cido trico y el aumento de éste estd directamente
relacionado con el aumento de los niveles de CAT. En este estudio atribuyen los niveles
resultados elevados a una respuesta al grado de disfuncion renal observado. En nuestro
estudio, observamos una asociacion de los niveles de CAT en suero con dos marcadores
de la funcion renal, la creatinina y la urea, asemejandose a la explicacion que los autores
de este estudio dieron a sus resultados (352). Igualmente, nosotros observamos como
aumenta la CAT al disminuir el pH yal aumentar la acidez, lo que también podria estar

relacionado con los niveles acido trico.

Ademas, también observamos una asociacion de los niveles de la CAT en suero
con la mortalidad en el primer dia de estancia en la UCI. No es la primera vez que se
asocia la mortalidad con los niveles de CAT. Diversos estudios asocian niveles de la
CAT en suero con la mortalidad, siendo los que fallecen los que mayores niveles
presentan(350,351,353). A pesar de ello, existen estudios que dudan de la utilidad del
uso de la CAT en el diagnostico y pronostico en la sepsis por no obtener resultados
concluyentes. Por ejemplo, en el estudio de Doise y col. (243), se compararon tres
grupos, uno de sanos, otro de sepsis y otro con shock séptico sin observarse diferencias

entre grupos ni asociacion con los marcadores de gravedad.

Aunque existen algunos resultados contradictorios en los estudios analizados; en
general, se observa un aumento de los niveles de la CAT y una asociacién con la
mortalidad y severidad en los pacientes con shock séptico en comparacion con controles
sanos, debido a la respuesta generada por el organismo para compensar el aumento de

radicales libres y el dafio generado por el estrés oxidativo.
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5.3.6. Evaluacion de la necesidad de suplementacion.

Segin lo observado en nuestro estudio, los pacientes con shock séptico
manifiestan acidosis piroglutamica que se correlaciona con bajos niveles de Glu que
pueden medirse tanto en suero como en orina, y con la baja actividad de GPx en
eritrocitos. Estos resultados pueden ser utiles en el empleo de los bajos niveles de Glu
como un indicador del agotamiento de GSH que podria reponerse con la administracion

de NAC.

La NAC es la forma acetilada de la cisteina, por lo tanto, es menos toxica que la
cisteina. El grupo acetilo de la NAC la protege de la oxidacion y de su dimerizacion,
siendo ademas soluble en agua, y por tanto, la hace la forma mas segura de
administracion parenteral. La NAC ha demostrado ser beneficiosa contra la inflamacion
y se ha considerado como un medicamento seguro con efectos protectores para la
enfermedad de la sepsis (354-357), ademas de actuar como un producto de la cisteina y

como un precursor de la GSH (358), y contribuyendo a eliminar los radicales libres.

La presencia de ROS y de estrés oxidativo durante la sepsis, especialmente en el
shock séptico, ha llevado a varios estudios a evaluar el papel de la NAC como
tratamiento adyuvante (309,359-364). Por lo tanto, junto con sus propiedades como
antioxidante, la NAC también aumentard los niveles de GSH, posiblemente
conservando o mejorando la funcién de la GPx-1 (365). Un reciente estudio de Peivandi
(366), se observd un aumento de los niveles de la CAT y una disminucion de
malondialdehido tras realizar un tratamiento con NAC en pacientes con sepsis. Por trro
lado, la GGT desempena un papel clave en la homeostasis del GSH al descomponer el
GSH extracelular y proporcionar cisteina al sustrato que limita la velocidad para la
sintesis intracelular de novo del GSH. También se ha visto que la administracion de
NAC puede tener efectos beneficiosos en la microcirculacién durante la sepsis por sus

efectos vasodilatadores (367).

La NAC se utiliza como antidoto en la intoxicacién aguda por paracetamol para
contrarrestar el dafio hepatico generado. El paracetamol se elimina en higado generando
un metabolito intermediario toxico, la acetilbenzoquinoneimida. La eliminacion de este
metabolito se lleva a cabo por la GSH, por lo tanto, la deplecion de GSH es la que
provoca el dafio hepatico. En la administracion de la NAC conseguimos aportar la

cisteina necesaria para la sintesis de novo de la GSH. De la misma manera se puede
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extrapolar esta deplecion de GSH ocurrida en la intoxicacién por paracetamol en los
pacientes que estan sometidos a un estrés oxidativo como es el caso de nuestro estudio,
en pacientes con shock séptico. Por otro lado, es importante suspender los
medicamentos como el paracetamol o la flucoxacilina en pacientes que manifiestan
acidemia piroglutamica en la UCI para no contribuir mas al descenso de la GSH
(338,344). Mullins (368), realiza un estudio en 23 pacientes con una sobredosis de
acetaminofeno, midiendo los niveles de PiroGlu en el plasma de estos pacientes y
observando que 6 pacientes tienen concentraciones normales de PiroGlu y los 17
restantes, valores ligeramente superiores a los valores de referencia. La clave de la
controversia en torno a la administracion de NAC en estos casos puede ser la siguiente:
que estos pacientes hayan agotado el ATP y la ultima reaccion del ciclo detallado
(glutation sintetasa) sea limitante y no se sintetice el GSH, aunque haya cisteina

presente.

La necesidad de una suplementacion con GSH para contrarrestar el estrés
oxidativo, se ve limitado por la baja biodisponibilidad de esta molécula. Se realizé un
estudio para comparar la biodisponibilidad y el efecto sobre los marcadores del estrés
oxidativo, asi como la seguridad de un preparado sublingual de GSH con dos
complementos nutricionales de uso habitual por via oral de GSH y de NAC. El estudio
consistidé en un ensayo cruzado aleatorio en el que participaron 20 voluntarios durante
tres semanas. Se observd que los pacientes que tomaron GSH por via sublingual,
obtivieron niveles de GSH total y GSSH asi como la relacion GSH/GSSH (p = 0.003)

aumentados, con respecto al grupo al que se le administr6 GSH por via oral.

Se han probado otras terapias antioxidantes (369) y se ha demostrado que las
administradas de manera especifica a nivel mitocondrial pueden ser utiles en pacientes
con sepsis y disfuncion organica, aunque la administracion y el acceso es mas
dificultoso (370). También se vio un aumento significativo (p = 0.04) de la vitamina E
en plasma en aquellos pacientes que tomaron GSH por via sublingual. En general, estos
resultados demuestran una mejora en la biodisponibilidad y efectos beneficiosos en el
estrés oxidativo de la forma sublingual en comparacion con la administracion oral de
GSH o NAC (309). Por otro lado, se ha visto que el aporte de glutamina al paciente
critico produce efectos beneficiosos sin provocar efectos adversos (89,90). Sin embargo,
otros estudios avalan que no se producen efectos beneficiosos al administrar glutamina

en pacientes criticos (371). En otro estudio (372), se ha valorado el tratamiento de estos
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pacientes con gamma-glutamilcisteina, un dipéptido intermedio de la ruta gamma-

glutamil, posee propiedades antiinflamatorias.

Cada vez mas se va siguiendo un esquema de tratamiento personalizado de los
pacientes con sepsis. No esperamos que la administracion de NAC tenga efectos
sobresalientes en la sepsis con una gran cantidad de anomalias bioquimicas y multiples
mecanismos fisiopatologicos subyacentes, pero si obtengan una ayuda aquellos
pacientes que sean susceptibles de sus beneficios, es decir, se aumentaria mas la eficacia

de la NAC en sepsis si se administrara a los pacientes con PiroGlu alto o GSH baja.

5.4. Evaluacion de vitaminas y biomarcadores de morbimortalidad.

5.4.1. Alteracion del ciclo de 1a homocisteina.

Como se puede observar en la Figura 22, también existe una alteracion en los
niveles de los componentes del ciclo de la homocisteina. Se ha encontrado que los
niveles basales de homocisteina no estan asociados con la gravedad y la mortalidad del
paciente séptico (186,373), como se muestra en otros estudios. En este Gltimo estudio
también se observa que la homocisteina no estd involucrada en la gravedad del paciente

con sepsis.

Figura 22. Ciclo de la homocisteina.
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Un estudio de Tsantes et al.(186), observo que los niveles basales de homocisteina
en pacientes con sepsis se encontraban dentro de los niveles normales, sin embargo, los
niveles de Vit B12 fueron mas altos, al igual que ocurre en nuestro estudio. De acuerdo
con el ciclo de la homocisteina, su eliminacién de la homocisteina se orienta hacia la
formacion de metionina a través del aumento de esta vitamina (Vit B12) y no hacia la
formacion de cisteina(186). Ademads, la evidencia epidemioldgica indica que los
pacientes con inflamacion tienen niveles sanguineos significativamente mas bajos de
piridoxal 5'-fosfato (vit B6) que los sujetos control (157,374,375). Segun nuestro
estudio, existe una correlacion positiva entre los niveles de Glu en suero y Vit B12
sérica, es decir, la Glu se acumula cuando aumenta la Vit B12, ya que la cisteina no esta
disponible para que la gamma-glutamilcisteinasintetasa actie para formar gamma-
glutamilcisteina (Figura 20). Un estudio (376), revelo que "los valores bajos de Glu y
valores altos de metionina pueden ser factores pronosticos significativos de mortalidad

(p<0,05) en pacientes con sepsis”.

La cisteina proviene de la homocisteina y es necesaria para la formacién de GSH.
La homocisteina también interviene en la formacion de metionina, para lo cual requiere
Fol y Vit B12. Por lo tanto, la Vit B12 y el Fol intervienen en el paso de homocisteina a
metionina. En paciente critico se ha informado de una alta prevalencia de
hiperhomocisteinemia (377). En algunos estudios se ha encontrado la homocisteina
elevada en pacientes con sepsis grave en comparacion con muestras de controles sanos
(185). Se ha visto que un aporte de vitaminas del grupo B produce una disminucion de
la homocisteina en pacientes sanos pero con una leve hiperhomocisteinemia previa

(378).

5.4.2. Evaluacion de los resultados del estatus de lavitamina B12 y el acido félico.

La Vit B12 y el Fol son ttiles como marcadores inflamatorios segun este estudio.
Podemos observar que la Vit B12 se ha elevado y los niveles de Fol estan asociados con
la mortalidad en pacientes con shock séptico. Es la primera vez que se realiza un estudio
que consiste en la asociacion del Fol con la morbimortalidad en pacientes con shock
séptico, sin embargo, se ha documentado una asociacion de los niveles de Fol bajos con

la mortalidad de enfermedades cardiovasculares y cancer (379).
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La Figura 23 representa la comparacion de las medias de acido folico entre los

pacientes fallecidos y no fallecidos en el primer dia de estancia en la UCI.

Figura 23.- Comparacion del 4cido folico en los pacientes con shock séptico con la mortalidad.
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En un estudio de Erdem et al.(185), se midieron los niveles de Vit B12 y Fol en
pacientes con sepsis severa y no hubo diferencias significativas con el grupo de
controles sanos. En otro estudio similar, se midieron las concentraciones de Vit B12 y
de Fol en pacientes con sepsis severa, observandose resultados similares a los nuestros,
es decir, obtuvieron unos altos niveles de Vit B12 y unos niveles de Fol dentro de los

valores de normalidad (186).

Los niveles elevados en sangre de Vit B12 estan asociados con enfermedades
inflamatorias (380). En un estudio realizado a pacientes criticos se observo que la Vit
B12 estaba significativamente asociada a los niveles de PCR en el dia uno (p = 0.002) y
en el dia dos (p= 0.04) de ingreso en UCI, y a la escala SOFA en el segundo dia (p =
0.04) y en el cuarto dia (p = 0.02) de ingreso en UCI (179). En otro estudio se vio
también una asociacion significativa de los niveles de Vit B12 con los niveles de PCR
(p < 0.001) en paciente critico (152). Segun los resultados obtenidos, los niveles
deVitB12 se puede considerar como un predictor de la morbilidad del paciente.

Ademas, en este estudio también se vio una asociacion negativa estadisticamente
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significativa entre los niveles de PCR, y los niveles de vitamina A y de vitamina E (r = -
0.541 yr=-0.299, p = 0.001 y p = 0.007, respectivamente) (152). Otros estudios avalan
la asociacion de los niveles altos de Vit B12 con la morbimortalidad del paciente critico,
encuentrandose niveles mas altos de Vit B12 en los pacientes criticos que fallecieron
durante su estancia hospitalaria, en comparacion con los que no fallecieron (p < 0.01)

(381,382).

Cuando se han analizado los niveles de Fol en pacientes sépticos, se ha visto que
no hay diferencias significativas con respecto a los controles sanos(185,383). En otro
estudio se observa que el 65% de los pacientes criticos ingresados en la UCI habian
disminuido los niveles de Fol (<3.4 ng/mL), y 24 horas después se observo que habia
una disminucidn significativa en los niveles de Fol en suero(184). En algunos estudios,
cuando se analiz6 el Fol en pacientes sépticos y se compard con pacientes sanos, se
encontrd que no habia diferencias significativas entre el paciente séptico y los pacientes
control (185,186). Por otro lado, otro estudio evalué una muestra de 105 pacientes
criticos y se vio que el 19% presentaba una deficiencia de Fol (< 2.7 ng/mL) al ingreso
en UCI, observandose una correlacion negativa entre los niveles de folato y la gravedad
clinica de los pacientes (187). En nuestro estudio, la media de Fol en el tercer dia fue
inferior a la del primer dia, aunque se encuentra mas elevado en los pacientes que

fallecen. Se requieren mas estudios para resolver la presente controversia.

Los niveles plamaticos altos de Vit B12 se han relacionado con una deficiencia
funcional de esta vitamina (384). Esto se fundamenta en que los niveles altos de Vit
B12 no garantizan una funcionalidad normal de la vitamina, ya que pueden ser una
consecuencia de niveles bajos dentro de la célula ocasionado por una salida de la Vit
B12 desde la célula hasta el plasma. La evaluacion del estado funcional de la Vit B12
solo se puede medir mediante la actividad enzimatica de la enzima dependiente de
cobalaminadentro de la célula (384). En nuestro estudio, los niveles deVit B12 se
considera un marcador de inflamacidén plasmatico independientemente de coémo se
encuentre la Vit B12 dentro de la célula. De la misma manera, esta explicacion puede
ser aplicada al Fol. Asi, se explica el hecho de que Fol se encuentre elevado en plasma
en algunos pacientes lo que no garantiza la funcionalidad del Fol, ya que realmente

puede haber una deficiencia celular.
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La metionina es necesaria para la sintesis de ADN, siendo favorable tanto para el
Fol como para la Vit B12, y para la sintesis de leucocitos y hematies necesarios para la
defensa contra la infeccion. Un estudio (385), observd que los metabolitos de la
metionina  (S-adenosilmetionina 'y S-adenosilhomocisteina) estdn elevados y
relacionados con los aspectos clinicos de la sepsis. Con esto intentamos explicar la
importancia de la alteracion de estas dos vitaminas, ya que se ven alteradas muchas vias
de las que dependen y pueden perjudicar los resultados clinico-nutricionales del

paciente.

5.4.3. Evaluacion de los resultados de los niveles de vitamina D.

En nuestro estudio, se observan unos niveles bajos de Vit D en los pacientes con
shock séptico al compararlos con los pacientes sanos. Segin numerosos articulos, la
suplementacion con VitD tiene una serie de beneficios frente a las infecciones
bacterianas. En un estudio realizado en pacientes sépticos(404), se observdé como una
suplementacion con un bolo de 300,000 IU de VitD disminuia la mortalidad. El grupo
de pacientes con sepsis tratado con Vit D tuvo una mortalidad de un 20.8%, y el grupo
de pacientes con sepsis tratado con placebo tuvo una mortalidad del 50%. Diversos
estudios apoyan efectos antimicrobianos e inmunomoduladores de una concentracion

sérica adecuada de la VitD (198,405,400).

Por otro lado, se ha estudiado el papel pronostico de mortalidad de la vitamina D
(198), observandose que los pacientes con sepsis y déficit de Vit D tienen tienen un
tiempo promedio de supervivencia menor que los pacientes que tienen niveles séricos
suficientes de Vit D (> 30 ng/mL). En nuestro trabajo, no hemos observado una
asociacion de la Vit D con la mortalidad, aunque se podria observar si se aumentara el
tamafio de la muestra. En cuanto a la implicacion de la Vit D en las infecciones
bacterianas, en un estudio adicional (407) se ha observado que la Vit D puede activar la
catelicidina, que es un péptido antimicrobiano presente en los macréfagos y en los
leucocitos polimorfonucleares que ayuda a combatir las infecciones tanto de
gramnegativos como de grampositivos. Por otro lado, se ha visto que la suplementacion
con Vit D a pacientes criticos en la UCI, limita el uso de la PCT para hacer un

seguimiento de la evolucion de la gravedad del paciente (408).
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5.4.4. Evaluacion de los resultados de inflamacion.

5.4.4.1. Evaluacion de los resultados de los niveles de interleucina-6.

En nuestro estudio, se observan que hay concentraciones elevadas de IL-6 en los
pacientes con shock séptico. De igual manera, se ha visto en otros estudios que las
concentraciones de la IL-6 se encuentran elevadas en estos pacientes, generalmente >
500 pg/mL de forma persistente (386,387). Los niveles de IL-6 aumentan antes que los
niveles de PCT(388,389) y de PCR mas fiebre (390).

Igualmente, también observamos una disminucion la media de IL-6 al tercer dia,
al igual que el SOFA y la PCT. En cuanto a la comparaciéon con los pardmetros de
morbimortalidad, se observa que hay una relacion significativa con la mortalidad en
aquellos pacientes que fallecen, presentando mayores niveles de IL-6, y actuando esta
como un predictor de mortalidad (Figura 24). Esta figura representa la comparacion de
las medias de IL-6 entre los pacientes fallecidos y los no fallecidos en el primer dia de

estancia en la UCL

Figura 24.- Comparacion de la interleucina-6 en los pacientes con shock séptico con la mortalidad.
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Para el estudio de la gravedad en un paciente con sepsis en la UCI, el estandar de
oro es el parametro SOFA. Sin embargo, se han venido estudiando posibles grupos de

biomarcadores que evaluados en su conjunto pueden aumentar el rendimiento del
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diagnostico y la morbimortalidad. En este grupo de biomarcadores podemos incluir a la
PCT y a la IL-6 (391). Se ha visto que la IL-6 es una interleucina importante en la
reaccion de fase aguda en respuesta a la sepsis (392). Sin embargo, la PCR no tiene
tanta utilidad por la falta de especificidad (386). La PCT ha demostrado ser un

biomarcador muy util para el diagndstico temprano de la sepsis (393).

En un estudio de seguimiento realizado a lo largo de 16 afios se observa que los
niveles de la IL-6 se asocian mds con la mortalidad multicausal y la mortalidad
relacionada por cancer que la PCR, ya que esta solo predice la mortalidad
cardiovascular. Ademas, en el mismo estudio se comprueba a corto plazo (5 afios) que
los niveles de la IL-6 y los niveles de la PCR estdn mas fuertemente asociados a la
mortalidad que el Anion GAP (394), al igual que en nuestro estudio. En un estudio muy
similar a nuestro estudio, se estudia la IL-6 como predictora de la mortalidad a las 72
horas. Aunque no se observan diferencias en los niveles de IL-6 entre los grupos de
pacientes sépticos que fallecen y los que no fallecen, si se observa un aumento
significativo de los niveles de la IL-6 a las 72 horas en aquellos pacientes que fallecen
(395). Por otro lado, otro estudio (396) motr6é que los niveles de la IL-6 predice mejor
que la PCT o la PCR el éxito del tratamiento en pacientes con sepsis no quirtrgica
predominantemente en las primeras 48-72 horas. En este sentido, un estudio de
metaanalisis (397) muestra a la IL-6 es un marcador muy valioso para predecir la sepsis

neonatal.

Otro metaanalisis (398) estudié una muestra de 2680 pacientes procedentes de 22
estudios observando la utilidad diagnoéstica de la IL-6, PCT y PCR en pacientes con
sepsis y SRIS. La sensibilidad/especificidad agrupadas de IL-6 y PCT fueron de
0.68/0.73 y 0.78/0.67, respectivamente, y el area bajo la curva de IL-6, PCT y PCR para
el diagnostico de sepsis fue de 0.80, 0.83 y 0.71, respectivamente. Por lo tanto, en este
estudio se pone de manifiesto que el rendimiento diagndstico para diferenciar el SRIS
de la sepsis es muy parecido en el caso de la PCT y la IL-6 y superior que la PCR,
recomendando también el empleo de la IL-6 para confirmar la infeccion en diagnodstico
de sepsis en un paciente con SRIS. Ademds, Ll elevacion persistente de la
concentracion de la PCR en pacientes que han sobrevivido a una sepsis, se ha

relacionado con peores resultados clinicos y una mayor mortalidad a largo plazo (399).
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5.4.4.2. Evaluacion de los resultados sobre los niveles de acido lactico y de

procalcitonina.

El acido lactico esta incluido en la definicion de sepsis y shock séptico en el
Consenso Internacional SEPIS-III del 2016 (9). Al igual que en nuestro estudio, otro
trabajo habla del acido lactico como predictor de mortalidad en pacientes con infeccion
en la unidad de urgencias (400).Igualmente, se ha confirmado la utilidad en la
monitorizacion del tratamiento, recomendddose en caso de shock séptico cuando el
acido lactico esta muy elevado (401). Ademas, se ha observado que cuando los niveles
de acido lactico estan muy elevados, las medidas seriadas del aclaramiento de lactato
ayudan en la prediccion de la morbimortalidad. El aclaramiento en las primeras 24 horas
estd asociado con la mejoria de los pacientes, y cuanto mas aclaramiento de 4cido
lactico habia mayor era la mejoria del paciente (167). De la misma manera, el
aclaramiento de acido lactico en una muestra de 90 pacientes (medidos al ingreso y a las
6 horas) puede predecir una mayor tasa de disfuncion orgénica y mortalidad (9). En
definitiva este biomarcador ha demostrado tener una utilidad para el diagnostico,

prondstico y evolucion del paciente séptico.

Por otro lado, la PCT también ha demostrado ser un marcador util para el
diagnostico temprano de la sepsis e infecciones locales, y posiblemente podria conducir
a una menor mortalidad del paciente causada por infecciones (316). De hecho, en un
reciente estudio (402), se observo que los niveles de la PCT tuvieron una mayor utilidad
predictiva que los valores de 4cido lactico en pacientes con sepsis. En 165 casos con
cuadro de sepsis, la concentracion de la PCT tuvo una sensibilidad del 89.7% en

comparacion con la sensibilidad del acido lactico (64.9%).

En resumen, después de las numerosas investigaciones realizadas sobre el tema, a
dia de hoy aun no se ha conseguido encontrar un biomarcador que diagnostique con

precision la sepsis (403).

5.5. Resumen de los resultados mas importantes.

En definitiva, los pacientes con shock séptico manifiestan acidosis piroglutdmica
que correlaciona con bajos niveles de Glu (exceptoGlu en orina/creatinina) lo cual

puede ser medido tanto en suero como en orina, al igual que con bajos niveles en la
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actividad de GPx1/Hb. Los niveles de Glu estan relacionados con parametros de
severidad y con los niveles de Vit B12, aunque esta relacion no se observa en el caso del

PiroGlu, ni de la GPx1.

La mayor contribucion de este estudio es el fortalecimiento de la evidencia para
apoyar el control de los pacientes con acidosis piroglutdmica, ademas de proponer al
PiroGlu como un biomarcador potencialfrente al estrés oxidativo. Nuestros resultados
pueden dar luz a futuras investigaciones que recononozcan el aumento de acidosis

piroglutamica como un indicador de la deplecion de GSH.

En cuanto a las vitaminas, pudimos comprobar que existe una relacion del acido
folico con la mortalidad y con los dias de ventilacion mecénica, asi como los niveles de
la IL-6 también estan asociados a la mortalidad y correlacionan con otros biomarcadores
de gravedad. Este estudio muestra que los niveles de acido folico y de IL-6 en la
admision y a las 72 horas de la hospitalizacion podrian proporcionar informacion de

prondstico en pacientes con shock séptico.

5.6. Limitaciones del estudio.

La principal limitacion de este estudio ha sido el nimero de muestra que hemos
podido conseguir. Tuvimos una dedicacion de dos afios para reunir los 28 casos, y nos
ha resultado muy dificil encontrar con pacientes con esta gravedad en la UCI y con
pacientes que cumplan los criterios especificos establecidos, y es por ello que no hemos

conseguido mas muestra.

Es dificil obtener muestras de estos pacientes, no solo por la dificultad de
encontrar casos tan graves, si no por el ambiente familiar y social que conlleva. Es
dificil explicar y pedir colaboracion en un momento tan critico a las familias de estos
pacientes, porque su ser querido se esta debatiendo entre la vida y la muerte, y no saben
responder ante una demanda de corroboracion ademds muy precipitada, porque la
extraccion de las muestras se hacen en el momento de mayor crisis, en el momento del
shock séptico. Los consentimientos informados no podian ser firmados por los pacientes
porque se encontraban sedados y tuvieron que hacerse cargo los familiares. De hecho,

hubo casos perdidos por no conseguir obtener el consentimiento informado.
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De los 28 casos obtenidos, algunos mueren antes de los 3 dias, y otros, son dados
de alta en la UCI y llevados a otras plantas, lo que hace que perdamos al paciente y no

podamos hacerle la segunda extraccion para el estudio.

Con respecto al método utilizado para determinar los componentes de la ruta del
glutation no disponiamos de valores de referencia por no encontrarse en ese momento la
determinacion estandarizada. Tuvimos que comparar los resultados con una muestra de

pacientes sanos que utilizamos como controles.

Otra limitacion de este estudio ha sido que no hemos podido disponer de ninguna
financiacion, solo una pequefia ayuda por parte de una empresa: Astellas Pharma S.A.
La falta de recursos nos ha limitado de la posibilidad de ser mds ambiciosos y poder

complementar los resultados obtenidos.
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6. Conclusiones.

Tras la realizacion, obtenciéon de resultados y discusion de este estudio, se
obtuvieron una serie de conclusiones que responden a los objetivos generales y

especificos formulados. Las conclusiones son las siguientes:

1. En general, los pacientes criticos de nuestro estudio presentan unas
caracteristicas clinicas que confirman su situacion hipercatabolica e inflamatoria que

determinan su estado de gravedad desde el inicio de la estancia en UCI.

2. En los pacientes criticos con shock séptico estudiados hemos encontrado una
prevalencia del 85% de acidemia piroglutdmica y del 65 % de acidosis urinaria, lo que

podria sugerir su utilidad como predictores de agotamiento de GSH.

3. Nuestros resultados muestran que los componentes de la ruta gamma-glutamil
estan alterados, observandose niveles de PiroGlu elevados y niveles de Glu, lo que
obedece a un bloqueo en la ruta por falta de ATP, provocando que no haya GPx

suficiente disponible que pudiera el estrés oxidativo en estos pacientes.

4. Los niveles de PiroGlu se encontraron correlacionados positivamente con los
niveles de Glu tanto en suero como en orina durante todo el periodo de estudio. Este
estrecho vinculo entre ambos parametros sugiere que su determinacién en muestras de
orina, por ser obtenida de manera menos invasiva, podrian ser biomarcadores mas

recomendados y utiles en nuestros pacientes con shock séptico.

5. El aumento de la CAT se asocia con los niveles de PiroGlu y de Glu,
posiblemente como respuesta a un aumento de estrés oxidativo que presentan nuestros

pacientes con shock séptico durante el periodo de estancia en UCI registrado.

6. El 63% de los pacientes con shock séptico estudiados presentaba deficiencia de

selenio plasmatico, lo que puede contribuir a disminuir la sintesis de la GPx.

7. Los resultados de nuestro estudio muestran que los pacientes con shock séptico
tienen niveles de Vit B12 elevados y éstos estan asociados con los niveles de Glu en
suero y en orina desde el primer dia de estancia en UCI, lo que confirma su dependencia

en esta ruta metabolica.
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8. Los pacientes con shock séptico incluidos tienen en general déficit de Vit D,
que provoca que ésta no pueda contribuir como antioxidante a la disminucion del estrés

oxidativo durante el periodo de estancia.

9. La IL-6 como biomarcador de inflamacion, se encuentra elevada en pacientes
con shock séptico y se encuentra directamente correlacionada con marcadores de

gravedad en la sepsis, como el 4cido lactico, el anion GAP y la TTPA.

10. El Glu, la CAT, el Fol y la IL-6 estdn relacionados con pardmetros
bioquimicos de gravedad, con marcadores clinicos y/o con escalas de gravedad, por lo
tanto pueden ser utilizados como biomarcadores, tanto diagnostico como pronostico de

sepsis.

11. Segun nuestros resultados, la CAT, el Fol y la IL-6 podrian ser buenos
predictores de mortalidad, teniendo en cuenta que se observa una asociacion

significativa entre ellos en los pacientes con shock séptico.

12. Teniendo en cuenta la evolucion del paciente con shock séptico, observamos
que a los tres dias se estancia los valores de PiroGlu y Glu en orina, asi como la GPx
estan elevados y los niveles de Se y de IL-6 disminuidos lo que indica un

empeoramiento del paciente durante la estancia en la UCI.

13. Conclusion final: La mayor contribucion de este estudio es el fortalecimiento
de la evidencia para apoyar la monitorizacion de los pacientes con acidosis
piroglutdmica, ademas de proponer al PiroGlu como un biomarcador potencial para
probar o medir el estrés oxidativo. Estos resultados pueden ofrecer nuevos datos que
pueden conducir estudios futuros en el reconocimiento de aumento de acidosis
piroglutdmica como un indicador de la deplecion de GSH, destacando que estos
pacientes podrian ser susceptibles de beneficiarse con un tratamiento con acetilcisteina,

lo que se propone para un estudio posterior dentro de nuestra linea de investigacion.
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Abstract

Aim. The aim of this study was to evaluate oxidative stress from glutathione depletion
in critically ill patients with septic shock through the abnormal presence of
pyroglutamic acid (PyroGlu) in urine (indirectly) and through its serum level (directly).
Methods. This was a prospective analytical study of 28 critically ill patients with septic
shock who were monitored from admission (initial) to three days of stay (final) in the
Intensive Care Unit (ICU). Data collected included PyroGlu and glutamic acid (Glu)
using liquid chromatography/mass spectrometry, and glutathione peroxidase (GPX)
activity with a colorimetric assay. The differences in Glu, PyroGlu and GPX activity
between the septic shock group and healthy control group serving as reference values
were evaluated using the Mann—Whitney test. The correlations between Glu, PyroGlu
and GPX activity and clinical outcomes were determined using Spearman’s correlation
coefficient.

Results. In patients with septic shock, serum and urine PyroGlu levels were higher,
erythrocyte GPX activity/gr Hb was lower, and urine Glu levels were lower compared
to healthy control reference values, for both initial and final values. Initial serum Glu
levels were also lower. Serum PyroGlu levels had a correlation with both initial and
final serum Glu levels; levels also correlated in urine. Initial serum Glu correlated with
the days of mechanical ventilation (P = 0.016) and the days of ICU stay (P = 0.05).
Urine Glu/mg creatinine correlated with APACHE II (P = 0.030). This positive

correlation observed for serum Glu wasn’t observed for PyroGlu.
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Conclusions. The current study found that septic patients have higher levels of
PyroGlu, lower levels of Glu and lower erythrocyte GPX activity, suggesting that these
biomarkers could be used as an indicator of glutathione depletion. In addition, Glu is
related to severity parameters. This study can guide future studies on the importance of
monitoring the levels of pyruglutamic acidosis in critical patients with septic shock in
order to preserve the oxidative status and its evolution during the stay in the ICU.

Keywords. septic shock, pyroglutamic acid, glutathione peroxidase, glutamic acid,

critical patient, glutathione

BACKGROUND

Septic shock is the leading cause of death in the Intensive Care Unit (ICU), and
despite increased knowledge about the pathogenesis of sepsis, its mortality rate remains
high, approximately 20% to 80% [1-3]. The excess oxidative stress in sepsis 1is
produced by both an excess production of free radicals and a deficit in antioxidant
defenses (scavengers). One of the most important and most abundant defensive
antioxidant systems is the GPX enzyme family (GPX). These enzymes require reduced
glutathione (GSH) for its action. One member of the GPX enzyme family is cellular
glutathione peroxidase (GPX1), whose function is to detoxify peroxides in the cell.
GPX1 is found in the cytoplasm of cells, especially red blood cells, and its main
function is to protect hemoglobin from the action of free radicals. Other enzymatic

families with an important role in antioxidant defense is thethioredoxin reductase.

Glutathione (GSH) is a non-protein tripeptide consisting of three amino acids:
glutamate, cysteine and glycine. More than 90% of total glutathione is in the reduced
form (GSH) and less than 10% is in the disulfide form (GSSG). An increase in the ratio
between GSSG and GSH is an indicator of oxidative stress. Morris et al. described how
GSH works to modulate the behavior of many cells, conferring protection against
microbial, viral and parasitic infections [4]. It is well-known that the increase in
oxidative stress causes the decrease in GSH levels [5—8]. GSH biosynthesis by way of
the gamma-glutamyl cycle is important for maintaining GSH homeostasis and normal
redox status, this cycle can be seen in Figure 1. The function of this cycle, proposed by
Alton Meister [9], is the transfer of amino acids, finally reaching glutathione synthesis

[10]. Glutathione is decomposed into a gamma-glutamyl amino acid through gamma-
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glutamyl transpeptidase. Gamma-glutamyl amino acid is converted to pyroglutamic acid
(PyroGlu) through gamma-glutamyl cyclotransferase. PyroGlu is converted to glutamic
acid (Glu) through 5-oxoprolinase. Glu is converted to gamma-glutamylcysteine
through gamma-glutamylcysteine synthetase. Finally, glutathione is synthesized by

glutathione synthetase.

Figure 1. Gamma-glutamyl cycle.
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Decreased levels of cellular glutathione lead to decreased feedback inhibition of gamma-
glutamylcysteinesynthetase, low glutathione levels would activate this enzyme. Under normal condition,
high glutathione levels inhibit of gamma-glutamylcysteine synthetase. This results in excessive formation
of the dipeptide gamma-glutamylcysteine, which is converted by gamma-glutamylcyclo transferase into
pyroglutamic acid. The overproduction of pyroglutamic acid exceeds the capacity of 5-oxoprolinase, and
pyroglutamic acid therefore accumulates in body fluids and is excreted in the urine [52]. This mechanism
also explains the glutamic acid levels since the reaction catalyzed by 5-oxoprolinase is slower because it
depends on ATP.

The importance of the role of PyroGlu in critically ill patients is not well
documented. The acquired form of pyroglutamic acid or 5-oxoproline (PyroGlu)
metabolic acidosis was first described in 1989. Since then, this cause of chronic anion
gap metabolic acidosis has been increasingly recognized. Many cases go unrecognized

because an assay for PyroGlu is limited in daily clinical practice. Thus, the excess
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PyroGlu in a septic patient without an enzymatic deficit in the gamma-glutamyl cycle
could be associated with GSH depletion, and therefore excessive oxidative stress and its
negative consequences. A decrease in GSH can be due to three reasons: (I) a decrease in
ATP prevents the enzyme 5-oxoprolinasa (ATP-dependent) from converting PyroGlu
into Glu, causing PyroGlu to accumulate and thus the gamma-glutamyl cycle becomes
blocked; (II) GSH depletion due to the GSH demand caused by the need to eliminate
free radicals since the patient is in a state of increased oxidative stress; (III) the
activation of the enzyme gamma-glutamylcysteine synthetase that helps the futile cycle
to continue without synthesizing GSH. In other words, the high presence of PyroGlu
contributes even further to GSH deficiency and would be an indicator of high oxidative
stress. The blocking of the cycle by low ATP, is more likely associated with a decrease
of cysteine bioavailability. This cysteine bioavailability decrease could be expected in a
situation of increased requirement of cysteine for the protein synthesis in immune cells.
The blocking of the cycle is expecting to increase the GSH depletion, but more as a
consequence than a cause. From these analyses, the concentrations of Glu and PyroGlu
can be correlated with clinical outcomes. Therefore, the aim of this study was to assess
pyroglutamic acidemia as an increased oxidative stress predictor, since it contributes to
GSH depletion in critically ill patients with septic shock, its association with morbidity

and mortality and its evolution after three days.

MATERIALS AND METHODS
Study design and patients

The design was a prospective analytical study monitoring critically ill patients
from admission until the third day of their stay in the ICU of Virgen de las Nieves
Hospital in Granada (Spain). The study was approved by the hospital’s Ethical
Committee and informed consent was obtained from the patients or their family who
had agreed to participate in the study. A total of 28 consecutive patients aged 18 years
or older who werea dmitted to the ICU were included in the study following consensus
criteria of septic shock [2]. The patients’ medical histories did not show they were
deficient in any enzyme of the gamma-glutamyl cycle. Patients underwent parenteral or

enteral nutrient support but were not enriched with glutamine.
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The following data was recorded on the day of inclusion in the study (initial) and
on the third day (final): patient age, diagnosis, sex, Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation II (APACHE II) score, Sequential Organ Failure Assessment (SOFA)

score, ICU length of stay, patient 28-day mortality, and cardiocirculatory parameters.
Blood collection and handling

Initial and final blood and urine samples were collected. Blood and urine samples
were centrifuged immediately at 3,500 rpm for 10 min at 4°C and serum was collected.
Serum and urine samples were stored at -80°C prior to biochemical analyses for
subsequent testing. The reference values of PyroGlu, Glu and GPX1 activity are
unknown. 28 serum and urine samples from healthy patients were obtained to be used as
reference values, and these were also frozen at -80°C. The origin of the control healthy

people is from Granada region.
Biochemical parameters

The following initial and final data was recorded: blood biochemical profile (acid-
base balance: pH and anion gap), renal function (creatinine, urea and ions), liver
function (GOT, GPT and bilirubin), nutrition parameters (albumin, prealbumin, ferritin,
transferrin, folic acid and vitamin B12 [Vit B12]), hematimetric and inflammatory

parameters (C-reactive protein [CRP] and procalcitonin [PCT]).
Assessment of pyroglutamic acid and glutamic acid

The urine and serum samples were thawed and proteins from the samples were
precipitated with acetonitrile. 0.3 mL of sample was placed in an Eppendorf tube and
0.3 mL of 12.5% acetonitrile was added. Acetonitrile preparation (1/8): 10 mL of
acetonitrile was placed in a test tube and completed with distilled water to 80 mL. The
samples were shaken and then incubated at room temperature, maintaining them with
circular shaking motion for 30 min. The samples were centrifuged at 14,000 revolutions
per minute for 5 min, then 0.2 mL of the supernatant was transferred to the screw cap
bottle. Afterwards, the samples were processed. PyroGlu and Glu levels were obtained

using liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS).

Assessment of erythrocyte glutathione peroxidase activity (GPX1 activity)
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The GPX1 activity of red blood cell hemolysate was assessed with a colorimetric
assay using the Bioxytech® kit (OxisResearch™). Aliquots of erythrocytes were mixed
into the four volumes of distilled water and centrifuged at 10,000 rpm for 15 minutes at
4°C, followed by the addition of 3x Assay Buffer. Enzyme activity was evaluated at
25°C at a wavelength of 340 nm, and the results were expressed in units per gram of

hemoglobin.
Assessment of selenium

The determination of Se in patients’ plasma was carried out in the Center of
Scientific Instrumentation at the University of Granada with the inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) method, using a Perkin-Elmer mass spectrometer

with a plasma torch ionization source and quadrupole Nex ION 300D ion filter.
Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS version 21.0. Qualitative variables
were presented as frequencies and percentages, and quantitative variables as mean =+
standard deviation (SD). For continuous variables, the assumption of normality was
tested using the Shapiro-Wilk test. The differences in Glu, PyroGlu and GPX1 activity
between the septic shock patient group and healthy control group as reference values
were evaluated using the Mann—Whitney test. In order to analyze the relationship
between severity, ventilation and clinical parameters and both urine and serum Glu and
PyroGlu acid levels and erythrocyte GPX1 activity, the cut-off scores were established
by the median (low levels vs high levels). The correlations between Glu, PyroGlu and
GPX1 activity and clinical outcomes were determined using Spearman’s correlation

coefficient. Statistical significance was defined as P < 0.05.

RESULTS
Patient characteristics

During the study period, a total of 28 patients admitted to the ICU were enrolled.
Clinical characteristics are shown in Table 1. The gender distribution of the sample was
22 male patients (78.6%) and 6 female patients (21.4 %) with a mean age (SD) of 61.9 +

14.1 years. The original cause of septic shock was of abdominal (50%), urinary (21%)
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and respiratory (29%) origin. The majority of the cases had underlying diseases such as
cardiocirculatory diseases, hyperlipidemia, diabetes, chronic obstructive pulmonary
disease, malignancy, etc. Two cases had HBV, another HIV disease and another only
hypothyroidism, which could interfere in the depletion of antioxidants. The
microorganisms that caused the infection were one Acinetobacter, three Streptococci,
one Pseudomonas, one Candida Albicans, one Campylobacter, one Clostridium and the
rest were E. coli. The APACHE 1I score was 22.0 (17-27) at admission. The SOFA
score was 12.4 £ 2.60 and 8.88 + 4.40 at admission and on the third day, respectively.
The final SOFA score decreased (P < 0.011). A total of 15 patients needed mechanical
ventilation (53.6%) and the mean length of stay in the ICU was 7.04 £ 10.49 days. The
observed 28-day mortality was 42.9% (12 patients), 8 patients died in less than 72
hours. Anion gap was associated with initial APACHE II (P < 0.001).

Table 1. Clinical characteristics initial and final, and the evolution after three days, of critically ill septic
shock patients.

Initial (mean + SD) Final (mean + SD) P Value

n=28 n=14
Age, (years) 61.9+ 14.1 - -
Male, number (%) 22 (78.6%) - -
Albumin (gr/dL) 2.72+£0.61 2.66 +0.65 0.139
Prealbumin (mg/dL) 12.67 +£6.72 16.95 + 10.67 0.143
Ferritin (ng/mL) 678.7 +£946.6 529.3 £450.1 0.707
Transferrin (mg/dL) 139.3 £57.1 148.1 £51.3 0.514
SOFA score 12.4+2.6 8.8+44 0.011
APACHE II score 22.0 (17-27) - -
Sepsis focus,
number (%)
Respiratory 14 (50%) - -
Urinary 6 (21%) - -
Abdominal 8 (29%) - -
SBP (mmHg) 67.1+159 79.6 £10.9 0.009
FiO2 (%) 0.56+0.17 0.40+0.14 0.001
Pa02/FiO2 231.5+81.6 240.1 £ 98.8 0.494

Values are expressed as mean =+ standard deviation; Fourth column shows the statistical significance after
applying the comparison of means for related samples, thus, the evolution is shown after three days. SBP:
Systolic Blood Pressure. PaO2/FiO2: Partial Oxygen Arterial Pressure/Fraction of Inspired Oxygen.

Biochemical variables

Initial and final biochemical parameters and the evolution after three days in
patients with septic shock are shown in Table 2. Patients met the clinical criteria for

septic shock. All the parameters were abnormal, with very high levels of CRP and PCT
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(as acute markers of inflammation and infection), while the markers for renal and

hepatic insufficiency, as well as metabolic acidemia, were also very high.

Table 2. Initial and final biochemical parameters, and the evolution after three days in patients with septic
shock.

Initial Final P value initial
(mean = SD) (mean = SD) Reference values
— final

n=28 n=14
pH 732£0.09 738011 735-745 0354
Anion gap )
o) 12142 72+107 7-16 0.079
Lactic acid 4724198 239£2.17 0.6-2.5 0.008
(mmol/L)
Creatinine (mg/dL) 2.99 +1.47 235+1.64 0.67-1.20 0.097
GOT or AST (UIL) 1864 % 299.6 964.1 + 1947.5 5 - 40 0.255
GPTor ALT (U/L)  112.6+ 1283 506.4 + 7793 13-37 0.143
Total bilirubin 2374304 279 +£3.07 0.3-12 0.431
(mg/dL)
CRP (mg/L) 35.1+28.9 467+ 535 0.02-5 0.679
Procalcitonin 75.5+59.3 42.6+65.9 <05 0.017
(ng/mL)
LDH (U/L) 620.0+473.8 1285.9 +2130.7 110 - 295 0211
Leukocytes

+ + _

10 15.3+17.9 133+ 684 3.5-10.5 0.816
Neutrophils (%) 84.7+16.2 86.1+ 6.0 477 0.241
Hemoglobin (g/dL) 11.2+£2.5 94+2.1 11-17 0.001
Vitamin B12 976.4+ 511.0 1118.7 1922 116-513 0.261
(pg/mL)

Values are expressed as mean =+ standard deviation; Fifth column shows the statistical significance after
applying the comparison of means for related samples, thus, the evolution is shown after three days. GOT
or AST, glutamic oxaloacetic transaminase or aspartate transaminase; GPT or ALT, glutamic pyruvic
transaminase or alanine transaminase; CRP, C-reactive protein.

Comparative analysis of serum and urine Glu and PyroGlu levels and erythrocyte

GPX1 activity

Table 3 shows the differences between patients with septic shock and reference
values as controls for serum and urine PyroGlu, serum and urine Glu (urine results have
also been expressed divided by creatinine [/Crea]), serum and erythrocyte Se, and GPX1
activity (which has also been expressed divided by grams of Hb [/Hb]). The control
samples were taken from 28 healthy patients with normal test results and similar ages.
There were statistically significant differences found between initial and final values for
urine PyroGlu/Crea levels (P = 0.002), urine Glu levels (P < 0.026) and GPX1/Hb
activity (P = 0.008). In all three cases, the final levels increased, except in the case of

Glu/Crea which was not significant. Serum and erythrocyte Se showed a statistically
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significant decrease (P = 0.001) between initial and final values. However, no
differences were found between initial and final serum Glu levels (P = 0.109) and serum

PyroGlu levels (P = 0.075).

Table 3. Serum and urine pyroglutamic acid, serum and urine glutamic acid, and erythrocyte glutathione
peroxidase activity in patients with septic shock compared with healthy control as reference values, and
the evolution after three days, are shown in this table.

Reference  Cases Cases P value
values (n initial (n final (n Cases
= 28 = 28 = 14y [ VAN B AN i)
(mean + (mean = (mean =+ — cases
SD) SD) SD) final
Serum pyroglutamic acid 3999 + 6967 + 9923 =+
(ng/L) 77.1 273.0 4426 0000 0000 0.075
Urine pyroglutamic acid 400.7 + 5229 + 1790.3%
(ng/L) 2345 3561 4318 0133 0010 0.021
Urine pyroglutamic acid 203 + 392 +
(ng/mg creatinine) 0.40+0.32 299 189 0.001 0.001 0.002
Serum  glutamic  acid 574 + 748 <
(ng/L) 8.03+2.73 1.66 726 0.001 0.497 0.190
Urine glutamic acid (ug/L) 303+157 7.1+4.7 é3é2 * 0.001 0.001 0.026
Urine glutamic acid 024 + 053 =+
(ng/mg creatinine) 0.30+0.18 016 0.45 0.196 0.103 0.092
. 7693 £ 56.03 + 41.65 +
Serum selenium (ng/L) 18.14 12.95 11.46 0.001 0.001 0.001
Erythrocyte selenium 108.7 £ 79.6 £ 682 <+
(ug/L) 233 14.9 151 0.001 0.001 0.001
Erythrocyte glutathione
peroxidase ?2305'5 * éé??i ;491}24& 0.00 0001  0.154
activity(mU/mL) ’ ' ’
Erythrocyte glutathione
peroxidase activity (Ugr 265+5.1 22 & 162 % 444 0.001 0.008
Hb) 6.6 8.8

Values are expressed as mean + standard deviation. P (5™ and 6™ columns) = statistical significance of
healthy control as reference values vs cases. P (7" column) = value Cases initial — cases final, show the
evolution after three days. Fifth and sixth columns show the statistical significance after applying the
difference of means for independent samples. Seventh column shows the statistical significance after
applying the comparison of means for related samples.

Comparative analysis of severity, ventilation and clinical parameters for both

urinary and serum Glu and PyroGlu acid levels and erythrocyte GPX1 activity

Figure 2 shows the comparative analysis of severity and clinical parameters for
both urinary Glu and Pyro Glu levels, and initial erythrocyte GPX1 activity. Those
patients with greater severity (APACHE II) showed higher levels of Glu in urine (P <
0.05). On the other hand, patients with clinical parameters such as low PCT, low LDH
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and low lactic acid showed high levels of serum PyroGlu and Glu and erythrocyte

GPX1/HD activity, respectively (P < 0.05).

Figure 2. The comparative analysis of severity, ventilation (FiO2) and clinical parameters (PCT, LDH
and lactic acid) with both urinary and serum glutamic and pyroglutamic acid levels, and the erythrocyte
GPX activity at initial.
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The cut-off scores were established by the median (low levels vs high levels).

Analysis of serum and urine Glu and PyroGlu and erythrocyte GPX1 activity

correlation with inflammation and severity status

PyroGlu, Glu and GPX1 activity levels were associated with severity parameters
(APACHE II, SOFA, days of mechanical ventilation, days of stay in ICU and age) and
mortality. Positive correlations were observed between initial serum Glu and the days of
mechanical ventilation (r = 0.450; P = 0.016) and the duration of ICU stay (r = 0.372; P
< 0.05). This was also true for initial urine Glu/Crea with APACHE II (r = 0.536; P =

0.030). This correlation was not observed in the case of PyroGlu nor GPX1.
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Figure 3 shows the Spearman’s correlation analysis between PyroGlu and Glu in
serum and urine. Serum PyroGlu levels had a significant correlation with both initial
and final serum Glu levels (r = 0.651, P < 0.001) (Figure 3A) and (r = 0.767, P <
0.001), respectively. In the case of PyroGlu, a correlation between serum and urine/Crea
was also observed (r = 0.426; P < 0.034) as shown in Figure 3B. Moreover, a
correlation was observed between urine PyroGlu and Glu levels for both initial (r =
0.659, P < 0.001) (Figure 3C) and final values (r = 0.665, P < 0.013), and between
initial urine PyroGlu/Crea and urine Glu/Crea levels (r = 0.604; P = 0.002) (Figure 3D).

Figure 3. Spearman’s correlation analysis between pyroglutamic and glutamic acid in serum and urine.
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DISCUSSION

In the current study, we set out to evaluate pyroglutamic acidemia in both serum
and urine as an increased oxidative stress predictor in critically ill patients with septic
shock as well as its association with clinical outcomes, morbidity and mortality and
patient evolution in the ICU. Our major finding showed high serum and urine PyroGlu
levels in critically ill patients. On the contrary, a decrease in serum levels and urine Glu

levels as well as GPX1 activity was observed in these patients compared to the
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reference values, although in the case of Glu, the urine decrease was not observed if it is
expressed in accordance with mg of creatinine. This is the first time that PyroGlu has
been determined in septic shock patients and compared with Glu, a metabolite of its
cycle. As in this study, a decrease in Glu was also observed in patients with septic shock

in other studies [11].

These disorders are attributed to glutathione depletion in the gamma-glutamyl
cycle [12], the mechanism for which is shown in Figure 1. The increase in PyroGlu
could be due to three key points: (I) the catabolism of GSH through gamma-glutamyl
transpeptidase, (II) and/or to a limiting factor in the second step of gamma-
glutamylcysteine synthetase (III) or a limiting factor in the following step involving
glutathione synthetase. (II) The gamma-glutamylcysteine synthetase enzyme is the main
rate-limiting step in this cycle and this reaction is non-allosterically inhibited by
physiologic concentrations of glutathione. (III) The impact of a pre-existing ATP
depletion in the successive step causes GSH not to be synthesized through glutathione
synthetase, which can also be caused by glycine deficiency. Additionally, low levels of

GSH increase gamma-glutamylcysteine synthase activity.

Under cysteine-limiting conditions, Glu is recycled into Glu (a futile cycle) via 5-
oxoprolinase at the expense of two ATP molecules without GSH production and this is
the reason for the decrease in GSH synthesis as well as the depletion of ATP in these
cells [13]. This futile cycle is activated by the depletion of both glutathione and

cysteine. The probable cysteine insufficiency will be developed later.

On the other hand, a disturbance can be observed in the levels of the components
of the homocysteine cycle, which is shown in Figure 4. Basal homocysteine levels have
been found to not be associated with the severity and mortality of septic patients [14]. In
a study by Tsantes et al. [15], basal homocysteine levels in sepsis patients were
observed to be within normal levels. However, the levels of vitB12 were higher, as in
this study. According to the homocysteine cycle, the elimination of homocysteine is
geared towards the formation of methionine through the increase of this vitamin (vit
B12) and not towards the formation of cysteine. In addition, epidemiological evidence
indicates that patients with inflammation have significantly lower blood levels of
pyridoxal 5'-phosphate PLP (vit B6) than control subjects [16—18]. According to this

study, there is a positive correlation between Glu and vit B12; that is to say, Glu
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accumulates when vit B12 increases, since cysteine is not available for the gamma-
glutamylcysteine synthetase to act to form gamma-glutamylcysteine, as shown in
Figure 1. A study by Hiroseet al. [19] revealed the minimum value of glutamate and
maximum value of methionine to be significant prognostic factors for mortality in

patients with sepsis.

Figure 4. Homocysteine cycle.
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Methylenetetrahydrofolate
. reductase
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Vitamin Bg
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Cystathionine

Vitamin Bg
Cysteine

Cysteine is required for the formation of glutathione. Cysteine comes from homocysteine. Homocysteine
also intervenes in the formation of methionine, for which it requires folic acid and vitamin B12.

There are correlations between PyroGlu, Glu and GPX1 activity and some
biochemical, respiratory and severity markers. This shows the association between the
parameters of the glutathione pathway and the metabolic alteration in these patients.
Excess PyroGlu in a septic patient without enzymatic deficiency in the gamma-glutamyl
cycle could be associated with the depletion of GSH, and therefore excessive oxidative
stress and its negative consequences. Low GSH and increased GSSG are expected in a
situation of oxidative stress and increase of redox potential. Nevertheless, the increase

of PyroGlu and decrease of Glu seems more reflecting the low ATP cellular content
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leading to a locking of gamma-glutamyl cycle from the first step requiring ATP after
PyroGlu synthesis. GSH metabolism is demonstrated to be significantly altered by
malnutrition and 28-day mortality in ICU patients [20]. In one study [21], blood GSH
concentrations and synthesis rates were found to have decreased in children with
sepsis, while blood GSH redox ratios (GSSG:GSH) were found to have increased
[22], suggesting increased oxidative stress. Numerous studies associate low GSH levels
with PyroGlu increase [23-25]. Likewise, high levels of PyroGlu are associated with
high oxidative stress [26,27]. In a study by Metges et al. [28], it was confirmed that
glycine or sulfur amino acid restriction alters PyroGlu kinetics and urinary excretion,
another reason which explains how altering the precursors of GSH formation also alters

the gamma-glutamyl cycle.

A significant decrease in the final SOFA score was observed as a consequence of
the support measures carried out in the ICU. However, final PyroGlu increased
significantly, without being affected by these measures. This may be a reason why there
is no association between PyroGlu and clinical severity parameters. Therefore, PyroGlu
might be considered as a glutathione depletion marker, which acts independently of
severity scales. We propose that PyroGlu should be evaluated in critical patients with

septic shock.

The overall redox potential of a cell is primarily determined by
oxidizable/reducible chemical pairs, including GSH/GSSH, reduced
thioredoxin/oxidized thioredoxin, NAD+/NADH and NADP+/NADPH, as shown in
Figure 5. Expending the known reduced species (NADH+, reduced glutathione, etc.) to
“neutralize” the deleterious compounds weakens the organism's capacity to combat
further oxidative stress. GPX1 is one of the most abundant members of the GPX family
of enzymes. GPX family is present in all cells, primarily located in the cytosolic and
mitochondrial compartments, as well as the peroxisomal compartment [29] in some
cells. It has been found to be more effective than catalase at removing intracellular
peroxides under many physiological conditions [30]. In this study, these patients have
been observed to have GPX1 activity that does not contribute to the elimination of free
radicals because it is decreased with respect to control patients. Although numerous
studies have measured GPX1 activity in patients with sepsis, the results remain

inconclusive [31,32].
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Figure 5. Oxide reduced cycle.

H,0, \ / Reduced glutathione \ / NADP*
GPx GRd
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Glutathione peroxidase-1 (GPX1) is an intracellular antioxidant enzyme that enzymatically reduces
hydrogen peroxide to water to limit its harmful effects. GPX, Glutathione peroxidase; GRd, glutathione
reductase.

As for Se levels, we found a significant decrease in plasma in relation to ICU stay.
This decrease has been repeatedly observed in sepsis patients since 1998 [33]. It is
related to the binding of selenoprotein-P to the endothelium in sepsis, to the protein
extravasation at the early phase of sepsis, and to a down regulation of selenoprotein-P
liver synthesis [32]. We found a significant decrease in erythrocytes in relation to ICU
stay. Erythrocyte Se content does not interfere with sepsis. However, erythrocyte Se
content is an accurate marker of Se status prior to septic shock [34-36] and is a good
marker of longer-term Se status [37]. Certain parts of Granada’s population with a
possible low selenium intake [37], such as patients with HIV or cancer, could be
concerned by such deficiency. Previous Se deficiency is expected to reduce resistance to
oxidative stress. The variation in initial and final erythrocyte Se concentration might be
related to transfusion, hemolysis, or the death of some patients. It has long been known
that the lethal Keshan disease is related to major Se deficiency. This Se deficiency
induced mortality from myocarditis caused by coxsackievirus infection [38]. Such
disease has been prevented by Se food enrichment in the region of Keshan, China. We
could not associate of Se with the other parameters studied, likely due to the size of our
sample. Currently, it is admitted that a moderate increase of selenium administration
compared to the daily requirement (with a maximum of about 300 pg/day) is largely
sufficient in septic patients, even under dialysis or suffering extended burn. This dose is
lower that the US Upper Limit. For the record the body selenium content is about 10 to
20 mg, and the plasma compartment contains only a small fraction of body selenium
content (less than 2%). Se is included in GPX at the active site of the enzyme under the

form of the aminoacid selenocystein, which is require for its activity; therefore,
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supplementation is of vital importance in patients who do not have sufficient levels of
Se. A prospective observational study [39] showed that erythrocyte Se concentration
predicts mortality in patients with septic shock. High dose Se supplementation has not
improved clinical outcome of septic shock patients [40], although these studies are

controversial [41].

Thiol antioxidants such as N-acetyl-L-cysteine (NAC) have been shown to be
beneficial against inflammation. Thus, along with its properties as an antioxidant, NAC
will also increase GSH, possibly preserving or enhancing GPX1 function [42]. Gamma-
glutamyl transpeptidase (GGT) plays key roles in GSH homeostasis by breaking down
extracellular GSH and providing cysteine, the rate-limiting substrate, for the
intracellular de novo synthesis of GSH. The presence of ROS and oxidative stress in
sepsis, especially in septic shock, has led several studies to evaluate the role of NAC as
adjuvant therapy [7,43—-49]. It is also important to suspend medications such as
paracetamol or flucoxacillin in patients who manifest pyroglutamicac idemia so as not
to further contribute to its increase [50,51]. The key to the controversy surrounding the
administration of NAC in these cases may be that these patients have depleted ATP and
the last reaction of the detailed cycle (glutathione synthetase) is limited and GSH is not

synthesized.

Oxidative stress determination is limited in daily clinical practice, primarily due to
the difficulty in measuring the different aspects of oxidative stress, which entails several
tests: oxidized glutathione, reduced glutathione, glutathione peroxidase, glutathione
reductase (GRd), etc. This study proposes using the parameter of PyroGlu as a predictor
of oxidative stress due to GSH depletion. There is a significant positive correlation
between PyroGlu in serum and in urine (Figure 3B); therefore, we could propose that it
can be measured in urine since the sample is easier to obtain. Although PyroGlu is not
routinely available in clinical laboratories, this study presents data that supports its

usefulness, though more work is needed before being used in clinical practice.

CONCLUSIONS

Patients with septic shock manifest pyroglutamic acidosis that correlates with low

levels of Glu (except urine Glu/Crea) which can be measured in both serum and urine,
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and low GPX1/Hb activity. Glu is related to severity parameters and vit B12, although
this relationship is not observed in the case of PyroGlu nor GPXI1. The major
contribution of this study is the strengthening of evidence to support the control of
patients with pyroglutamic acidosis, in addition to proposing PyroGlu as way to
measure oxidative stress. These results could offer new data that can lead to future
studies on recognizing the increase in pyroglutamic acidosis as an indicator of GSH

depletion.
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