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El	&empo	es	la	cosa	más	valiosa	que	una	persona	puede	gastar…	

Theophrastus	

Los	días	pueden	ser	iguales	para	un	reloj,	pero	no	para	un	hombre	

Marcel	Proust	





RESUMEN	

La	sepsis	consVtuye	una	disfunción	orgánica	que	pone	en	peligro	 la	vida,	causada	

por	una	desmedida	respuesta	del	huésped	a	una	 infección.	shock	sépVco	son	uno	de	 los	

mayores	problemas	de	salud,	afectando	a	millones	de	personal	alrededor	del	mundo	cada	

año	y	matando	a	1	de	 cada	4.	Al	 igual	que	 con	el	 politraumaVzado,	 el	 infarto	agudo	de	

miocardio	o	el	ictus,	la	temprana	idenVficación	y	el	adecuado	manejo	en	las	horas	iniciales	

de	 la	 sepsis,	 se	 consiguen	 mejores	 resultados.	 La	 sepsis	 es	 una	 infección	 generalizada	

provocada	por	microorganismos	Gram-	o	Gram+	fundamentalmente,	que	se	diseminan	por	

la	 sangre	 y	 generan	una	 respuesta	exagerada	del	 sistema	 inmunitario,	 dando	 lugar	 a	un	

estado	 de	 vasodilatación	 y	 shock	 hipovolémico	 debido	 a	 la	masiva	 producción	 de	 óxido	

nítrico	(NO)	por	 la	óxido	nítrico	sintasa	 inducible	(iNOS),	que	conlleva	a	una	situación	de	

déficit	de	perfusión	Vsular,	que	puede	dar	lugar	a	shock	sépVco	y	fallo	mulVorgánico	(1,	2).		

El	diagnósVco	precoz	de	la	sepsis	es	fundamental	para	implementar	un	tratamiento	

lo	 más	 rápido	 y	 eficaz	 posible,	 incluyendo	 anVbióVcos.	 Además,	 la	 terapia	 de	 la	 sepsis	

incluye	 reanimación	 de	 la	 hipoperfusión	 inducida	 por	 la	 sepsis,	 fluidoterapia,	 fármacos	

vasoacVvos,	 corVcoides,	 transfusión,	 anVcoagulantes,	 sedación	 y	 analgesia,	 control	

glucémico	y	de	tromboembolismo	venoso,	así	como	nutrición	adecuada,	entre	otros	(3).	

La	melatonina	es	una	hormona	que	se	idenVficó	inicialmente	como	un	producto	de	

la	 glándula	 pineal	 y	 relacionada	 con	 el	 control	 de	 los	 ritmos	 circadianos,	 incluyendo	 el	

ritmo	sueño/vigilia,	de	neurotransmisores	cerebrales,	ritmos	endocrinos,	metabólicos,	de	

división	celular,	etc.	Su	uso	para	el	control	de	los	problemas	de	cronodisrupción	hace	que	

se	hayan	alcanzado	consensos	internacionales	para	que	sea	el	primer	fármaco	de	elección	

en	el	tratamiento	de	los	trastornos	del	sueño.	Esta	melatonina	pineal	está	controlada	por	

el	reloj	biológico	localizado	en	los	núcleos	supraquiasmáVcos	del	hipotálamo,	un	conjunto	

de	unas	20.000	neuronas	que	expresan	rítmicamente	los	llamados	genes	y	proteínas	reloj	
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y	 están	 sincronizadas	 a	 un	 periodo	 de	 24	 horas	 por	 el	 fotoperiodo.	 La	 luz	 ambiental	

bloquea	la	producción	de	melatonina,	mientras	que	la	oscuridad	la	induce,	estableciendo	

el	ritmo	circadiano	de	melatonina	con	su	acrofase	por	la	noche.	SU	síntesis	en	la	pineal	se	

produce	a	parVr	del	triptófano,	via	serotonina,	que	es	transformada	a	melatonina	por	dos	

enzimas,	AANAT	y	ASMT	(4,	5).	

	 Pero	se	conoce	también	que	la	melatonina	se	produce	en	todos	los	demás	órganos	

y	 tejidos	 de	 la	 economía,	 la	 llamada	melatonina	 extrapineal.	 Su	 síntesis	 es	 igual	 que	 la	

pineal,	 pero	 no	 está	 controlada	 por	 el	 fotoperiodo	 ni	 sigue	 un	 ritmo	 circadiano.	 Por	 el	

contrario,	 se	 sinteVza	 en	 la	 mitocondria	 y	 se	 produce	 en	 función	 del	 grado	 de	 estrés	

oxidaVvo	de	la	célula.	Debido	a	que	sus	concentraciones	son	mayores	que	las	de	la	pineal,	

ejerce	 potentes	 funciones	 anVoxidantes,	 anVinflamatorias,	 y	 esVmulantes	 de	 la	

bioenergéVca	mitocondrial.	Numerosos	estudios	experimentales	y	en	diferentes	modelos	

de	enfermedad	incluyendo	sepsis,	han	demostrado	que	la	melatonina	modula	la	respuesta	

de	la	inmunidad	innata,	frenando	la	acVvación	de	NF-κB	y	su	unión	al	ADN,	lo	que	bloquea	

la	 producción	 de	 factores	 proinflamatorios	 como	 las	 citoquinas.	 Además,	 la	melatonina	

frena	también	la	segunda	vía	de	acVvación	de	la	inmunidad	innata,	el	inflamasoma	NLRP3,	

lo	que	evita	la	maduración	de	las	citoquinas	inducidas	por	NF-κB,	principalmente	la	IL-1β.	

En	 tercer	 lugar,	 el	 daño	 oxidaVvo	 mitocondrial	 desencadenado	 por	 la	 respuesta	

inmunitaria	 de	 NF-κB	 libera	 radicales	 libres	 que	 acVvan	 el	 inflamasoma	 NLRP3	 en	 el	

citosol;	 la	melatonina	 reducde	 dichos	 radicales	 libres,	mejora	 y	 protege	 la	mitocondria,	

impidiendo	 la	 acVvación	 del	 inflamasoma.	 Todas	 estas	 funciones	 de	 la	 melatonina,	

cronobióVca	y	protector	celular,	son	la	base	de	su	uso	en	pacientes	de	sepsis,	habiéndose	

realizado	recientemente	un	ensayo	clínico	con	éxito	(6-8).	

	 Ya	que	la	melatonina	está	controlada	por	los	genes	reloj,	se	ha	estudiado	la	relación	

de	 dichos	 genes	 con	 la	 inmunidad	 innata.	 Se	 sabe	 hoy	 día	 que	 el	 adecuado	 balance	 de	
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bmal1,	uno	e	los	genes	reloj,	es	fundamental	para	mantener	controlada	la	inmunidad,	y	en	

la	sepsis	se	reduce	la	expresión	de	este	gen,	lo	que	favorece	la	acVvación	de	la	inmunidad	

la	cual,	 través	de	citoquinas	 inflamatorias,	altera	más	el	 reloj,	estableciéndose	un	circulo	

vicioso	que	acelera	la	progresión	de	la	enfermedad	(9).	

	 El	presente	estudio	se	diseñó	para	evaluar	 la	relación	entre	el	ritmo	de	expresión	

de	 los	 genes	 reloj,	 los	 niveles	 de	 melatonina,	 y	 el	 grado	 de	 respuesta	 inflamatoria	 en	

pacientes	sépVcos,	comparados	con	pacientes	quirúrgicos	no	sépVcos	y	sujetos	sanos.	Se	

estudiaron	otras	variables	como	marcadores	de	daño	oxidaVvo	e	 inflamatorio,	niveles	de	

citoquinas	 pro-	 y	 anVinflamatorias,	 así	 como	 niveles	 de	 procalcitonina,	 protrombina,	

hemograma	y	bioquímica	ruVnaria	con	marcadores	de	daño	hepáVco,	renal	y	metabólico.	

	 Nuestros	 resultados	 indican	 la	 existencia	 de	 una	 alteración	 significaVva	 de	 la	

expresión	de	los	genes	reloj	en	sangre	periférica	de	los	pacientes	de	sepsis,	que	fue	menor	

que	la	encontrada	en	pacientes	no	sépVcos.	De	manera	similar	el	grado	de	estrés	oxidaVvo	

e	 inflamatorio	fue	mayor	en	 la	sepsis	que	en	no	sépVcos.	Parámetros	de	evolución	de	 la	

sepsis,	 como	 procalcitonina,	 también	 mostraron	 cambios	 paralelos	 a	 los	 anteriores.	 Se	

observó	un	aumento	de	los	niveles	urinarios	de	la	6-sulfatoximelatonina,	mayor	en	sepsis,	

que	 se	 correlaciona	 con	 los	 marcadores	 anteriores.	 En	 general,	 se	 puede	 concluir	 que	

cuanto	 mayor	 es	 el	 proceso	 inflamatorio,	 mayor	 es	 la	 alteración	 de	 los	 genes	 reloj,	

principalmente	 bmal1,	 mientras	 que	 los	 niveles	 de	 melatonina	 se	 correlacionan	

negaVvamente	 con	 la	 inflamación,	 siendo	 considerado	 el	 aumento	 de	melatonina	 como	

una	respuesta	del	organismo	para	intentar	controlar	la	 inflamación	y	restablecer	el	ritmo	

de	expresión	de	los	genes	reloj.		

	 En	 resumen,	 podemos	 decir	 que	 la	 alteración	 de	 la	 expresión	 de	 bmal1	 está	

directamente	relacionada	con	la	gravedad	de	la	sepsis,	y	la	melatonina	se	presenta	como	

un	 fármaco	de	elección	para	el	 co-tratamiento	de	 la	 sepsis	no	 solo	por	 sus	propiedades	
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anVinflamatorias	y	anVoxidantes,	 si	no	 también	por	 su	capacidad	para	 regular	el	normal	

funcionamiento	de	los	genes	reloj.	
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1. SEPSIS

La sepsis se define como una disfunción orgánica que pone en peligro la vida, 

causada por una desmedida respuesta del huésped a una infección (1-3). Hablamos de shock 

si le sumamos la disfunción circulatoria y metabólica/celular asociada con mayor riesgo de 

mortalidad. Por otro lado, el shock séptico se define como la hipotensión persistente 

inducida por la sepsis, a pesar de una adecuada resucitación con fluidoterapia. 

 La sepsis y el shock séptico son uno de los mayores problemas de salud, afectando 

a millones de personal alrededor del mundo cada año y matando a 1 de cada 4 o más (4-6). 

Al igual que en el caso del paciente politraumatizado, el infarto agudo de miocardio o el 

ictus,  con la temprana identificación y el adecuado manejo en las horas iniciales de la sepsis, 

se consiguen mejores resultados. 

Aunque la incidencia de sepsis y shock séptico ha permanecido sin cambios durante 

los últimos 10 años, la implementación de las guías "Surviving Sepsis Campaign" ha 

permitido un descenso notable en la mortalidad. La menor severidad de los pacientes en la 

UCI y la reducción de la mortalidad en las etapas iniciales dependen de un diagnóstico 

rápido, mejor manejo inicial del paciente, y un tratamiento antibiótico precoz (7). 

1.1. Cribado de la sepsis 

Para el despistaje de la sepsis, ha quedado demostrado que los sistemas 

hospitalarios deben tener un programa de mejoría en el manejo de la sepsis, incluyendo 

programas de cribado de sepsis para los pacientes críticos o en alto riesgo.  

Estos programas están asociados con índices de mejoría de los pacientes. Para ello 

deberían tener una representación multidisciplinar (medicina, enfermería, farmacia, 
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fisioterapia, dietética y administración) apostando por el desarrollo e implementación de 

las principales disciplinas implicadas.  

Para que un programa de este calibre tenga éxito, se deberían incluir protocolos de 

desarrollo e implementación, medidas objetivadas evaluables, recogida de datos y la puesta 

en marcha de estrategias de reflexión para facilitar una mejora continua (8). 

Los programas para la mejoría de la sepsis deben dirigirse hacia la temprana 

identificación de la sepsis mediante un adecuado cribaje y la optimización en el manejo de 

los pacientes una vez son identificados como sépticos. La falta de un reconocimiento rápido 

y eficaz impide la realización de una terapia oportuna, teniendo en cuenta que el cribaje de 

la sepsis está asociado con un tratamiento precoz. Se ha podido comprobar que un 

adecuado cribaje de esta patología está asociada con un descenso de la mortalidad (9, 10). 

La implementación de un protocolo de recomendaciones ha sido la piedra angular de la 

actuación de los programas dirigidos a la mejora en el manejo de la sepsis. 

Un meta análisis de 50 estudios observacionales demostró que dichas estrategias se 

asociaron con una reducción significativa de la mortalidad (11). El estudio más grande hasta 

la fecha examinó la relación entre las recomendaciones de la SSC (Surviving Sepsis 

Campaign) y la mortalidad. Se examinó un total de 29.470 pacientes de 218 hospitales en 

los Estados Unidos, Europa, y Sudamérica durante un año (12). Se observó una mortalidad 

más baja en hospitales con mayor concordancia con la SSC. 

1.2 Diagnóstico  

Para hablar del diagnóstico, se han establecido unos criterios partiendo de una infección 

causada por un microorganismo (bacteria, hongos o virus, siendo más frecuente en nuestro 
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medio la infección bacteriana), documentada o sospechada, y una o más de las siguientes 

variables: 

Y, para hablar de sepsis severa: 

Variables generales Variables inflamatorias 

Fiebre (>38.3 o C) o Hipotermia (< 36 o C). Leucocitosis (Recuento de células blancas >12.000 μL-1) o 

Leucopenia (recuento de células blancas <4000 μL-1 ). 

Frecuencia cardíaca >90 latidos por minuto o mayor 

de dos desviaciones estándar por encima del valor 

normal par la edad. 

Recuento normal de células blancas con más del 10% de 

formas inmaduras. 

Taquipnea. Valores de PCR superiores a dos desviaciones estándar con 

respecto a la normalidad. 
Hiperglucemia (glucosa en plasma >140 mg/dL o 

7.7 mmol/L) en ausencia de diabetes. 

Alteración del estado mental. Valores de procalcitonina superiores a dos desviaciones 

estándar con respecto a la normalidad. 
Edema significativo o balance de fluidos positivo 

(>20 ml/kg en 24h). 

Variables Hemodinámicas y de perfusión tisular Variables de disfunción orgánica 

Hipotensión arterial (PAS <90 mmHg, PAM <70 

mmHg, o descenso de la PAS> 40 mmHg en adultos 

o menos de dos desviaciones estándar por debajo

del valor normal para la edad). 

Hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 <300). 

Trastornos de la coagulación (INR >1.5 o un aPTT >60 

segundos). 

Hiperlactatemia ( >1 mmol/L). Oliguria aguda (índice urinario < 0.5 ml/kg/h durante al menos 

dos horas, a pesar de una adecuada fluidoterapia). 

Incremento de la creatinina >0.5 mg/dL  o 44.2 μmol/L. 

Disminución del relleno capilar. Íleo (ausencia de ruidos intestinales). 

Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total plasmática >4 mg/dL o 70 

μmol/L). 
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Hipoperfusión inducida por la sepsis o disfunción orgánica (cualquiera de las siguientes debe ser causada por la infección) 

Hipotensión inducida por la sepsis. 

Lactato por encima de valores de laboratorio normales. 

Índice urinario < 0.5 ml/kg/h durante más de dos horas a pesar de una adecuada fluidoterapia. 

Creatinina > 2.0 mg/dL. 

Daño pulmonar agudo con PaO2/FiO2 < 200 en ausencia de neumonía o foco infeccioso pulmonar. 

Bilirrubina > 2mg/dL. 

Recuento plaquetario < 100.000  μL-1 

 

 La esterilización de los cultivos puede ocurrir en pocos minutos u horas tras la 

administración de la primera dosis del antibiótico adecuado (13, 14); así que, priorizando la 

obtención de cultivos a la administración de antimicrobianos se consigue más precisión en 

la identificación del patógeno. El aislamiento de un organismo u organismos infeccioso(s) 

permite la retirada paulatina de la terapia antimicrobiana al principio y después una vez 

obtenidas las sensibilidades a las mismas. La reducción de escalas antimicrobianas 

constituye un pilar en los programas administrativos y está relacionada con la menor 

aparición de resistencias de los microorganismos, menores efectos adversos y costes (15). 

Varios estudios retrospectivos han sugerido que la priorización de la obtención de cultivos 

a la terapia antimicrobiana está asociada a un mejor pronóstico (16). Igualmente, diversos 

estudios sugieren que su suspensión progresiva se asocia a un aumento de la supervivencia 

(17, 18). El deseo de priorizar la obtención de cultivos al inicio de la terapia antimicrobiana 

debe ser equiparado y sopesado en relación al riesgo de mortalidad por el retraso en el 

tratamiento en los pacientes críticos con sospecha de sepsis o shock séptico que están en 

riesgo significativo de muerte (19, 20). 
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 Se recomienda priorizar la obtención de hemocultivos a la terapia antimicrobiana. 

En caso contrario,  el riesgo/beneficio prima la rápida administración de antimicrobianos. 

Por lo tanto, en pacientes con sospecha de sepsis o shock séptico, los cultivos 

microbiológicos de rutina deberían ser obtenidos de todos los posibles focos de infección 

antes del inicio de los antimicrobianos siempre y cuando no impliquen un retraso 

substancial en el inicio del tratamiento. Dichas muestras pueden incluir sangre, líquido 

cefalorraquídeo, orina, heridas, secreciones respiratorias y otros fluidos corporales si bien, 

a veces, hay que incluir muestras que tengan que ser obtenidas por medios invasivos tales 

como la broncoscopia o la cirugía abierta. La decisión con respecto a qué sitios se requieren 

para cultivar tiene que ser sopesada cuidadosamente por el “equipo terapéutico”. El hecho 

de tomar cultivos de todos los sitios potencialmente cultivables podría resultar desalentador 

(a menos que el foco de la sepsis no sea clínicamente aparente), porque esta práctica puede 

llevar al uso indebido de antimicrobianos (21). Si la historia o la exploración física indican 

claramente un sitio anatómico específico de infección, el cultivo de otros sitios es 

generalmente innecesario. Se recomienda de forma general, una espera de 45 minutos 

aproximadamente entre la toma de cultivos y el inicio de antimicrobianos. 

 

1.3 Terapia de la sepsis 

1.3.1 Terapia antimicrobiana 

 En cuanto al tratamiento antimicrobiano, con un nivel de evidencia moderado, se 

recomienda que la administración de antimicrobianos por vía endovenosa sea iniciada tan 

pronto como sea posible tras identificar el estado de sepsis o shock séptico. La rapidez de la 

administración es fundamental para la obtención de los efectos beneficiosos de los 
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antimicrobianos apropiados. En presencia de sepsis, cada hora de retraso en su 

administración está asociada con un importante aumento de la mortalidad (19, 22). 

Además, algunos estudios muestran otros efectos adversos, como fallo renal agudo (23), 

lesión pulmonar (24), y fallo multiorgánico (25) con dicho retraso. 

 Con igual nivel de evidencia, se  recomienda la terapia empírica de amplio espectro 

con uno o más antimicrobianos que cubran la mayoría de los patógenos en este tipo de 

pacientes (incluyendo bacterias, hongos e incluso cobertura antiviral). Con todo ello, una 

vez se identifique el patógeno y sus sensibilidades establecidas y/o mejoría clínica 

acompañante, se aconseja la progresiva reducción de dicha cobertura antimicrobiana. 

 El inicio de la terapia antimicrobiana apropiada (con actividad frente al patógeno o 

patógenos causantes) es una de las facetas más importantes en el manejo de las infecciones 

potencialmente mortales en pacientes con sepsis o shock séptico. El error en este aspecto 

conlleva a un aumento significativo en la morbimortalidad de estos pacientes (26-28). 

Además, la selección de un régimen antimicrobiano empírico en sepsis/shock séptico es uno 

de los determinantes centrales en el pronóstico. Algunos factores que deben ser tenidos en 

cuenta para determinar dicho régimen en cada uno de los centros médicos y para cada 

paciente, incluyen: 

 

a) El lugar anatómico de infección con respecto al perfil típico patogénico y a las propiedades 

de los antimicrobianos para penetrar en esos lugares. 

b) La prevalencia de los patógenos dentro de una comunidad u hospital. 

c) Los patrones de resistencia de aquellos patógenos prevalentes. 
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d) La presencia de defectos inmunes específicos como la neutropenia, esplenectomía, 

infección por VIH pobremente controlada y defectos de las inmunoglobulinas, complemento 

o leucocitos congénitos o bien adquiridos. 

e) La edad y las comorbilidades de los pacientes incluyendo patologías crónicas (ej., 

diabetes) y disfunciones orgánicas crónicas como la insuficiencia renal o hepática, así como 

la presencia de dispositivos invasivos (catéteres venosos centrales) que pudieran 

comprometer la defensa a la infección. 

 

 Debido a que la vasta mayoría de pacientes con sepsis severa o shock séptico tienen 

una o más formas de inmunodeficiencia, el régimen inicial empírico debería ser lo 

suficientemente amplio para cubrir la mayoría de patógenos aislados en las infecciones 

nosocomiales. En la mayor parte de los casos, se usan los carbapenémicos de amplio 

espectro (Meropenem, Imipenem/Cilastina o Doripenem) en combinación con Penicilina/β-

lactamasa de amplio espectro (Piperacilina/Tazobactam o Ticarcilina/clavulánico). La 

adición de un agente para gram negativo al régimen empírico está recomendado en los 

pacientes críticos con alto riesgo de infección por microorganismo multirresistente 

(Pseudomonas, Acinetobacter, etc), con el fin de aumentar la probabilidad de efectividad 

de al menos un agente administrado (29). Si existe riesgo de MRSA (Meticilin Resistent 

Staphiloccocus Aureus) se puede emplear Vancomicina, Teicoplanina o algún otro agente 

antimicrobiano. Si, por otro lado, existe gran riesgo de infección por especies de Legionella, 

convendría añadir un macrólido o fluorquinolona. El clínico también debe considerar la 

posibilidad de patógenos tipo Cándida cuando se decide la pauta terapéutica inicial. 
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 Una vez identificado el patógeno, debe procederse al ajuste del tratamiento 

reduciendo antibioterapia empírica hasta el agente más efectivo. Sin embargo, uno de cada 

tres pacientes con sepsis no tiene un patógeno causal identificado (30). Dados los riesgos 

sociales e individuales de continuar con una terapia antimicrobiana innecesaria, se 

recomienda fervientemente el ajuste de los antimicrobianos en función de la mejoría clínica 

incluso si los cultivos son negativos. 

 Tampoco se recomienda la profilaxis antimicrobiana en estados de inflamación 

sistémica sin origen infeccioso como por ejemplo en grandes quemados o pancreatitis 

severa. Para procedimientos específicos invasivos puede ser recomendable añadir una 

pauta corta de profilaxis. Adicionalmente, si hay gran sospecha de sepsis o shock séptico 

concomitante en pacientes con un estado inflamatorio severo sin origen infeccioso, la 

terapia antimicrobiana estaría indicada. Evidentemente, la dosis de antimicrobianos debe 

ajustarse  y optimizarse a los principios farmacodinámicos y farmacocinéticos en este tipo 

de pacientes. 

 En cuanto a medidas para controlar la duración de la terapia antimicrobiana en los 

pacientes sépticos, no hay gran evidencia de ninguno en concreto, si bien se emplea en 

muchas ocasiones la determinación de los niveles de procalcitonina en estos pacientes. La 

medida de la procalcitonina sérica es comúnmente utilizada en muchas partes del mundo 

para ayudar en el diagnóstico de infección aguda y para definir la duración de la terapia 

antimicrobiana. Varios metaanálisis sugieren que la procalcitonina también puede usarse 

para ayudar a la diferenciación en la presentación de condiciones infecciosas y no 

infecciosas (31-33). 
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1.3.2. Resucitación inicial 

 Como ya sabemos, la sepsis y el shock séptico son emergencias médicas, así que se 

recomienda que el tratamiento y reanimación se lleven a cabo inmediatamente. En la 

reanimación de la hipoperfusión inducida por sepsis, se debe empezar al menos con una 

dosis de cristaloide de 30 mL/kg intravenoso, dentro de las primeras 3 horas (34-36). 

Siguiendo a la fluidoterapia inicial, los líquidos adicionales deben calcularse en función del 

estado hemodinámico y respiratorio (frecuencia cardíaca, tensión arterial, saturación de 

oxígeno arterial y venosa, frecuencia respiratoria, temperatura, diuresis y otras variables). 

También debemos determinar el tipo de shock si el examen clínico no ayuda a esclarecer el 

diagnóstico.  

 Para medir la respuesta a la fluidoterapia, se prefieren las variables dinámicas sobre 

las estáticas. Además, debemos centrarnos en un objetivo inicial de presión arterial media 

de 65 mm Hg en pacientes con shock séptico que requieran vasopresores y normalizar el 

ácido láctico cuando éste se encuentre elevado como marcador de hipoperfusión tisular.  

 La resucitación temprana efectiva con fluidos es crucial para la estabilización de la 

hipoperfusión tisular inducida por la sepsis o el shock séptico. Esta hipoperfusión se puede 

manifestar mediante la disfunción orgánica aguda y/o el descenso de la presión arterial 

media y la elevación de los niveles de ácido láctico sérico, así que, uno de los principales y 

más importantes principios para entender el manejo de estos pacientes es la necesidad de 

realizar una evaluación inicial detallada seguida de una reevaluación de la respuesta al 

tratamiento. Esta evaluación debería empezar con un examen clínico completo y una 

valoración de las variables fisiológicas que describan el estado clínico del paciente ya 
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mencionadas anteriormente. En los últimos años, la ecocardiografía ha llegado a ser útil 

para valorar las causas de las alteraciones hemodinámicas (37). 

 Por otro lado, el uso de la presión venosa central aislada (PVC) para guiar la 

resucitación con fluidos ya no está justificada (37), debido a la limitación para predecir una 

respuesta a fluidos cuando la PVC se encuentra dentro de los rangos de normalidad (8-12 

mm Hg) (38). Las medidas dinámicas para valorar si un paciente requiere fluidoterapia 

adicional han demostrado mayor precisión diagnóstica en predecir si esos pacientes son 

probables respondedores a la carga de volumen. Estas técnicas incluyen la elevación de 

piernas, los cambios en el volumen sistólico con la administración de líquido, o las 

variaciones en la presión sistólica, la presión del pulso o los cambios en el volumen sistólico 

inducidos por la presión intratorácica en ventilación mecánica (39). 

 

1.3.3. Control de recursos 

 Se recomienda el examen anatómico específico diagnóstico de la infección 

requiriendo un control exhaustivo del entorno, así como la identificación y exclusión de 

factores de riesgo y la retirada rápida de accesos intravasculares que pudieran ser una 

fuente de patógenos en la sepsis/shock séptico después de haber obtenido otros accesos. 

 La experiencia clínica sugiere que, sin un adecuado control del foco, algunas formas 

de presentación más severas  (sepsis o shock séptico) no se estabilizarán o mejorarán a pesar 

de una rápida resucitación y provisión de antimicrobianos adecuados. De hecho, la 

priorización de esfuerzos en la estabilización médica en lugar de en el control del foco para 

los pacientes más severos, particularmente aquellos con shock séptico, no está 

generalmente aconsejada (40). Deben valorarse los distintos riesgos/beneficios de cada 
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método de control del foco, priorizando los menos invasivos y dejando los procedimientos 

quirúrgicos mayores como última medida. 

 

1.3.4. Fluidoterapia 

 Los cristaloides son la primera línea para resucitación inicial y reemplazo 

intravascular subsiguiente en pacientes sépticos y en shock séptico. Además, se sugiere la 

adición de albúmina cuando se requieren mayores cantidades de cristaloides, aunque con 

menor evidencia. No se recomienda el uso de coloides de tipo almidón ni gelatinas para el 

reemplazo intravascular de volumen en estos pacientes. 

 

1.3.5. Medicamentos vasoactivos 

 Como fármaco vasopresor de primera elección se recomienda la noradrenalina para 

alcanzar el objetivo de una presión arterial media (PAM). Para protección renal en estos 

casos, se puede utilizar la dopamina a dosis bajas con un alto grado de evidencia. 

 Los efectos fisiológicos de los vasopresores y la combinación de 

inotropos/vasopresores en el shock séptico están ampliamente descritos en las revisiones 

de la literatura (41-45). La noradrenalina aumenta la PAM debido a su efecto 

vasoconstrictor, con ligeros cambios menores en la frecuencia y el gasto cardíaco en 

comparación a la dopamina. Esta última eleva la PAM y el índice cardíaco debido, sobre 

todo, a un aumento del volumen sistólico y la frecuencia cardíaca. La noradrenalina es más 

potente que la dopamina y puede ser más efectiva para revertir la hipotensión en pacientes 

con shock séptico. La dopamina puede ser particularmente útil en pacientes con 

compromiso de la función sistólica pero causa mayor taquicardia y puede ser mas 
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arritmogénica que la noradrenalina (46). Además, también puede influir en el sistema 

endocrino a través del eje hipotálamo-hipofisario y tener efectos inmunosupresores (47).  

 Se han reportado niveles bajos de vasopresina durante el estado de shock. Por ello, 

dosis bajas de vasopresina puede ser efectiva para alcanzar niveles adecuados de PAM en 

pacientes refractarios a los otros vasopresores y puede tener beneficios potenciales 

fisiológicos (48-50). Al igual ocurre con la terlipresina pero durante mayor tiempo de acción 

(51). Varios estudios han demostrador que las concentraciones de vasopresina están 

elevadas al principio del shock séptico, pero descienden a un rango normal en la mayoría de 

pacientes entre las 24 y 48 horas de la continuación del shock (52). Este hallazgo ha sido 

nombrado “la deficiencia relativa de vasopresina” porque, en presencia de hipotensión, 

sería esperable encontrar niveles elevados de vasopresina. Otro fármaco vasopresor como 

la fenilefrina (agonista puro α-adenérgico) aún carece de evidencia suficiente en estos casos 

para valorar su efecto beneficioso. 

 La disfunción miocárdica consecuente con la infección ocurre en un amplio sector de 

pacientes con shock séptico; sin embargo, el índice cardíaco suele estar preservado debido 

a la dilatación ventricular, taquicardia y reducción de la resistencia vascular periférica  (53). 

Algunos de estos pacientes pueden tener disminuida la reserva cardíaca y no ser capaces de 

alcanzar un índice cardíaco adecuado para aportar el suficiente oxígeno. El reconocimiento 

de esto último puede ser todo un reto. Se prefieren las medidas concomitantes del índice 

cardíaco más allá de una medida de perfusión adecuada. 

 En las situaciones en las que se sospecha un índice cardíaco bajo con el consiguiente 

aporte de oxígeno bajo, siempre y cuando sea en presencia de una adecuada PAM y 

precarga, el fármaco de primera elección es la dobutamina. Los datos que apoyan a la 

dobutamina son principalmente fisiológicos, con un mejoría hemodinámica y de los índices 
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de perfusión, que pueden incluir la mejoría clínica, descenso de los niveles de lactato y 

mejoría de la saturación venosa central (SvcO2). 

 Aunque hay sólo algunos estudios, se han propuesto alternativas a los agentes 

inotrópicos para incrementar el índice cardíaco en situaciones específicas. Es el caso de los 

inhibidores de la fosfodiesterasa que actúan aumentando el AMP cíclico y producen efectos 

inotrópicos independientes de los receptos beta adrenérgicos. Algunos estudios 

demuestran que la milrinona puede aumentar el índice cardíaco. Por otro lado, el 

levosimendán eleva la respuesta del miocito a los niveles de calcio y también abre los 

canales de potasio ATP-dependientes, dando al fármaco propiedades inotrópicas y 

vasodilatadoras. Dado el potencial papel del control de los niveles anormales de calcio y la 

depresión de la función miocárdica inducida por la sepsis, se ha propuesto el uso del 

levosimendán en el shock séptico. Sin embargo, debido al elevado coste en comparación a 

la dobutamina, esta última permanece como primera opción en dichos pacientes (3). 

 Por último, se recomienda que todos los pacientes que reciban fármacos 

vasopresores tengan un catéter arterial, siempre y cuando los recursos lo permitan, ya que, 

en los estados de shock, la estimación de la presión arterial mediante manguito, 

especialmente en los sistemas automatizados, puede ser inadecuada. El uso de una cánula 

arterial proporciona mayor precisión y una medida más reproducible de la presión arterial. 

 

1.3.6. Corticoides 

 Con un nivel de evidencia bajo, se sugiere usar hidrocortisona IV para tratamiento 

de shock séptico en los pacientes que no responden a una adecuada fluidoterapia y con 

fármacos vasoactivos a dosis de 200 mg/día. Los esteroides podrían estar indicados cuando 

haya historia de terapia con corticoides previos o disfunción adrenal (54). 
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1.3.7. Productos sanguíneos 

 Con un nivel alto de evidencia, se recomienda la administración de concentrado de 

hematíes solamente cuando la concentración de hemoglobina esté por debajo de 7 g/dL, en 

adultos y en ausencia de otras circunstancias extenuantes como isquemia miocárdica, 

hipoxemia severa o hemorragia aguda. No se recomienda el uso de eritropoyetina para el 

tratamiento de la anemia asociada a la sepsis (55), así como tampoco se aconseja el uso 

profiláctico de plasma fresco congelado en ausencia de sangrado activo o procedimientos 

invasivos planificados. 

 Tampoco existe demasiada evidencia con respecto a la transfusión profiláctica de 

plaquetas cuando el recuento sea <10000/mm3 en ausencia de sangrado aparente y cuando 

el recuento es >20000/mm3 si el paciente tiene un riesgo significativo de sangrado. 

Mantener un recuento plaquetario >50000 /mm3 está aconsejado en caso de sangrado 

activo, cirugía o procedimientos invasivos (56). 

 No se ha encontrado evidencia beneficiosa en el empleo de inmunoglobulinas y son 

pocos los estudios acerca del empleo de técnicas de purificación sanguínea, con algún meta-

análisis acerca de la hemoadsorción con polimixina B para limpiar de endotoxinas la 

sangre  (57). 

 

1.3.8. Anticoagulantes 

 No se recomienda el empleo de antitrombina así como de trombomodulina o 

heparina para el tratamiento de la sepsis o shock séptico en los casos de coagulación 

intravascular diseminada (58).  
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1.3.9. Ventilación mecánica 

 Existe un alto nivel de evidencia y recomendación en el uso de volumen tidal (VT) de 

6 mL/kg de peso corporal estimado comparado con los 12 mL/Kg en adultos con síndrome 

de distress respiratorio (SRDA) inducido por la sepsis, así como la limitación en la presión 

plateau por debajo de 30 cm H2O (7). Estas recomendaciones están basadas en la definición 

de Berlín de 2012 del Distress Respiratorio y su clasificación en leve, moderado y severo 

(PaO2/FIO2 ≤300, ≤200, y ≤100 mm Hg, respectivamente) (59). 

 Con algo menos nivel de evidencia, se recomiendan estrategias de ventilación 

mecánica con niveles de PEEP (presión positiva al final de la espiración) por encima de 5 cm 

H2O para evitar el colapso de las unidades alveolares, así como de la utilización de maniobras 

de reclutamiento en aquellos pacientes con SDRA asociado a sepsis (siempre y cuando no 

conduzcan al deterioro clínico del paciente). 

 Igualmente, dentro de la estrategias y modalidades de ventilación mecánica en estos 

casos, se aconseja, con un adecuado nivel de evidencia, la ventilación en posición decúbito 

prono en aquellos pacientes con una PaO2/FiO2 ratio <150. En estos casos, el uso del 

decúbito prono en comparación a la posición en supino dentro de las primeras 36 horas de 

intubación y realizadas durante >16 horas, mostraron un aumento de supervivencia (60). 

Además, cabe destacar también el empleo de la ventilación con alta frecuencia oscilatoria 

en los casos moderados-severos. 

 Para facilitar la ventilación mecánica, se sugiere el empleo de bloqueantes 

neuromusculares en los casos de SDRA con PaO2/FiO2  <150, ya que mejoran la complianza 

de la pared torácica, previene el desacoplamiento respiratorio y reduce las presiones pico 

de la vía aérea. En cuanto a la fluidoterapia en estos casos, se recomienda una estrategia 

conservadora siempre y cuando no haya evidencia de hipoperfusión tisular. 
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 Con menor nivel de evidencia, el uso de volúmenes tidal de ventilación bajos (4-

6mLkg) en pacientes bajo cirugía abdominal, incluyendo los sépticos, han demostrado tener 

menor incidencia de fracaso respiratorio, resultando en una reducción de episodios de 

sepsis postoperatoria (61). Por otro lado, la elevación del cabecero a 30-45° ha demostrado 

la reducción del riesgo de broncoaspiración así como del desarrollo de neumonía asociada 

a ventilación mecánica (62). 

 Por último, para la extubación de los pacientes en ventilación mecánica, resulta 

beneficioso la utilización de “protocolos de extubación” así como de test de respiración 

espontánea o con bajo soporte respiratorio, antes de la misma (63, 64). 

 

1.3.10. Sedación y analgesia 

 En los pacientes con ventilación mecánica, se recomienda minimizar la sedación ya 

que reduce la duración de la misma, así como una temprana movilización (65, 66). Además, 

el uso de fármacos de acción corta como el propofol y la dexmedetomidina consiguen 

mejores resultados que las benzodiacepinas en estos casos  (67-69). 

 

1.3.11. Control glucémico 

 Se recomienda mantener niveles de glucosa comprendidos entre 180 mg/dL y 110 

mg/dL mediante el empleo de protocolos (70). Se debe realizar un control de los niveles 

glucémicos cada hora o dos horas hasta estabilización de los mismos, así como de las dosis 

de insulina; además, interpretar con cautela los niveles de glucemia obtenidos por punción 

de capilar, ya que podrían ser distintos de los niveles plasmáticos reales de glucosa (71). 
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1.3.12. Terapia de reemplazo renal 

 La terapia de reemplazo renal, bien sea de tipo continuo o intermitente, se aconseja 

en los casos de sepsis y fallo renal agudo a pesar de que en numerosos estudios no se hayan 

encontrado diferencias en cuanto a mortalidad (72-74). La terapia de tipo continuo está 

aconsejada para facilitar el balance de la fluidoterapia en pacientes sépticos inestables, 

aunque con muy poco nivel de evidencia (75).  

 Por otro lado, no se aconseja el uso de terapia de reemplazo renal en pacientes 

sépticos y con fallo renal agudo en el que solamente haya una elevación de creatinina u 

oliguria sin otras indicaciones definitivas para diálisis.  

 Además, no se recomienda añadir bicarbonato de sodio para mejorar el estado 

hemodinámico o disminuir los requerimientos de vasopresores cuando tengan acidosis 

láctica con pH >7.15 por hipoperfusión ya que se ha relacionado con casos de sobrecarga de 

líquidos, incremento de lactato y PCO2 y un descenso en el calcio iónico sérico. 

 

1.1.13 Profilaxis de tromboembolismo venoso 

 Teniendo en cuenta que los pacientes ingresados en una Unidad de Cuidados 

Intensivos están en riesgo de trombosis venosa profunda así como de tromboembolismo 

pulmonar, y que este riesgo es mayor en pacientes sépticos o con shock séptico, se aconseja 

la profilaxis farmacológica (heparina no fraccionada y heparina de bajo peso molecular) si 

no hay contraindicación (76). En cuanto al tipo de heparina, se ha demostrado en un meta-

análisis de Alhazzani et al (76) que el uso de heparina de bajo peso molecular reducía más 

el riesgo de tromboembolismo pulmonar con respecto a la heparina no fraccionada. 

 Si es cierto que hay que tener en cuenta la función renal en estos pacientes 

sometidos a profilaxis tromboembólica y de trombosis venosa con heparina. Además, los 
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resultados de una revisión sistemática de 11 estudios en la base de datos Cochrane han 

demostrado una mayor efectividad con la combinación de profilaxis farmacológica con 

mecánica (compresión neumática intermitente o medias de compresión graduadas) en la 

prevención de fenómenos tromboembólicos (77). En aquellos casos en los que la profilaxis 

farmacológica esté contraindicada, se aconseja el empleo de medidas mecánicas, aunque 

con menor nivel de evidencia. 

 

1.3.14. Profilaxis de úlceras de estrés 

 Las úlceras de estrés se desarrollan en el tracto gastrointestinal de los pacientes 

críticos y pueden estar asociadas con una morbimortalidad importante. Si bien los 

mecanismos implicados no están del todo claros, parece que están relacionados con la 

disrupción de los mecanismos protectores del ácido gástrico, la hipoperfusión de la mucosa 

gástrica, un incremento de la producción ácida y un daño oxidativo del tracto digestivo (78). 

Además, unos de los predictores clínicos de riesgo de sangrado gastrointestinal en los 

pacientes críticos son la ventilación mecánica >48h y la coagulopatía. Por ello, se 

recomienda en estos casos la profilaxis de úlceras de estrés con inhibidores de la bomba de 

protones o antagonistas del receptor de histamina-2 (79). En aquellos casos en los que no 

existan factores de riesgo de sangrado gastrointestinal no se recomienda la profilaxis de 

úlceras de estrés. 

 

1.3.15. Nutrición 

 En general, la nutrición parenteral es mejor que la enteral cuando los pacientes están 

desnutridos debido a la intolerancia gastrointestinal, lo cual pudiera ser beneficioso en los 

primeros días en la Unidad de Cuidados Intensivos. Sin embargo, es más invasiva y está 
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asociada a más complicaciones, entre otras, el riesgo de infección. Por ello, en los pacientes 

sépticos, se prefiere la nutrición enteral, ya que supuestamente se consiguen beneficios más 

fisiológicos que con la parenteral (80).  

 Además, ciertos estudios han demostrado que no es aconsejable iniciar la nutrición 

parenteral, bien sola o en asociación con alimentos enterales en la primera semana en estos 

pacientes, cuando la nutrición enteral no fuera factible, aunque se puede iniciar glucosa IV 

o complejos nutricionales (81, 82). 

 Se ha podido ver también que la temprana administración de nutrición enteral en 

los pacientes sépticos tiene unas ventajas potencialmente beneficiosas en cuando a la 

integridad nutricional, prevención de cambios de permeabilidad intestinal, y modulación de 

las respuestas metabólicas que reducen la resistencia a la insulina. Sin embargo, no se han 

podido ver diferencias significativas en términos de mortalidad (83). Tampoco se ha visto 

mejoría con el empleo de suplementos como ácidos grasos Omega-3 (84). 

 En cuanto a la monitorización del volumen gástrico residual, no se recomienda su 

medida de forma sistematizada. Sin embargo, podría ser recomendable siempre y cuando 

los pacientes presenten intolerancia a la alimentación o que se encuentren en verdadero 

peligro de aspiración (85, 86). En estos casos, sin haber mucha evidencia, se recomienda el 

uso de procinéticos o la colocación de sonda de alimentación postpilórica para evitar el 

riesgo de aspiración 
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2. MELATONINA  

 La melatonina o N-acetil-5-metoxitriptamina (aMT), fue descrita inicialmente por 

McCord y Allen (87), aunque sin darle ese nombre, y aislada por primera vez por Lerner en 

el año 1958 (88). En 1959 se identificó la estructura química de esta indolamina, y se 

propuso el nombre de melatonina (89). Químicamente,  esta molécula conforma un cristal 

orgánico, de aspecto blanco, con un peso molecular de 232.38 Da, cuyo punto de fusión se 

encuentra entre 116-118 °C, con poca hidrosolubilidad y soluble en etanol y DMSO. 

 La melatonina ha estado presente a lo largo de la evolución, ya desde organismos 

muy primitivos como cianobacterias, algas unicelulares, y parásitos como Tripanosoma 

cruzi, hasta organismos actuales, incluyendo todos los seres vivos, animales y plantas (90-

92). Además, se distribuye generalmente través de todo el organismo. Debido a esto, se 

piensa que su existencia viene determinada, entre otros factores, por un mecanismo 

compensador para amortiguar el efecto nocivo del oxígeno (por la producción de radicales 

libres), que han ido utilizando los distintos organismos a través de los mecanismos de 

adaptación. 

 La melatonina quedó enmarcada primeramente como un sistema de regulación de 

los ritmos circadianos y reproductores. Sin embargo, a posteriori se comprobó que, además, 

posee un potente mecanismo de depuración de los radicales libres (93), así como inductor 

de los enzimas de la defensa antioxidante endógena a través de su interacción con 

receptores nucleares para la melatonina en distintos órganos periféricos (94-96). También 

se demostró la interacción de la melatonina con diversas proteínas citosólicas relacionadas 

con el calcio tales como la proteína quinasa C, la calmodulina (97-99) y la  calreticulina (100), 

así como su papel en la conservación de la homeostasis mitocondrial (96). 
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2.1. Síntesis 

 El lugar inicial donde se descubrió la síntesis de melatonina en los mamíferos fue en 

la glándula pineal que, conectada con el núcleo supraquiasmático, posee los enzimas 

necesarios para su síntesis a partir del triptófano vía serotonina, y cuya actividad se veía 

condicionada por los ciclos luz-oscuridad (101). Por ello, dicha síntesis proporciona una 

señal, la melatonina, que actúa como mensajero que codifica la duración de la oscuridad 

(102). 

 Partiendo del triptófano (aminoácido obtenido de la circulación por el pinealocito a 

través de un sistema de transporte activo), la síntesis de melatonina tiene lugar en una serie 

de pasos sucesivos (Figura 1). 

 

Figura 1. Síntesis de melatonina. Izquierda, mecanismo nervioso de control de la producción de melatonina. 

Derecha, mecanismo bioquímico de síntesis de la melatonina. 

 

 Dicho aminoácido se convierte primeramente en 5-hidroxitriptamina o serotonina al 

sufrir un proceso de hidroxilación y subsecuente descarboxilación por medio de la L-

triptófano hidroxilasa (TPH) y la 5- hidroxitriptófano descarboxilasa, respectivamente. Una 



Carlos Acuña Fernández 
 

 24 

vez sintetizada y a través de una desaminación gracias a la acción de la monoamino oxidasa 

(MAO) o a la acetilación de la arialquilamina N-acetiltransferasa (AANAT), se origina, como 

consecuencia, la N-acetil-5- hidroxitriptamina o N-acetil-serotonina (NAS). Para terminar, la 

NAS sufre una metilación mediada por la N-acetilserotonina-O-metiltransferasa (ASMT) 

generando la molécula de 5-hidroxitriptamina o melatonina (103).  

 Por un lado se identificó a la AANAT como la enzima que limitaba este procedimiento 

de síntesis pero, al expresar el mismo ritmo circadiano que la melatonina e inhibirse 

similarmente su actividad con la luz, estudios recientes demuestran que la síntesis de 

melatonina no se ve afectada tanto por el descenso o aumento mantenido en la actividad 

de la AANAT, lo que indica que la enzima reguladora de la biosíntesis de esta hormona 

podría ser la ASMT (104). 

 Además de la síntesis anteriormente descrita a nivel pineal, se ha podido identificar 

que dicha síntesis se produce en casi todos los órganos y tejidos del organismo, así como en 

células no endocrinas como eosinófilos, plaquetas, células endoteliales y células natural 

killer (105-107). Igualmente, existe variación en los niveles de melatonina en el interior de 

los orgánulos subcelulares, describiéndose que la concentración de esta indolamina en 

núcleo y mitocondria pueden ser significativamente mayores que en plasma (106). Lo mismo 

ocurre con la variación circadiana de los receptores de melatonina, tanto en membrana 

como nucleares (108). A diferencia de la melatonina pineal, la cual se libera rápidamente al 

sistema vascular, la melatonina extrapineal o producida en los tejidos permanece en el 

interior celular y no sale a la circulación, lo que indica que su acción biológica puede ser 

diferente a la de origen pineal (106, 107). 
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2.2. Mecanismos de acción 

 Aunque por las características lipofílicas de la melatonina se había considerado que 

podía atravesar las membranas celulares con facilidad, gracias a los trabajos de Venegas y 

colbs (106) sabemos hoy en día que no es cierta tal afirmación. Tanto la membrana 

plasmática como la nuclear y mitocondrial, presentan mecanismos de regulación para la 

entrada de la melatonina, evitando de esta forma un exceso de concentración de 

melatonina en el interior de la célula. Este mecanismo de regulación puede ser fundamental 

para el correcto funcionamiento de la célula, debido al importante efecto reductor que tiene 

la melatonina. Además, debido a la identificación de diferentes dianas celulares, se sugiere 

que sus acciones pueden estar reguladas por una serie de mecanismos. Dichos mecanismos 

son: 

 

1) Unión a receptores de membrana y nucleares. 

2) Interacción con proteínas citosólicas. 

3) Antioxidante de acción directa e indirecta. 

4) Antiinflamatorio. 

5) Acción a nivel mitocondrial. 

 

2.2.1. Unión a receptores 

 Como receptores de membrana, se han podido identificar dos acoplados a proteínas 

G, como son MT1 (Mel 1a) y MT2 (Mel 1b) que, aunque son homólogos en un 60% de su 

secuencia de aminoácidos, poseen amplias diferencias (109). El receptor MT2 posee menor 

afinidad (Kd = 160 pmol/L) para el radioligando 125I-melatonina con respecto a la mostrada 

por MT1 (Kd = 20-40 pmol/L) (110). 
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Ambos receptores parecen expresarse por todo el cuerpo, aunque la distribución de 

MT2 parece estar más limitada al cerebro. No obstante, la expresión de estos receptores 

depende de muchos factores externos e internos, como la especie, el tejido, la luz 

ambiental, el estado endocrino y el estado del desarrollo en que se encuentre el individuo 

(111). La interacción de la melatonina con cada uno de estos receptores produce distintas 

manifestaciones: mientras que los MT1 asociados a proteínas G1 generan la inactivación de 

la adenilato ciclasa y activación de la fosfolipasa Cβ, MT2, por otra parte, inhibe la vía de la 

guanilato ciclasa soluble (112). 

 Posteriormente se ha podido identificar otro receptor de membrana presente en 

hámsters, llamado MT3 (113), caracterizándose posteriormente como una quinona 

reductasa 2. Este subtipo de receptor de melatonina, sin embargo, no se ha localizado en la 

especie humana. 

 Por último, hay que tener en cuenta que las respuestas mediadas por la melatonina 

son muy complejas y variadas, ya que dependen de diversos factores como la hora del ritmo 

circadiano, la duración de la exposición, la mayor o menor presencia de melatonina 

endógena y la sensibilidad del receptor a la melatonina. 

 En cuanto a la interacción con los receptores nucleares, el primer indicio se obtuvo 

al encontrarse una elevada concentración de la hormona asociada a la cromatina (114). Más 

tarde, Menéndez-Peláez y colbs (115, 116) demostraron la presencia de melatonina en el 

núcleo y, mediante el empleo de la 125I- iodomelatonina, Acuña-Castroviejo y colbs (1993-

1994) demostraron su unión específica a la fracción proteica del núcleo de hígado de rata 

(117, 118), implicando con ello, la existencia de receptores nucleares para la melatonina. 
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 En 1994 Becker-Andre y colbs (119) pudieron demostrar una acción genómica de la 

melatonina por medio de los receptores nucleares ROR, un subtipo de receptores nucleares 

o factores de transcripción dependientes de ligando que otorgan a los organismos la 

capacidad para controlar la expresión génica en respuesta a un amplio rango de factores 

tanto ambientales como fisiológicos y de desarrollo. Sin embargo, existe controversia actual 

acerca de si los factores de transcripción ROR son verdaderos receptores nucleares de 

melatonina, a pesar de que se han aportado evidencias significativas de que esto es así (120, 

121), y recientemente se han presentado datos experimentales que lo sustentan (122). 

 El grupo de receptores pertenecientes a la familia ROR/RZR (del inglés retinoid-

related orphan receptor/retinoid Z receptor) se divide en tres subtipos, RORα (123, 124); 

RORβ (95), and RORγ (125), localizados en los cromosomas 15q22.2, 9q21.13 y 1q21.3, 

respectivamente (126). Debido a las variantes existentes de splicing, cada gen posee varias 

isoformas, las cuales se diferencian sólo en su extremo amino terminal (127, 128). En 

humanos, se han encontrado 4 isoformas de RORα (RORα 1-4), mientras que en ratón solo 

se describieron las isoformas 1 y 4. De las dos isoformas que genera RORβ, en humanos sólo 

se expresa la 1 (128), y en ambas especies se expresan las dos isoformas generadas por RORγ 

(125, 129, 130). Cada una de ellas, se expresan de manera específica y están implicadas en 

el control de distintos procesos. RORα se expresa en prácticamente  todos los tejidos 

periféricos (131), RORβ en cerebro y retina (128), y RORγ en tejido adiposo, músculo 

esquelético, hígado, riñón y sistema inmune (125, 129, 131). 

 Además, los diferentes miembros de esta subfamilia van a presentar una estructura 

modular constituida en base a 5-6 dominios aminoacídicos diferenciados, dos de los cuales 

permanecen conservados desde el punto de vista funcional en todos los miembros de la 

familia: el dominio de unión al DNA (DBD, del inglés DNA-binding domain) y el dominio de 
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unión a ligando (LBD, del inglés ligand binding domain) (126, 132). El dominio DBD está 

constituido por dos dedos de zinc que permiten la unión específica de monómeros de ROR 

al DNA, reconocimiento y unión que ocurre debido a la existencia de una respuesta de ROR 

(RORE), el cual es una secuencia consenso (AGGTCA) precedida de una secuencia de 6 pares 

de bases rica en AT (95, 126). El dominio LBD mucho menos conservado que el 

anteriormente descrito, se sitúa en el extremo C-terminal y presenta una secuencia de 

función de activación (AF-2) responsable de la actividad transcripcional del receptor nuclear 

una vez que se ha unido a su ligando (126, 131).  

 Después de unirse l DNA por medio de su elemento respuesta, ROR media el control 

de numerosos procesos como el desarrollo embrionario, diferenciación y proliferación 

celular, los ritmos circadianos, la respuesta del sistema inmune y el metabolismo celular.  

 Con respecto a la regulación del ritmo circadiano, el papel que establece ROR con 

Rev-Erbα, también denominado NR1D1 (del inglés nuclear receptor subfamily 1, group D, 

member 1), a través de la unión al elemento de respuesta a ROR ( RORE) va a ser 

fundamental (124, 133). En este aspecto, la unión de ROR a RORE genera la expresión de los 

activadores heterodiméricos BMAL1 (brain and muscle ARNT-Like 1, también llamado 

ARNTL, del inglés aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like) y CLOCK (del inglés 

circadian locomotor output cycles kaput). Este último fue primeramente identificado en 

1994 por Takahashi y colbs (134) y, junto con BMAL1, inducen la expresión de PER (del inglés 

period), identificado a su vez en 1984 por Rosbasch y colbs (135), y CRY (del inglés 

cryptochrome). Los heterodímeros formados por estas dos últimas proteínas interaccionan 

con BMAL1/CLOCK, regulando de forma negativa su actividad transcripcional. Asimismo, 

BMAL1/CLOCK son capaces de activar a REV-ERBα, frenando, por consiguiente, la 

transcripción de los genes controlados por ROR (136-138). Posteriormente, se ha visto que 
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la sirtuina 1 (Sirt1, del inglés silent mating type information regulation 2 homolog 1), una 

deacetilasa dependiente de NAD+, tiene gran importancia en la regulación del ritmo 

circadiano junto con ROR (139). La actividad deacetilasa de la Sirt1 implica el consumo de 

NAD+, generando la formación de nicotinamida que será reciclada por medio de dos 

reacciones enzimáticas catalizadas por la nicotinamida fosforibosil transferasa (NAMPT, del 

inglés nicotinamide phosphoribosyltransferase) y la nicotinamida mononucleótido adenilil 

transferasa (NMNAT, del inglés nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase), con la 

formación del intermediario mononucleótido de nicotinamida (NMN, del inglés 

nicotinamide mononucleotide). Además, debido a la interacción de Sirt1 con CLOCK y 

BMAL1, regula su propia actividad debido a que induce la expresión de NAMPT, lo que 

implica que dicha enzima esté controlada de manera circadiana (139). Diversos estudios 

sugieren, igualmente, que la Sirt1 puede degradar a la proteína PER y facilitar así la 

expresión de BMAL1 y CLOCK, función que extiende la interacción entre Sirt1 y el ritmo 

circadiano. 

 Cabe destacar, finalmente, el papel de RORα en la regulación de la respuesta 

inmune; en este sentido, Steinhilber y colbs (140) observaron que la actividad 

transcripcional de RORα se relaciona con la inhibición de la enzima 5-lipooxigenasa, la cual 

participa en el proceso de biosíntesis de leucotrienos proinflamatorios en los linfocitos B 

humanos. Igualmente, Delerive y colbs (141) demostraron la función de RORα1 como 

regulador negativo de la respuesta inflamatoria al producir una inhibición de la expresión 

de mediadores pro-inflamatorios como IL-6, IL-8 y COX-2, todo ello debido a la presencia de 

elementos de respuesta a RORa en el promotor del gen ikbα, lo que interfiere 

negativamente en las vías de señalización dependientes de NF-κB. Más tarde, se 

confirmaron estos hechos al observar que los ratones mutantes naturales para RORα 



Carlos Acuña Fernández 
 

 30 

presentaban un mayor grado de reacción inflamatoria inducida por LPS, en cuanto a niveles 

de neutrófilos y expresión de mediadores pro-inflamatorios, en comparación con los 

ratones controles, si bien este hecho no estaba relacionado con una represión o falta de 

inducción de la expresión de IKBα en los ratones mutantes (142). Además, estas propiedades 

anti-inflamatorias de RORα pueden indicar otra vía de conexión entre éste y la deacetilasa 

Sirt1 ya que ésta es capaz de deacetilar residuos de lisina en posición 310 de NF-kB, frenando 

de esta manera su actividad transcripcional (143). 

 

2.2.2. Interacción con proteínas citosólicas. 

 La capacidad de unión de la melatonina a proteínas es bien conocida, y hasta un 70% 

de sus niveles en plasma están unidos a proteínas plasmáticas, principalmente albúmina 

(144). A nivel intracelular, este comportamiento se mantiene y la melatonina se une a dos 

importantes proteínas de este compartimento, calmodulina y calreticulina. La unión de la 

melatonina a la calmodulina tiene importantes connotaciones funcionales. (97-99). Por un 

lado, la regulación del citoesqueleto y la inhibición de la actividad de la kinasa II, así como la 

maduración dendrítica y neurogenésis en el hipocampo del ratón (145, 146). Por otro lado, 

la unión melatonina-calmodulina inhibe la activación de la nNOS, que es calcio-calmodulina 

dependiente (99), aunque este efecto también es dependiente de su metabolito N-acetil-5-

metoxiquinurenamina (147). Por su parte, la melatonina se une también con alta afinidad a 

la calreticulina, otra proteína citosólica ligadora de calcio, que se une a los receptores 

esteroideos en el núcleo para expulsarlos al citosol, regulando así su efecto genómico (100). 

Por tanto, algunas de las importantes funciones de la melatonina a nivel celular y regulación 

hormonal no requieren un receptor si no su interacción con estas proteínas, lo que habla 

aún más de la diversificación de las acciones de la melatonina a lo largo de la filogenia. 
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2.2.3. Función antioxidante 

 Tanto la melatonina como algunos de sus metabolitos, AFMK (N1-acetil-5- 

metoxiquinuramina) y  AMK (N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina) pueden depurar 

directamente ROS/RNS gracias a su capacidad para ceder electrones (148-152). Al ser rica 

en electrones, la indolamina puede ir cediéndolos al grupo hidroxilo (OH•) de manera 

sucesiva generando otras moléculas como la 3-hidroximelatonina o el metabolito activo 

AFMK (149). Tanto la 3-hidroximelatonina cíclica como el AFMK muestran una alta 

capacidad antioxidante, aumentando por tanto el valor de la melatonina como potente 

depurador de radicales libres (153, 154). 

 De la misma manera, la melatonina es capaz de reaccionar no sólo con radicales de 

oxígeno, sino también con radicales de nitrógeno como los peroxinitritos (ONNO-) (155) o 

con los radicales peróxido (LOO·), interfiriendo así en la propagación de la peroxidación 

lipídica. No obstante, este hecho podría deberse más a la acción depuradora que ejerce 

sobre todas aquellas especies reactivas que puedan provocar peroxidación lipídica más que 

a la depuración en sí de radicales peróxidos. 

 Además de la capacidad intrínseca de la melatonina de poder depurar radicales 

libres, estimula la actividad y expresión de otros mecanismos antioxidantes (156). En primer 

lugar, la melatonina estimula el ciclo del glutation (GSH), regulando así el balance glutation 

oxidado (GSSG)/glutation (GSH) (157). Por otro parte, la melatonina aumenta la producción 

de GSH estimulando la γ-glutamilcisteina sintasa, enzima limitante en la ruta de biosíntesis 

de este compuesto (158), y la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), 

produciendo el NADPH requerido por la GRd (159). También se ha podido describir el papel 

de la melatonina sobre otras enzimas antioxidantes como la superóxido dismutasa (SOD) y 

catalasa (160, 161). 
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 Bien sea de manera directa y/o indirecta, la melatonina cumple un importante papel 

antioxidante y mantiene el equilibrio del estado redox celular, fundamentalmente a nivel 

mitocondrial al ser ésta la principal fábrica de ROS/RNS, protegiendo así el DNA y otras 

macromoléculas. Además, gracias a las características del grupo N-acetilo de la melatonina, 

posee sinergismo en el papel antioxidante de otras moléculas naturales tales como las 

vitaminas C y E (162).  

 

2.2.4. Acción a nivel mitocondrial 

 Gracias a sus características (lipo e hidrofílicas), se pensaba que la melatonina podía 

atravesar membranas biológicas con relativa facilidad; sin embargo, aunque efectivamente 

puede traspasar dichas membranas, éstas contienen mecanismos muy estrictos de 

regulación, de manera que permiten la entrada de cantidades relativamente pequeñas de 

melatonina. Esta melatonina que entra en la célula se suma a la que ésta produce, y alcanza 

niveles elevados dentro de ella pero saturándose los compartimentos nuclear y mitocondrial 

a dosis de 40 mg/kg, cuando la melatonina se administra exógenamente (106). La 

mitocondria es la principal generadora de ROS en las células, por lo que podría parecer 

razonable que para la protección contra dichos radicales se acumule la melatonina a ese 

nivel. Sin embargo, además de este papel, se ha podido comprobar que la melatonina 

interacciona con la cadena de transporte electrónico, aumentando la actividad de los 

complejos respiratorios, sobre todo en aquellas mitocondrias dañadas (163-165), tanto por 

el envejecimiento como la sepsis o las patologías neurodegenerativas (166-171), y protege 

también el ADN mitocondrial (172). Dado el potencial redox de la melatonina (0,94 V) (149), 

cabría pensar que esta molécula no sólo estimula la actividad de los complejos, sino que 

también podría ser capaz de donar electrones por si misma aumentando el flujo electrónico. 
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 De la misma manera, la melatonina posee otros efectos sobre la fisiología 

mitocondrial, entre los que cabe mencionar el incremento de la biogénesis mitocondrial tras 

su administración crónica y de producción de ATP (173, 174), la estabilización de la 

membrana mitocondrial interna (175), la prevención de los procesos de apoptosis al 

modular la homeostasis del calcio y el potencial de membrana mitocondrial (176), así como 

inhibir el poro de transición mitocondrial (177). Todo ello hace ver el probable efecto 

terapéutico de la melatonina para todas aquellas patologías en las que la función 

mitocondrial se vea alterada de manera que se comprometa la supervivencia celular. 

 

2.3. Actividad antiinflamatoria: melatonina en la sepsis 

 Según la fisiopatología de la sepsis, llevando al enfermo a una situación grave de 

estrés oxidativo y disfunción mitocondrial severa, así como las propiedades y acciones de la 

melatonina mencionadas con anterioridad, parece obvio que la administración 

farmacológica de la indolamina podría tener efectos beneficiosos en el estado séptico. 

Asimismo, la relación entre sepsis y melatonina se afianza no sólo al observarse una 

profunda alteración en la secreción circadiana de melatonina en los pacientes con sepsis 

severa (178, 179), si no también por la clara correlación negativa que se establece entre la 

severidad de la patología y los niveles séricos de la melatonina registrados a las 02:00 am,  

momento donde tiene lugar su producción fisiológica máxima (180). En ambos casos, la 

desincronización del ritmo circadiano de la melatonina es una consecuencia directa de la 

respuesta inflamatoria asociada a la sepsis al dañar ésta tanto la síntesis del precursor para 

la síntesis de la melatonina como la expresión de las principales enzimas implicadas en su 

ruta biosintética (181).  
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 La melatonina posee unas propiedades antiinflamatorias muy potentes, que la 

convierten en un fármaco de elección ante determinadas patologías inflamatorias, 

principalmente aquellas que subyacen a la activación de la inmunidad innata como es la 

sepsis y las enfermedades neurodegenerativas. 

 La primera evidencia de estas propiedades antiinflamatorias de la melatonina 

vinieron del estudio de Crespo y colbs en 1999 (182). Estos autores demostraron que la 

administración de melatonina a ratas con sepsis inducida por lipopolisacáridos (LPS) 

bacterianos disminuye la expresión de la iNOS de una forma dosis-dependiente, 

recuperando al animal del fallo multiorgánico. Además, la melatonina protegió totalmente 

los principales órganos incluyendo hígado, riñón y corazón del fallo séptico. Poco después, 

y para caracterizar mejor el efecto de la melatonina, Escames y colbs observaron en 2003 

(166) que la principal toxicidad de la sepsis proviene de la inducción de una óxido nítrico 

sintasa inducible (iNOS) mitocondrial, que era responsable de los elevados niveles de óxido 

nítrico a este nivel, causante de la disfunción de la cadena de transporte electrónico,  déficit 

de ATP y aumento el daño oxidativo, dando lugar al fracaso mitocondrial y muerte celular. 

Posteriormente estos autores demostraron que esa iNOS está codificada por el mismo gen 

que la iNOS citosólica, lo que implicaba la entrada de la iNOS desde el citosol a la 

mitocondria durante la sepsis (168, 183). Utilizando este mismo modelo, otros autores  

demostraron que la melatonina podía prevenir el fallo circulatorio debido al daño endotelial 

y vascular en ratas sépticas (inducida por LPS) (184, 185).  Con todo ello, se ha podido 

comprobar una disminución significativa de la mortalidad asociada a la sepsis tras la 

administración terapéutica de melatonina (186) llevando a proponer a la melatonina como 

medicación de elección en la sepsis (187).  
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 Más adelante se completaron los estudios que demostraban las vías moleculares 

usadas por la melatonina frente a la sepsis. Por un lado, usando ratones controles y 

deficientes en RORα (el receptor nuclear de melatonina), García y colbs (122) demostraron 

que el efecto de la melatonina se producía por la inhibición de la vía de NF-κB a través de la 

activación de la Sirt1, que deacetila NF-κB impidiendo su unión al ADN y, por tanto, bloquea 

su efecto para inducir la expresión de moléculas proinflamatorias. Pero a su vez, estos 

autores demostraron que, durante la activación de la respuesta inflamatoria en la sepsis, el 

estrés oxidativo producido por NF-κB daña la mitocondria, lo que genera la apertura del 

poro de transición y liberación al citosol de especies reactivas de oxígeno (ROS) y ADNmt, 

entre otros factores. Esas moléculas inducen al inflamasoma NLRP3, que a su vez activa una 

procaspasa 1 que actúa sobre las procitoquinas inflamatorias  producidas por el NF-κB, como 

la IL-1β, activándola, lo que ocasiona una respuesta mucho más exagerada de la inmunidad 

innata. La melatonina también bloquea el inflamasoma NLRP3, al proteger la mitocondria 

frente al daño oxidativo inducido por la inflamación, cerrando el poro de transición y 

evitando así la salida de factores inductores del inflamasoma. La melatonina se comporta, 

por tanto, como el mejor antiinflamatorio frente a la sepsis por esa doble acción frente a la 

inflamación, que ninguna otra molécula puede ejercer. Pero, además, el efecto de la 

melatonina sobre la Sirt1 se demostró por los mismos autores que se debe a que la 

melatonina se une a RORα, para inducir su unión al RORE de bmal1, lo que proporciona una 

señal para que se induzca la expresión de NAMPT y síntesis de NAD+, el substrato de Sirt1 

gracias a lo cual ésta se activa y puede deacetilar NF-κB (122, 188).  

 Tras la extensiva evidencia obtenida en modelos animales de sepsis, se realizó el 

primer estudio en humanos con la administración oral de melatonina en niños neonatos con 

sepsis (189). La melatonina, a dosis de 10 mg/kg separadas por un intervalo de una hora, se 
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administró por vía oral dentro de las 12 horas posteriores al diagnóstico de la enfermedad. 

En estos pacientes, se produjo un descenso del estrés oxidativo relacionado con el proceso 

séptico a través de la estabilización de la respuesta inflamatoria tras la administración de 

melatonina. Lo más importante desde un punto de vista clínico es que los 10 pacientes 

tratados con melatonina sobrevivieron, en contraste con el fallecimiento de 3 de los 10 

pacientes a los que no se les administró melatonina. 

 Más recientemente, se realizó otro ensayo clínico con melatonina, esta vez mediante 

una formulación inyectable administrada endovenosamente a dosis de 60 mg/día/5 días en 

pacientes sépticos postquirúrgicos (nº EudraCT: 2008-006782-83). Los resultados 

demostraron la capacidad antiséptica de la melatonina, reduciendo la estancia hospitalaria 

de los pacientes en un 43%, y reduciendo la mortalidad del 27% en el grupo placebo a 0% 

en el grupo tratado con melatonina (manuscrito en preparación). 

 

3. GENES RELOJ, MELATONINA Y SEPSIS 

3.1 Reloj biológico y genes reloj 

 Como sabemos, los ritmos circadianos organizan y coordinan los sistemas fisiológicos 

con respecto al entorno en ciclos de 24h. Las señales o estímulos del entorno del organismo 

que ajustan los ritmos endógenos incluyen la luz-oscuridad, la alimentación y el ejercicio 

físico. Gracias a este sistema circadiano, el organismo posee la capacidad de adaptación y 

predictibilidad, biológicamente hablando, manteniendo la homeostasis (190-192). 

 Estos ritmos circadianos están generados por “relojes” presentes en la mayoría de 

los tejidos y células (193). A nivel molecular, los relojes circadianos están constituidos por 

los llamados genes reloj, siendo fundamentalmente bmal1, clock, cry (1 y 2), y per (1, 2 3). 

Estos genes están implicados en bucles de retroalimentación transcripcional-transduccional 
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(194). Otros bucles de retroalimentación adicionales añaden mayor complejidad y fuerza al 

bucle básico. Estos circuitos adicionales están implicados en la transcripción de otros 

factores tales como los receptores nucleares huérfanos (REV-ERBα o NR1D1, nuclear 

receptor subfamily 1, group D, member 1 y β; RORα, β y γ) (194, 195). Este bucle comienza 

durante el día cuando dos factores de transcripción, CLOCK y BMAL1 se heterodimerizan, se 

translocan al núcleo, e inician la transcripción de genes que contiene una secuencia 

reguladora cis E-box (5-CACGTG-3) o E-box (5-CACGTT-3), entre los que se encuentran los 

genes per y cry. Estos genes codifican las proteínas PER y CRY que, conforme se van 

sintetizando, se heterodimerizan y junto con otras proteínas como la casein quinasa CK1ε, 

que regula la vida media de PER, se translocan al núcleo donde se acumulan y reprimen la 

transcripción inhibiendo directamente CLOCK/BMAL1 (195).  En consecuencia, el complejo 

CLOCK/BMAL1 constituye el componente positivo del bucle, mientras que el complejo 

PER/CRY es el componente negativo. El complejo PER/CRY es degradado a través del 

proteosoma, lo que libera la inhibición de CLOCK/BMAL1, que puede entonces iniciar un 

nuevo ciclo de transcripción. Este bucle de retroalimentación constituye el llamado 

mecanismo central de oscilación del reloj (Figura 2). Otros bucles de retroalimentación 

adicionales añaden mayor complejidad y robustez al bucle básico. Los otros factores (REV-

ERB y ROR) se activan por el heterodímero CLOCK/BMAL1. RORα a su vez activa BMAL1 y 

REV-ERB lo inhibe, reforzando el bucle circadiano. Es importante señalar aquí que la 

melatonina se une a RORα, lo que permite su efecto regulador sobre el reloj biológico (122). 

Recientemente se ha descubierto una nueva proteína, CHRONO, que funciona actuando 

como un componente principal del reloj circadiano y cuya sobreexpresión frena la actividad 

CLOCK/BMAL1 (196).  
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Figura 2. Esquema del funcionamiento del reloj biológico. 

 

 En resumen, el reloj molecular está constituido por los genes: chrono, clock, y bmal1; 

los genes que controlan el período del ritmo, per1, per2 y per3; los criptocromos cry1 y cry2; 

y rors y rev-erbαs, que codifican las proteínas correspondientes. Cerrando este bucle, la 

melatonina actúa como un mecanismo de ajuste genético de todo el reloj. 

 

3.2. Genes reloj y sistema inmunitario 

 Dibner y colbs en 2010 describieron el marcapasos central, localizado en los núcleos 

supraquiasmáticos del hipotálamo anterior, que coordina los ritmos de los relojes 

periféricos a través de una serie de señales neuronales, humorales y conductuales (197). A 

pesar de la autonomía de dichos relojes, sin los núcleos supraquiasmáticos, los ritmos 

celulares o tisulares a nivel individual se desorganizarían (198). Muchas de las señales que 
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comunican el reloj central con los relojes periféricos, están mediadas por el sistema 

inmunitario (glucocorticoides y citoquinas). Esto sugiere que las respuestas inmunitarias 

interfieren con la regulación circadiana del reloj. Al mismo tiempo, la ritmicidad de los 

mediadores del sistema inmune es propensa a influir en la misma respuesta del sistema 

inmunitario (199) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Interacción entre el reloj central y la respuesta del sistema inmunitario. 

 

 Así, el reloj, por medio de señales que envía a los núcleos paraventriculares (PVN) y 

arcuato (ARC) del hipotálamo, controla la inervación simpática del bazo modulando la 

actividad rítmica de las células NK (Natural Killer) y reclutamiento de neutrófilos en el 

músculo esquelético. Además, controla la síntesis rítmica de ACTH/cortisol, que a su vez 

regula la producción de citoquinas. Por otro lado, a través de la conexión entre PVN y pineal, 

el reloj central regula al producción de melatonina, que colabora en el control rítmico del 
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sistema inmunitario (200, 201). En resumen, las proteínas CLOCK, BMAL1, RORα, y REV-

ERBα controlan aspectos fundamentales de la respuesta inmune. 

 En cuanto al estado del sistema inmunitario, se puede encontrar de dos maneras:  

1. Estado de anticipación y aumento de la actividad inmune (línea roja de la Figura 4). 

2. Un período opuesto donde tienen lugar los procesos de reparación y regeneración de 

dicho sistema inmunitario (línea verde) (Figura 4).  

Figura 4. Ritmo circadiano del sistema inmunitario 

  

 En el período de transición hacia la fase activa en el ratón (hacia la noche), el sistema 

inmunitario está listo para anticiparse al elevado riesgo de infección, pero con ello se 

produce un alto riesgo de sepsis. Ello se debe a que BMAL1, que es el mediador central del 

control circadiano de la inmunidad innata, promueve un estado antiinflamatorio. El 

mecanismo de esta acción se debe a que BMAL1 inhibe la expresión de la quimiocina CCL2, 

lo que a su vez reduce el número de monocitos inflamatorios en los tejidos inflamados. 
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BMAL1 a su vez recluta CLOCK y previene que éste acetile y active p65, lo cual, a su vez, 

reduce la actividad transcripcional de NF-κB, uno de los principales responsables de la 

activación de la inmunidad innata, llevando a una disminución de iNOS, COX-2, citoquinas 

proinflamatorias y otros mediadores de la inflamación. Además, BMAL1 aumenta la 

expresión de RORα, que puede inhibir aún más NF-kB a través del aumento de su inhibidor 

IkB y la desacetilación de p65 mediada por la unión de melatonina a ROR (122), explicando 

también las acciones antiinflamatorias de esta hormona.  

En síntesis, BMAL1 funciona como una molécula antiinflamatoria, reprimiendo ccl2, 

principalmente en monocitos. La ausencia de BMAL1 lleva a los macrófagos a producir 

cantidades elevadas de factores proinflamatorios. A su vez, CLOCK actúa fosforilando y 

acetilando p65, aumentando la actividad transcripcional de NF-κB y, por tanto, activando la 

respuesta inflamatoria (202). Probablemente, cuando BMAL1 se une a CLOCK, impide los 

efectos proinflamatorios de este último. También participan los receptores nucleares RORα 

y REV-ERBα, controlando la inmunidad innata (122, 203). Ambos se inducen por BMAL1, y 

su efecto es opuesto, por cuanto RORα aumenta a su vez BMAL1, que es antiinflamatorio, 

mientras que REV-ERBα lo inhibe, favoreciendo la respuesta inflamatoria dependiente de 

NF-κB. De hecho, en estudios con ratones deficientes en RORα tienen un estado 

proinflamatorio muy elevado, y son más sensibles a la sepsis (122, 204). Las otras dos 

proteínas del reloj, PER y CRY, también modulan la inflamación. PER controla la producción 

de INF-γ e IL-1β, y su ausencia condiciona una reducción significativa en la producción de 

estas citoquinas.  De las tres proteínas PER conocidas, parece que PER2 es la más importante 

para el control de la inmunidad, y parece que estimula la inmunidad en parte reprimiendo 

BMAL1. A su vez, PER2 puede inhibir REV-ERBα. Por otro lado, la ausencia de CRY1 y CRY2 
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provoca aumento de IL-6, TNFα, e iNOS, reflejando un estado proinflamatorio, que 

dependería de la activación de NF-κB (200) (Figura 5). 

Figura 5. Interacción genes reloj-NF-kB para regular la actividad de la inmunidad innata. 

 

3.3. La inflamación a su vez altera el reloj molecular 

Si bien el reloj molecular controla la respuesta de la inmunidad innata y la 

sensibilidad a la sepsis, recíprocamente, la inflamación puede afectar a dicho reloj. En este 

caso, la alteración de la expresión de los genes reloj por la inflamación afectará a su vez a la 

expresión de todos los demás genes controlados por ellos, incluyendo genes de control 

metabólico (205). Estudios en ratones indican que la administración de lipolisacáridos 

suprime la expresión de los genes reloj (206). El mecanismo de esta supresión no está claro, 
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aunque tanto TNF-α como IL-1β, así como también NF-κB, que aumentan tras la inflamación, 

pueden inhibir BMAL1. 

 El conocimiento e identificación de la función molecular del reloj en 

inmunomodulación proporciona nuevas perspectivas sobre la patogénesis de 

enfermedades infecciosas e inflamatorias. Se sabe que los procesos inflamatorios como el 

asma, artritis reumatoide, y arteriosclerosis, presentan un ritmo circadiano, exacerbándose 

por la noche y hacia la mañana temprano. De hecho, en humanos, las citoquinas 

proinflamatorias TNF-α e IL-6 presentan un pico en suero a las 3 y 6 am, respectivamente 

(207).También existen relaciones directas entre cáncer y ritmos circadiano. Es importante 

indicar también que la recuperación de ratas a las que se les indujo sepsis por punción cecal, 

se altera drásticamente cuando el ciclo luz:oscuridad normal de 12:12 horas se cambia a 

condiciones de iluminación constante (o también de oscuridad constante) (208). Además, la 

secreción rítmica de melatonina se afecta de manera significativa en pacientes sépticos. Esas 

observaciones señalan la posibilidad de que la recuperación de pacientes con sepsis puede 

mejorar significativamente reduciendo la luz nocturna y mejorando la calidad del sueño en 

las UCIs. 

 

3.4 Melatonina, genes reloj e inflamación 

 Como se ha mencionado antes, la melatonina tiene efectos inmunomoduladores 

(209, 210), y la literatura muestra tanto el papel antiinflamatorio como proinflamatorio, 

dependiendo del tipo de célula y las condiciones. La melatonina influye en los ritmos diurnos 

de la proliferación leucocitaria, producción de citoquinas y la actividad de las células NK 

(211, 212). En ciertos modelos, se ha visto que contrarresta la inflamación mediante la 

reducción en la expresión de óxido nítrico sintasa y ciclooxigenasa -1/2, los niveles de 
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prostaglandinas E2 y los niveles de citoquinas proinflamatorias (213). Por otro lado, en 

estudios experimentales en modelos de ratones con artritis, la administración de 

melatonina conduce a un descenso en los niveles de proteína CRY1 y mRNA Cry1 y 

empeoramiento de los síntomas (214). La relación entre genes reloj, melatonina e 

inflamación se ha ido afianzando experimentalmente hasta la situación actual, en donde ya 

existe una base científica que implica que esta interconexión tiene una importancia 

fundamental para los procesos que cursan con activación de la inmunidad innata como es 

el caso de la sepsis (122, 215). 

 



HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
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1. HIPÓTESIS 

En primer lugar, hay que decir que, como cualquier otra estructura del organismo, el 

reloj biológico puede fallar por múltiples causas. Entre ellas, las más frecuentes son: a) 

alteraciones retinianas (ceguera) que afectan a las células ipRGCs; b) mutaciones de uno o 

más genes reloj; c) mutaciones de AANAT y/o ASMT, enzimas de síntesis de melatonina; d) 

determinados fármacos que inhiben la síntesis de melatonina, como benzodiacepinas y 

análogos, beta-bloqueantes, clonidina, dexametasona, antagonistas del calcio, anti-

inflamatorios, vitamina B12, etc., y e) procesos que causan estrés oxidativo e inflamatorio.  

Unas de las primeras manifestaciones del mal funcionamiento del reloj son los 

trastornos endocrinos (alteración de la melatonina y el cortisol) y las alteraciones del ciclo 

sueño/vigilia. Estas alteraciones conllevan insomnio o hipersomnia, además de alteraciones 

en la calidad de vida y otras disfunciones endógenas. En pacientes críticos estos trastornos 

son muy frecuentes por varios motivos, que incluyen: a) estancia en las UCIs normalmente 

con luz encendida las 24 horas; b) medicación que altera la expresión de los genes reloj y/o 

la producción de melatonina; c) la propia enfermedad del paciente que afecta a su función 

circadiana. Aunque sabemos de la existencia de las alteraciones del ritmo circadiano de 

melatonina en estos pacientes, y se han realizado estudios conducentes a administrar 

melatonina para corregirlos, no se conoce en la actualidad cómo diagnosticar, examinar y 

tratar a estos pacientes. 

El uso de la melatonina para el control de los procesos inflamatorios derivados de la 

activación de la inmunidad innata en la sepsis ha sido estudiado de manera continuada en 

los últimos años. En modelos animales de shock séptico y fallo multiorgánico, tanto en ratas 

inyectadas con lipopolisacáridos bacterianos como en ratones a los que se le practica 

punción cecal, la administración de melatonina previno el fallo multiorgánico, recuperó a 
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los animales del estado séptico, y aumentó su supervivencia (165-168).  Estos estudios han 

permitido la autorización de un ensayo clínico en fase II para el uso de la melatonina en 

pacientes sépticos que ya ha finalizado en el hospital Universitario Virgen de las Nieves de 

Granada. 

Según lo que hemos visto hasta ahora, la alteración del reloj biológico en pacientes 

críticos puede tener una causa primaria, ser consecuencia del proceso inflamatorio o ambos. 

La principal finalidad de este proyecto es la identificación de la alteración en la expresión 

de los genes de regulación del reloj biológico que permitirá tener una información de gran 

importancia para conocer mejor los mecanismos que subyacen al estado séptico y que, 

probablemente, puedan estar detrás del paso de este estado a el shock séptico y fallo 

multiorgánico. Este conocimiento permitirá una mejor aproximación para reparar ese reloj 

biológico y, secundariamente, reducir el estado inflamatorio. 

El estudio de los genes reloj y del funcionamiento del propio reloj no necesita 

ninguna intervención mayor en el paciente. La identificación de la existencia de un reloj en 

todas las células el organismo, la identificación de la expresión circadiana de los genes reloj 

en dichas células y tejidos (42), permite actualmente que podamos estudiar el 

funcionamiento molecular del reloj biológico en cualquier célula periférica del cuerpo, 

incluyendo células blancas sanguíneas o el propio exudado celular de la  mucosa oral. 
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2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL/GENERAL 

Evaluar la función del reloj molecular en pacientes críticos y su relación con el proceso séptico. 

 

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS/ESPECÍFICOS 

2.2.1. Evaluar la expresión de los genes en pacientes críticos y controles sanos. 

2.2.2. Evaluar la expresión de los genes relacionados con la activación de la inmunidad 

innata en los mismos grupos de sujetos. 

2.2.3. Determinar los niveles de melatonina y 6-sulfatoximelatonina en orina de los 

pacientes y controles. 

2.2.4. Determinar marcadores bioquímicos de inflamación en plasma 

2.2.5. Establecer una relación entre la expresión de los genes reloj e inmunidad innata, 

melatonina y su metabolito. 

2.2.6. Correlacionar los datos anteriores con los marcadores plasmáticos y clínicos y su 

relación con el pronóstico y evolución del paciente crítico. 

 





MATERIALES Y MÉTODOS
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1. SUJETOS DE ESTUDIO 

 El estudio se ha llevado a cabo en un total de 56 sujetos, clasificados como: 

 

1) Voluntarios sanos (VS), n = 12 (7 hombres y 5 mujeres, 25 a 68 años de edad) 

2) Pacientes controles no sépticos (PC), n = 24 (16 hombres y 8 mujeres, 30 a 75 años de 

edad). 

3) Pacientes sépticos (PS), n = 20 (13 hombres y 7 mujeres, 40-81 años de edad). Estos 

pacientes se estudiaron en la fase aguda de sepsis (PS.A), diagnosticada de acuerdo a  los 

criterios de Surviving Sepsis Campaign de 2012, así como a los niveles de procalcitonina, y en 

la fase de recuperación de la sepsis (PS.R), considerada cuando los pacientes tienen unos 

niveles de procalcitonina menores de 0,5-1 ng/mL, además de la mejoría del resto de aspectos 

clínico/analíticos. El intervalo promedio entre PS.A y PS.R fue de entre 3 y 7 días. En todos los 

casos se enviaron muestras de líquido peritoneal y sangre al Laboratorio del Hospital para 

análisis microbiano, aunque el tratamiento de la sepsis empezó en el momento del 

diagnóstico según los criterios comentados, usándose antibióticos en este momento. Una vez 

que se recibe el microbiograma, la terapia antibiótica se modifica de acuerdo al mismo, si 

fuera necesario. 

 El grupo de pacientes controles (PC) consistió en pacientes no sépticos que fueron 

sometidos a cirugía y hospitalizados en la misma UCI y en las mismas condiciones que los 

pacientes sépticos. Se siguieron los mismos criterios de inclusión y exclusión que para los 

pacientes sépticos, excepto por la ausencia de sepsis en los primeros.  

 Los criterios de inclusión de los pacientes sépticos fueron los siguientes: pacientes de 

ambos sexos de edad entre 18-85 años, clasificados para una operación programada o 

sometidos a una laparotomía urgente debido a enfermedad abdominal (peritonitis en todos 
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los casos). Todos los pacientes o sus familiares firmaron el consentimiento informado para su 

participación en el estudio.  

 Los criterios de exclusión incluyen a pacientes por debajo de 18 años o por encima de 

85 años de edad; pacientes que no firmaron el consentimiento informado, y pacientes que 

previamente habían sido operados de procesos neurales centrales. Entre los criterios 

previstos para la retirada de sujetos el estudio se incluyó el fallecimiento en las primeras 48 

horas de iniciado el mismo. 

 El estudio se aprobó por el Comité de Ensayos Clínicos del Hospital Universitario de las 

Islas Canarias (referencia nº: 2015_25), y se realizó de acuerdo con la declaración de Helsinki 

de 1975 revisada en 2013 (216). 

 Para el registro de la evolución clínica de los pacientes se anotaron los siguientes datos 

clínicos: 

 

1) Sospecha de diagnóstico preoperatorio. 

2) Fecha, hora, y técnica quirúrgica usada (laparotomía). 

3) Fiebre, presión arterial sistólica y diastólica, frecuencia cardíaca, frecuencia respiratoria, y 

niveles de noradrenalina. 

3) Diagnóstico postquirúrgico. 

4) Criterios clínicos de sepsis. 

 

 Para evaluar el grado de severidad clínica de los pacientes, se usaron los índices 

siguientes:  
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1) SAPS III, simplified acute physiological score, o puntuación fisiológica aguda simplificada, es 

un sistema para predecir la mortalidad en la UCI.  

(http://www.somiama.org/SAPS3SOMIAMA/). 

 

2) SOFA, sepsis-related organ failure assessment, o evaluación del fallo orgánico dependiente 

de la sepsis, valora el grado de disfunción orgánica. 

 

3) PAO2/FiO2, o índice de Kirby, que es el cociente entre la presión parcial de oxígeno (PaO2) y 

la fracción de oxígeno inspirada (FiO2). 

 

 

 
Índice 

Grado de disfunción orgánica 

0 1 2 3 4 

Respiratorio 
(PO2/FiO2) 

> 400 ≤ 400 ≤ 300 ≤ 200 ≤ 100 

Renal 
(Creatinina/Diuresis) < 1,2 1,2-1,9 2-3,4 3,5-4,9 

< 500 ml/día 
≥5 
< 200 ml/día 

Hepático 
(Bilirrubina) < 1,2 1,2-1,9 2-5,9 6-11,9 ≥12 

Cardiovascular 
(PAM o Fármacos) 

No 
hipotensión PAM < 70 DA <5 o 

Dobutamina 
Dopa > 5 ó 
NA ≤ 0,1 

Dopa > 15 ó 
NA > 0.1 

Hematológico 
(Plaquetas) > 150.000 ≤ 150.000 ≤ 100.000 ≤ 50.000 ≤ 20.000 

Neurológico 
(GCS) 15 13-14 10-12 6-9 < 6 

 

Respiratorio: PO2/FiO2 en mmHg. Puntos 3-4 solo se valoran si precisa ventilación mecánica. 

Renal: Creatinina en mg/dl. Puntos 3-4 en caso de fracaso renal funcional u oligoanuria. 

Hepático: Bilirrubina en mg/dl. 

Cardiovascular: PAM (presión arterial media) en mmHg. Fármacos vasoactivos administrados durante más 

de 1 hora. (DA = dopamina, NA = noradrenalina o adrenalina (dosis en mcg/kg/min)). 

Neurológico: GCS = Glasgow Coma Score. 
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4) SvcO2, o saturación venosa central de oxígeno. 

SvcO2 > 70%   Extracción normal, disponibilidad O2 > demanda O2. 

SvcO2 70 – 50%  Extracción compensatoria. 
Incremento demanda de O2 
Descenso de disponibilidad de O2. 

SvcO2 30 – 50% Extracción máxima 
Inicio de acidosis láctica. 
Disponibilidad O2 < demanda O2 

SvcO2 30 – 25% Acidosis láctica. 

SvcO2 < 25% Muerte celular. 

 

5) Escala de Glasgow, que evalúa el grado de consciencia: 

Escala de Glasgow 

Variable Respuesta Puntuación 

 
Apertura Ocular 

Espontánea 4 
Estímulo verbal 3 
Estímulo doloroso 2 
Nula 1 

 
 
Respuesta Verbal 

Orientado 5 

Desorientado 4 
Palabras inapropiadas 3 
Sonidos incomprensibles 2 
Nula 1 

 
 
Respuesta Motora 

Obedece órdenes 6 

Localiza el dolor 5 
Retirada al dolor 4 
Movimiento flexor 3 
Movimiento extensor 2 
Nula 1 

 

2. OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

 Las muestras de sangre y orina se recogieron de acuerdo a los siguientes criterios: 

1) Para el estudio de la expresión de los genes reloj, se tomaron muestras de sangre a los 

voluntarios sanos, pacientes controles y sépticos (SP.A y SP.R) cada 5 horas a lo largo del día. 
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La sangre obtenida se colocó tubos especiales para el análisis de la expresión de dichos genes. 

Estos tubos se congelaron a -20 °C hasta su análisis. 

2) Para la determinación de citoquinas en plasma, se tomaron muestras de sangre a las 09:00 

horas de un catéter endovenoso en los pacientes controles (PC) y sépticos; en estos últimos 

tanto en la fase aguda (PS.A) como tras la recuperación (PS.R). En los voluntarios sanos (VS), 

se tomaron muestras de sangre a las 09:00 horas mediante punción venosa antecubital. En 

todos los casos, la sangre se colocó en tubos para hemograma y en otros tubos que se 

centrifugaron a 3.000 g durante 10 minutos, separándose y congelando el plasma a -80 °C en 

alícuotas hasta los análisis correspondientes.  

3) Para la determinación de los parámetros de estrés oxidativo e inflamatorio, se usaron 

alícuotas de las muestras de sangre obtenidas a las 09:00 horas según el apartado anterior. 

Las determinaciones incluyeron peroxidación de los lípidos de membrana (LPO) y productos 

de oxidación avanzada de las proteínas (AOPP). 

5) Para el estudio de la excreción urinaria de 6-sulfatoximelatonina (6-SM), se recogió la 

orina entre las 00:00 y las 06:00 horas en todos los casos, tanto sujetos sanos como controles 

y sépticos, estos últimos en la dos fase del estudio, SP.A y SP.R. Se anotó el volumen total de 

orina producido, se alicuotó en tubos de 5 mL, que se congelaron a -80 °C hasta la 

determinación de 6-SM. 

6) Para los análisis bioquímicos y hematológicos de rutina, se usaron alícuotas de las 

muestras de sangre obtenidas a las 09:00 horas en cada grupo. Las determinaciones 

hematológicas incluyeron: hemoglobina, hematocrito, leucocitos, y neutrófilos. Las 

determinaciones bioquímicas incluyeron: glucosa, urea, creatinina, sodio, potasio, calcio, 

bilirrubina total, GOT/AST, GPT/ALT, lactato, protrombina, fibrinógeno, y procalcitonina. 
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3. DETERMINACIÓN DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES RELOJ 

 La variación diaria de la expresión de los genes reloj se realizó en muestras de sangre 

total de los sujetos de estudio. Como no se pudieron tomar las 4 muestras de sangre en todos 

ellos, el estudio se realizó en 12 sujetos sanos, 15 pacientes controles no sépticos, y 15 

pacientes sépticos. Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena antecubital de los sujetos 

sanos y del catéter endovenoso que los pacientes tenían implantado. Se tomaros muestras 

cada 5 horas, a las 08:00, 13:00, 18:00, y 23:00 horas, mediante el uso de tubos especiales 

(PAXgene blood RNA tubes), que se llenan automáticamente hasta un volumen de 2,5 mL. 

Estos tubos forman parte de un sistema completo que incluye también un kit de purificación 

del ARN (PAXgene blood RNA system, Qiagen Iberia SL, Madrid, España), para la obtención, 

almacenamiento y transporte de la sangre con un estabilizador para el ARN. Una vez la sangre 

en los tubos, éstos se invierten 8-10 veces y se almacena a temperatura ambiente (18-25 °C) 

por un mínimo de 2 horas, antes de congelarlos a -20 °C, estable hasta 6 meses hasta la 

extracción del ARN.  

 El ARN total de las muestras de sangre se extrajo mediante el kit PAXgene blood RNA 

kit IVD antes comentado, de acuerdo a las instrucciones el fabricante. Para ello, se 

descongelan las muestras en frío y se centrifugan a 13.000 g durante 15 minutos en frío. Cada 

pellet de ácidos nucleicos así obtenido se resuspende e incuba con proteinasa K para digerir 

las proteínas, se centrifuga de nuevo en las columnas que proporciona el kit de extracción 

para remover restos celulares, y el sobrenadante se transfiere a tubos de microcentrífuga. Se 

añade etanol al sobrenadante y se aplica a las columnas también proporcionadas en el kit. Se 

centrifuga brevemente y el ARN se une a las membranas de silica de dichas columnas para 

eliminar contaminantes que se desechan. Se realizan varios lavados para eliminar totalmente 

dichos contaminantes. Entre el primer y segundo lavado la membrana se trata con ADNasa 
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para eliminar los restos de ADN. Tras el último lavado, el ARN se eluye de la columna con 

tampón de elución del kit y se desnaturaliza por calor. La cantidad del ARN total obtenido (50 

- 80 ng/μL) se calcula por espectrofotometría en un nanodrop mediante el cociente 260/280 

nm. La integridad del RNA se determinó por electroforesis en agarosa al 1,5%.  

 El ADN complementario (ADNc) se sintetizó a partir de 400 ng de ARN total por medio 

de un kit comercial (QuantiTect Reverse Transcription Kit, Qiagen Iberia SL, Madrid), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Para ello, las muestras de ARN se incuban en el tampón del 

kit conteniendo una transcriptasa inversa y la mezcla de cebadores (primers) a 42 °C durante 

15 minutos, inactivándose posteriormente la enzima a 95 °C durante 3 minutos. El ADNc 

obtenido de cada muestra se congela a -80 °C en alícuotas de 25 ng cada una.  

 La PCR para cada gen (bmal1, clock, per2, y cry1) se llevó a cabo por triplicado en el 

termociclador Stratagene Mx 30005P (Agilent Technologies Spain, Madrid) la PCR, se 

descongela una alícuota de cada muestra. La PCR cuantitativa a tiempo real (qRT-PCR) se 

realizó con un kit comercial QuantiNova SYBR Green PCR kit, Qiagen Iberia SL, Madrid) por el 

método de la curva estándar. La mezcla de PCR contenía 20 ng de ADNc, 200 nmoL de cada 

cebador, y 10 μL de Power SYBR Green PCR Master Mix del kit con la mezcla de nucleótidos 

(adenina, timina, citosina y guanina) en un volumen total de 20 μL. Las secuencias de los 

cebadores usados para cada gen reloj, así como el gen constitutivo usado de referencia, se 

indican en la Tabla 1. 

La secuencia de amplificación de las PCRs fue la siguiente: 2 minutos a 95 °C, segundo 

por 40 ciclos consistente cada uno en un paso de desnaturalización a 95 °C durante 5 

segundos, otro paso de anillado y alargamiento a 60 °C durante 10 segundos, finalizando con 

las curvas de amplificación. Se usó el gadph como control.  
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Tabla 1. Lista de las secuencias de los cebadores para los genes reloj usados en las PC. 

Gen diana Cebador sentido Cebador antisentido 

bmal1 ATCCTCAACTACAGCCAGAATG TCGTGCTCCAGAACATAATCG 

clock ACGACGAGAACTTGGCATTG TCCGAGAAGAGGCAGAAGG 

per2 CCCTTCCGCATGACGCCCTACCTG GACCGCCCTTTCATCCACATCCTG 

cry1 GCTTGCTTCCTGACACGAG GACAGCCACATCCAACTTCC 

gadph GTACTACACTGAATTCACCCCCACTG TGCGGCATCTTCAAACCTCCAT 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ejemplo de curvas de amplificación obtenidas por PCR.  

 

Los cambios relativos en la expresión de cada gen se calcularon por el método 2-ΔΔC
T 

usando el grupo de voluntarios sanos como calibrador. Este método se basa en los valores de 

CT proporcionados por la PCR. 

  ΔΔCT = (CT (gen de estudio) - CT (gadph))Tiempo x - (CT (gen diana) - CT (gadph))Tiempo 0  
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donde CT (umbral de ciclo) es el número de ciclos donde el producto amplificado se eleva por 

encima del umbral determinado (Figura 6). Para ello se calcula la diferencia entre la CT del gen 

de estudio con la CT el gen de referencia.  

 

4. DETERMINACIÓN DE LAS CITOKINAS PLASMÁTICAS 

 La determinación de las citoquinas IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, y TNFα en plasma se llevó a 

cabo por triplicado mediante un kit comercial (Affimetrix's ProcartaPlex Simplex Kit, refs 

EPX010-10224-901 for IL-1β; EPX010-10213-901 for IL-6; EPX010-10204-901 for IL-8; EPX010-

10215-901 for IL-10, and EPX010-10223-901 for TNFα (Labclinics, S.A., Barcelona, Spain). Se 

siguieron las instrucciones del fabricante. Para ello, se añadieron 50 μL de la solución de 

trabajo del kit, que contiene las microesferas marcadas con los anticuerpos específicos para 

cada citoquina, a cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos, se lavan dos veces con 200 μL 

de tampón de lavado y se secan. A continuación se añaden 25 μL de cada alícuota de plasma 

diluida 1:4 con el diluyente específico del kit en los pocillos correspondientes y se incuba la 

placa a temperatura ambiente durante 60 minutos. Tras lavar dos veces los pocillos con 200 

μL de tampón de lavado, las microesferas se incubaron con 25 μL de la mezcla de anticuerpos 

específicos para cada citoquina durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras otros dos 

lavados con 200 μL de tampón de lavado, las microesferas se incubaron con 25 μL de solución 

de estreptavidina-ficoeritrina durante 30 minutos a temperatura ambiente, lavándose otras 

dos veces de nuevo. Las microesferas se resuspendieron con 100 μL de tampón y la 

concentración de cada citoquina se determinó usando un lector de microarray (Multiplex). Se 

hizo una curva estándar en paralelo para cada citoquina, cuya concentración se expresó en 

ng/L. 
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5. MEDIDA DE LA OXIDACIÓN DE LÍPIDOS EN PLASMA 

 La determinación del daño oxidativo a lípidos se llevó a cabo por duplicado midiendo 

los niveles de malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4HDA), que son dos productos 

derivados de la oxidación de los lípidos de membrana (217). Para ello se usó un kit comercial 

(Bioxytech LPO-568 assay kit; OxisResearch, Portland, OR, USA), siguiendo las instrucciones 

del fabricante. La técnica se basa en que el reactivo cromógeno (N-metil-2-fenilindol) 

reacciona con MDA y 4-HDA a 45 ºC formando un cromóforo estable con máximo de 

absorbancia a 586 nm. Para la determinación simultánea de los dos biomarcadores (MDA y 4- 

HDA), se agrega ácido metasulfónico como un solvente ácido. 

 Las muestras de plasma se descongelan y centrifugan a 3.000 g durante 5 minutos, y 

los sobrenadantes se usan para las determinaciones. Se añaden 200 μL de cada muestra a 650 

μL de la solución de trabajo del kit en los correspondientes tubos, agitándose. A continuación 

se añaden 150 μL de ácido metansulfónico a cada tubo y se agitan de nuevo. Se tapan los 

tubos y se incuban en baño de María a 45 °C durante 40 minutos, pasándolos a continuación 

en hielo para parar la reacción. Se centrifugan los tubos a 3.500 g durante 10 minutos en frío. 

A continuación, se pasan 200 μL de cada muestra a una placa de 96 pocillos y se lee la 

absorbancia a 586 nm en un espectrofotómetro de placas (Power Wave X, Bio-Tek 

Instruments, Inc, Madrid, España). En paralelo se prepara una curva estándar, que permite el 

cálculo de las concentraciones de MDA y 4HDA, expresada en nmoL/mL de plasma según la 

fórmula (Figura 7).  

 En dicha curva se representa la absorbancia neta (muestra menos blanco) frente a la 

concentración: 

[MDA+4HDA] = (A586  × a + b) × fd, donde 

A586 es la absorbancia de la muestra a 586 nm 
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a = pendiente de la recta 

b = valor de X en el origen 

fd = factor de dilución de la muestra 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Curva estándar para la determinación de LPO. 

 

5. MEDIDA DE LA OXIDACIÓN DE PROTEÍNAS EN PLASMA 

 La exposición a los radicales libres de oxígeno y/o de nitrógeno da lugar a la oxidación 

de las proteínas. Uno de los aminoácidos que sufre los procesos oxidativos es la tirosina, 

formando la ditirosina, que a su vez altera la estructura terciaria de las proteínas, produciendo 

entrecruzamientos y agregación de las proteínas, su fragmentación y daño proteico 

generalizado. Los productos de oxidación avanzada de las proteínas (AOPP), que reflejan el 

nivel del estrés oxidativo in vivo, contienen ditirosinas, puentes disulfuro y grupos carbonilo. 

Hay dos formas de AOPP en plasma: de alto peso molecular (HMW-AOPP, 670kD) y de bajo 
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peso molecular (LMW-AOPP, 70 kD aproximadamente). HMW-AOPP contiene agregados de 

albúmina, y LMW-AOPP contiene albúmina en su forma monomérica y otros productos de 

oxidación proteica en el plasma. AOPP también refleja la activación inflamatoria, ya que puede 

activar monocitos así como la síntesis y liberación de citokinas y otras moléculas de adhesión 

(218). 

En consecuencia, los niveles de ditirosina se pueden considerar como el índice de 

formación de agregados proteicos debido a su oxidación (219) y puede usarse como 

marcador del daño oxidativo/nitrosativo de las proteínas endógenas. Los niveles de AOPP 

se pueden medir en plasma, y sus niveles se elevan como consecuencia, además de estrés 

oxidativo, de la edad, en enfermedades cardiovasculares, daño renal agudo y crónico, 

embarazo, obesidad, leucemia, diabetes mellitus, etc., entre otras condiciones patológicas 

y fisiológicas (220). 

 El método para determinar los niveles de AOPP se basa en la determinación de 

ditirosina, marcador específico de oxidación de las proteínas. En presencia de ioduro 

potásico y ácido acético, la ditirosina forma un componente que absorbe la luz a 340 nm. 

Esta absorbancia se mide frente a concentraciones conocidas de cloramina-T que absorbe a 

340 nm en las mismas condiciones. 

 Para la determinación de AOPP seguimos el siguiente protocolo (218): Se 

descongelan las alícuotas de plasma en baña de hielo y se centrifugan en frío a 600 g durante 

10 minutos. El sobrenadante se diluye 1:5 en PBS pH 7.4. En paralelo se prepara la curva 

estándar de cloramina-T a partir de una solución madre de 10 mM en el rango de 

concentraciones de 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, y 100 μmol/L. En una placa de 96 pocillos se 

distribuyen las muestras de acuerdo a la Tabla 2. 
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 La absorbancia de los pocillos se mide inmediatamente a 340 nm, mediante un lector 

de microplacas Power WaveX (Bioteck Instruments, Agilent Technologies Spain, Barcelona), 

y los resultados se expresan en μmol/L de equivalentes de cloramina-T. 

 

Tabla 2. Distribución de la placa  

Pocillos Plasma 
diluido 
en PBS 

Cloramina-T PBS KI Ácido acético 

Blanco  0 200 μL 10 μL 20 μL 

S1  200 μL  de 3.125 
μmol/L 0 μL 10 μL 20 μL 

S2  200 μL de 6.25 
μmol/L 0 μL 10 μL 20 μL 

S3  200 μL de 12.5 
μmol/L 0 μL 10 μL 20 μL 

S4  200 μL de 25 
μmol/L 0 μL 10 μL 20 μL 

S5  200 μL de 50 
μmol/L 0 μL 10 μL 20 μL 

S6  200 μL de 100 
μmol/L 0 μL 10 μL 20 μL 

Problema 200 
μL 0 10 μL 0 20 μL 

 
 
6. DETERMINACIÓN DE LA EXCTRECIÓN URINARIA DE LA 6-SULFATOXIMELATONINA (6-SM) 

 La determinación de 6-sulfatoximelatonina (6-SM) en orina se realizó mediante un kit 

comercial de ELISA (RE54031, IBL Int., Hamburgo, Alemania), siguiendo las instrucciones del 

fabricante. El método se basa en un principio de competencia. La cantidad desconocida del 

antígeno (6-SM) presente en la muestra de orina, y una cantidad conocida fija de 6-SM ligado 

a un enzima compiten por los sitios de unión del anticuerpo, que se encuentra pegado a la 

pared de los pocillos de la placa de ELISA de 96 pocillos, frente a la 6-SM. Tras la incubación, 

los pocillos se lavan para parar la reacción de competición. Se añade a continuación un 

substrato para el enzima, y la intensidad de color desarrollada es inversamente proporcional 

a la cantidad del 6-SM presente en la muestra de orina. 
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 Para el desarrollo de la técnica, se sigue el protocolo que se indica en la Tabla 3 (los 

reactivos para el ELISA los proporciona el kit): 

Tabla 3. Procedimiento para el ELISA de 6-sulfatoximelatonina 

Pasos Procedimiento 

1 Pipetear 50 μL de cada estándar proporcionado por el kit, controles y muestras diluidas en su 
caso. 

2 Pipetear 50 μL del conjugado de enzima preparado en el momento en cada pocillo. 

3 Pipetear 50 μL de la solución de anticuerpo 

4 Cubrir la microplaca con un adhesivo e incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en un 
agitador orbital a 500 rpm. 

5 Quitar el adhesivo, descartar la solución de incubación y lavar los pocillos 4 x 250 μL de tampón 
de lavado diluido. Descartar el exceso de solución invirtiendo la microplaca con golpes suaves 
sobre papel de filtro. 

6  Pipetear 100 μL  de la solución de substrato en cada pocillo. 

7 Incubar 30 minutos a temperatura ambiente en un agitador orbital a 500 rpm. 

8 Parar la reacción del substrato y enzima con la adición de 100 μL de la solución de parada a cada 
pocillo. Mezclar por agitación. 

9 Medir la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro, con 600-650 nm como referencia 
durante los 60 minutos de añadir la solución de parada. 

 

 Una vez obtenidos los datos, se construye la curva estándar graficando las 

absorbancias frente a sus respectivas concentraciones. El cálculo de las concentraciones de 

las muestras se realiza interpolando las absorbancias de las mismas en dicha curva. Los valores 

de 6-SM en orina se expresan en ng/6 horas. 

 

7. ANÁLISIS BIOQUÍMICO Y HEMATOLÓGICO 

 Las determinaciones bioquímicas y hematológicas se realizaron en el Laboratorio de 

Análisis Clínicos del Hospital Universitario de Canarias por los métodos de rutina establecidos. 

El recuento de leucocitos y polimorfonucleares se utilizaron como indicación de la severidad 

de la sepsis. Se midieron también el recuento de eritrocitos, el hematocrito, y la hemoglobina. 
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 Las determinaciones bioquímicas incluyeron: glucosa, como marcador del 

metabolismo de hidratos de carbono y, por tanto, de las alteraciones metabólicas en la sepsis. 

La función hepática se determinó por la medida de bilirrubina, aspartato aminotransferasa 

(AST/GOT) como marcador inespecífico del daño al parénquima hepático, y alanina 

aminotransferasa (ALT/GPT) como marcador específico del daño al parénquima hepático. La 

función renal se determinó por las concentraciones séricas de creatinina como indicador de 

la filtración glomerular; urea y ácido úrico como indicadores de la alteración de la función 

excretora del riñón y/o aumento del catabolismo; sodio, potasio, y calcio para el balance 

electrolítico. El lactato, SvcO2 y procalcitonina se midieron como índices de la severidad de la 

sepsis. La procalcitonina sérica se usa comúnmente para ayudar en el diagnóstico de infección 

aguda y en la duración de la terapia antimicrobiana. Se utilizan diversos algoritmos basados 

en los niveles de procalcitonina para controlar la reducción de la terapia antimicrobiana en la 

infección severa y sepsis. La actividad de protrombina y los nivele de fibrinógeno se usaron 

como marcadores del estado de la microcirculación, ya que están alterados en la coagulopatía 

concomitante con la sepsis durante la fase aguda de la misma.   

 

8. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 Los resultados se expresan como media ± error estándar. Los datos se analizaron 

mediante un análisis de la varianza de medias no apareadas seguido por el test de Bonferroni. 

Los cálculos estadísticos y las figuras se realizaron con la ayuda del software GraphPad Prism 

6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, Estados Unidos), y se consideró estadísticamente 

significativo un valor de p < 0.05. 
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 Los resultados mostrados en este apartado corresponden al trabajo: 

 

Acuña-Fernández C, Marín JS, Díaz-Casado ME, Rusanova I, Darias-Delbey B, Pérez-

Guillama L, Florido-Ruiz J, Acuña-Castroviejo D. Daily changes in the expression of clock 

genes in sepsis and their relation with sepsis outcome and urinary excretion of 6-

sulfatoximelatonin. Shock 2019; doi: 10.1097/SHK.0000000000001433.1. 

Factor de impacto: 3.083 

Área: Surgery 

Posición/area: 43/203 (D1) 

 

 Este trabajo se planteó para dar una respuesta a la situación actual de la relación 

entre genes reloj e inmunidad. Mientras que el sistema circadiano controla la 

producción diaria de melatonina y los cambios diarios de la actividad de la inmunidad 

innata, existen evidencias que apoyan la asociación entre trastornos circadianos con 

alteración de la respuesta inmune y el ritmo de melatonina en la sepsis. Los resultados 

del estudio indican que el grado de alteración del ritmo de los genes reloj se correlaciona 

con la gravedad de la respuesta inmunitaria, de manera que los pacientes sépticos 

tienen mayor inflamación y cronodisrupción que los pacientes quirúrgicos no sépticos. 

Además, la excreción urinaria de 6-SM está más elevada en pacientes sépticos que no 

sépticos, y se correlaciona con el grado de la respuesta inmune y del estrés oxidativo de 

los pacientes. La 6-SM se correlaciona también con SOFA y la procalcitonina en los 

pacientes. Los datos demuestran la relación entre alteración el ritmo de los genes reloj, 

la respuesta inmunitaria, y el estrés oxidativo, con la 6-SM actuando como mecanismo 

compensador. Es interesante destacar que las condiciones de la UCI no son el principal 
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disruptor del reloj biológico, ya que se han observado diferencias importantes entre 

pacientes sépticos y no sépticos que estaban en las mismas condiciones hospitalarias. 

 

1. EXPRESIÓN DE LOS GENES RELOJ 

 Para analizar si la sepsis afecta a los relojes periféricos, se ha analizado la 

expresión de los genes reloj bmal1, clock, per2 y cry1 en muestras de sangre obtenidas 

en todos los sujetos  (Figura 8) a las 08:00, 13:00, 18:00 y 23:00 horas. 

Figura 8. Expresión diurna de los genes reloj. Se analizó la expresión relativa de bmal1 (A), clock (B), per2 

(C) y cry1 (D) en sangre total de los sujetos del estudio a las 08:00, 13:00, 18:00 y 23:00 horas por qRT-

PCR. Los datos se representan como la media ± error estándar. VS = voluntarios sanos; PC, pacientes 

controles; SP.A, pacientes sépticos en la fase aguda de la sepsis, y PS.R, pacientes sépticos en la fase de 

recuperación. *p<0.05 y ***p<0.001 vs. otros puntos horarios para cada gen; #p<0.05, ##p<0.01, y 

###p<0.001 vs. VS; &p<0.05 vs. PS.A; φp<0.05, φφp<0.001, y φφφp<0.001 vs. PS.R 
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 La expresión de bmal1 muestra una acrofase a las 18:00 horas en voluntarios 

sanos (VS) y pacientes controles (PC), aunque los niveles de bmal1 son 

significativamente más elevados en los pacientes (Figura 8A). Este ritmo de bmal1 se 

atenúa en la fase aguda de los pacientes sépticos (PS.A), y se mantiene alterado en la 

fase de recuperación de estos pacientes (PS.R). En cuanto a la expresión de clock (Figura 

8B), no se observó la existencia de ritmo en ningún grupo, aunque los niveles de clock 

fueron más elevados en VS y PC que en sépticos. La expresión de per2 muestra una 

acrofase hacia las 23:00 horas en VS y PC, siendo en estos últimos sus niveles 

significativamente mayores (Figura 8C). Los pacientes sépticos, por su parte, muestran 

pocos cambios diarios en la expresión de per2. La expresión de cry1 muestra una 

acrofase a las 23:00 en VS y PC, aunque en este caso sus niveles de expresión fueron 

mayores en los PC (Figura 8D). Los pacientes sépticos en su fase aguda (PS.A) y de 

recuperación (PS.R) muestran cambios paralelos en la expresión de cry1 a lo largo del 

tiempo, con una tendencia a aumentar a las 23:00 h. 

 

2. NIVELES PLASMÁTICOS DE CITOQUINAS PRO- Y ANTI-INFLAMATORIAS 

 Con el fin de evaluar la participación de la inmunidad innata en la evolución de 

los pacientes, se determinó la concentración plasmática de citoquinas pro- y anti-

inflamatorias (Figura 9). 

 La IL-1β se eleva en pacientes controles (PC) con respecto a los voluntarios sanos 

(VS), elevándose todavía más en los pacientes sépticos (SP.A) (Figura 9A). Tras la 

recuperación de la sepsis (SP.R) los niveles de IL-1β se reducen a los niveles basales 

encontrados en VS. TNFα muestra unos niveles más altos en PC que en VS, mientras que 

la sepsis induce un aumento mayor en la fase aguda (SP.A), que se reduce tras la 
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recuperación (PS.R), aunque permanece ligeramente elevada con respecto a los VS 

(Figura 9B). 

Figura 9. Cambios en los niveles plasmáticos de citoquinas pro- y anti-inflamatorias en los grupos 

estudiados. Los niveles de citoquinas en plasma se determinaron mediante un sistema multiplex. Se 

representan los niveles de citoquinas proinflamatorias IL-1β (A), TNFα (B), IL-6 (C), IL-8 (D), y de la 

citoquina antiinflamatoria IL-10. Los datos se representan como la media ± error estándar. VS = 

voluntarios sanos; PC, pacientes controles; SP.A, pacientes sépticos en la fase aguda de la sepsis, y PS.R, 

pacientes sépticos en la fase de recuperación. *p<0.05 y ***p<0.001 vs. VS; #p<0.05, ##p<0.01, y 

###p<0.001 vs. PC; φφφp<0.001 vs. PS.A 

 

Por su parte, la IL-6 también se encuentra más elevada en PC que en VS, 

elevándose más todavía en SP.A (Figura 9C); sus valores retornan a niveles basales 

similares a los del grupo VS tras la recuperación de la sepsis (SP.R). La IL-8 también 

aumenta en PC con respecto a VS, y siendo este aumento mucho mayor en el grupo de 

SP.A (Figura 9D); sus niveles se reducen significativamente tras la recuperación de la 

sepsis (SP.R), aunque permanecen ligeramente elevados por encima del grupo de VS. La 
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citoquina anti-inflamatoria IL-10 se encuentra elevada en CP con respecto a VS, y más 

todavía en SP.A (Figura 9E), y se reduce en SP.R, pero sin llegar a valores basales. En 

todos los casos, los niveles de citoquinas fueron mayores en la fase aguda de sepsis 

(SP.A) que en los otros grupos. 

 

3. DAÑO OXIDATIVO A LÍPIDOS Y PROTEÍNAS EN PLASMA 

 Se ha analizado el grado de estrés oxidativo durante la sepsis mediante la 

determinación de dos marcadores de daño oxidativo a macromoléculas en plasma, la 

peroxidación lipídica (LPO), mediante la determinación de MDA y 4-HDA, y los productos 

de oxidación avanzada a proteínas (AOPP) (Figura 10). Mientras que la LPO refleja 

típicamente el daño oxidativo a los lípidos de membrana y, por tanto, el daño de las 

membranas celulares, AOPP refleja no solamente el daño oxidativo a proteínas, si no 

también constituye un nuevo marcador de inflamación y activación de monocitos. 

Figura 10. Niveles plasmáticos de LPO y AOPP en los grupos estudiados. Los niveles de LPO (A) como 

índice de peroxidación lipídica, y de AOPP (B) como índice de oxidación de proteínas e inflamación, se 

determinaron en plasma por espectrofotometría. Los datos se representan como la media ± error 

estándar. VS = voluntarios sanos; PC, pacientes controles; SP.A, pacientes sépticos en la fase aguda de la 

sepsis, y PS.R, pacientes sépticos en la fase de recuperación. *p<0.05 y ***p<0.001 vs. VS; #p<0.05, 

##p<0.01, y ###p<0.001 vs. PC; φφφp<0.001 vs. PS.A 
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 Los resultados muestran que, aunque los niveles de LPO ya están aumentados 

en pacientes controles (PC) con respecto a los voluntarios sanos (VS), aquellos aumentan 

todavía más en los pacientes en la fase aguda de sepsis (PS.A), para reducirse a valores 

basales similares a los del grupo VS tras la recuperación de la sepsis (PS.R) (Figura 10A). 

Se observaron cambios similares en los niveles de AOPP, con un máximo en el grupo 

PS.A (Figura 10B).  

 

4. EXCRECIÓN URINARIA DE 6-SULFATOXIMELATONINA (6-SM) 

 Para evaluar el comportamiento del sistema circadiano, además de la expresión 

de los genes reloj se determinó la excreción urinaria de 6-sulfatoximelatonina (6-SM) 

(Figura 11).  

  

  

 

 

 

 

Figura 11. Excreción urinaria de 6-sulfatoximelatonina en los grupos estudiados. Para ello, se recogió la 

orina de 6 horas de todos los sujetos de estudio, entre las 00:00 y las 06:00 horas, y se usó una alícuota 

para medir los niveles de 6-SM mediante un kit de ELISA. Los datos se representan como la media ± error 

estándar. VS = voluntarios sanos; PC, pacientes controles; SP.A, pacientes sépticos en la fase aguda de la 

sepsis, y PS.R, pacientes sépticos en la fase de recuperación. **p<0.01 y ***p<0.001 vs. VS; #p<0.05, y 

###p<0.001 vs. PC; φφφp<0.001 vs. PS.A. 
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La excreción urinaria de 6-SM se eleva ligeramente, aunque de manera 

significativa, en pacientes controles (PC) con respecto a los voluntarios sanos (VS).  La 6-

SM aumenta más en pacientes sépticos durante la fase aguda de sepsis (PS.A), para 

alcanzar los máximos niveles en la fase de recuperación de la sepsis (PS.R).  

 

5. ANÁLISIS DE CORRELACIÓN ENTRE 6-SM y MARCADORES DE INFLAMACIÓN 

 Para valorar la relación existente entre melatonina y el grado de inflamación en 

la sepsis, se realizó un análisis de correlación y regresión entre la excreción urinaria de 

6-SM y los niveles de marcadores de inflamación (Figura 12).  

Figura 12. Correlación entre la excreción urinaria de 6-SM y los marcadores de inflamación y estrés 

oxidativo. Se realizo un análisis de regresión entre la excreción urinaria de 6-SM y los niveles de IL-6, 

TNFα, LPO, and AOPP en voluntarios sanos (A-D), pacientes en la fase aguda de sepsis (E-H), y en la fase 

de recuperación (I-L). VS = voluntarios sanos; PC, pacientes controles; SP.A, pacientes sépticos en la fase 

aguda de la sepsis, y PS.R, pacientes sépticos en la fase de recuperación. 
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No se encontró correlación significativa entre los parámetros indicados y los 

grupos de voluntarios sanos (VS) y pacientes controles (PC).  Si se encontró una 

correlación significativa entre 6-SM, IL-6 y TNFα en la fase aguda de sepsis (PS.A) (Figura 

12E-F). Los pacientes sépticos una vez recuperados (PS.R) pierden la correlación entre 

6-SM e IL-6, y disminuyen la significación de la correlación entre 6-SM y TNFα (Figura 

12I,J). Tras la recuperación de la sepsis (PS.R), los pacientes mostraron una correlación 

negativa entre 6-SM, LPO y AOPP (Figura 12K,L), lo que no ocurría durante la fase aguda 

de la sepsis (Figura 12G,H).  

 

6. DATOS HEMATOLÓGICOS Y BIOQUÍMICOS 

 Se realizó en todos los sujetos del estudio un análisis de rutina de los principales 

marcadores hematológicos y bioquímicos que puedan estar relacionados con el curso y 

evolución de la sepsis (Tabla 4).  

 La hemoglobina y el hematocrito están más bajos en los grupos de pacientes 

controles (PC) y sépticos (PS) que en los voluntarios sanos (VS). Los leucocitos 

aumentan en la fase aguda de sepsis (PS.A), mientras que la proporción de células 

polimorfonucleares (PMN) aumenta en todos los grupos. 

 La glucosa está más elevada en PC y PS.A que en VS, recuperando sus niveles 

normales in el grupo PS.R. Urea, creatinina, sodio y potasio no cambian 

significativamente en ningún grupo, mientras que el calcio disminuye en todos ellos. 

La bilirrubina total, AST y ALT muestran pocos cambios, y el lactato aumenta en el 

grupo PS.A, disminuyendo en PS.R. La protrombina disminuye y el fibrinógeno 

aumenta en los PC y PS comparado con los VS, permaneciendo elevados en los 

pacientes recuperados de la sepsis (PS.R). Los pacientes sépticos también muestran 

niveles elevados de procalcitonina, que disminuye una vez recuperados de la sepsis. 
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Tabla 4. Datos hematológicos y bioquímicos de los grupos estudiados. 

Parámetro VS PC PS.A PS.R 

Hemoglobina, g/dL 

Hematocrito, % 

Leucocitos, x103/μL 

Neutrófilos, % 

Glucosa, mg/dL 

Urea, mg/dL 

Creatinina, mg/dL 

Sodio, mEq/L 

Potasio, mEq/L 

Calcio, mg/dL 

Bilirubina total, mg/dL 

GOT (AST), UI/L 

GPT (ALT), UI/L 

Lactato, mg/dL 

Protrombina, % 

Fibrinógeno, mg/dL 

Procalcitonina, ng/mL 

15,35 ± 0,56 

45,0 ± 1,12 

7,05 ± 1,28 

55,68 ± 3,25 

95,54 ± 6,50 

30,12 ± 3,26 

0,93 ± 0,13 

141,4 ± 0,92 

4,3 ± 0,08 

9,7 ± 0,11 

0,75 ± 0,10 

30,08 ± 3,50 

26,07 ± 4,23 

1,55 ± 0,14 

100,0 ± 2,22 

275,4 ± 8,51 

0,26 ±  0,08 

10,93 ± 0,38*** 

30,50 ± 1,48*** 

10,49 ± 1,14 

78.,4 ± 2,06*** 

152,05 ± 0,35*** 

19,91 ± 5,45 

0,72 ± 0,12 

139., 7 ± 0,74 

4,03 ± 0,11 

7,65 ± 0,10*** 

0,73 ± 0,13 

33,06 ± 9,40 

39,03 ± 5,95 

1,31 ± 0,13 

76,01 ± 2,87*** 

544,14 ± 36,85*** 

0,30 ± 0,19 

10,55  ± 0,49*** 

31,99 ± 1,43***           

15,63 ± 2,52** 

86,95 ± 1,40*** 

128,09 ± 10,64* 

20,79 ± 2,76 

0,71 ± 0,14 

139,72 ± 1,07 

4,14 ± 0,10 

7,57 ± 0,16*** 

0,9 ± 0,14# 

33,13 ± 3,88# 

28,84 ± 3,60# 

2,31±. 0,38## 

74,57 ± 3,06*** 

662,9 ±4 6,6*** 

14,9 ± 2,2***.### 

8,7 ± 7,46***.# 

29,92 ± 0,72*** 

11,86 ± 2,13 

81.74 ± 1,68*** 

108,85 ± 5,54# 

21,08 ± 4,01 

0,58 ± 0,05 

138,97 ± 1,07 

3,94 ± 0,08 

7,72 ± 0,10*** 

0,64 ± 0,11 

30,29 ± 4,57 

30,12 ± 3,75 

0,92 ± 0,12Φ 

82,9 ± 3,21**,Φ 

680,4 ± 52,6*** 

2,6 ± 0,7***,ΦΦΦ 

 

VS, voluntarios sanos; PC, pacientes controles; PS.A, pacientes en la fase aguda de sepsis; PS.R, pacientes en la fase 

de recuperación de la sepsis; PMN, leucocitos polimorfonucleares; GOT (AST), aspartato aminotransferasa; GPT 

(ALT),  alanina aminotransferasa. **p < 0.01, y ***p < 0.001 vs. VS;  #p < 0.05, ##p < 0.01, y ###p < 0.001vs. PC; Φp < 

0.05, y ΦΦΦp < 0.001 vs. PS.R. 

 

  

7. PUNTUACIÓN CLÍNICA DE LOS PACIENTES 

 La Tabla 5 muestra los diferentes marcadores usados para evaluar la severidad 

de la sepsis.  

SAPS, que se define como el índice fisiológico agudo simplificado, y SOFA, que 

evalúa la disfunción y el fallo orgánico en la sepsis, se eleva en la fase aguda de la sepsis 

(PS.A) comparado con los voluntarios sanos (VS), disminuyendo tras la recuperación de 

la sepsis (PS.R). El índice de Glasgow por su parte disminuye en sepsis (PS.A) comparado 

con los VS, y se normaliza en le grupo PS.R. PaO2/FiO2 y SvcO2 no cambian 

significativamente. Con respecto a la presión arterial sistólica y diastólica, frecuencia 
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cardíaca y respiratoria, solo cambian ligeramente. Con respecto a la noradrenalina, se 

indican las dosis administradas en cada caso. El volumen de orina recoge un máximo de 

producción en el grupo PS.R. 

Tabla 5. Datos clínicos de los sujetos de estudio. 

Parámetro VS PC SP.A SP.R 

SAPS 

SOFA 

Glasgow 

Fiebre, °C 

PaO2/FiO2 

cVSO2 (%) 

NA, μg/kg/min 

PAS, mm Hg 

PAD, mm Hg 

FC, lpm 

FR, rpm 

Volumen orina, mL/6 h 

--- 

--- 

15,00 

36,72 ± 0,06 

--- 

--- 

0 

120,5 ± 5,30 

70,44 ± 3,60 

72,36 ± 6,50 

16,5 ± 0,001 

450,3 ± 60,6 

58,59 ± 2,48 

2,61 ± 0,46 

15,00 

36,06 ± 0,05* 

291,06 ± 10,70 

72,20 ± 7,70 

0 

122,75 ± 4,44 

69,70 ± 4,03 

89,52 ± 6,74 

13,25 ± 0,36 

515,96 ± 80,53 

79,95 ± 8,31# 

6,10 ± 1,16### 

10,8 ± 1,3***,### 

37,06 ± 0,23### 

293,40± 31,89 

75,89 ± 8,00 

0,53 ± 0,08# 

103,30 ± 2,79*.# 

58,86 ± 1,88# 

90,83 ± 6,16# 

14,5 ± 1,34 

534,61 ± 63,98 

--- 

2,25 ± 0,39ΦΦ 

14,91 ± 1,07ΦΦΦ 

36,39 ± 0,30 

301,31 ± 11,05 

71,58 ± 6,93 

0,07 ± 0,01ΦΦΦ 

113,41 ± 6,79*,# 

67,06 ± 1,41 

84,20 ± 2,68 

14,20 ± 1,99 

832,8 ± 58,9***,ΦΦ 

 

VS, voluntarios sanos; PC, pacientes controles; PS.A, pacientes en la fase aguda de sepsis; PS.R, pacientes en la fase 

de recuperación de la sepsis; SAPS, índice fisiológico agudo simplificado; SOFA, evaluación del fallo orgánico en la 

sepsis; PaO2/FiO2, índice de Kirby; SvcO2 saturación venosa central de oxígeno; NA, dosis de noradrenalina; PAS 

presión arterial sistólica; PAD, presión arterial diastólica; FC, frecuencia cardíaca (lpm, latidos por minuto); FR, 

frecuencia respiratoria (rpm, respiraciones por minuto). *P < 0.05, and ***p < 0.001 vs. HS; #P < 0.05, and ###P < 

0.001vs. CP;  ΦΦ P < 0.01, and ΦΦΦ P < 0.001 vs. SP.B. 

 

8. ANÁLISIS DE CORRELACIÓN ENTRE 6-SM Y MARCADORES DE EVOLUCIÓN CLÍNICA 

 Para valorar la relación existente entre melatonina y la evolución de la sepsis, se 

realizó un análisis de correlación y regresión entre la excreción urinaria de 6-

sulfatoximelatonina (6-SM) y los diferentes índices que cambian significativamente 

durante la enfermedad (Figura 13). Los voluntarios sanos (VS) no presentaron ninguna 

correlación significativa entre 6-SM y niveles de procalcitonina (Figura 13A). Los niveles 

de procalcitonina y de 6-SM se correlacionan positivamente en el grupo de pacientes 

controles (PC) y en los pacientes en la fase aguda de la sepsis (PS.A) (Figura 13B,C), e 
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inversamente en la fase de recuperación de la sepsis (PS.R) (Figura 13D). En los grupos 

PC y PS.R se observa una correlación negativa significativa entre SOFA y 6-SM (Figura 

13E-G). 

Figura 13. Correlación entre la excreción urinaria de 6-SM y los índices de evolución clínica. Se realizo 

un análisis de regresión entre la excreción urinaria de 6-SM y procalcitonina y SOFA en voluntarios sanos 

(A), pacientes controles (B,E), pacientes en la fase aguda de sepsis (C,F), y en la fase de recuperación de 

la sepsis (I-L). VS = voluntarios sanos; PC, pacientes controles; SP.A, pacientes sépticos en la fase aguda 

de la sepsis, y PS.R, pacientes sépticos en la fase de recuperación. 
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 El principal hallazgo de este estudio es la relación entre las alteraciones de la expresión 

de los genes reloj y el grado de inflamación, lo que viene determinado porque los pacientes 

controles (PC) tienen menos inflamación y menos cronodisrupción que los pacientes sépticos 

(PS). Asimismo, la correlación negativa entre la 6-sulfatoximelatonina (6-SM) y SOFA, el 

cambio de correlación positiva a negativa entre 6-SM y procalcitonina, y la correlación 

negativa entre 6-SM, LPO y AOPP en el momento de la recuperación de la sepsis (PS.R), avalan 

una respuesta compensatoria de la melatonina en contra del proceso séptico. Esta 

observación está también soportada por la presencia de altos niveles de 6-SM en el grupo de 

pacientes PS.R. De gran interés es también la observación que, además de la luz y el entorno, 

otros factores deben afectar a la producción de melatonina ya que tanto los pacientes 

controles como los sépticos, que estuvieron bajo las mismas condiciones en la misma UCI, 

presentan diferentes niveles de 6-sulfatoximelatonina. 

 En este estudio analizamos los cambios diarios en la expresión de los genes reloj 

bmal1, clock, per2 y cry1. Aunque algunos autores no encuentran cambios circadianos 

importantes en los genes reloj en la sangre (221), nuestros resultados muestran cambios 

diarios en bmal1 con un máximo de expresión a las 18:00 horas en voluntarios sanos. Dichos 

resultados también indican que el ritmo de bmal1 desaparece en los pacientes sépticos y se 

reduce su expresión en los pacientes controles. Por su parte, la expresión de clock no cambia 

significativamente a lo largo del día, aunque su expresión se reduce en los pacientes sépticos. 

Por su parte, per2 y cry1 muestran un pico de expresión unas horas más tarde que bmal1 en 

voluntarios sanos (222, 223). De acuerdo con otros datos recientes, nuestros resultados 

muestran mayores niveles de expresión de per2 en pacientes controles que en voluntarios 

sanos y en sépticos (224); en estos últimos desaparece además su ritmo diurno. Por su parte, 

la expresión de cry1 es más alta en voluntarios sanos que en pacientes controles, en los que 
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se mantiene su ritmo diurno que, sin embargo, desaparece en los pacientes sépticos. Por 

tanto, la reducción de la expresión de bmal1 en la sepsis que se observa en nuestros 

resultados, junto con la reducción de per2 y cry1, puede favorecer la respuesta inflamatoria 

dependiente de NF-κB durante la sepsis (200, 225, 226). A su vez, esta respuesta inflamatoria 

aguda pueda dañar al reloj molecular, con el aumento de IL-1β y TNFα suprimiendo la 

actividad transcripcional de BMAL1/CLOCK. 

 Con estos datos, puede proponerse que una infección bacteriana aguda puede actuar 

primero para reprimir la expresión de los genes reloj, lo que favorece la inflamación sistémica, 

que a su vez ejerce un efecto negativo sobre el reloj (224, 227). Esta hipótesis está avalada 

porque los pacientes controles desarrollan un proceso inflamatorio significativamente menor 

que los sépticos, además que la respuesta inflamatoria en los primeros fue insuficiente para 

reprimir el reloj molecular. En efecto, los niveles de IL-6, una citoquina relacionada con la fase 

aguda de inflamación, estimula los linfocitos T y B, y de la IL-8, relacionada con la movilización 

de neutrófilos, están significativamente más bajos en pacientes controles que en sépticos. 

Esos datos, junto con el aumento de la expresión de los genes reloj en pacientes controles, 

puede ser una respuesta compensadora para controlar la inflamación. De esta forma, los 

pacientes controles pueden mantener el ritmo del reloj circadiano (228). Además, parece ser 

que la disrupción del reloj molecular inducida por las condiciones ambientales en la UCI no es 

la causa primaria o principal del proceso de cronodisrupción, ya que los pacientes controles y 

los sépticos estuvieron bajo las mismas condiciones de iluminación ya que ambos grupos de 

sujetos estuvieron ingresados en la misma UCI.  

 Es interesante la observación de que el ritmo de los genes reloj no vuelve a la 

normalidad en pacientes recuperados de la sepsis, probablemente debido a que la inflamación 

no está totalmente controlada aún, lo que puede inferirse porque los niveles de IL-8 y TNFα 
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permanecen elevados en esos pacientes (229). La IL-10, que se asocia con funciones anti-

inflamatorias al inhibir la síntesis de citoquinas pro-inflamatorias, está elevado en todos los 

grupos estudiados en comparación con el grupo de voluntarios sanos, y permanece elevada 

en los pacientes recuperados de la sepsis, lo que sugiere la persistencia de este mecanismo 

compensador más allá del final del estado inflamatorio. En conjunto, los cambios en los niveles 

de citoquinas aquí registrados son compatibles con la inhibición de la cascada de activación 

de la inmunidad innata dependiente de la NF-κB/inflamasoma NLRP3 en los pacientes 

recuperados de la sepsis, lo que está también relacionado con el efecto inhibitorio de la 

melatonina sobre la inmunidad innata, tanto en condiciones experimentales como clínicas 

(122, 182, 187-189). 

 El estrés oxidativo forma parte del proceso inflamatorio y va paralelo al mismo; 

nuestros resultados demuestran un aumento del mismo desde los pacientes controles a los 

sépticos en su fase aguda, comparado con los voluntarios sanos, regresando a niveles 

normales cuando los pacientes se recuperan de la sepsis. Los niveles de LPO reflejan el daño 

a los lípidos de las membranas celulares (217), mientras que los de AOPP indican daño 

oxidativo a proteínas plasmáticas (218). Los cambios en LPO y AOPP registrados en este 

estudio demuestran el aumento del daño tisular durante la sepsis. Además, AOPP también 

refleja el estado inflamatorio y activación de monocitos en el fallo renal crónico (26 paper); 

nuestros resultados muestran por primera vez que AOPP también se correlaciona con el curso 

de la sepsis, lo que lo hace susceptible de ser usado como marcador de pronóstico del proceso 

séptico. 

 La relación de la melatonina con la sepsis se conoce desde hace muchos años. Nuestro 

grupo demostró por primera vez la eficacia de la melatonina frente a la sepsis en 1999 (182). 

La elevada producción de melatonina aquí registrada es compatible con la pérdida de su ritmo 
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circadiano ya descrita, probablemente debido a la cronodisrupción observada en pacientes 

críticos (178, 179). Ya que NF-κB induce la producción de melatonina, es razonable que, 

durante la sepsis, tanto la pineal como los tejidos extrapineales, principalmente las células 

inmunocompetentes (107, 230), producen más melatonina como mecanismo de defensa 

(231-233). Esto explica la correlación positiva entre 6-SM, IL-6 y TNF-α durante la sepsis. Otros 

investigadores han sugerido que la melatonina nocturna no tiene efecto para mejorar la 

endotoxemia humana (234, 235), o incluso tiene relación con la mortalidad en pacientes con 

sepsis severa (234), habiendo sido rebatido esos datos por los autores (236). En contra, los 

modelos experimentales de endotoxemia avalan la elevada eficacia de la melatonina para 

bloquear la conexión entre NF- κB/inflamasoma NLRP3, normalizar la función mitocondrial y 

recuperar a los animales del shock séptico y fallo multiorgánico (122, 167, 168, 171, 188). En 

conjunto, esos datos avalan la utilidad de la melatonina en pacientes sépticos (189). Por 

último, la correlación negativa entre 6-SM, LPO y AOPP observada en los pacientes 

recuperados de la sepsis, demuestra el papel antioxidante de la melatonina, que es capaz de 

restaurar el equilibrio redox en los pacientes sépticos. 

 Los datos bioquímicos de este estudio muestran el aumento de la protrombina en los 

pacientes recuperados de la sepsis, lo que sugiere una mejoría en la coagulación vascular. La 

procalcitonina aumenta significativamente en la fase aguda de la sepsis, retornando a los 

niveles basales en los pacientes una vez recuperados de la sepsis. Ambos parámetros se 

asocian muy bien a la evolución de la sepsis hacia una condición clínica favorable. Los índices 

SASP III, SOFA, PAO2/FIO2, y Glasgow reflejan la evolución clínica de los pacientes sépticos, y 

todos ellos reflejan la recuperación del estado séptico de todos los pacientes estudiados, al 

tiempo que los pacientes controles mostraron cambios mínimos en esos índices. A su vez, 

estos índices se correlacionan con los niveles de 6-SM. Nuestros resultados muestran una 



Discusión 

 89 
 

correlación negativa entre SOFA y 6-SM en los grupos control y séptico. En el caso de la 

procalcitonina, encontramos una correlación positiva entre sus niveles y los de 6-SM en los 

grupos control y séptico, que se vuelve negativa cuando los pacientes se recuperan de la 

sepsis. En conjunto, esos datos sugieren una asociación entre altos niveles de melatonina con 

una reducida condición crítica en los pacientes. 

 En resumen, los resultados de este estudio demuestran la existencia de una 

importante cronodisrupción durante la sepsis, que se acompaña de un aumento significativo 

de la excreción urinaria de 6-SM. Esos cambios reflejan modificaciones en el funcionamiento 

normal del reloj biológico, que está afectado probablemente por los mediadores 

inflamatorios de la sepsis (224). El grado de cronodisrupción, incluyendo bmal1 y per2, se 

correlaciona con la severidad del proceso inflamatorio. De gran interés es también el hecho 

de que las condiciones ambientales de la UCI no son sólo las causantes de la 

cronodisrupción, ya que pacientes controles y sépticos estaban en las mismas condiciones.  

Los cambios en los niveles de 6-SM y su correlación con los marcadores de inflamación, 

estrés oxidativo, y evolución clínica, pueden también reflejar el beneficio de la respuesta de 

la melatonina endógena frente a la sepsis. El presente estudio tiene indudablemente algunas 

limitaciones, una de las cuales es la falta de análisis de la expresión de los genes reloj 

durante la noche para analizar alteraciones de fase del ritmo. Ciertos aspectos éticos del 

hospital donde se llevó a cabo el estudio nos han impuesto esa limitación. 
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CONCLUSIONES 

 Los días pueden ser iguales para un reloj, pero no para un hombre 

Marcel Proust 
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1ª. Los factores ambientales en la UCI en la que los pacientes estaban ingresados no son 

la causa principal del proceso de cronodisrupción ya que en ambos grupos (tanto 

sépticos como controles), permanecieron bajo las mismas condiciones ambientales. 

2ª. La alteración de la expresión de los genes reloj, sin embargo, se encuentra 

directamente relacionada con la gravedad del proceso inflamatorio, siendo la 

cronodisrupción mayor en los pacientes sépticos en fase aguda y menor en pacientes 

sépticos recuperados y en pacientes control. 

3ª. En consecuencia, se puede establecer que la activación de la inmunidad innata en la 

sepsis, a través de las citoquinas proinflamatorias, altera la expresión de los genes reloj, 

principalmente bmal1, lo que a su vez activa la inmunidad innata, estableciéndose un 

circuito de retroalimentación positiva que puede explicar la exagerada respuesta 

inflamatoria en la sepsis. 

4ª. El proceso de cronodisrupción se acompaña de un aumento significativo de la 

excreción urinaria de 6-SM, siendo este aumento directamente relacionado con la 

gravedad del proceso inflamatorio. El hecho de que los niveles de 6-SM sigan elevados 

en pacientes sépticos recuperados habla del mantenimiento de la producción elevada 

de melatonina en esta etapa de la evolución de la sepsis como respuesta protectora del 

organismo. 
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5ª. Los cambios en los niveles de la excreción urinaria de 6-SM se correlacionan con los 

marcadores de inflamación y estrés oxidativo, reflejando un efecto beneficioso de la 

respuesta de la melatonina endógena frente a la sepsis. 

6ª. El aumento de la protrombina, que sugiere una mejoría en el mecanismo de 

coagulación en los pacientes recuperados de la sepsis, así como la disminución de la 

procalcitonina en estos pacientes, se asocian a la evolución favorable de la sepsis así 

como a la mejoría del estado clínico. El cambio de correlación positiva entre 

procalcitonina y 6-SM en la fase aguda de la sepsis, a negativa en los pacientes 

recuperados de ella, probablemente refleja el efecto beneficioso del aumento de 

melatonina en la evolución del proceso inflamatorio. 
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Abstract 

Background: Whereas the circadian system controls the daily production of melatonin 

and the daily activity of the immune system, increasing evidences support the 

association between circadian misalignment with the alterations in the immune 

response and melatonin rhythm during sepsis.  The aim of this study was to analyze the 

daily changes in clock genes expression and the urinary excretion of 6-SM (6-

sulfatoxymelatonin, the major melatonin metabolite), and their connection with the 

innate immune activity, oxidative status in blood, and clinical outcome during sepsis.  

Methods: Healthy volunteers, non-septic ICU patients, and septic ICU patients, were 

evaluated. The expression of bmal1, per2, clock, and cry1 genes was determined by 

PCR in blood; 6-SM was assessed in urine by ELISA; plasma cytokines IL-1β, IL-6, 

IL-8, TNFα, and IL-10 were determined by a multiplex array method, and lipid 

peroxidation (LPO) and protein oxidation (AOPP) by spectrophotometry. 

Hematological and biochemical data, and clinical scores of the patients, were also 

recorded. 

Results: Clock gene rhythm was maintained in non-septic patients but blunted in 

septic ones, whereas the innate immune and the oxidative stress responses were 

significantly higher in the latter. 6-SM excretion was also more elevated in septic than 

in non-septic patients, and it correlated with the degree of the immune response and 

oxidative status. 6-SM also correlated with SOFA and procalcitonin in the patients. 

Proinflammatory cytokines, LPO, and AOPP were normalized in the patients once 

recovered from sepsis. 
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Conclusion:  Our data suggest a relationship between clock genes rhythm disruption, 

the immune response and the oxidative status, with 6-SM acting as a compensatory 

response. ICU conditions are not a main clock disrupter because the significant 

differences found in the responses of septic versus non-septic patients under the same 

ICU environment. 

 

Keywords: septic patients; clock genes; chronodisruption; innate immunity; 6-

sulfatoximelatonin; oxidative stress; cytokines 
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Introduction 

Sepsis is life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to 

infection [1-3]. Sepsis and septic shock are major healthcare problems, affecting millions 

of people around the world each year, and killing as many as one in four (and often more) 

[4-7]. There is no effective therapy that minimizes significantly the mortality and 

morbidity of sepsis, but early identification and management improves its outcome.  

 

It is known that sepsis courses with a state of chronodisruption, affecting the pattern of 

melatonin production that has been associated with alterations in the sleep/wake cycle of 

septic patients [8; 9]. Alterations in the urinary excretion of 6-sulfatoximelatonin (6-SM), 

a hepatic metabolite of melatonin that constitutes the 90% of the melatonin excreted in 

the urine, have been also reported in septic ICU patients [8; 10]. Some authors, however, 

showed that the circadian rhythm of 6-SM in urine is maintained in non-septic ICU 

patients [8], suggesting that the environmental light is not the only factor affecting 

melatonin disruption in septic patients. Moreover, it is known that the innate immunity is 

under the control of the circadian clock, and it is disrupted in sepsis [11; 12]. With these 

data in mind, one can suggest a complex relationship between clock genes, melatonin 

production, and the exaggerated response of the innate immunity in sepsis.  

 

The alteration of melatonin production in septic patients may be explained by the septic 

process itself, by the light conditions in the ICUs, and/or by medication in these 

patients. In turn, melatonin administration exerts profound antiseptic properties, 

recovering mice from septic shock and multiorgan failure, and increasing significantly 
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their survival [13-15]. The mechanism of action of the anti-inflammatory effects of 

melatonin in sepsis has been recently deciphered, and it involves the inhibition of both 

NF-κB and NLRP3 inflammasome pathways of the innate immunity, recovering the 

mitochondrial function and ATP production [16; 17]. The effects of melatonin were 

dependent of its ability to resynchronize the expression of the clock genes, mainly 

bmal1/clock/per/cry. BMAL1/CLOCK controls the synthesis of PER and CRY, which 

forms PER/CRY heterodimers that repress BMAL1/CLOCK complex, leading to the 

inhibition of its transcriptional activity. The resulting PER/CRY reduction releases the 

BMAL1/CLOCK activity. This 24-hr cycle of the molecular clock maintains the innate 

immunity under control [11]. The loop of the clock proteins 

BMAL1/CLOCK/PER/CRY controls the circadian production of the pineal melatonin 

that, in turn, feedback these genes to maintain them 'on time'. Moreover, BMAL1 

directly reduces inflammation because it decreases circulating inflammatory cells and 

binds CLOCK, preventing the latter from acetylating p65 and inducing pro-

inflammatory cytokines [18; 19]. Additionally, BMAL1 induces the expression of 

NAMPT, responsible for the synthesis of NAD+, which is the substrate of sirtuins; 

among them, SIRT1 deacetylates p65, reducing the ability of the latter to bind DNA 

and, thus, reducing its transcriptional activity, leading to a reduction in the innate 

immune response [16]. Finally, PER2 and CRY1 collaborate in this response because of 

the inhibition of BMAL1 by the former, and the regulation of proinflammatory 

cytokines by CRY1 [11; 20; 21]. Additionally, bmal1 enhances the mitochondrial 

function through the acetylation of mitochondrial complex I [22]. Thus, the relationship 

between clock genes, inflammation, and melatonin becomes critical in sepsis. 
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We hypothesized that the alteration in the clock genes in sepsis is related to the degree of 

the inflammatory response. So, we consider it of interest to evaluate the relationships 

between clock genes, innate immunity, and nocturnal 6-SM in septic ICU patients, and to 

compare them with non-septic ICU patients and healthy control volunteers. Our results 

confirm the inflammation-dependent chronodisruption in septic patients compared to 

non-septic ones, and support an overproduction of melatonin in sepsis as compensatory 

response to inflammation.  

Materials and Methods  

Subjects of study 

The study was carried out on a total of 56 subjects, classified as healthy volunteers (HV, 

n = 12, 7 men and  5 women, aged 25 to 68 years); non-septic ICU control patients (CP, 

n = 24, 16 men and 8 women, aged 30 to 75 years), and septic ICU patients (SP, n = 20, 

13 men and 7 women, aged 40 to 81 years). Septic patients were analyzed at the acute 

phase of sepsis (SP.A), according with the Surviving Sepsis Campaign criteria from 

2012 and the procalcitonin levels, and after they recovered from the septic condition 

(SP.R), when the patients had procalcitonin levels lower than 0.5-1 ng/mL [1-3; 23; 24]. 

The range of interval between SP.A and SP.R was 3-7 days. In all cases, peritoneal fluid 

and blood (if fever) were submitted to the Biopathology laboratory for microbiological 

analysis, but the treatment started just when sepsis was diagnosed accordingly with the 

criteria above comment, and empirical antibiotics were used at this time. Once the 

microbiological analysis was received, antibiotic therapy was modified accordingly, if 

necessary. 

To track the clinical evolution of the patients, the following clinical data were recorded: 

1) preoperatory suspected diagnoses; 2) time, date, and surgical technique used 

(laparotomy); 3) postoperative diagnoses; 4) clinical criteria of sepsis [3]. To assess the 
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clinical severity of the patients, the following scores were used: SAPS III, simplified 

acute physiologic score, which evaluates the prognosis of sepsis; SOFA, sepsis-related 

organ failure assessment; PaO2/FiO2, which is the ratio between PO2 and the fraction of 

inspired oxygen, FiO2 (Kirby's index), and Glasgow scale, which evaluates the 

conscious state. 

Control patients group consisted in non-septic patients who had undergone surgery and 

were hospitalized in the same ICU and environmental conditions as septic patients. 

Same criteria of inclusion and exclusion were applied for septic patients and patients of 

the control group, except for the absence of sepsis in the latter. The criteria for inclusion 

of septic patients comprised patients of both sexes aged between 18-85 years, which 

were under programmed or urgent laparotomy due to abdominal disease (peritonitis in 

all cases). All patients or authorized relatives signed an informed consent. The 

exclusion criteria include patients below 18 or above 85 years old; patients that do not 

signed the informed consent, and patients previously operated from central neural 

processes. The study was approved by the Canary Islands University Hospital Ethical's 

Committee of Clinical Assays (ref nº: 2015_25), according to the 1983 revised Helsinki 

Declaration of 1975.  

 

Samples and preparation 

For biochemical routine analysis, blood samples were obtained from the venous catheter 

placed in both control patients (CP) and in the acute phase of sepsis (SP.A) patients, and 

directly by antecubital vein puncture in control healthy subjects (HV) at 09:00 hr. In 

septic patients, a second blood sample was taken when they recovered from the septic 

state (SP.R) at 09:00 hr. For the study of the expression of clock genes, the subjects of 

study were sampled at 08:00, 13:00, 18:00, and 23:00 hours. Samples were 
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centrifugated at 3,000 g for 10 min and plasma was separated and frozen at -80˚C until 

the biochemical analysis were performed. Urine from patient's groups  was collected 

during the night (from 00:00 hr to 06:00 hr) from each subject of the study, the total 

volume was noted, and an aliquot of 5 mL was frozen at at -80˚C until the determination 

of 6-SM. Healthy volunteers collected the urine in a container provided by the 

laboratory from the same period, noted the total volume, fill a 5 mL tube, and bring the 

tube to the lab next morning, when it was frozen at at -80˚C. 

 

Quantitative real-time PCR (qPCR) of mRNA 

Because it was not possible to obtain the four-time samples for PCR in some patients, the whole 

blood of 12 healthy volunteers, 15 from 24 non-septic ICU patients, and 15 from 20 septic ICU 

patients, were collected to study the gene expression of the clock genes: bmal1, clock, per2 and 

cry1. The collection of whole blood was made from the venous catheter placed in these 

patients, or from the antecubital vein in healthy subjects using the PASXgene Blood RNA 

Tube (Becton Dickinson, S.A.U., Madrid, Spain), which contains an additive that stabilized the 

gene transcription profile. Immediately after blood collection, the PAXgene Blood RNA Tube 

were inverted 8-10 times and stored upright at room temperature (18°C to 25°C) for a minimum 

of 2 hours before freezing at -20°C until RNA extraction. Total intracellular RNA was extracted 

using the PAXgene Blood RNA kit IVD (Qiagen Iberia SL. Madrid, Spain) in accordance with 

the manufacturer’s procedure. Total RNA was quantified by optical density at 260/280 nm by 

nanodrop spectrophotometry, and RNA integrity was checked by electrophoresis in 1.5% 

agarose.  Complementary DNA (cDNA) was synthesized from 400 ng of total RNA using the 

QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen Iberia SL.) according to the manufacturer’s 

instructions. cDNA from each blood sample was frozen to -80°C in aliquots of 25 ng each one. 

At the time of PCR, one aliquot was thawed and used for each PCR. Quantitative real-time PCR 

(qRT-PCR) was performed with the QuantiNova SYBR Green PCR kit (Qiagen Iberia SL) by 

the standard curve method. 20 µL PCR mixture contained 20 ng of cDNA template, 200 nmoL 
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of each primer and 10 µL of Power SYBR Green PCR Master Mix. Primer sequences are 

depicted in supplementary materials (Table S1). PCRs amplification were as follows: 2 min at 

95°C before 40 thermal cycles, each consisting of denaturation at 95°C for 5 s and 

annealing/extending at 60°C for 10 s, followed by melting curve. GAPDH was used as control. 

The relative changes in gene expression were analyzed by the 2-ΔΔCT method using healthy 

volunteers’ group as calibrator sample. 

 

Determination of plasma cytokines 

The Affimetrix's ProcartaPlex Simplex Kit refs EPX010-10224-901 for IL-1β; EPX010-

10213-901 for IL-6; EPX010-10204-901 for IL-8; EPX010-10215-901 for IL-10, and 

EPX010-10223-901 for TNFα (Labclinics, S.A., Barcelona, Spain), was used to profile 

expression of these cytokines. The assay was performed according to the manufacturers 

instructions. Briefly, 50 µL of working solution containing multiple microbeads labeled 

with specific antibodies against each of the aforementioned cytokines were added into 

each well, washed twice with 200 µL of wash buffer and filtered to dryness. Then 25 µL 

thawed plasma aliquots diluted 1:4 with the specific Linco-Plex sample diluents were 

added to each well and incubated for 60 min at room temperature. After a wash step 

(twice) with 200 µL wash buffer, the beads were incubated with 25 µL of the detection 

antibody cocktail for 30 min at room temperature, each antibody specific to a single 

cytokine. After another two-time wash step with 200 µL wash buffer, the beads were 

incubated with 25 µL of the streptavidin–phycoerythrin solution for 30 min at room 

temperature and washed twice again. The beads were resuspended in each well with 100 

µL of buffer and the concentration of each cytokine was determined using the array 

reader. A parallel standard curve was constructed for each cytokine. Levels are 

expressed in ng/L.  
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Measurement of lipid and protein oxidation in plasma 

Plasma samples were thawed and centrifugated at 5,000 g for 5 min, and 200 µL of the 

supernatants were used for LPO measurements. For this purpose, a commercial LPO 

assay kit that estimated both malondialdhehyde (MDA) and 4-hydroxyalkenals (4HDA) 

was used (Bioxytech LPO-568 assay kit; OxisResearch, Portland, OR, USA) [25]. LPO 

concentrations are expressed in nmol/mL. Advanced oxidation protein products (AOPP) 

were measured by spectrophotometry on a microplate reader calibrated with 

chloramine-T solution that absorbs at 340 nm in the presence of potassium iodide [26]. 

In test wells, 200 µL of plasma diluted 1/5 in PBS was placed on a 96-well microliter 

late, and 20 µL of acetic acid was added. In standard wells, 10 µL of 1.16 M potassium 

iodide was added to 200 µL of chloramine-T solution with concentrations ranging from 

3.12 µM to 100 µM, followed by 20 mL of acetic acid. The absorbance of the reaction 

mixture was immediately read at 340 nm on the microplate reader against a blank 

containing 200 µL of PBS, 10 µL of potassium iodide, and 20 µL of acetic acid. The 

AOPP concentrations were expressed as nmol/mL of chloramine-T equivalents. 

 

Measurement of urinary excretion of 6-sulfatoximelatonin 

6-SM was determined using a solid phase ELISA commercial kit (RE54031, IBL Int., 

Hamburg, Germany). Briefly, 50 µL standard, control and patient sample were placed 

into the respective wells of a microtiter plate. Then, 50 µL of freshly enzyme conjugate 

solution were added into each well, followed by 50 µL of melatonin sulfate antiserum. 

Plates were incubated 2 h at room temperature on an orbital shaker (500 rpm) and 

washed 4 x 250 µL of diluted wash buffer. After that, 100 µL of tetramethylbenzidine 

(TMB) substrate solution were added into each well, and incubated for 30 min at room 

temperature on an orbital shaker (500 rpm). Once incubation finished, the reaction was 
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stopped by adding 100 µL of TMB stop solution in each well. The optical density was 

measured in a spectrophotometer at 600-650 nm within 60 min after pipetting of the 

stop solution. The obtained optical densities of the standards were plotted against their 

concentrations (1.7 ng/mL to 420 ng/mL), and the concentration of the samples was 

calculated from the standard curve. The concentration of 6-sulfatoximelatonin was 

expressed as ng/6 h, considering 6 hours as the timing of nocturnal urine collection in 

all subjects [8]. 

 

Biochemical analysis 

Biochemical parameters were analyzed in the clinical analysis service of the Canary 

Islands University Hospital by routine methods. Metabolic impairment was assessed by 

measuring the changes in serum concentrations of glucose as marker for carbohydrate 

metabolism alteration. Liver status was assessed by measuring the serum concentrations 

of bilirubin, aspartate aminotransferase (AST), a non-specific marker for hepatic 

parenchymal injury, and alanine aminotransferase (ALT), a specific marker for hepatic 

parenchymal injury. Renal status was assessed by measuring the serum concentration of 

creatinine as indicator of glomerular filtration rate, urea and uric acid as indicators of 

impaired excretory function of the kidney and/or increased catabolism, and electrolytes 

balance. Moreover, lactate, SVCO2, and procalcitonin, as indexes of sepsis severity, 

were determined. Serum procalcitonin is commonly used to assist in the diagnosis of 

acute infection and to help in defining the duration of antimicrobial therapy. Various 

procalcitonin-based algorithms have been used to direct de-escalation of antimicrobial 

therapy in severe infections and sepsis [23; 24]. Moreover, prothrombin activity (TP) 

and fibrinogen as markers of microcirculation status (both of them are altered in the 

coagulopathy concomitant with sepsis during the acute phase of sepsis), were also 



 13 

analyzed. Leukocyte and PMNs values were assessed as indexes of sepsis severity. 

Hematocrit, hemoglobin, erythrocytes, and calcium, were also measured.  

 

Statistical analysis 

All data are expressed as mean ± SEM. Data were analyzed by unpaired one-way 

analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni as post-hoc test. Statistical 

analyses were done using GraphPad Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc., San 

Diego, CA, USA). p<0.05 was considered statistically significant.  

 

Results 

Clock genes expression 

To analyze whether sepsis affects the peripheral clock, the expression of clock genes 

was done in blood samples of the subjects of study at 08:00, 13:00, 18:00, and 23:00 

hours (Figure 1). Healthy volunteers and control patients showed a peak in bmal1 

expresion at 18:00 hr, although the levels of bmal1 expression were significantly higher 

in the latter (Figure 1A). The rhythm of bmal1 was blunted in acute septic patients 

(SP.A) and in recovered septic patients (SP.R) patients. Regarding clock gene 

expression (Figure 1B), there were not significant rhythm detected, and the levels of 

clock were significant higher in healthy volunteers and control patients than in septic 

patients. The expression of per2 peak at 23:00 hr in healthy volunteers and control 

patients, with the levels of per2 in control patients significantly higher than in healthy 

volunteers subjects (Figure 2C). Septic patients showed few changes in the daily levels 

of per2. The expression of cry1 in healthy volunteers and control groups had a peak at 

23:00 hr, although in this case, the levels of cry1 in healthy volunteers subjects were 
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significantly higher than in control patients (Figure 1D). Acute septic patients and 

recovered septic patients had a parallel changes in cry1 expression along the time, 

trending to increase at 23:00 hr. 

Levels of pro- and anti-inflammatory cytokines 

To analyze the role of the innate immunity in the evolution of the patients, plasma pro- 

and anti-inflammatory cytokines were measured (Figure 2). IL-1β was higher in control 

patients than in healthy volunteers, and sepsis further enhanced its levels (Figure 2A); 

after recovery of sepsis, the levels of IL-1β decreased to the normal range found in 

healthy volunteers. TNFα showed lower levels in control patients than in healthy 

volunteers; sepsis produced a further increase in its levels, which were reduced in 

patients recovered from sepsis (Figure 2B). IL-6 was also higher in control patients than 

in healthy volunteers, and sepsis further increased its levels (Figure 2C); the levels of 

IL-6 returned to control in patients recovered from sepsis. Likewise, IL-8 increases in 

control and septic patients compared with healthy volunteers, and then it decreased in 

patients recovered from sepsis (Figure 2D). The anti-inflammatory cytokine IL-10 was 

elevated in control and septic patients, decreasing its levels in patients recovered from 

sepsis (Figure 2E). In al cases, the levels of the cytokines were higher in acute septic 

patients than in the other groups. 

Oxidative damage to lipids and proteins in plasma 

The presence of oxidative stress in septic patients was analyzed. Two markers of 

oxidative damage to macromolecules in plasma, i.e., lipid peroxidation, LPO, and 

advanced oxidation protein products, AOPP, were measured. Whereas the former 

typically reflects the degree of oxidative damage to membrane lipids and, thus, the 

degree of cell membrane damage [25], AOPP reflect not only oxidative damage to 
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proteins but also constitute novel mediators of inflammation and monocyte activation 

[26]. The results, depicted in the Figure 4, suggest that, although LPO was elevated in 

control patients compared with healthy volunteers subjects, its levels increased much 

more significantly in septic patients, decreasing to control values after their recovery 

(Figure 3A). A similar behaviour was detected in AOPP levels, with a significant 

increase in sepsis, and further reduction after sepsis recovery (Figure 3B). 

Urinary excretion of 6-SM 

To gain insights into the function of the circadian system and its relationship with the 

evolution of the septic patients, the urinary excretion of 6-SM was assessed (Figure 4). 

Urinary 6-SM levels were lower in control patients than in heathy volunteers. In septic 

patients, the levels of 6-SM in acute septic patients increased significantly compared 

with both healthy volunteers and control groups. After recovery of sepsis, there was an 

important further increase in the excretion of 6-SM, reaching the highest values at tis 

time. 

Correlation analysis bewteen 6-SM and markers of inflammation 

Regression analysis between urinary 6-SM excretion and  cytokines is shown in the 

Figure 5. No significant correlations were found between 6-SM and IL-6, TNFa, LPO, 

or AOPP in healthy volunteers  (Figure 5A-D). Significant positive correlation was 

found between 6-SM and IL-6 and TNFα at the moment of sepsis (Figure 5E-F). 

Patients recovered from sepsis lost the correlation between 6-SM and IL-6, and reduced 

the signification of the correlation between 6-SM and TNFα (Figure 5I,J). After 

recovery of sepsis, patients showed a negative correlation between 6-SM, LPO, and 

AOPP (Figure 5K,L), whereas no correlation was found in sepsis (Figure 5G,H). 
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Hematological and biochemical data 

Routine analysis of main hematological and biochemical data was carried out in the 

subjects of the study (Table 1). Hemoglobin and hematocrit were lower in control and 

septic patients than in controls. Leukocytes increased in acute septic patients’ group, 

whereas the proportion of PMN cells enhanced in all groups. Glucose increased in 

control and acute septic patients compared with healthy volunteers, recovering normal 

values in recovered septic patients. Bun, creatinine, sodium and potassium did not 

change significantly in any group, whereas calcium decreased in all groups of patients. 

Total bilirubin, AST, and ALT showed minor changes, and lactate increased in acute 

septic patients, decreasing in patients recovered from sepsis. Prothrombin decreased and 

fibrinogen increased in control and septic patients compared with controls, and their 

remained elevated in patients recovered from sepsis. Septic patients also showed high 

levels of procalcitonin that decreased after their recover from sepsis.  

 

Clinical scores of the patients 

Table 2 shows the different scores used for evaluating the severity of the septic 

condition in the patients studied. SAPS, the simplified acute physiology score, and 

SOFA, which describes the organ dysfunction/failure, which were elevated in septic 

patients compared with healthy volunteers, decreasing after recovery of sepsis. Glasgow 

score decreased in septic patients compared healthy volunteers, and it was normalized in 

recovered septic patients. PaO2/FiO2 and cVSO2 did no change significantly. Doses of 

norepinephrine administrated to septic patients are also indicated. Minor changes were 

observed in systolic and diastolic blood pressures, heart rate, and respiratory rate. 

Nocturnal urine volume production higher in recovered septic group. 
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Correlation analysis between 6-SM and markers of clinical outcome 

Regression analysis between 6-sulfatoxymelatonin excretion and clinical parameters 

that changed significantly along the study is shown in Figure 6. Healthy volunteers did 

not shown significant correlation between 6-SM and procalcitonin levels (Figure 6A). 

Procalcitonin and 6-sulfatoxymelatonin were possitively correlated in control and acute 

septic patients (Figure  6B-C), and inversely correlated in recovered septic patients 

(Figure 6D) .A significant negative correlation between SOFA and 6-

sulfatoxymelatonin was found in control, acute septic, and recovered septic groups of 

patients (Figure 6E-G).  

Discussion 

A main discovery of this study is the relationship between the alteration in the 

expression of clock genes and the degree of inflammation, a result supported because 

control patients had less inflammation and less chronodisruption than the septic ones. 

Also, the negative correlation between 6-SM and SOFA, the shift from positive to 

negative correlation between 6-SM and procalcitonin, and the negative correlation 

between 6-SM, LPO and AOPP at the time of sepsis recovery, support the 

compensatory response of melatonin against the septic process. These data were further 

sustained by the presence of highest levels of 6-SM in recovered septic patients. Of 

interest is that, in addition to light, other factors affect melatonin production because 

control and septic patients, who were under the same light schedule, had different 6-SM 

levels. 

 

We analyzed the changes in the daily expression of the clock genes bmal1, clock, per2, 

and cry1. Although some authors did not find major circadian changes in clock genes in 
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blood [27], our data shows daily changes in bmal1 with maximal expression at 18:00 hr, 

without circadian changes in clock, whereas per2 and cry1 peak several hour later [28; 

29]. In agreement with recent data, our results also showed higher levels of per2 

expression in non-septic (CP) than in septic patients [12]. Thus, the reduction of bmal1 

expression here found, together with the subsequent decrease in per2 and cry1, can 

favor the NF-κB-dependent inflammatory response in septic patients [11; 20; 21]. 

In turn, the acute inflammatory process may disrupt the molecular clock, with IL-1β and 

TNFα suppressing the transcriptional activity of BMAL1/CLOCK [30].  

 

With these data in mind, it can be suggested that an acute bacterial infection may act 

first to repress clock genes, which further favor the systemic inflammation, supporting a 

negative effect of the latter on the clock [12; 31]. This hypothesis is supported because 

control patients developed significant less inflammation than septic patients, and the 

inflammatory condition in control patients was insufficient to repress the molecular 

clock. In fact, IL-6, a cytokine related to acute phase of inflammation stimulating T and 

B lymphocytes, and IL-8, which is related to neutrophils mobilization, were 

significantly lower in control than in septic patients. These findings, and the enhanced 

rhythm and expression of clock genes in control patients could be a compensatory 

response to control inflammation. So, control patients could maintain circadian clock 

rhythm [32]. In addition, it would appear that the chronic disruption of the molecular 

clock imposed by the environmental conditions in the ICUs was not a primary event for 

chronodisruption, because control patients and septic patients were under the same light 

schedule. Of note, the rhythm of clock genes does not return to normally in patients 

recovered from sepsis, probably because the inflammation is not fully controlled at this 

time, a finding supported by the levels of IL-8 and TNFα above controls in these 
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patients [33]. IL-10, which is associated with anti-inflammatory functions by inhibiting 

cytokine synthesis, was elevated in all groups compared to healthy subjects, and it 

remained elevated in patients recovered rom sepsis, suggesting the persistence of this 

compensatory mechanism beyond the end of the inflammatory status. Overall, the 

cytokine changes are compatible with the inhibition of the NF-κB/NLRP3 

inflammasome cascade activation in recovered septic patients, a finding also related to 

the inhibitory effect of melatonin on the innate immunity both in experimental and 

clinical conditions [16; 17; 34-36].  

 

Oxidative stress runs parallel to inflammation, and it increased from control to acute 

septic patients, returning to normal values in recovered septic patients, compared with 

healthy volunteers. LPO reflect the damage to membrane lipids [25], and  AOPP is a 

marker of oxidative damage to plasma proteins [37]  The changes on LPO and AOPP 

support the enhanced tissue injury during sepsis. But AOPP is also related to 

inflammation and monocyte activation in chronic renal failure, [26] and we showed here 

for the first time that AOPP also correlates well with the course of sepsis, doing it a 

feasible marker for improvement of sepsis. 

 

The relation of melatonin with sepsis comes from many years ago. Our group 

demonstrated by the first time the efficacy of melatonin against sepsis in 1999 [34]. The 

increased melatonin production is compatible with a lost of its circadian rhythm 

elsewhere reported, probably due to the chronodisruption observed in critically ill 

patients [8; 10]. Since NF-κB induces the production of melatonin, it is reasonable that 

during sepsis, both pineal and extrapineal tissues, mainly immunocompetent cells, 

produce more melatonin for protective purposes [38; 39]. Since NF-κB induces the 
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production of melatonin, it is reasonable that during sepsis, pineal and extrapineal 

tissues, mainly immunocompetent cells produce more melatonin for protective purposes 

[40; 41]. This explains the positive correlation between 6-SM with IL-6 and TNFα 

during sepsis. Other researchers suggested that melatonin at night had not effect to 

ameliorate human endotoxemia [42], or even had a role in sepsis mortality in severe 

septic patients [43], a report rebutted by the authors [44]. In contrast, experimental 

models of endotoxemia support the high efficiency of melatonin to blunt the NF-

κB/NLRP3 inflammasome connection, normalization of the mitochondrial function in 

sepsis, and recovering animals from septic shock and multiorgan failure [14; 16; 17; 45; 

46]. The data support the pharmacological utility of melatonin in the treatment of septic 

shock [35]. Moreover, clinical studies have demonstrated the utility of melatonin 

therapy in septic patients [36]. Finally, the negative correlation between 6-SM, LPO and 

AOPP seen in patients recovered from sepsis supports the antioxidant role of melatonin 

able to restore the redox conditions in these patients.  

 

Biochemical data showed a prothrombin enhancement in recovered septic patients, 

suggesting an improvement in vascular coagulation. Procalcitonin displayed a 

significant increase in acute septic patients, returning to basal levels in recovered septic 

patients. Both parameters fit well the evolution of sepsis towards a better clinical 

condition. SAPS III, SOFA, PaO2/FIO2, and Glasgow assessed clinical evolution of the 

septic subjects, and all of them reflected that all were recovered from sepsis, whereas 

control patients had minimal changes in these scores. These scores correlated with 6-

SM. Our data showed a negative correlation between SOFA and 6-SM in the control 

and sepsis. In the case of procalcitonin, we found a positive correlation between its 

levels and 6-SM in the control and septic groups, which becomes in a negative 
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correlation in recovered septic patients. Together, these data suggesting an association 

of high levels of melatonin with lower critical condition of the patients. 

 

In summary, the results of this study support the existence of a major chronodisruption 

process during sepsis accompanied by a significant increase in the urinary excretion of 

6-SM. These changes suggest modifications in the normal function of the biological 

clock, that is probably affected by inflammatory mediators during sepsis [12]. The 

degree of clock disruption, including bmal1 and per2, parallels with the severity of the 

inflammatory process. The changing levels 6-SM and their correlation with markers of 

inflammation, oxidative stress and clinical outcome, may also support a beneficial effect 

of the endogenous melatonin response during the septic course. The present study has 

undoubtedly some limitations, one of which is the lack of analysis of clock genes 

expression during the night to analyze further phase alterations of the rhythm. Ethical 

issues of the Hospital limited the study to the conditions here reported. 
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Figures 

 

 

Figure 1: Daily expression of clock genes.  

The relative mRNA expression of Bmal1 (A), clock (B), per2 (C), and cry1 (D), was 

analyzed in total blood obtained from the subjects of study at 08:00, 13:00, 18:00, and 

23:00 hours. Data are expressed as means ± S.E.M. HV = healthy volunteers; CP = 

control patients; SP.A = patients at the acute phase of sepsis; SP.R = patients recovered 

from sepsis. *p<0.05 and ***p<0.001 vs. other time points for each gen; #p<0.05, 

##p<0.05, and ###p<0.001 vs. HV; &p<0.05 vs. SP.A; ȹp< .05, ȹȹp<0.01, and 

ȹȹȹp<0.001 vs. SP.R. 
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Figure 2: Changes in pro- and anti-inflammatory cytokines levels in the studied 

groups compared with the levels in healthy volunteers (HV). 

Cytokines were measured in plasma by a multiplex system. Pro-inflammatory IL-1β (A), 

TNFα (B), IL-6 (C), IL-8 (D) cytokines, and IL-10 (E) anti-inflammatory cytokine, are 

shown. Data are expressed as means ± S.E.M. HV = healthy subjects; CP = control 

patients; SP.A = patients at the acute phase of sepsis; SP.R = patients recovered from 

sepsis.  *P < 0.05, ***P < 0.001 vs. HV; #P < 0.05, ##P < 0.05, and ###P < 0.001 vs. CP; 

ΦΦΦP < 0.001 vs. SP.A. 
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Figure 3. Plasma levels of LPO and AOPP in the studied groups.  

LPO (A) was used as an index of lipid peroxidation, and AOPP (B) as an index of protein 

oxidation and also inflammation. Data are expressed as means ± S.E.M. HV = healthy 

subjects; CP = control patients; SP.A = patients at the acute phase of sepsis; SP.R = 

patients recovered from sepsis.  *P < 0.05, and ***P < 0.001 vs. HV; #P < 0.05, ##P < 

0.01, and ###P < 0.001 vs. CP; ΦΦΦP < 0.001 vs. SP.A. 
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Figure 4: Urinary excretion of 6-sulfatoxymelatonin in the studied groups. 

Nocturnal urine was collected, its total volume for a period of 6 hours noted, and one 

aliquot was used for the determination of the melatonin metabolite. Data are expressed 

as means ± S.E.M. HV = healthy subjects; CP = control patients; SP.A = patients at the 

acute phase of sepsis; SP.R = patients recovered from sepsis. **P < 0.01, and ***P < 

0.001 vs. HV; #P < 0.05, and ###P < 0.001 vs. CP; ΦΦΦP < 0.001 vs. SP.A. 
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Figure 5: Correlation analysis between 6-sulfatoxymelatonin and markers of 

inflammation and oxidative stress. 

Regression analysis was performed between the urinary excretion of 6-

sulfatoxymelatonin and IL-6, TNFα, LPO, and AOPP in HV (A-D), SP.A (E-H) and SP.R 

(I-L) patients. Data are expressed as means ± S.E.M. HV = healthy subjects; CP = control 

patients; SP.A = patients at the acute phase of sepsis; SP.R = patients recovered from 

sepsis. 
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Figure 6: Correlation analysis between 6-sulfatoxymelatonin and markers of clinical 

outcome of the patients. 

Regression analysis was performed between the urinary excretion of 6-

sulfatoxymelatonin and procalcitonin and SOFA in HV (A), CP (B,E), SP.A (C, F), and 

SP.R (D, G) patients. Data are expressed as means ± S.E.M. HV = healthy subjects; CP 

= control patients; SP.A = patients at the acute phase of sepsis; SP.R = patients after 

recovery of their septic process. 
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Table 1. Hematological and biochemical data of the studied groups 

 

Parameter HV CP SP.A SP.R 

Hemoglobin, g/dL 

Hematocrit, % 

Leukocytes, x103/µL 

Neutrophils, % 

Glucose, mg/dL 

Bun, mg/dL 

Creatinine, mg/dL 

Sodium, mEq/L 

Potassium, mEq/L 

Calcium, mg/dL 

Total bilirubin, mg/dL 

GOT (AST), UI/L 

GPT (ALT), UI/L 

Lactate, mg/dL 

Prothrombin, % 

Fibrinogen, mg/dL 

Procalcitonin, ng/mL 

15.35 ± 0.56 

45.0 ± 1.12 

7.05 ± 1.28 

55.68 ± 3,25 

95.54 ± 6,50 

30.12 ± 3.26 

0.93 ± 0.13 

141.24 ± 0.92 

4.3 ± 0.08 

9.7 ± 0.11 

0.75 ± 0.10 

30. 08 ± 3.50 

26.07 ± 4.23 

1.55 ± 0.14 

100.00 ± 2.22 

275.36± 28.51 

0.26 ± 0.08 

10.93 ± 0.38*** 

30.50 ± 1.48*** 

10.49 ± 1.14 

78.44 ± 2.06*** 

152.05 ± 7.35*** 

19.91 ± 5.45 

0.72 ± 0.12 

139.47 ± 0.74 

4.03 ± 0.11 

7.65 ± 0.10*** 

0.73 ± 0.13 

33.06 ± 9.40 

39.03 ± 5.95 

1.31 ± 0.13 

76.01 ± 2.87*** 

544.14 ± 36.85*** 

0.30 ± 0.19 

10.55 ± 0.49*** 

31.99 ± 1.43*** 

15.63 ± 2.52** 

86.95 ± 1.40*** 

128.09 ± 10.64* 

20.79 ± 2.76 

0.71 ± 0.14 

139.72 ± 1.07 

4.14 ± 0.10 

7.57 ± 0.16*** 

0.91 ± 0.14# 

33.13 ± 3.88# 

28.84 ± 3.60# 

2.31 ± 0.38## 

74.57 ± 3.06*** 

662.92 ± 46.56*** 

14.96 ± 2.17***.### 

8.77 ± 0.46***.# 

29.92 ± 0.72*** 

11.86 ± 2.13 

81.74 ± 1.68*** 

108.85 ± 5.54# 

21.08 ± 4.01 

0.58 ± 0.05 

138.97 ± 1.07 

3.94 ± 0.08 

7.72 ± 0.10*** 

0.64 ± 0.11 

30.29 ± 4.57 

30.12 ± 3.75 

0.92 ± 0.12Φ 

82.99 ± 3.21**,Φ 

680.45 ± 52.60*** 

2.56 ± 0.73***,ΦΦΦ 

HV, healthy volunteers; CP, control patients; SP.A, acute phase of septic patients; SP.R, recovery phase of septic patients; PMN, 

polymorphonuclear leukocytes; GOT (AST), aspartate aminotransferase; GPT (ALT),  alanine aminotransferase. **P < 0.01, and 

***P < 0.001 vs. HS;  #P < 0.05, ##P < 0.01, and ###P < 0.001vs. CP; Φ P < 0.05, and ΦΦΦ P < 0.001 vs. SP.B. 
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Table 2. Clinical data of the studied groups 

 

Parameter HV CP SP.A SP.R 

SAPS 

SOFA 

Glasgow 

Fever, °C 

PaO2/FiO2 

cVSO2 (%) 

NE, µg/kg/min 

SBP, mm Hg 

DBP, mm Hg 

HR, bpm 

RR, bpm 

Urine volume, mL/10 h 

--- 

--- 

15.00 

36.72 ± 0.06 

--- 

--- 

0 

120.50 ± 5.30 

70.44 ± 3.60 

72.36 ± 6.50 

16.51 ± 0.001 

450.30 ± 60.61 

58.59 ± 2.48 

2.61 ± 0.46 

15.00 

36.06 ± 0.05* 

291.06 ± 10.70 

72.20 ± 7.70 

0 

122.75 ± 4.44 

69.70 ± 4.03 

89.52 ± 6.74 

13.25 ± 0.36 

515.96 ± 80.53  

79.95 ± 8.31# 

6.10 ± 1.16### 

10.79 ± 1.03***,### 

37.06 ± 0.23### 

293.40 ± 31.89 

75.89 ± 8.00 

0.53 ± 0.08# 

103.30 ± 2.79*.# 

58.86 ± 1.88# 

90.83 ± 6.11# 

14.49 ± 1.34 

534.61 ± 63.98 

--- 

2.25 ± 0.39ΦΦ 

14.91 ± 1.07ΦΦΦ 

36.39 ± 0.30 

301.31 ± 11.05 

71.58 ± 6.93 

0.07 ± 0.01ΦΦΦ 

113.41 ± 6.79*,# 

67.06 ± 1.41 

84.20 ± 2.68 

14.20 ± 1.99 

832.82 ± 58.98***,ΦΦ 

HV, healthy volunteers; CP, control patients; SP.A, acute phase of septic patients; SP.R, recovery phase of septic patients; 

SAPS, simplified acute physiologic score; SOFA, sequential organ failure assessment; PaO2/FiO2, Kirby's index;  cVSO2 

central venous oxygen saturation; NE, norepinephrine dose; SBP, sistolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; 

HR, heart rate; RR, respiratory rate. *P < 0.05, and ***p < 0.001 vs. HS; #P < 0.05, and ###P < 0.001vs. CP;  ΦΦ P < 0.01, 

and ΦΦΦ P < 0.001 vs. SP.B. 
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Table S1. List of primer sequences used for clock genes PCR determination 

Target gene Primer Forward Primer Reverse 

Bmal1 ATCCTCAACTACAGCCAGAATG TCGTGCTCCAGAACATAATCG 

Clock ACGACGAGAACTTGGCATTG TCCGAGAAGAGGCAGAAGG 

Per-2 CCCTTCCGCATGACGCCCTACCTG GACCGCCCTTTCATCCACATCCTG 

Cry1 GCTTGCTTCCTGACACGAG GACAGCCACATCCAACTTCC 

GAPDH GTACTACACTGAATTCACCCCCACTG TGCGGCATCTTCAAACCTCCAT 
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