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1. INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES SOBRE RADICALESLIBRES Y ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO

Un radical libre es un atomo, molécula o compuesto altamente inestable
debido a que en su estructura atémica o molecular tiene en su orbital mas
externo uno o mas electrones desapareados (Wu D y col.; 2003). También
son definidos como especies quimicas con electrones de similar movimiento
(spin) direccional. Estas caracteristicas hacen que sean sumamente reactivos
frente a compuestos no radicales en un esfuerzo por compartir ese electrén
de su dérbita mas externa con un electrdon cercano. De esta manera, un radical
libre puede ceder o tomar un electron de una especie no radical (y asi pasar
a un estado mas estable) provocando que éste ultimo se transforme en
un radical, generando asi una reacciéon en cadena y como resultado final,
la formacion de multiples radicales libres (Halliwell B; 1989). Sin embargo,
existe otra forma por la cual una molécula puede transformarse en un radical
libre, la fision homolitica de un enlace covalente, de esta forma se originan
dos fragmentos con un electrén retenido cada uno y, en consecuencia, dos
radicales libres (Oldhman KM y col.; 1998).

La estructura de los radicales libres se simboliza con un punto al lado
de la abreviacién quimica (R*) representando la presencia de un electrén
desapareado.

La elevada reactividad y, por ende, el alto grado de inestabilidad de
los radicales libres contribuye a su corta vida media, lo que hace muy dificil
su cuantificacién. Existen técnicas, como la espectroscopia de resonancia
paramagnética del electrén, en combinacidn con el atrapamiento del spin
del electrén (Trapping spin), que permiten la medicién de los radicales
libres a través de la cantidad de energia absorbida por medio de un electrén
desapareado en un campo magnético a temperaturas bajas extremas (Hortin
JW; 2003).

Introduccion
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Los radicales libres pueden provenir de diferentes moléculas, entre las

que se destacan:
m El dtomo de Hidrégeno (H°)
m El oxigeno molecular (0,)
m Los fosfolipidos de membrana (lipoperoxidacion)
m  Moléculas nitrogenadas (NO y NO,): contaminantes atmosféricos
m Los metales de transicion (Fe, Cu)

m Cualquier molécula con capacidad para transformarse en radical
libre

1.1.1. Formacidn de radicales libres de oxigeno y especies reactivas
de oxigeno

El oxigeno molecular es esencial para la funcidn celular. Normalmente, mas
del 95% del consumo de oxigeno (en organismos aerobios) resulta en su
reduccién enzimatica en agua a través de la cadena respiratoria mitocondrial,
donde se produce la mayor cantidad de adenosina trifosfato (ATP), que
provee de la energia requerida para muchas reacciones y funciones celulares
(Wu Dy col.; 2003). En la mitocondria (cresta interna) es donde se realiza
el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria en la cual el O, es completamente
reducido hasta agua y CO,, producto final en la cadena de transporte
electrdénico. La reduccidn se realiza en cuatro pasos, como puede observarse
en la Figura 1.1.1.a. La reduccién comienza con el aporte de un electrén al O,
formdéndose asi el anién superdxido. Luego, un segundo electréon es cedido
a éste produciendo perdxido de hidrégeno. Un tercer electrén, como ocurre
en la reaccién de Fenton (Fe’* + H,0, — Fe® + OH* + OH') resulta en la
produccion del radical hidroxilo. Finalmente, el aporte de un cuarto electrén
produce agua (Giordano FJ; 2005).

Figura 1.1.1.a. Reduccion total del oxigeno molecular

0] oxigeno molecular
0., radical superdxido
H,0, peroxido de hidrégeno
OH*  radical hidroxilo
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Este proceso genera productos intermedios denominados especies
reactivas de oxigeno (ERO). ERO es un término colectivo que incluye
radicales de oxigeno y ciertos no radicales que son agentes oxidantes y /o
son facilmente convertidos en radicales como acido hipocloroso (HOCI),
peroxinitrito (ONOQ"), etc. En otras palabras, todos los radicales de oxigeno
son ERO pero no todos los ERO son radicales de oxigeno (Halliwell B y col.;
2004).

El oxigeno singulete (*0,), una forma reactiva del oxigeno molecular, en
el cual los electrones mas externos alcanzan un estado energético muy alto,
puede ser formado por una variedad de mecanismos enzimaticos, incluida la
reaccion Haber-Weiss (Toufektsian MC y col.; 2001) como puede verse en la
Figura 1.1.1.b.

Figura 1.1.1.b. Reaccién de Haber-Weiss

H,0,+0O,” = OH +OH +'0,

Todas estas ERO tienen la capacidad de reaccionar muy facilmente con
toda sustancia organica que esté a su alrededor, provocando un gran dafio
a nivel de lipidos, proteinas y DNA (dafio oxidativo), como veremos mas
adelante.

Algunas ERO y ERN (especies reactivas de nitrégeno) de interés bioldgico
se enumeran en la Tabla 1.1.1. (Sies H; 1991; Chabot F y col.; 1998):

Tabla 1.1.1. Algunas especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) de
interés bioldgico.

Radicales Libres No Radicales

ERO Peroxil (RO*)) Acido Hipocloroso (HOCI)
Alcoxil (RO*) Ozono (0O,)
Hidroperoxil (HO",) Hidroperdxido (ROOH)
ERN Oxido Nitrico Peroxinitrito (ONOO)
Didxido de Nitrégeno ((NO*,) Cation Nitronio (NO*,)
Catién Nitrosil (NO*)
AlquilPeroxinitrito (ROONO)

Introduccion
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1.1.2. Fuentes productoras de radicales libres de oxigeno y especies

reactivas de oxigeno

Numerosos sistemas intracelulares y extracelulares (Figura 1.1.2.) pueden
producir RLO y ERO (Wu D y col.; 2003; Stocker R y col.; 2004): Los mas
importantes son enumerados en la Tabla 1.1.2

Tabla 1.1.2. Sistemas intra y extracelulares involucrados en la produccién de radicales libres de
oxigeno (RLO) y especies reactivas.

SISTEMAS INTRACELULARES

Cadena respiratoria mitocondrial: es la mayor fuente de produccién de RLO
Citocromo P450: enzimas oxidativas tipo Xantina-oxidasa

Macréfagos y neutrdfilos: células fagocitarias que contienen, entre otras, un
grupo de enzimas denominadas complejo NADPH-oxidasa

NOs (Oxido nitrico sintetasa): familia de enzimas que catalizan la oxidacién de
L-arginina a L-citrulina y la sintesis de un potente vasodilatador (NO¢)

Mieloperoxidasa: Enzima que cataliza la conversion de Cl- a HOCI.

Lipoxigenasa: Una dioxigenasa que actua sobre los fosfolipidos de la membrana
celular generando prostaglandinas, tromboxano y leucotrienos

Metales de transicion: El cobre y el hierro actian como catalizadores en
multiples reacciones de oxidacion

SISTEMAS EXTRACELULARES

Humo del cigarrillo

Radiacion ultravioleta

Oxidacion de farmacos (paracetamol)
Quimioterapia

Radiaciones ionizantes

Pesticidas (organofosforados y clorados)

Ozono

42
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Figura 1.1.2. Fuentes celulares de RLO. Las fuentes mitocondriales de RLO
(Radicales Libres de Oxigeno) incluyen Cadena de Tansporte electrénico (CTE),
Ciclo de Krebs (CK) y fuera de la membrana la Monoamino oxidasa (MAO). El
superéxido (O,”) por si solo no atraviesa la membranas, pero la manganeso-
superodxido dismutasa (Mn-SOD) lo convierte en peroxido de hidrégeno (H,0,),
el cual si difunde a través de las mismas. El (O,) citosdlico es dismutado por la
Cobre-ZincSOD (Cu/ZnSOD), en H,O,. Las fuentes citosdlicas de RLO son xantina
oxidasa (XO) y citocromo P450 reductasas. La oxido nitrico sintetasa (NOS) actua
como catalizador en la sintesis de éxido nitrico (NO*), el cual reacciona con 0,”
formandose peroxinitrito (ONOO'). Mieloperoxidasa (MPO, y también EPO) usa
H,0, vy haluros (X)) para formar &cidos hidrohalogenados (HOX). A su vez, el
HZOZ, por medio de la reaccidn Fenton, genera radical hidroxil (OH®). Enzimas de
membrana productoras de RLO incluyen la NADPH oxidasas (NOx), y la citP450.
Lipoxigenasa (LOX), ciclooxigenasa (COX), y RLO generan lipidos oxidados (LOX)
dentro de las membranas. Irradiacién ultravioleta (UV), Ozono ambiental (O,),
poluciones, humo de cigarrillos también pueden originar RLO. Sustancias quimicas,
como quinolonas (Q) y nitroaromaticos pueden formar RLO, en condiciones redox
por medio de NAD(P)H deshidrogenadas intracelulares. RLN: radicales libres de
nitrégeno. Tomado de Sheu S-Sy col.; 2006.

Medio Ambiente
(p.e. humo cigarrillo)

o

RLO RLN NAD(P)*

3
- —>NO 7—>0N00 NAD

H,0, HOX
102 \ew
HO"
Mitocondria
ROS
Membrana - -
L —»LOX
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1.1.3. Daiio celular: Efecto de las especies reactivas de oxigeno sobre
las estructuras celulares

Esta “Normal” produccién de especies reactivas se mantiene en un minimo
gracias a sistemas eficientes de transporte de electrones, transito enzimatico,
depuraciéon y un mantenimiento en la transicion de metales (Chabot F y
col.; 1998). Estos sistemas estan coordinados para proveer mecanismos
biolégicos importantes de defensa antioxidante, de los cuales hablaremos
mas adelante.

Estas ERO son capaces de alterar quimicamente la mayoria de las
biomoléculas (lipidos, proteinas y acidos nucleicos), cambiando su estructura
y/o su funcidn, llegando a ser en algunos casos de forma irreversible
(Thérond Py col.; 2000). Ademds, pueden actuar como segundos mensajeros
y tener un efecto en la sefial de las vias de transduccidn, influyendo asi en
la expresidn génica (Crimi E y col.; 2006). En la Tabla 1.1.3.a. se resumen los
danos causados por las ERO.

Tabla 1.1.3.a. Resumen de los dafios celulares causados por especies reactivas de oxigeno
(ERO).

DANOS CELULARES

Oxidacion de acidos grasos poliinsaturados alterando
Membranas directamente las propiedades fisicas y quimicas de las
membranas celulares con su consecuente efecto.

Modificacion de bases, rotura de cadenas, mutaciones
DNA génicas, pudiendo todo esto terminar con muerte celular
o cancer.

Modificaciones de aminodacidos con la consecuente
Proteinas inactivacion o no sintesis de enzimas, pudiendo frenarse
procesos celulares o generando autoanticuerpos.

Aumento de los ERO pueden causar cambios en las
Seiales redox sefiales alterando actividades como ser: proliferacion
celular, apoptosis, regulacion génica y necrosis.

(Adaptado de Goodyear-Bruch Cy col.; 2002).
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1.1.3.1. Membranas celulares

Las ERO son altamente reactivas y cuando se encuentran cerca de las
membranas atacan los fosfolipidos de las mismas provocando su oxidacion.
Este proceso se lo conoce como lipoperoxidacién, y puede generar una
reaccion en cadena (Halliwell B; 2006).

La lipoperoxidacion consiste en 3 etapas: a) Iniciacidn, b) Propagacién vy,

¢) Terminacion. (Figura 1.1.3.1)

a) Es causada generalmente por el ataque de un radical (R°) a los
acidos poli-insaturados (L) o PUFA (polyunsaturated fatty acid) de
los fosfolipidos de membrana. En términos quimicos se trata de una
reaccién de reduccidn: el radical extrae un atomo de Hidrégeno de un
metileno (-CH,-) perteneciente a los PUFA. Como producto se forma
un radical de acido graso (L°).

b) Ese radical lipidico formado reacciona rapidamente con oxigeno y se
produce un radical peroxil (LO,"). Este radical peroxil puede reaccionar
con otro lipido insaturado vecino y abstraerle un atomo de H, y formar
otro LO,* mas un hidroperdxido (LOOH).

Como puede verse, siempre habra un nuevo radical peroxil para continuar la
cadena. Silas cadenas de los PUFA son lo suficientemente largas, los radicales
peroxil pueden extraer mas de un dtomo de H, de la cadena de carbonos y
formar perdxidos ciclicos
¢) La reaccién culmina cuando dos radicales peroxil reaccionan entre si
y forman un compuesto no radical.

Figura 1.1.3.1. Esquema de las etapas de la lipoperoxidacién (tomado de Oldham KH y col.;
1998).

INICIACION PROPAGACION TERMINACION

L+ R L'+ 0, LOO® + LOO®
LOO*
L+ RH No radical

LOO® + L

|

L* + LOOH
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El hierro actla de catalizador en la lipoperoxidaciéon por medio de la
reaccion de Fenton: los compuestos originados en la etapa de propagacién
(LOOH) son inestables, pudiendo asi reaccionar con iones metdlicos como
el Fe, formando radicales alcoxil (LO*) y mas radicales peroxil (LOO®). El
superoxido y el peréxido de hidrégeno son los sustratos en otra reaccion
catalizada por el Fe, en la cual se forman también OH y OH" llamada Reaccién
de Haber-Weiss (apartado 1.1.1.).

Figura 1.1.3.1.a. Reaccién de Fenton

LOOH + Fe* ———  Fe* + LO° + OH

LOOH + Fe¥* —— Fe?* + LOO® + H*

De esta manera, a través de la reaccién de Fenton la reaccion en cadena
de la lipoperoxidacién no sdélo continda sino que se amplifica.

También, como resultado de la fragmentacion de las cadenas
hidrocarbonadas de los PUFA, se pueden producir aldehidos e hidrocarbonos
(etano y pentano), los cuales eventualmente pueden provocar pérdida en
la integridad de la membrana (ruptura de la membrana vacuolar central y
lisosomal). Otros subproductos de la lipoperoxidacion que tienen efecto
directo sobre la membrana son los isoprostanos y peréxidos ciclicos
(dcidos linoleico, araquiddnico, eicopentanoico y docosahexanoico).
Entre los aldehidos téxicos formados por peroxidacién de algunos de
estos peroxidos ciclicos se encuentran el malondialdehido (a partir del &c.
linoleico, araquidénico o docosahexanoico) y el 4-hidroxi-nonenal (a partir
de los peroxiacidos linoleico y araquiddnico). Estos aldehidos toxicos tiene la
propiedad de difundir a través de la membrana, lo cual sumado a su elevada
reactividad los hace sumamente peligrosos para la integridad de la misma.
(MacNee W; 2001)

El principal efecto de la lipoperoxidacién es la alteracién en la
permeabilidad, disminucién de la fluidez e integridad de la membrana,
lo cual conlleva multiples desdrdenes bioldgicos. Esta alteracidon de las
propiedades de la membrana provoca mayor facilidad de los fosfolipidos para
intercambiarse dentro de la bicapa, aumenta la filtracion de ésta a sustancias
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gue normalmente no pueden cruzarla (sélo a través de los canales de potasio
y calcio por ejemplo), provocando asi un dafio mayor a la estructura, sus
proteinas (inhibiendo su funcidn de transporte de membrana), canales
idnicos, inactivacion de receptores de membrana y enzimas, afectando
finalmente sus funciones de barrera (Halliwell B; 2006).

1.1.3.2. DNA

Entodoslosorganismos aerdbicos se generan pequefios daifiosen la estructura
del DNA, pero existen sistemas de reparacién molecular que restauran esas
lesiones producidas.

Losradicaleslibresatacanlasmoléculasde DNA (enlaposicidon deoxiribosa
o cualquiera de las bases purina o pirimidinica) siendo éstos extremadamente
vulnerables sobre todo a los radicales OH*. Algunas de las consecuencias de
estos ataques son las rupturas de las cadenas y modificaciones de bases
nucleotidicas (Oldham KM y col.; 1998).

Una de las bases mas frecuentemente oxidadas es la guanina dando
lugar a la 8-oxo-2-deoxiguanina (8-oxo-dG), la cual tiene importancia por su
poder mutagénico. La presencia de esta molécula en la cadena de DNA puede
llevar a errores en la replicacion del mismo con las consecuentes lesiones
irreversibles (p.ej. mutaciones) pudiendo llevar a un proceso neoplasico y/o
apareamiento de bases no complementarias. La timina y citosina son atacadas
por los OH* en las posiciones C5 y C6 generando los radicales C5-OH y C6-OH
respectivamente, los cuales siguen un proceso de oxidacion hasta convertirse
en timina y citosina glicol (Dizdaroglu My col.; 2002).

Existen sistemas enzimaticos reparadores de este compuesto, que
provocan la eliminacién por orina en forma de bases libres o como derivados
nucledtidos timidina glicol y 8-hidroxi-guanina. Asi, estos productos pueden
medirse en orina y utilizarse como pardmetro del dafio producido en el DNA
por los radicales libres.

En el DNA mitocondrial, hay un acimulo de mutaciones, por el ataque
de los radicales libres (RL) a nivel de codificadores génicos, que provoca una
alteracién en la eficiencia del transporte electronico (ya que involucra a los
sistemas enzimaticos responsables del mismo, NADPH deshidrogenada,
citocromos, etc.), generando, finalmente, mas produccion de radicales libres
y una disminucién en la produccién de ATP.

Introduccion
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1.1.3.3. Proteinas

Las proteinas (enzimaticas y no enzimaticas) son otro grupo de moléculas
susceptible de ser diana de los radicales libres. Ademds de los residuos de
aminodcidos, los grupos prostéticos oxidables como las agrupaciones de
metal-sulfuro, contribuyen a la sensibilidad de las proteinas al dafio por los
radicales libres (Castro Ly col.; 2001).

Uno de los principales blancos de los radicales libres son los sulfhidrilos
de los residuos de cisteina, dando como resultado inactivacion de las enzimas
y alteracion de uno de los mecanismos bioldgicos mds importantes como es
la glicdlisis celular.

Otros aminoacidos faciles de ser oxidados y modificados son: arginina,
metionina, histidina, fenilalanina, triptofano, prolina y tirosina.

La modificacién mas importante es el aumento en la cantidad de
carbonilos de las proteinas. Por esta razén, son utilizados como marcadores
de dafio oxidativo (Dalle-Donnes | y col.; 2003).

También sufren otros tipos de modificaciones en su estructura,
dependiendo del tipo de radical libre que los ataque, eso conlleva a
una funcionalidad distinta de la original. Es el caso de las proteinas con
contenido en tirosina, si son atacadas por oxido nitrico se forma una proteina
“modificada” que ha sido identificada en varias patologias

También las proteinas pueden estar modificadas desde su estructura
“nova” (por el ataque radicalar), ya que pueden estar alterados algunos de los
componentes que estdn implicados en la sintesis proteica, provocando errores
en la misma, siendo el origen de todas esas alteraciones los radicales libres.
Todo ello provoca como consecuencia final alteraciones en la funcionalidad
de las proteinas, inclusive llegando a la inactivacién total de las mismas, con
las repercusiones bioldgicas que eso conlleva dependiendo de la funcidn
especifica de las proteinas.
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1.2. SISTEMAS DE DEFENSA FRENTE AL ATAQUE DE
RADICALES LIBRES

Como mencionamos previamente, los radicales libres se forman de manera
continua en el organismo. Ademas, tienen roles importantes en procesos
fisiolégicos y en sistemas que incluyen muerte de microorganismos invasores,
control de la tensidn arterial, intervencion en funciones endoteliales, sefales
celulares, apoptosis, division celular y transcripcién génica (Benzie IF; 2003).
A pesar de la importancia que tienen los radicales libres en ciertos procesos
bioldgicos, es necesario que existan mecanismos que controlen la produccion
y eliminacion de los mismos, para prevenir los efectos adversos de estas
moléculas (apartado 1.1.3.) y para ello el organismo humano ha desarrollado
sistemas de defensa antioxidantes.

Un antioxidante puede definirse, en términos simples, como una
sustancia que, presente en muy bajas concentraciones, inhibe o previene la
oxidacién de un sustrato susceptible.

1.2.1. Mecanismo de accion

Los sistemas antioxidantes son complejos, no actdan aisladamente sino de
forma sinérgica para, entre otras cosas, disminuir la carga de RLO, desviar
algunos RLO hacia otras vias de reaccién que tengan menos productos
reactivos para inactivar selectivamente (en términos redox) iones metalicos
de transicion. Si fallase algo, estos sistemas proveen moléculas “de sacrificio”,
encargadas de absorber el impacto oxidativo y el exceso de energia generados
(Benzie IF; 2003). Tabla 1.2.1.a.

Existen dos lineas de defensa, la funcion de la primera es prevenir la
formacion de RLO, ya sea por medio de la eliminacién de sus precursores o
inhibiendo la catalisis (p.e. catalasa, superdxido dismutasa). Los antioxidantes
secundarios inhiben o suprimen RLO que ya han sido formados (p.e. vitamina
C) (Victor VM y col.; 2004).
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Tabla 1.2.1.a. Mecanismos de accion de antioxidantes.

Mecanismos de accion Ejemplos

Barreras fisicas que impiden el acceso .
iy oo e - Filtros UV

o produccion de RLO a sitios bioldgicos
. - Membranas celulares
importantes.
Neutralizadores de RLO, atrapadores quimicos, - Carotenoides
sustancias que absorben energia y electrones - Antocianidinas
Sistemas cataliticos que neutralizan o desvian - Enzimas antioxidantes:
RLO SOD, GPx/GR, CAT
Inactivacion/unién de iones metalicos por - Ferritina
medio de reaccion de Haber-Weiss, que - Ceruloplasmina
previenen la generacién de RLO - Catequizas

- Vitamina C
Rompedores de cadenas de formacién de RLO - Tocoferoles,
eliminandolos - Flavonoides

- GSH

SOD: Superdxido Dsimutasa; GPx: Glutation Peroxidasa; GR: Glutation Reductasa; CAT: Catalasa; GSH:
Glutation reducido. Adaptado de Benzie IF; 2003.

A su vez, los antioxidantes pueden dividirse en dos categorias segln su
naturaleza: enzimaticos y no enzimaticos (Roth E y col.; 2004). Tabla 1.2.1.b.

Tabla 1.2.1.b. Sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

ENZIMATICOS NO ENZIMATICOS

- Superodxido dismutasa (SOD) -Glutation (GSH) - Hemopexina

- Catalasa (CAT) - Albumina - B-caroteno

- Glutatién peroxidasa (GPx) - Coenzima Q - Transferrina

- Glutatién Reductasa (GR) - Ceruloplasmina - Bilirrubina

- Glutatién S-transferasa (GST) - Lactoferrina - Acido Urico
- Haptoglobinas - Glucosa
- Acido Ascorbico  -Vitaminas C, E
- Microelementos (Zn, Se, Mn, Cu, Fe)
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La diferencia que existe entre los antioxidantes enzimaticos y no
enzimaticos radica en que los primeros, dada su naturaleza, no son
consumidos durante sus funciones protectoras (eliminacion de O,, radicales
superoxido, peroxido de hidrégeno, etc.) (Figura 1.2.1.) mientras que los
segundos (antioxidantes rompedores de cadenas, quelantes de metales,
neutralizadores de oxigeno singulete) si son consumidos durante su accion
antioxidante, con lo cual tienen que ser reemplazados (Gutteridge IMC; 1995).
Ademas, los antioxidantes enzimdticos son principalmente de produccion
enddogena, mientras que los no enzimaticos provienen de fuente exdgena
(principalmente de vitaminas aportadas por la dieta), aunque algunos son de
produccion enddgena como el glutation reducido (GSH), etc. Por otra parte,
los de naturaleza enzimatica necesitan, en general, ayuda de cofactores para
realizar sus acciones, como pueden ser la presencia de metales (cobre, hierro,
magnesio, selenio o zinc).

Figura 1.2.1. Diagrama esquematico mostrando la interaccién entre antioxidantes
enzimaticos (con la intervencion del GSH). SOD: superodxido dismutasa; CAT:
catalasa; GSH: glutation reducido; GSSG: glutation oxidado; GST: glutatidn
s-transferasa; GPx: glutation peroxidasa, Glutatiéon reductasa (GR); R": radical;
R-SG: éster de R* (Adaptado de Macdonald J y col.; 2003).

_ SoD
0Oy__, HO2 + O
NADPH GSSG
/' \ / \ CAT
G6P-
deshidro GR GPx
genasa
N\ / \ - 2H,0 + 0,
NADP*
v
GST 2H,0
R
R-SG

Introduccion

51



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T. 1366-2011

1.2.2. Localizacion de los diferentes antioxidantes

Los antioxidantes se encuentran en compartimentos diferentes: a) intracelular,
b) membrana celular vy, c) extracelular (Macdonald J y col.; 2003; Gutteridge
JMC; 1995). Tabla 1.2.2.

Tabla 1.2.2. Compartimentalizacidn de los diferentes antioxidantes

Antioxidantes Intracelulares Mecanismo de accion
SOD (Cu, Zn, Mn)* Elimina O, cataliticamente.
AT, contiene 4 gr rostéti . .
CAT, co tiene 4 grupos prosteticos Elimina el H O, cuando estd presente en altas
heminicos 272
(Fe)' concentraciones

-Elimina el H,0, cuando esta presente en bajas
GPx (Fe)" concentraciones.
-Puede quitar hidroperéxidos organicos

Scavenger de radicales libres, detoxifica xenobidticos via
GST, reduce H.O, y lipidos via GPx.

Antioxidantes de Membrana Mecanismo de accion

GSH

Liposoluble. Rompe la cadena de propagacion de

Vitamina £ (c-tocoferol) lipoperoxidacion de los PUFA. Importante captador de RLO

Liposoluble. Actia como scavenger (limpiador) de radicales

3-caroteno A 7 )
y quencher (neutralizador) de oxigeno singulete.
Coenzima-Q I'nh|b|dor.de Ig/lmaauon y propagacion de la
lipoperoxidacién.
Organizacion estructural de la Relacion fosfolipidos:colesterol, PUFA Importantes para la
membrana integridad de la membrana
Antioxidantes Extracelulares Mecanismo de accion
Transferrina Se une a iones férricos
Lactoferrina Se une a iones férricos a pH bajos

Se une a hemoglobina previniendo la descomposiciéon de

Haptoglobina lipoperoxidos.

Se une a grupos hemo previniendo la

Hemopexina S . .
descomposicion de lipoperdxidos.

Albumina Se une a Cu, Hemo y es scavenger de HOCI.

Actividad ferroxidasa: cataliza oxidacidén de Fe?* a Fe3* por

Ceruloplasmina S ;
unién con transferrina).

SOD extracelular Elimina radical superdxido cataliticamente.
GPx extracelular Elimina perdxido de hidrégeno e hidroperdxidos.
Bilirrubina Scavenger de radicales hidroxilo.
Acido Urico Scavenger de radicales y se une a metales.
Glucosa Scavenger de radicales hidroxilo.
Vitamina C (acido ascdrbico) Scavenger de radicales hidroxilo.
Difusion de H,0, dentro de la célula y transporte de radical
Eritrocitos superoxido a través del canal de anidn (los eritrocitos

contienen SOD y CAT).

*Metales pertenecientes al centro activo.
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1.2.3.

Caracteristicas del sistema de defensa enzimatico

1.2.3.1.S0D

La superdxido dismutasa pertenece a una familia de metaloenzimas que
rapidamente promueven la dismutacién del anidn superdxido en perdxido
de hidrégeno:

SOD

20,” +2H" —— H,0, +0,

Las bacterias poseen frecuentemente (en el espacio perispldsmico) CuZn-
SOD, Mn-SOD y/o FeSOD. Inclusive, algunas SOD contienen niquel (Halliwell
B; 2006).

En los organismos eucariotas existen tres formas de SOD:

a)

b)

CuZn-SOD: Presente en todas las células pero principalmente en
citosol. Algunas tienen actividad en lisosomas, peroxisomas y
nucleos.

Cada mondmero se une a unién de cobre y uno de zinc. El mecanismo
de la reaccién involucra una reduccion y re-oxidacion secuencial del
Cu?*. Estas dos reacciones son pH-independientes (Alvarez B y col.;
2004):

O,” + Cu(ll)znSOD —— 0O, + Cu(l)ZnSOD

2

O,” + Cu(l)ZnSOD + 2H* —  H,0, + Cu(ll)ZnSOD

2

El Cu?* estd unido a cuatro residuos de histidina. Uno de ellos también
coordina el idn Zn%, junto con dos histidinas mas y un aspartato.

Mn-SOD: Se encuentra principalmente en la mitocondria. Contribuye
aproximadamente al 10% de la actividad celular total. Es resistente al
cianuro. Presente en todos los tejidos menos en los eritrocitos.
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c) EC-SOD o SOD extracelular: Es una forma extracelular de la enzima.

Las actividades de las diferentes SOD son de interés clinico en varias
patologias, ya que parecen estar relacionadas con algunas de sus alteraciones.
Algunos ejemplos son los siguientes:

- Sindrome de Down: se ha visto un aumento en eritrocitos de la
actividad de la CuZn-SOD (Baret Ay col.; 1981).

- Esclerosis amiotrofica lateral familiar: presencia de algunas
mutaciones puntuales de CuZn-SOD implicadas en dicha patologia
(Rosen D; 1993).

- Distrofia muscular de Duchenne: se ha visto una disminucién en la
acitividad eritrocitaria de CuZn-SOD (Burri BJ y col.; 1980).

- Anemia de Fanconi: actividad disminuida de CuZn-SOD en eritrocitos
(Yoshimitsu K y col.; 1984).

También se han relacionado los niveles alterados de la actividad y ciertos
polimorfismos de la SOD en patologias crénicas como pueden ser: cancer
de ovarios (Senthil K y col.; 2004), enfermedad de Crohn (Geerling BJ y col.;
1999), cirrosis (Sutton A y col.; 2006), artritis reumatoidea (Ugur M y col;
2004), menopausia (Gurdol F y col.; 1997), enfermedad coronaria arterial
(Kotur-Stevuljevic J y col.; 2007), diabetes tipo | (Gil-del Valle L y col.; 2005),
apendicitis agudas (Koltuksuz U y col.; 2000).

Observando la estrecha relacidn que existe entre diferentes patologias y
SOD, no sélo son de interés los niveles de la actividad de esta enzima como
biomarcador de defensa antioxidante sino que su alteracién puede contribuir
a una muerte neuronal sobre todo en enfermedades neurodegenerativas
(sindrome de Down).

Las actividades de las CuZn-SOD y Mn-SOD dependen del tejido donde
se encuentren y de la presencia y numero de mitocondrias, en este caso en
particular para la Mn-SOD, ya que los eritrocitos eucariéticos no presentan
mitocondrias (Thérond P y col.; 2000).
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1.2.3.2. CAT

La catalasa descompone directamente el perdxido de hidrégeno en agua y
oxigeno molecular:

CAT
2HO, X, 2H0+0,

La diferencia con la enzima glutatidn peroxidasa es que ésta descompone
también el H,0, pero en presencia de un sustrato, mientras que la CAT no.

La CAT actia como enzima de segunda linea de defensa, pero sélo se
encuentra en los peroxisomas, con lo cual al no encontrarse en mitocondrias
(donde se genera cantidades importantes de radical superdxido), no adquiere
la importancia necesaria en la eliminacion del H,0,,.

Estructuralmente, la CAT es una enzima homotetramérica (PM: 240000)
y contiene cuatro grupos prostéticos heminicos, donde el hierro se encuentra
bajo la forma férrica.

1.2.3.3. GPx/GR

La GPx coopera con la CAT en la eliminacion del H,O, (y también de
hidroperdxidos organicos), pero en presencia del glutation reducido (GSH)
como sustrato reductor, siendo la reaccidn la siguiente:

H,0, + 2GSH =, 2H,0 + GSSG

El glutation oxidado (GSSG) consiste en dos GSH unidos por un puente
disulfuro, y puede reconvertirse en GSH por medio de la enzima glutatién
reductasa (GR).

La GPx es una enzima tetramérica que contiene y requiere selenio para
su actividad. Existen, por lo menos, cuatro tipos de peroxidasas selenio
dependientes: GPx citosodlica (GPx clasica), GPx hidroperéxida fosfolipidica,
GPx plasmatica y la forma gastrointestinal. Todas reducen H,0, y alquil
hidroperdxidos pero las especificidades por los sustratos hidroperdxidos
difieren una de otra.
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La GPx citosdlica reduce H,0,, hidroperoxidos de acidos grasos y
varios hidroperoxidos sintéticos; la GPx hidroperdxida fosfolipidica y la
GPx plasmatica también reducen otros complejos lipidicos como pueden
ser hidroperéxidos de tipo fosfolipidicos y ésteres de colesterol. La forma
gastrointestinal esta involucrada principalmente en la detoxificacion de
perdxidos dietarios (Stocker Ry col.; 2004; Thérond P y col.; 2000).

La GPx opera de manera conjunta con la glutation reductasa (GR), la cual
cataliza la reduccién del GSSG, a expensas de NADPH, siendo la reaccion la
siguiente:

GSSG + NADPH + H* =2,  2GSH + NADP*

El NADPH es aportado primariamente por la via pentosa fosfato, que es
iniciada por la glucosa 6- fosfato deshidrogenada, manteniéndose el estado
redox NADPH/NADP* balanceado.

1.2.4. Caracteristicas del sistema de defensa no enzimatico

Los antioxidantes no enzimaticos se pueden clasificar en: antioxidantes de bajo
peso molecular (PM) y proteinas de alto PM (Tabla 1.2.4.). Estan presentes en
los fluidos extra e intracelular y algunos de ellos provienen de la dieta.

Los antioxidantes de bajo PM, ademas, pueden dividirse en liposolubles
e hidrosolubles, pero hay que sefialar que los flavonoides y polifenoles son
absorbidos muy poco, y tienen una capacidad antioxidante in vitro muy
modesta, al igual que los carotenoides.

Tabla 1.2.4. Clasificacion de antioxidantes no enzimaticos

PROTEINAS DE ALTO PM ANTIOXIDANTES DE BAJO PM

*Albumina LIPOSOLUBLES:
*Ceruloplasmina * Vitamina E
*Transferrina * Carotenoides
*Haptoglobina * Bilirrubina
*Lactoferrina * Quinonas

* Algunos polifenoles

HIDROSOLUBLES:
* Vitamina C
* Acido Urico
* Algunos polifenoles y flavonoides
* GSH
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1.2.4.1. GSH

El GSH es un tripéptido (L-y-glutamil-L- cisteina 1-glicina). Representa el tiol
intracelular masabundante, con aproximadamente el 90% de tioles no proteicos
dentro de la célula. El higado es el drgano central encargado de la sintesis del
GSH, mientras que su concentracion en el plasma y eritrocitos parece ser un
reflejo de la capacidad de sintesis hepatica (Wernerman J y col.; 1999).

La pareja redox representada por GSH: 2GSSG es el principal buffer
redox tiol-disulfuro celular. Como mencionamos en el apartado 1.2.3.3,,
esta relacién se mantiene por accién de la glutatiéon reductasa (GR) NADPH-
dependiente y la glutation peroxidasa (GPx).

El GSH estd implicado en muchos procesos biolégicos. El papel funcional
del GSH intracelular consiste en la detoxificacion de xenobidtico y radicales
libres de oxigeno. También es cofactor de muchas enzimas, como por ejemplo
la GPx. Se considera al GSH el antioxidante intracelular mas potente.

Cuando existe un aumento en la actividad de los radicales libres,
puede producirse una saturacidon del sistema GPx-GR, entre otras cosas,
por la activaciéon del mecanismo protector del GSH con el consecuente
aumento del GSSG intracelular y su expulsidon del interior de la célula para
mantener un estado redox adecuado. Asi, puede considerarse el ratio
GSSG/GSH extracelular un buen indice de estrés oxidativo intracelular
(Victor VM y col.; 2004), siendo el GSH un excelente regulador del estado
redox intracelular.

Por lo tanto, se desprende asi la importancia de la biodisponibilidad del
GSH como detoxificador de sustancias enddgenas y exdgenas toxicas para el
organismo asi como su papel protector frente al dafio oxidativo a causa de las
acciones de los RLO y ERO.

1.2.4.2. Vitamina E

La vitamina E es un potente captador de radicales libres gracias a su estructura
molecular que le permite captarlos ya sea en la zona lipofilica de la membrana
como en plasma.

Existen ocho sustancias naturales diferentes de origen animal que tienen
actividad vitamina E: d-a, d-B, d-y y d-6-tocoferoles y d-a, d- B, d-y y d-6-
tocotrienoles.
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Los tocoferoles poseen tres carbonos asimétricos, generando hasta ocho
isémeros, siendo d-alfa-tocoferol la forma activa mds importante de Vitamina
E (Stocker Ry col.; 2004).

El a-tocoferol tiene una relacion esencial con el dcido ascdrbico, ya que
éste regenera la forma oxidada del tocoferol. Esta interaccion se debe a que el
sitio activo de la vitamina E se encuentra en la cara interna de la membrana,
con lo cual estd en contacto permanente con el citosol.

1.2.4.3. Vitamina C

La Vitamina C es considerada un potente agente reductor y provee la principal
linea de defensa antioxidante de los lipidos en plasma, frente a la accidn de
diferentes oxidantes como pueden ser radicales hidroxilo y acido hipocloroso,
entre otros.

A pH fisioldgico, la vitamina C se encuentra en forma de ascorbato, siendo
cofactor de multiples enzimas involucradas en reacciones de hidroxilacion.
Esto tiene su importancia en la pared vascular, ya que en ausencia de
ascorbato, el coldgeno no es lo suficientemente hidroxilado, con lo cual no se
forman fibras apropiadas, resultando entonces capilares sanguineos fragiles
(Stocker R y col.; 2004). También posee capacidad pro-oxidante ya que en
concentraciones elevadas puede actuar como oxidante de radicales libres
(p.e. el radical hidroxilo).

En concentraciones fisioldgicas, la vitamina C inhibe la peroxidacién
de las LDL, iniciada por radicales peroxil y radicales de proteinas. También
puede atenuar (no prevenir completamente), la oxidacion de proteinas y LDL
plasmaticas, inducida por el HOCI.

Otro de sus efectos antioxidantes es el mantenimiento del GSH celular
a través de la reduccién del radical tiol del glutation, reaccidon favorecida por
factores termodinamicos y cinéticos.

1.2.4.4. Acido Urico

El 4cido Urico se produce por oxidacién de la hipoxantina en xantina, reaccion
catalizada por la xantina deshidrogenada y oxidasa.
Se encuentra en muy bajas concentraciones a nivel intracelular en forma
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de urato, pero en plasma puede alcanzar concentraciones elevadas, ya que
los humanos carecen de la enzima urato oxidasa.

El urato actia como captador de diferentes radicales libres, oxigeno

singulete, hidroxilos, radicales peroxil y radicales derivados del peroxinitrito.
Ademas, el urato se une a metales de transicién, siendo ésto de relevancia en

la lipoperoxidacion de las LDL en la pared vascular.

1.2.4.5. Proteinas quelantes de iones metalicos

Son proteinas plasmaticas transportadoras de ciertos metales, como
transferrina, lactoferrina (se unen al hierro) y ceruloplasmina (se une al
cobre) previniendo la lipoperoxidacién catalizada por dichos iones metalicos.
También estdn implicados en reacciones de formacidn de radicales hidroxilo.
En el caso del cobre, en la reaccién Haber-Weiss, y en el caso del hierro, la
reaccion de Fenton.

La haptoglobina se une a hemoglobina libre, impidiendo la actividad pro-
oxidante de ésta. De forma paralela sucede con la hemopexina al unirse con
el grupo hemo de la hemoglobina.
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1.3. ESTRES OXIDATIVO
1.3.1. Introduccién

El metabolismo del oxigeno molecular genera, inevitablemente y de forma
continua, pequenas cantidades de RLO. Fundamentalmente, se producen
durante los mecanismos de defensa anti-inflamatorios (activacion de
polimorfonucleares) y respiracién celular, entre otros procesos.

El organismo esta preparado para “neutralizar” estas cantidades de RLO,
a través de sistemas intrinsecos de defensa (detallados en el apartado 1.2.).
Estos sistemas son capaces de aumentar su concentracion de igual manera
(se adaptan alas necesidades de cambio) siendo absolutamente eficaces en la
neutralizacién, con lo cual el balance entre ellos se mantiene en equilibrio.

El problema se inicia cuando hay una afectaciéon en el balance entre
la produccion de RLO y los sistemas antioxidantes, generando como
consecuencia final dafio oxidativo.

El dafio oxidativo ha sido definido como el dafio biomolecular causado
por el ataque de especies reactivas sobre constituyentes de los organismos
vivos (Halliwell B y col.; 2004).

En el afio 1985, Sies y col. describen que una “alteracion en el balance
pro-oxidante/antioxidante a favor de los primeros” se denomina estrés
oxidativo. Este concepto ha sido redefinido por el mismo autor en el afio
1991 como una “alteracién entre oxidantes y antioxidantes a favor de los
oxidantes, destacando su potencial efecto dafino. Esta nueva definicién
mucho mas cuidada, tiene en cuenta algunas consideraciones importantes.
Por ejemplo, un ataque oxidativo o una pérdida de antioxidantes por separado,
no constituye un estado de estrés oxidativo. Ahora bien, si un aumento en la
formacion de oxidantes estd acompafiado de una pérdida de antioxidantes
y/o acumulacién de formas oxidadas de éstos, nos encontramos entonces, en
presencia de un estado que consideraremos de estrés oxidativo.

Pero, écomo responde el organismo frente a una situacién de estrés
oxidativo? La respuesta depende de la célula atacada y del grado de agresién
(estrés) de los RLO (Halliwell B; 2006). Figura 1.3.1.
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Figura 1.3.1. Esquema del comportamiento celular frente al estrés oxidativo. La
estimulacién de la proliferacién debido a bajos niveles de ER (especies reactivas de
oxigeno y/o nitrogeno) esta asociada con la red de fosforilacién incrementada de
multiples proteinas. La célula es, generalmente un ambiente reducido, en especial
la mitocondria (GSH/GSSG> 100) y el citosol (GSH/GSSG>100), pero menos que
el limen del reticulo endopldsmico (RE) (GSH/GSSG=3), ya que un entorno mas
oxidado se requiere para un éptimo plegamiento de proteinas y formacién de
puentes disulfuro (Extraido de Halliwell B; 2006).
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1.3.2a. Estrés oxidativo en la neumonia grave

El estrés oxidativo es considerado un mecanismo de lesién basico en
muchos tipos de enfermedades. La neumonia, la sepsis, el sindrome de
distrés respiratorio agudo (SRDA), la lesiéon pulmonar aguda (ALI), el shock,
la disfuncién multiorganica, etc. involucran en su génesis un estado de
oxidacién aumentado y todas ellas son causas comunes de morbimortalidad
en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI).

Estas patologias se caracterizan por una elevada produccién de RLO
y otras especies reactivas, ya que en el transcurso de las mismas existe
activacion de fagocitos (neutrdfilos, monocitos, macréfagos, eosindéfilos) con
la consecuente liberacién de RL, enzimas anti-inflamatorias, activacion de NO
y liberacion de iones metalicos y metaloproteinas. Esto se traduce en una
lesidn grave sobre los tejidos, desde peroxidacion de las membranas celulares
pasando por la oxidacién de proteinas, fragmentacion del DNA, necrosis
celular y apoptosis (Chandra J y col.; 2000; Lucas R y col.; 2009; Chou HC y
col.; 2010). Paralelamente a estos eventos, se ha observado en diferentes
estudios (Goode HF y col.; 1995; Alonso DV y col.; 1996; Rinaldi S y col.; 2009;
Manzanares W y col.; 2009) que los pacientes criticos presentan disminucion
en sus niveles de antioxidantes enddgenos, empeorando aun mas el cuadro
de estrés y dafio oxidativo.

Asuvez, hay que tener en cuenta que en los pacientes de UCl es frecuente
la aplicacion de oxigenoterapia. Este incremento en el aporte de oxigeno con
niveles potencialmente altos de oxemia puede condicionar que, siendo el
oxigeno molecular la principal fuente de RLO, este tipo de pacientes estén
mas expuestos a un proceso de estrés oxidativo.

La neumonia grave es una entidad frecuente de asistencia en las UCls.
Diversos autores han evidenciado que mds del 40% de las sepsis se originan
en el pulmén (Abraham E y col.; 2003; Warren MM y col.; 2005; Bernard GR
y col.; 2003; Rivers EP; 2006; Vincent JL y col.; 2009; Vincent J-L t col.; 2006).
Figura 1.3.2.a.
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Figura 1.3.2.a. En la figura se puede apreciar que la infeccidon de origen pulmonar es la mas
frecuente segun lo evidenciaron diferentes autores.
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A pesar de los anos y del avance de las técnicas de soporte cardiorespira-
torio, la neumonia grave en UCI tiene una mortalidad superior al 40% ya se
trate de origen comunitario o nosocomial (Luna Cvy col.; 1997; Rello J y col.;
2003). La neumonia comunitaria grave se define como una infeccién aguda
del tracto respiratorio bajo caracterizada por: (1) un infiltrado pulmonar agu-
do evidente en radiografia de térax y compatible con neumonia, (2) hallazgos
confirmatorios en una exploracidn clinica, y (3) adquisicidon de la infeccién
fuera del ambito hospitalario, o de centros de asistencia permanente (Bodi
My col.; 2005). La neumonia asociada a la ventilacién mecanica es la forma
principal de la neumonia nosocomial. Se define como una infeccidn del tracto
respiratorio inferior que aparece después de al menos 48 hs de ventilacidn
mecdnica y estd caracterizada por: (1) nuevos o persistentes infiltrados en
la radiografia de térax asociados con al menos uno de las siguientes: a) se-
creciones traqueales purulentas, b) temperatura > 38,3 °C y c) leucocitosis
> 10000/mm?; 2) cultivo cuantitativo positivo de secrecion respiratoria de
acuerdo a los puntos de corte estdndar (Chastre J y col.; 2003).

Después del ingreso de microorganismos al pulmodn, los neutroéfilos y
macrofagos pulmonares juegan un papel fundamental como sistema de
defensa primario, intentando prevenir o disminuir el crecimiento de patégenos
en el parénquima pulmonar a través de su activacion, adhesién y migracion
al espacio alveolar y finalmente la destruccién de los microorganismos. Para
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dicha funciodn, las células activadas deben producir, mediante su “estallido
respiratorio”, importantes cantidades de RL que son liberados al medio
como producto final de su actividad. Como se desprende de lo anterior,
los polimorfonucleares (PMN) juegan un doble papel, defensivo (anti-
inflamatorio) por una parte y pro-inflamatorio por otra. Del balance entre
la actividad oxidante / antioxidante dependeran la manifestaciones clinicas
de la enfermedad pulmonar y posiblemente la evolucidn posterior. Varios
estudios (Chieh-Liang W y col.; 2006; Ferndndez-Serrano Sy col.; 2003; Puren
Al y col.; 1995; Bauer TT y col.; 2000) han relacionado un nivel elevado de
sustancias proinflamatorias (IL-1; FNT, IL-6) con una mayor severidad de la
neumonia. SAlo pocos estudios han valorado el nivel de estrés oxidativo en
la neumonia (Nowak D y col.; 1996; Dalhoff K y col.; 1994; Duflo F y col,;
2002; Romero PV y col.; 2006) o la capacidad total antioxidante (Katsoulis
Ky col.; 2005). Todos ellos evidencian una mayor actividad oxidante y una
disminucién en la capacidad antioxidante sin investigar sobre su relacién con
diversos factores relacionados con el prondstico.

1.3.2b. Estrés oxidativo en la neumonia viral por influenza A (H1IN1)v

Durante la segunda mitad del aio 2009 Espaia fue uno de los paises mas
afectados de Europa por la neumonia por la pandemia 2009 de gripe
A (H1IN1)v. Esta patologia se caracteriza por un compromiso respiratorio
progresivo y rdpido que requiere intubacidon orotraqueal y ventilacién
mecdnica en menos de 24 hs (Rodriguez Ay col.; 2010). Los virus Influenza son
patégenos responsables de un numero significativo de casos de neumonias
anualmente, provocando pandemias impredecibles, como las ocurrida
en el afo 1918 provocando mas de 50 millones de muertes en el mundo
(Taubenberger JK y col.; 2008).

La invasidn del virus influenza se ha visto concentrada a las vias aéreas
y los pulmones provocando inflamacidon masiva de estos a nivel epitelial,
apoptosis celular etc. Estudios recientes como el de Bermejo-Martin JF y
col. (2009) sugiere un papel fundamental de ciertas citoquinas (Th1ly Th17)
liberadas durante la infeccion, asociadas a la inmunidad celular y vinculadas
a la patogenia de las enfermedades autoinmunes / inflamatorias pero que
su papel requiere mayor investigacion para dilucidar su beneficio o perjuicio
en la enfermedad grave. Otro estudio de este mismo autor (2010) sugiere
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una alteracion del desarrollo de la inmunidad adaptativa provocando un ciclo
incesante de la replicacién viral y la liberacién de citoquinas. Los autores
concluyen que una interrupcién de este ciclo podria mejorar la evolucion de
la enfermedad. En algunos estudios se ha relacionado la activacidon de sintesis
y posterior liberacién de ERO, entre otras sustancias, los cuales podrian jugar
un rol en la sintomatologia y patologia del virus influenza (Peterhans E y col.;
1987; Peterhans E.; 1997). Entre ellos el supéroxido y el perdxido de oxigeno
juegan un papel fundamental como moléculas patogénicas en la neumonia
por influenza en ratones (Oda Ty col; 1989, Maeda H vy col.; 1991; Akaike Ty
col.; 1996).

En un estudio en cultivos celulares de la vias respiratorias humanas
(Jacoby Dy col; 1994) se ha observado que el virus activa la expresion de los
genes de la enzima Mn-SOD y del indolamino dioxigenasa, pero no afecta
la expresién del gen correspondiente a la CuZn-SOD y ademas provoca una
disminucion de la expresion del gen de la CAT. Sin embargo, en otro estudio
con lineas celulares se ha evidenciado que en la induccién selectiva de ARNm
de antioxidantes especificos con diferentes oxidantes existe una induccion
significativa y positiva en el gen correspondiente a la CAT, mientras que en el
gen de la CuZn-SOD no hay cambios en su expresién y en el gen de la GPx si
se aprecia induccién detectable pero frente a elevadas concentraciones de
oxidante (Shull Sy col.; 1991).

En relacién a estudios en seres humanos no hay evidencia bibliografica
relacionada con el estrés oxidativo en la neumonia por este nuevo virus.
Sin embargo, se han realizado estudios en ratones inoculados con el virus
Influenza A, en los cuales se ha observado que este virus aumenta la
expresion de ciertos genes antioxidantes en el pulmoén, como el ARNm de
la enzima GPx Por el contrario, no se observd ningin cambio en los genes
activadores de la CAT y la CuZn-SOD (Choi AM vy col.; 1996). En otro estudio
en el cual se utilizaron modelos de ratones inyectados con virus influenza A
se observé que no hubo alteraciones significativas en las actividades de CAT,
CuZn-SOD ni GPx asi como tampoco se evidenciaron cambios en los niveles
de GSH total, GSH reducido ni GSSG (Suliman HBy col.; 2001). Hennet Ty col.
(1992) han observado también que los niveles de la relacién GSSG/GSH no
variaban durante el periodo de infeccion. Por otra parte, un estudio (Shi XL
y col.; 2010) sugiere que el tratamiento con CAT humana recombinante en
ratones inoculados con el virus Influenza (HIN1)v podria ser potencialmente
efectivo para tratar la neumonia.

Introduccion
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La accion del virus de la influenza A en la patogénesis de la infeccidn
pulmonar en humanos aun no esta completamente aclarada. Por ello, el
conocimiento del comportamiento de los diferentes componentes de los
sistemas antioxidantes y el grado de dafio oxidativo que pueden producir los
RLO en una situacién de estrés oxidativo, podria ayudar a dilucidar mejor la
presentacion clinica de esta grave enfermedad.

1.3.3. Estrés oxidativo en el infarto agudo de miocardio

El infarto agudo de miocardio (IAM) se caracteriza por una inadecuada o
nula perfusion del tejido miocardico, con la consecuente isquemia o necrosis
tisular. Si se restaura el flujo después de la isquemia, se produce una fase
de reperfusion de la zona isquémica y es durante esta etapa, en la que se
produce una restauracion parcial o completa de flujo de sangre oxigenada. La
llegada de oxigeno al tejido previamente isquémico conlleva una produccion
elevada de superoéxido, fuente principal de RLO que provoca un disbalance
en los procesos oxidante/antioxidante, siendo el resultado final un estado
de estrés oxidativo (Loeper J y col.; 1991; Surekha RH y col.; 2007; Garelnabi
M vy col; 2010) con evidente dafio oxidativo, debido a una disminucion del
sistema protector antioxidante y a un aumento en la peroxidacion lipidica
(Muzakova V vy col.; 2000; Giordano FJ y col.; 2005; Loeper J y col.; 1991;
Rebrota TY y col.; 2008), ésta Ultima como consecuencia de la accion de los
radicales libres sobre las membranas bioldgicas. Otro estudio (Bagatini MD
y col.; 2011) midié las defensas antioxidantes enzimdticas y no enzimaticas
en tres grupos de pacientes (con IAM, con riesgo de IAM y grupo control
de individuos sanos) observando un aumento de las enzimas SOD y la CAT
en los grupos con IAM y con riesgo al compararlos con el grupo control. De
forma contraria, encontraron una disminucidon en los niveles del sistema
antioxidante no enzimatico.

Existen estudios, como el de Zhu MT y col. (2010), donde han observado
gue el estrés oxidativo también actlia como mecanismo importante de
participacion en el proceso de apoptosis de las células endoteliales, las cuales
tienen un papel clave en las enfermedades vasculares, como es el infarto de
miocardio.
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2.  HIPOTESIS

La produccion de radicales libres es uno de los mecanismos de accidn
implicados en la patogenia de la neumonia grave, asi como en otras patologias
no infecciosas (en nuestro caso en particular el IAM). La diferente magnitud
gue alcanza la inflamacion sistémica y la oxidacion en los pacientes, surge
como consecuencia de los distintos niveles de agresion existentes entre la
patologia infecciosa y no infecciosa. Es probable, que entre las etiologias de
infeccion bacteriana o viral y el infarto agudo de miocardio, los niveles de
oxidacién sean también diferentes por las bases fisiopatoldgicas involucradas
enestas entidades. Evidenciar que existe una claraasociacién entre elaumento
de la produccion de RLO y/o disminucion de los componentes del sistema de
defensa (estrés oxidativo) con el curso clinico de estas patologias, posibilita
un mejor conocimiento de las mismas para intentar influir positivamente en
la evolucidn clinica de los pacientes severamente afectados.

Por lo tanto, la hipdtesis de nuestro trabajo es:

El nivel de estrés oxidativo, medido a través de diferentes
biomarcadores en sangre, se asocia con la evolucion de los
pacientes con neumonia grave ingresados en UCI.

Hipotesis
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3.

OBIJETIVOS

Objetivo primario

Determinar el comportamiento de estrés oxidativo, valorado mediante
diferentes biomarcadores antioxidantes y de dano celular en sangre, en
tres momentos de la evolucién de la patologia(a las 24 hs de ingreso a UClI,
alas 72 horas de tratamiento y al alta de UCI) y su relacion con la evolucion
de la enfermedad en pacientes de UCI con neumonia grave. Se compara
este comportamiento con el observado en pacientes con estrés oxidativo
secundario a patologia no infecciosa (infarto agudo de miocardio).

Objetivos secundarios

Determinar si los valores de los diferentes biomarcadores de estrés
oxidativo en sangre (al ingreso en UCI, a las 72 horas de tratamiento y al
alta de UCI) son diferentes entre los pacientes que sobreviven respecto de
aquellos que fallecen.

. Estudiar la relacion entre el nivel de biomarcadores de estrés oxidativo en

sangre y el sindrome de disfuncién multiorgdnica mediante el SOFA score
como expresién del grado de estrés oxidativo en diferentes érganos.

Estudiar la relacion entre el nivel de biomarcadores de estrés oxidativo y
la magnitud de la gravedad general mediante el APACHE Il score.

Estudiar la relacion entre el nivel de biomarcadores de estrés oxidativo y
la magnitud del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica mediante el
SIRS score.

Determinar si los valores de los diferentes biomarcadores de estrés
oxidativo en sangre (al ingreso en UCI, a las 72 horas de tratamiento y
al alta de UCI) son diferentes segun la etiologia bacteriana o viral de la
neumonia y respecto de los pacientes considerados controles (infarto
agudo de miocardio).

Objefivos
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4.

4.1.

MATERIAL Y METODOS

DESCRIPCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

Se realizé un estudio prospectivo, observacional, de cohorte, no ciego, que
incluyd a pacientes admitidos en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del
Hospital Universitario Joan XXIII que cumplieron los criterios de inclusion
establecidos. El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité Etico de
Investigacion Clinica del hospital y cumplid las guias éticas de Declaracién de
Helsinki de 1975.

Criterios de Inclusion
Los pacientes fueron incluidos si cumplian los siguientes criterios:

a.

Evidencia de neumonia [neumonia grave comunitaria (NGC) y/o
neumonia asociada a ventilacion Mecanica (NAV)] con menos de 24
hs desde la sospecha en el diagndstico o evidencia de Infarto Agudo
de Miocardio (IAM) con menos de 24 hs de inicio de los sintomas.

Edad entre 18 y 80 afios.
Expectativa de vida superior a 3 meses.

Firma del consentimiento informado. (Apéndice)

Criterios de Exclusion
Los siguientes pacientes fueron excluidos del estudio:

a.
b.

c
d.
e
f

Menores de 18 afios o mayores de 80 afios.
Embarazo
Foco de sepsis oculto

Muerte inminente

. Patologias crdnicas en estado terminal

Falta de consentimiento informado.

Material y Métodos 7
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g. Tratamientos concomitantes que interfieran en la produccién o
metabolizacidon de radicales libres, como N-acetil-cisteina, Vitamina
C, Vitamina E, etc., asi como drogas con propiedades antioxidantes
conocidas.

h. Ausencia de alguno de los criterios de inclusién.

Una vez incluidos en el protocolo, los pacientes fueron asignados al
GRUPO DE ESTUDIO (neumonia grave) o al GRUPO CONTROL (Infarto
Agudo de Miocardio) de acuerdo a su diagndstico de ingreso. Ambos grupos
se incluyeron dentro del término definido “POBLACION DE ESTUDIO”.

Criterios de eleccion del grupo control

En el presente trabajo elegimos a pacientes con IAM como controles ya
que los mismos presentan una patologia aguda no infecciosa, de origen
vascular isquémico, que condiciona una respuesta sistémica inflamatoria con
produccion de RLO y dafio secundario emparejados por la edad (+ 5 afios), el
sexo y el tiempo de inicio de la patologia aguda considerada (24 hs). Diversos
estudios (Stepovaya EA y col; 2010; Fabian E y col.; 2011) han considerado a
los individuos sanos como el grupo control. A nuestro entender, los individuos
sanos no parecen ser el mejor grupo control para nuestros objetivos, ya
gue en ellos el estrés oxidativo es minimo, y la comparacién con pacientes
con neumonia en la cual se evidencia un aumento de los niveles de estrés
oxidativo, no aportara datos de interés. Asi, en el presente estudio se intenta
valorar diferentes grados de intensidad del estrés oxidativo (infeccioso o no
infeccioso) y su relacién con la evolucidn posterior.

78

SANDRA INEs TRerLER CRESPO



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON

FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T. 1366-2011

4.2. VARIABLES DETERMINADAS

Se registraron los siguientes datos en todos los pacientes incluidos en el
estudio:

a. Variablesclinicas: edad, sexo, motivo deingreso a UCI, comorbilidades,

APACHE Il -Acute Physiology and Chronic Health Evaluation-(Knaus W
y col.; 1985) a las 24 hs de ingreso en UCI, Systemic Organ Failure
Assessment (SOFA-Vincent JL y col.; 1996), Systemic Inflammatory
Response Syndrome (SIRS- Levy MM vy col.; 2003).

. Variables de laboratorio: hematocrito y hemoglobina. Determinacién

en plasma de: glutation oxidado (GSSG P), glutatiéon reducido (GSH
P), productos de la peroxidacion lipidica (TBARS P). Determinacién en
eritrocitos de: superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutation
oxidado (GSSG E), glutation reducido (GSH E), glutation reductasa
(GR), glutation peroxidasa (GPx) y productos de lipoperoxidacion
(TBARS E). Ademas, se determinaron las relaciones GSSG/GSH, SOD/
CAT y SOD/(CAT+GPx) por considerarse formas adecuadas de valorar
el sistema antioxidante.

Debido a la actuacion sinérgica entre las enzimas GPx y GR, y que la
actividad de ambas requiere de la presencia de los sustratos GSH y
GSSG, definimos a estos cuatro componentes como sistema glutation
redox.

Metodologia para el calculo de los scores clinicos:

SOFA score

SOFA (Systemic Organ Failure Assessment): indicador de la funcionalidad
orgdnica que considera seis parénquimas para su control (respiratorio,
coagulacién, hepatico, cardiovascular, sistema nervioso central y renal) con
un rango de puntuacion de 1 a 4 puntos para cada variable, segln se alejen
de modo mas notorio de los valores normales. La mortalidad se incrementa
a medida que lo hace el SOFA (Vincent JL y col.; 1996). La utilizacién de este
score nos permitira realizar (dentro de las limitaciones de cualquier score)
una valoracién mas objetiva del dafio oxidatvio en los diferentes drganos
considerados.

Material y Métodos
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SOFA score
VELELIS 1 2 3 4
Respiracion
PaO,/FiO, <400 300 < 200%* < 100*
Coagulacién
Plaquetas,103/pl <150 <100 <50 <20
Higado:Bilirrubina
mg/dI 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0
umol/L 20-32 33-101 102-204 >204
Dopas<5, 6 . ,
Cardiovascular** Dobutam Dopa?S,o Dopa>1501
Hipotension TAM< 70 cualquier Adrenalina<0,1 | Adren<0,16
dosi 6 Norad<0,1 Norad>0,1
osis
SNC
Glasgow coma 10-12
scale 13-14 6-9 <6
Renal: creatinina
mg/ dl 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5
umol/L 110-170 171-299 300-440 > 440

TAM: Tension arterial media. * Con soporte respiratorio; ** Agentes adrenérgicos administrados al
menos 1 hora (las dosis son en pug/Kg/min). Dopa: dopamina; Norad: noradrenalina; SNC: sistema

nervioso central; PaO,: presion arterial de oxigeno; FiO,: fraccion inspiratoria de oxigeno.

APACHE Il score

APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation): indicador
inespecifico de gravedad, que se obtiene de considerar el peor valor de las
primeras 24 hs de parametros fisioldgicos, al cual se suma un puntaje por
enfermedades y edad. A medida que aumenta el valor de este indicador se
incrementa de igual manera la mortalidad (Knaus W y col.; 1985).

APS: Acute Physiology Score: Se evallan los peores valores de las primeras
24 horas de ingreso en UCI, o desde el ingreso al Hospital o a Urgencias.
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Variable

fisioldgica
Temperatura >40.9 | 39-40,9 38,5-38,9 | 36-38,4 |34-359 | 32-33,9 |30-31,9| <30
TA media >159 | 130-159 | 110-129 70-109 50-69 <50
Frecuencia >179 | 140-179 | 110-139 70-109 5569 | 40-54 | <40
cardiaca
Frecuencia >49 | 35-49 2534 | 1224 | 10411 | 69 <6
respiratoria
b,,0,aFio, >500 | 350-499 | 200-349 <200
>0.5
PEOZ
Fi0,<0.5 >70 | 61-70 55-60 | <55

) 7,15-

pH arterial >7,69 | 7,6-7,69 7,5-7,59 |7,33-7,49 725732| U0 <715
Sodio sérico >179 | 169-179 | 155-159 | 150-154 | 130-149 120-129 |111-119] <111
Potasio sérico >69 | 669 5559 | 3554 | 334 | 2529 <25
Creatinina

re: >3,45 | 1,92-3,43 | 1,46-1,91 0,59-1,45 <0,59
Sérica
Hematocrito > 60 50-59,9 46-49,9 30-45,9 20-29,9 <20
Leucocitos (10%) > 40 20-39,9 15-19,9 3-14,9 1-2,9 <1
Glasgow Coma
Score
Puntos=
15-GCS
HCO

o >52 | 41-51,9 32-40,9 | 23-31,9 18-21,9 | 15-17,9| <15
(si no GA)

Puntuacién APS......... puntos

ECS: Evaluacidn del estado cronico de salud:
a. Pacientes no quirurgicos o con emergencia post-operatoria= 5 puntos
b. Pacientes en post-operatorio electivo = 2 puntos

1. HEPATOPATIAS: Cirrosis hepatica demostrada por biopsia o hipertensién
portal bien documentada. Episodio de hemorragia digestiva por
hipertension portal. Episodios previos de fallo hepatico/encefalopatia/
coma.

2. CARDIOVASCULAR: New York Heart Association Class IV

Material y Métodos 81
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3. RESPIRATORIO: Enfermedad obstructiva, restrictiva o vascular crénica
gue produce restriccion fisica grave (incapacidad para subir escaleras
o realizar trabajos domésticos) o estado crénico documentado de
hipoxia, hipercapnia, policitemia secundaria, hipertensidon pulmonar
grave (> 40mmHg) o dependencia de un respirador.

4. RENAL: Paciente sometido a hemodidlisis crénica.

5. INMUNOCOMPROMISO: El paciente ha recibido tratamiento que
suprime la resistencia a la infeccidn: inmunosupresién, quimioterapia,
radiacion, altas dosis recientes de esteroides o durante periodos
prolongados o presenta una enfermedad suficientemente avanzada
para suprimir la resistencia a la infeccién (leucemia, linfoma, SIDA)

Puntuacioén ECS........ puntos

Puntuacién por edad:

<45 anos 45-54 afios 55-64 afios 65-74 afios > 75 afios

Puntuacion edad........ puntos

PUNTUACION TOTAL APACHE II (APS + ECS + EDAD)........ PUNTOS
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SIRS score

SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome): respuesta sistémica
inespecifica ante una agresion que se manifiesta por dos o mas de las
siguientes condiciones (Levy MMy col.; 2003):

Criterios diagndsticos Puntos

Temperatura central (°C) >380<36 1
Frecuencia cardiaca (L/min) >90 1
Frecuencia respiratoria (r/min) >20 1

6 PaCO, < 32mmHg

>12.000/mm?3 6
Leucocitos <4.000/mm3 6 1

> 10% formas inmaduras

(Bone RCy col.; 1995). oC: Grados centigrados; L/min: latidos por minuto;
r/min: respiraciones por minuto.
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4.3. PLAN DE TRABAJO

Una vez que el paciente (6 familiar 6 representante legal) firmé el
consentimiento informado y fue asignado al grupo de estudio o al grupo
control, se determinaron las variables clinicas antes mencionadas y luego se
extrajeron muestras de sangre al ingreso a UCI (D0), a las 72 hs (D1) y al
alta de UCI (D2) para la posterior determinacidn de los pardmetros de estrés
oxidativo asi como los correspondientes hematocrito y hemoglobina.

El seguimiento de los pacientes se realizd hasta el alta de UCI. Figura
4.3.

Figura 4.3. Plan de Trabajo.

DO D1 D2
(Ingreso) (72 hs) Alta UCI

| 4 4

I I I
| |
Variables clinicas Variables clinicas Variables clinicas
Variables laboratorio Variables laboratorio Variables laboratorio
Mortalidad

Cl: Consentimiento Informado
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4.4. OBTENCION, PROCESAMIENTO Y CONSERVACION DE
LAS MUESTRAS

4.4.1. Sangre total obtenida con tubo con Heparina-Litio

Se extraen 5 ml de sangre en un tubo heparinizado, se centrifugan durante
15 minutos a 850 xg y a 4 °C con el fin de separar los eritrocitos del plasma.
A continuacion se extrae la fase leucocitaria (la cual se descarta) del paquete
globular. Sobre éste ultimo se realizan 2 lavados con suero fisioldgico
centrifugando a 1300 xg durante 5 minutos a 4 °C cada ciclo de lavado.

Una cuarta parte de los eritrocitos lavados se resuspenden en PBS en
una dilucién 1:20 (PBS: 8 g/L NaCl Prolabo-ref. 27810295, 0,2 g/L KCl Panreac-
ref. 141494, 2 g/L NaZHPO4 Panreac-ref.131679, 0,15 g/L KHZPO4 Panreac-
ref.1315009, pH: 7,4).

El volumen restante de los eritrocitos lavados se lisan con 20 volimenes
de Tampon Na,PO, 10 mM (NaZHPO4 Panreac-ref.131679, NaH,PO, Panreac-
ref.131677) pH: 6,25 EDTA 1 mM. Una parte de la solucién hemolizada se
utiliza para obtener las fracciones de GSH, GSSG y TBARS. Se recogen 3 ml de
esa solucidn, se le aflade TCA frio al 70%(Acido Tricloroacético Panreac-ref.
131067), y después de 20 minutos a 4 °C se centrifuga durante 10 minutos
a 850 xg a 4 °C. El sobrenandante se conserva a -20 °C para la posterior
determinacion de los TBARS eritrocitarios y los glutatién reducido y oxidado
eritrocitarios.

Se precipitan 2 ml de plasma con TCA frio al 70%, con el fin de extraer las
proteinas de la muestra, mantenerlas en un medio acido y evitar su oxidacion.
Después de 20 minutos a 4 °C, se centrifuga durante 10 minutos a 850 xg a 4
°C. Se conserva el sobrenadante a -20 °C para la posterior determinacién de
los glutation reducido y oxidado plasmaticos.

La sangre entera de este tubo también se utiliza para la determinacion
de hematocrito y hemoglobina correspondiente.

4.4.2. Sangre total obtenida con tubo con EDTA

Los procedimientos para separar el plasma y eritrocitos de las muestras son
los mismos que los explicados en el apartado 4.4.1., al igual que los lavados
de los glébulos rojos.
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Del plasma se toma una alicuota pequefia (80pl), se coloca en tubo
tipo eppendorf y se congela a -20 °C. De aqui se determinardn los TBARS
plasmaticos.

De la fraccién eritrocitaria lavada, se toman 250 pl y se le afiade agua
destilada en una dilucién 1:20 con el fin de hemolizar los glébulos rojos y
liberar asi las enzimas CAT, GPx y GR. Luego, se toman 100ul y se guardan en
un eppendorf conservandolo a -20 2C hasta el momento de la determinacidn
de la CAT. Por otro lado, la GPx y la GR se guardan juntas en un tubo de plastico
y conservan también a -20 °C hasta el momento de su determinacion.

Del resto de la fraccidn eritrocitaria, se toman 500 pl, se colocan en un
tubo y se congela y descongela 2 veces a -20 °C. Luego se le agregan 2 ml de
agua destilada fria para completar la lisis. Posteriormente, se le aflade una
solucién de etanol/cloroformo (en una proporcion 6,25: 3,75) con el fin de
extraer la hemoglobina, a continuacidon mezclar vigorosamente y centrifugar
durante 5 minutos a 1900 xg a 4 °C. Se conserva el sobrenadante (contiene
la superoxido dismutasa) hasta su posterior andlisis a una temperatura de 4
°C.
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4.5. METODOS UTILIZADOS
4.5.1. Determinacion de hematocrito y hemoglobina

Se llenan capilares (por duplicado) con sangre entera, luego se centrifugan
durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Luego, los resultados se expresan como porcentaje de eritrocitos en
sangre total.

El objetivo de la determinacion de la Hb es referir los valores de los
demas parametros por gramo de Hb.

Para la determinacién de hemoglobina se toman 20 ul de sangre entera
y se le afiade 5 ml de reactivo de Drabkin (QCA ref. 994933). Se deja la mezcla
reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo se
leen las muestras (por duplicado) en un espectrofotometro (Perkin Elmer
Lambda 2) a una longitud de onda de 540 nm. Se realiza una recta estandar
como fuente de extrapolacion.

El resultado se expresa como gramos de hemoglobina por cada 100 ml
de sangre total.

4.5.2. Metodologia para la determinacion de dafo oxidativo
4.5.2.1. Determinacion de los productos de peroxidacidn lipidica

Los TBARS se determinan con el método de Buege JA 'y col. (1978) pero con la
variacion de la técnica de Richard MJ y col. (1992) en su determinacidn a través
de la fluorometria con un espectrofluorimetro Perkin ElImer LS 50B a 515 nm
(longitud de onda de excitacién) y 548 nm como longitud de onda de emisidn.

El primer paso es diluir todas las muestras con suero fisioldgico. Para los
eritrocitos se hace una dilucién 1:2 mientras que para el plasma es 1:50. En
segundo lugar se aflade a 1 ml de la muestra diluida 2 ml de una solucién TCA-
TBA-HCI (acido tricloroacético 15%, acido tiobarbiturico al 0,375%- Merck
ref.8180, y acido clorhidrico 0,25 N Probus ref. 17750 35%), se mezcla en
vortex y luego se deja 15 minutos con agua a ebullicidn, pasado ese tiempo
se enfria rdpidamente con hielo. Luego se centrifuga durante 10 minutos a
1900 xg a 4 °C. Como paso final se recoge el sobrenadante y se lee en el
fluorimetro.
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De forma paralela al de las muestras, se realiza una recta patrén a
diferentesconcentraciones(estandarutilizado: bis-dietilacetalmalonaldehido;
d=0,92 kg/L). De esta manera se determinan después las concentraciones de
las muestras.

Los resultados se expresan en nmol/g Hb y nmol/ml plasma (TBARS
eritrocitarios y plasmaticos respectivamente).

4.5.3. Metodologia para la determinacidn de los sistemas
antioxidantes

4.5.3.1. Superdxido Dismutasa

La técnica utilizada para medir la actividad enzimatica de la SOD se basa en la
autooxidacion de la epinefrina (Misra HP y col.; 1972).

La epinefrina en un medio alcalino se autooxida formandose los
superoxidos. Estos oxidan la epinefrina generando asi el adenocromo como
producto final. Esta reaccidn puede seguirse en el espectrofotémetro a una
longitud de onda de 480 nm.

La superdxido dismutasa transforma los superdxidos en perdxido de
hidrégeno y oxigeno inhibiendo asi la formacién de los adenocromos.

Lo que se debe evaluar en primer término es la curva de autooxidacion
de la epinefrina. Para esto se deben seguir los siguientes pasos: se mezclan 2,5
ml de tampdn Na,CO, (Merck-ref.6392) con NaHCO, 50 mM pH: 10,2(Probus-
ref.2030) mas EDTA (Titriplex®lll Merck-ref.8418.0100) 0,1 mM con 300 ul
de agua bidestilada y 200 pl de epinefrina 6 mM (Sigma-ref.E-4375) en HCI 1
mM. La lectura se hace cada 40 segundos durante 23 minutos a 30 2C en un
espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 2 a 480 nm.

A continuacion, se preparan las diluciones convenientes de la muestra
para lograr una concentracién tal que inhiba el 50% de la formacién de
adenocromo (IC, ). Las mezclas para la lectura en el espectrofotémetro
se preparan de la siguiente manera: 2,5 ml de tampdén mas 300ul de las
diluciones correspondientes mas 200 ul de epinefrina. El procedimiento de
lectura es el descrito anteriormente.

Los resultados se expresan en Ul/g Hb.

IC,,: es la cantidad de hemolizado que inhibe (en medio alcalino) en un
50% la transformacion de epinefrina en adenocromo. La Hb correspondiente
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a esa cantidad de hemolizado sirve para definir la actividad de la SOD, y se
toma como unidad. Asi, una unidad de enzima (U) es la cantidad equivalente
de Hb que puede inhibir en un 50% la reaccién.

4.5.3.2. Catalasa

La actividad enzimatica de la catalasa se determina a través del Método de
Cohen G (1970).

Antes de comenzar la técnica se hace una segunda dilucién (la primera
era 1:20 hecha previo a congelar la muestra) de 1:5 con agua destilada.

Se mezcla en una cubeta de cuarzo: 2,98 ml de perdxido de hidrégeno
19 mM (H,0, Merck-ref.8599) y tampon fosfato potasico 100 mM (KH,PO, —
K,HPO,) pH: 7,5 con 20 pl de muestra.

Se hacen las lecturas en un espectrofotémetro (Perkin Elmer Lambda
2) a 240 nm. Lo que interesa es ver grado de desaparicién del H,0, a los 30
segundos (disminucion de la densidad dptica; coeficiente de extincién molar
0,0436 mMcm™).

Enbaseaestosecalculaladisminucidon/ minuto, expresandolosresultados
en mmol/min/g Hb (como referencia a los mmol de H,O, transformados).

4.5.3.3. Glutation Peroxidasa

La determinacidon de esta enzima se basa en la valoracion del nivel de
desaparicién del NADPH o NADP*. El método ha sido descrito por Wheeler CR
y col. (1990). También se determina la actividad de la GR con este método.

Se prepara la siguiente mezcla de lectura en una cubeta de 3 ml: 1,8 ml
de tampon fosfato potasico (KH,PO, Panreac-ref. 131509 / K,HPO, Probus-
ref. 1461) 100 mM pH: 7,5 EDTA 0,5 Mm con 120 ul de bemolizado 1:20.
Después se agregan 30 pl de NADPH (Sigma ref.N-7505) 20 mM y 100 ul de
GSH 60 mM mas 4 ul de GR (GR Fluka re.49755) que aportan 1U de GR por
cubeta.

Se deja incubar la mezcla durante 5 minutos a 37 2C y a continuacion se
agregan 100 pl de hidroperoxido de Cumeno (Sigma ref.B-2633) 36 mM.

A continuacién se hacen las lecturas en un espectrofotémetro (Perkin
Elmer Lambda 2) a una longitud de onda de 340 nm, siendo las mismas cada
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minuto durante 5 minutos. Esto permite medir la desaparicion del NADPH
(coeficiente de extincién molar 6,22 mM-cm™).

Los calculos se basan en la disminucion/minuto y los resultados se
expresan en umol/min/g Hb (umol de NADPH transformados).

4.5.3.4. Glutatiéon Reductasa

Se prepara la siguiente mezcla de lectura en una cubeta: 1,8 ml de tampdn
fosfato potasico (KH,PO, Panreac-ref. 131509 / K,HPO, Probus-ref. 1461) 100
mM pH: 7,5 EDTA 0,5 Mm mas 120 pl del hemolizado 1:20 y 100 pl de GSSG
75 mM.

Se deja incubar la mezcla durante 5 minutos a 37 2C. Pasado este tiempo, se
agregan 30 ul de NADPH, a lo cual se lee en el espectrofotémetro en iguales
condiciones que para la glutation peroxidasa.

Se mide la formaciéon de NADP*. Este se forma a partir de NADPH durante la
reduccion del GSSG (Goldberg DM vy col.; 1983).

Se calcula el incremento/minuto y los resultados se expresan en umol/min/g
Hb (umol de NADP* generados).

4.5.3.5. Glutation reducido/oxidado

En base al método de Hissin PJ y col. (1976), se miden fluorimétricamente
(espectrofluorimetro Perkin Elmer LS 50B) GSSG y GSH. Las longitudes de
onda utilizadas son: longitud de onda de excitacién: 350 nm, longitud de
onda de emisién: 420 nm.

GSH:

El GSH reacciona con O-phtalaldehido (OPT Merck-ref.11452) a un pH igual a
8. Se diluye la muestra (congelada en medio acido) 1:10 con tampén fosfato
sédico (Na,HPO, Panreac —ref.131679/ NaH_PO, Panreac-ref.131677) pH: 8
100 mM y EDTA 5 mM. Se hace una segunda dilucién (1:20) en la cubeta de
reaccion (100 pl de muestra mds 1,8 ul de tampdn fosfato sddico) y se mezcla
100 pl de OPT. Se deja incubar la mezcla durante 15 minutos a temperatura
ambiente, y por ultimo se realiza la lectura en espectrofluorimetro en las
condiciones antes detalladas.
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GSSG:

El GSSG reacciona también con OPT, pero en este caso es a un pH de 12.
Pero hay que tener una cosa muy en cuenta y es que el GSH en condiciones
alcalinas, pH mayores de 8, se oxida y provoca asi un aumento en el valor
de GSSG. Por tanto, se incuba previamente la muestra en la cual mediremos
el GSSG, con N-etil-maleimida (NEM Merck-re.1308) durante 25 minutos,
el cual impide la oxidacion del GSH. Seguidamente, para aportar el medio
alcalino necesario, se diluye la muestra 1:10 con tampdén NaOH 0,1 N. El paso
siguiente es volver a diluir la muestra, 1:20. Se le agrega OPT. A partir de aqui
los pasos a seguir son los mismos que los hechos para el GSH.

Se realiza en paralelo una recta estandar (GSH: Sigma G-4251, PM: 307,3;
GSSG: Sigma G-4501, PM: 612,6) para validar los resultados obtenidos, y
poder asi determinar la concentracién de las muestras.

Los resultados se expresan en umol/g Hb y nmol/ml. Si se hace el cociente
entre GSSG y GSH se obtiene la relacidon de ambos.
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4.6. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Dado que en la busqueda bibliografica realizada no he encontrado datos
sobre poblaciones similares a la del presente trabajo y, con la finalidad de
realizar un cdlculo aproximado del tamafio de la muestra de la poblacion a
incluir para obtener significacion, he considerado el estudio de Duflo F y col.
(2002), quienes evidenciaron al comparar pacientes post-operatorios con
pacientes que desarrollan neumonia asociada a la ventilacién mecanica, una
diferencia de TBARS plasmaticos de 1,6 + 1,0 umol/L a favor de la patologia
infecciosa. Considerando esta diferencia de medias y un error alfa de 0,05
para un poder del 80%, el nimero de pacientes necesarios de incluir para
obtener significacion es de 8 por cada brazo.
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4.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se trataron de forma estadistica con el Programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) 11.0 para Windows. Se realizaron
los siguientes andlisis:

Descriptivos: las variables dicotdmicas se expresan como porcentajes
y las variables continuas como medias con su correspondiente
desviacion estandar (DE), medianas, minimos, maximos y percentiles
25%y 75%.

Prueba “chi” cuadrado: la comparacién de variables categdricas entre
los grupos fueron valoradas mediante “chi” cuadrado o Test exacto de
Fisher segln corresponda, estableciéndose un nivel de significaciéon <
0,05.

Prueba “t” de Student: la comparacion de variables continuas entre
los grupos fue valorada mediante la prueba de “t” o “U” de Mann-
Whitney seguln corresponda, estableciéndose un nivel de significacidn
<0,05.

Correlaciones bivariadas: para evaluar la fuerza de asociacién entre
las variables se realizo la correlacion de Pearson (r) o Spearman (Rho).
Para una aproximacion visual del grado de correlacién entre las dos
variables, se realizé el grafico de dispersidon o nube de puntos. Si el
valor de “r” fue menor de 0,30 la asociacidn se considerd débil, si se
obtuvo unvalor entre 0,30y 0,70 la asociacion se consideré moderada
y si fue superior a 0,70 la asociacién se considerd como fuerte.

La prueba de significacion ha sido bilateral ya que no se conocia
previamente la direccién de asociacidn entre variables.

Regresidn Lineal Simple: con la finalidad de valorar si la relacion
existente entre dos variables observadas mediante la correlacién tiene
un comportamiento lineal, se realizé regresion lineal simple, la cual
proporciona coeficientes para ajustar una linea recta a los diversos
pares de valores que proporcionan cada individuo de la muestra. Se
determind el coeficiente beta 1 como la pendiente de la recta y se
valoré el ajuste del modelo lineal mediante el Ilamado coeficiente de
determinacion (R?).

Analisis Multivariante de la varianza (MANOVA): es una extension
de ANOVA para cubrir los casos donde hay mas de una variable
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dependiente que no pueden ser combinada de manera simple.
Ademads de identificar si los cambios en las variables independientes
tienen efectos significativos en las variables dependientes, la técnica
también intenta identificar las interacciones entre las variables

independientes y su grado de asociacidon con las dependientes.
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5.

RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES

Se incluyeron un total de 33 pacientes en la poblacion de estudio (27 hombres
y 6 mujeres,) de los cuales 21 corresponden al grupo de estudio (neumonia
grave)y 12 al grupo control (IAM). Las caracteristicas generales de la poblacion

QUE INGRESAN A UCI INCLUIDOS EN EL ESTUDIO
(poblacion de estudio)

de estudio al ingreso en UCI se detallan en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el estudio (n=33).

VARIABLES VALORES

Edad en afios, media (DE) 58,9 (15,7)
APACHE II, media (DE) 13,3 (6,0)
SOFA, media (DE) 4,9 (3,6)
SIRS, media (DE) 2,2 (1,2)
Mortalidad UCI, n (%) 6(18,2)
Mortalidad Hospital, n (%) 8(24,2)
Sexo Masculino, n (%) 27 (81,8)
Neumonia grave, n (%) 21 (63,6)
IAM, n (%) 12 (36,4)

Los valores estdn expresados en medias (DE: desviaciones estandares) y porcentajes
(%) correspondientes a las caracteristicas generales de la poblacién de estudio (grupo
de pacientes con neumonia grave y grupo de pacientes con infarto agudo de miocardio-
IAM-) al ingreso a UCI; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA:
Sequential Organ Failure Assessment; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome;
n: nimero de individuos.
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en el estudio

5.1.1. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes incluidos

La Tabla 5.1.1. resume los valores medios de los principales marcadores
bioldgicos de estrés oxidativo hallados en los grupos de estudio y control al
ingreso en UCI.

Tabla 5.1.1. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes incluidos en el

estudio al ingreso en UCI (n=33).

BIOMARCADORES MEDIA (DE)

ERITROCITOS

TBARS (nmol/g Hb)
GSH (umol/g Hb)
GSSG (umol/g Hb)
GSSG/GSH

GR (umol/min/g Hb)
GPx (umol/min/g Hb)
SOD (U/g Hb)

CAT (mmol/min/g Hb)
SOD/CAT
SOD/(CAT+GPx)
PLASMA

TBARS (nmol/ml)
GSH (nmol/ml)

GSSG (nmol/ml)
GSSG/GSH

2,1(1,4)
2,8(1,2)
1,3(0,5)
0,8(0,9)
4,0(2,9)
27,1(10,7)
1881,8 (798,0)
224,0 (56,7)
9,1(4,9)
8,2 (4,6)

1,5(0,8)
23,1(10,7)
16,6 (9,9)

1,0 (0,9)

Los valores de los biomarcadores de la poblaciéon de estudio (grupo de pacientes con
neumonia grave y grupo de pacientes con infarto agudo de miocardio- IAM-) al ingreso a

UCI. DE: desviacién estandar; n: numero de individuos.
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5.2. ANALISIS DE ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON
NEUMONIA GRAVE vs. GRUPO CONTROL

5.2.1. Caracteristicas generales
Las caracteristicas generales al ingreso de los pacientes de acuerdo a su

pertenencia al grupo de estudio (neumonia grave) y al considerado como
control (IAM), se evidencian en la Tabla 5.2.1.

Tabla 5.2.1. Caracteristicas generales al ingreso en UCI de los pacientes con neumonia grave
y los pacientes con IAM.

VARIABLES (nlii) (::n) Valor p
Edad en afios, media (DE) 56 (17,6) 64,3 (10,7) 0,10
APACHE II, media (DE) 16,1 (4,4) 8,4 (5,3) <0,001
SOFA, media (DE) 6,8(2,8) 1,5(1,9) <0,001
SIRS, media (DE) 2,9(0,7) 0,9 (1,0) <0,001
Mortalidad UCI, n (%) 6(28,6) 0(0) 0,04
Mortalidad Hospital, n (%) 8(38,1) 0(0) 0,03
Sexo Masculino, n (%) 17 (81,0) 10 (83,3) 1,02
HABITOS Y COMORBILIDADES, n (%)

Fumador activo 7 (33,3) 3(12,0) 0,71
Hipertensidn arterial 4 (19,0) 6 (50) 0,11
Diabetes Mellitas 4 (19,0) 6 (50) 0,11
Dislipemia 3(14,3) 6 (50) 0,04
Enfermedad pulmonar crénica 4 (19,0) 2 (16,6) 0,99
Asma 1(4,7) 0(0,0) 1,0
Hipotiroidismo 1(4,7) 0(0,0) 1,0
Insuficiencia Renal Crénica 1(4,7) 1(8,3) 0,99

Medias, desviaciones estandares (DE) y porcentajes (%) correspondientes a las caracteristicas generales
del grupo en estudio (pacientes con neumonia grave-NG) y grupo control (infarto agudo de miocardio-
IAM-)al ingreso a UCI; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ
Failure Assessment; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; n: numero de individuos; p: valor
significativo < 0,05.
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Como era de esperar, los pacientes con neumonia grave presentaron
caracteristicas asociadas con una mayor gravedad, las cuales se ponen en
evidencia por un mayor compromiso general (valorado mediante el APACHE Il
score) y con un mayor numero de disfunciones organicas (valorado mediante
el SOFA score). Asimismo, estos pacientes presentaron una mayor respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS score) que aquellos con IAM. No se observaron
diferencias significativas en los criterios uitlizados para el emparejamiento
(edad y sexo) ni en los habitos o comorbilidades, a excepcidn de la dislipemia,
que se encontré con mayor frecuencia en el grupo control.

Como se puede observar, la mortalidad al alta de UCI fue superior en el
grupo de estudio respecto del grupo control. Asi, la neumonia grave se asocio
con un 40% mas de riesgo de mortalidad (OR= 1,4; 95%IC 1,08-1,83) que el
IAM no complicado. La mortalidad al alta del hospital también fue superior
en el grupo de estudio con un riesgo superior al 60% (OR= 1.6; 95%IC 1,15-
2,25).
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5.2.2. Biomarcadores de estrés oxidativo al ingreso a UCI

Los valores medios de los biomarcadores de estrés oxidativo en los pacientes
con neumonia grave (grupo de estudio) y con IAM (grupo control) al ingreso
a UCl se muestran en la Tabla 5.2.2.

Tabla 5.2.2. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes con neumonia grave y con

IAM al ingreso a UCI.

NG (n=21) IAM (N=12)
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 2,2 (1,4) 1,7 (1,1) 0,20
GSH E (umol/g Hb) 2,5(1,1) 3,3(1,3) 0,81
GSSG E (umol/g Hb) 1,3 (0,4) 1,3 (0,7) 0,85
GSSG/GSH E 0,9 (1,0) 0,7 (0,8) 0,43
GR E (umol/min/g Hb) 4,4 (3,5) 3,3(1,3) 0,21
GPx E (umol/min/g Hb) 27,9 (10,5) 26,0 (11,0) 0,52
SOD E (U/g Hb) 1602,3 (598,1) 2370,5 (889,9) 0,006
CAT E (mmol/min/g Hb) 217,6 (51,1) 236,5 (64,8) 0,30
SOD/CAT E 7,9(3,9) 11,0 (5,0) 0,05
SOD/(CAT+GPx) E 7,2 (3,8) 10 (5,0) 0,08
TBARS P (nmol/ml) 1,6 (0,8) 1,2 (0,5) 0,09
GSH P (nmol/ml) 19,4 (8,4) 29,6 (11,3) 0,007
GSSG P (nmol/ml) 16,2 (8,0) 17,3 (13,1) 0,73
GSSG/GSH P 1,1(0,8) 0,8(1,0) 0,34

Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n: nimero de individuos;
E: eritrocitario; P: plasmatico; IAM: pacientes con Infarto Agudo de Miocardio; NG: pacientes con neumonia
grave p: valor significativo < 0,05.

Se ha observado una diferencia significativa en la SOD, un biomarcador
importante del sistema antioxidante, presentando valores inferiores en el
grupo de los pacientes con neumonia grave con respecto a los controles. A
su vez, la relacion SOD/CAT evidencié también una disminucién significativa
en el grupo de estudio. El mismo comportamiento se observd en la relacién
[SOD/(CAT + GPx)] pero sin alcanzar significancia estadistica (p= 0,08).

También se ha observado una disminucién estadisticamente significativa
en los niveles de GSH P en el grupo de pacientes con neumonia grave.

Resultados
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5.2.3. Biomarcadores de estrés oxidativo al dia 3
Los valores obtenidos de los biomarcadores de los pacientes del grupo de
estudio y grupo control IAM, correspondientes al dia 3 del ingreso a UCI se
detallan en la Tabla 5.2.3.
Tabla 5.2.3. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes con neumonia grave y con
IAM al dia 3 del ingreso a UCI.
NG (n=21) IAM (N=12)
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 2,5 (1,6) 2,0(0,9) 0,33
GSH E (umol/g Hb) 2,4 (1,3) 3,4 (1,5) 0,08
GSSG E (umol/g Hb) 1,3(0,4) 1,3(0,7) 0,90
GSSG/GSH E 0,9 (1,0) 0,7 (0,8) 0,36
GR E (umol/min/g Hb) 4,2 (3,5) 2,8(0,9) 0,08
GPx E (umol/min/g Hb) 26,1 (10,7) 25,0 (12,0) 0,83
SOD E (U/g Hb) 1764,0 (517,4) 2203,2 (571,4) 0,03
CAT E (mmol/min/g Hb) 245,4 (43,2) 231,3 (44,4) 0,41
SOD/CATE 7,3(2,1) 10,1 (3,5) 0,01
SOD/(CAT+GPx) E 6,5 (1,8) 9,1(3,3) 0,008
TBARS P (nmol/ml) 1,9 (1,0) 1,4 (0,7) 0,11
GSH P (nmol/ml) 20,0(9,2) 28,0 (10,0) 0,03
GSSG P (nmol/ml) 15,4 (7,1) 16,1 (8,3) 0,72
GSSG/GSH P 1,1(0,7) 0,7 (0,5) 0,13
Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n: ndmero de individuos; E:
eritrocitario; P: plasmatico; IAM: pacientes con Infarto Agudo de Miocardio; NG: pacientes con neumonia
grave p: valor significativo < 0,05.

Como puede observarse, hubo diferencia significativa en los niveles del
GSH plasmatico, siendo mas bajo en los pacientes con neumonia grave con
respecto al grupo control, una diferencia que ya se evidencié en el ingreso a
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UCI. También hay una tendencia (p= 0,08) a la baja del GSH eritrocitario en el
grupo de estudio.

A su vez, resultd significativamente diferente el valor de la actividad
enzimatica de la SOD, observandose valores mas bajos en el grupo de estudio.
Esta disminucidén también se observé al estudiar las relaciones SOD/CAT y
[SOD/(CAT+GPx)].

La actividad de la GR también estd disminuida aunque no de forma
significativa (p= 0,08), pero esta tendencia en el comportamiento podria
explicar la disminucion del GSH P.

Resultados

103



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T.

1366-2011
5.2.4. Biomarcadores de estrés oxidativo al alta de UCI
Los valores obtenidos de los biomarcadores de los pacientes con neumonia
grave y los pacientes con IAM, correspondientes al alta UCI se detallan en la
Tabla 5.2.4.
Tabla 5.2.4. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes con neumonia grave y con
IAM al alta de UCI.
NG (n=21) IAM (N=12) Valor p
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 2,5 (1,6) 2,1(1,4) 0,62
GSH E (umol/g Hb) 2,6 (1,4) 3,4 (1,8) 0,30
GSSG E (umol/g Hb) 1,2 (0,5) 1,3 (0,5) 0,65
GSSG/GSH E 1,0 (1,3) 0,8 (1,0) 0,63
GR E (umol/min/g Hb) 4,7 (3,7) 2,9 (0,9) 0,08
GPx E (umol/min/g Hb) 29,4 (10,7) 30 (14,0) 0,92
SOD E (U/g Hb) 2014,7 (774,2) 1846,9 (462,2) 0,52
CAT E (mmol/min/g Hb) 247,1(72,5) 258,2 (32,8) 0,60
SOD/CATE 8,5(3,4) 7,4(2,7) 0,44
SOD/(CAT+GPx) E 7,6 (3,1) 6,7 (2,6) 0,51
TBARS P (nmol/ml) 1,6 (0,7) 1,3(0,4) 0,32
GSH P (nmol/ml) 19,6 (8,0) 37,2(17,0) 0,003
GSSG P (nmol/ml) 14,7 (8,7) 15,0 (7,4) 0,91
GSSG/GSH P 0,9 (0,6) 0,6 (0,6) 0,33
Los valores estdn expresados en medias y desviaciones estandares (DE) n: numero de individuos;
E: eritrocitario; P: plasmatico; IAM: pacientes con Infarto Agudo de Miocardio; NG: pacientes con neumonia
grave p: valor significativo < 0,05.

No se han observado diferencias significativas entre los biomarcadores
de ambos grupos, salvo en los niveles del GSH plasmatico, siendo menor en
el grupo de estudio. Ademas, persiste la misma tendencia a la baja de la GR
(p=0,08) que la observada al dia 3.
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5.3. VARIACI(?N TEMPORAL DE LOS BIOMARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO DE LOS PACIENTES CON
NEUMONIA GRAVE

La comparacién entre los valores del primer y tercer dia y alta de UCI de
los diferentes parametros de estrés oxidativo en el grupo de estudio se
evidencian en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Tabla comparativa de los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo al ingreso,
dia 3 y alta de UCI de los pacientes con neumonia grave.

DO(n=21) D1(n=21) ALTAUCI(n=21) valor

BIOMARCADORES media (DE)  media (DE) media (DE) 4

SISTEMA ENZIMATICO

SOD E(U/g Hb) 1602,3 (598,1) 1764,0(517,4) 2014,7(774,2) 0,05
CAT E(mmol/min/g Hb)  217,6 (51,1)  245,4 (43,2) 247,1(72,5)  <0,001
SOD/CAT 7,9 (3,9) 7,3(2,1) 8,5(3,4) 0,26
SOD/(CAT+GPx) 7,2(3,8) 6,5(1,8) 7,6 (3,1) 0,47
GR E(umol/min/g Hb) 4,4 (3,5) 4,2 (3,5) 4,7 (3,7) 0,83
GPx E(umol/min/g Hb) 27,9 (10,5) 26,1 (10,7) 29,4 (10,7) 0,07

SISTEMA NO ENZIMATICO

GSH E (nmol/ml) 2,5(1,1) 2,4(1,3) 2,6 (1,4) 0,16
GSSG E (umol/g Hb) 1,3 (0,4) 1,3 (0,4) 1,2 (0,5) 0,09
GSSG/GSH E 0,9 (1,0) 0,9 (1,0) 1,0 (1,3) 0,68
GSH P(nmol/ml) 19,4 (8,4) 20,0 (9,2) 19,6 (8,0) 0,85
GSSG P(nmol/ml) 16,2 (8,0) 15,4 (7,1) 14,7 (8,7) 0,06
GSSG/GSH P 1,1(0,8) 1,1(0,7) 0,9 (0,6) 0,02

MARCADORES DE LIPOPEROXIDACION

TBARS E (nmol/g Hb) 2,2 (1,4) 2,5 (1,6) 2,5 (1,6) 0,30
TBARS P (nmol/ml) 1,6 (0,8) 1,9 (1,0) 1,6 (0,7) 0,93

Medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores en el grupo de estudio (neumonia grave) al ingreso
a UCI (D0), 72horas (D1) y al alta de UCI. E: eritrocitos; P: plasma. La n es el nimero de individuos. Valor
significativo p< 0,05 MANOVA Test.
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Se evidenciaron diferencias significativas en las actividades de las enzimas
SOD y CAT y en la relacion GSSG/GSH P. Paralelamente a la disminucién de
esta relacion, se observé una tendencia a la baja de los niveles plasmatico (p=
0,06) y eritrocitario (p=0,09) del GSSG.

A continuacién, mostraremos, de forma grafica, las variaciones
temporales de los biomarcadores que lograron significacion estadistica para
una mejor comprension visual de su comportamiento.

5.3.1. Variacion temporal de la SOD

La actividad de la SOD evidencid un incremento significativo desde el dia de
ingreso hasta el alta de UCI (Figura 5.3.1.).

Figura 5.3.1. Variacion temporal desde el ingreso (D0) hasta el alta de UCI de la SOD en el grupo de
pacientes con neumonia grave. Los valores estdn expresados en medianas (p50), maximos, minimos y
percentiles (p25; p75). D1: dia 3 del ingreso. MANOVA Test; p <0,05.
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5.3.2. Variacion temporal de la CAT

La actividad de la CAT mostré un aumento significativo desde el ingreso hasta
el alta de UCI (Figura 5.3.2.).

Figura 5.3.2. Variacion temporal desde el ingreso (DO) hasta el alta de UCI de la CAT en el
grupo de pacientes con neumonia grave. Los valores estdn expresados en medianas (p50),
maximos, minimos y percentiles (p25; p75). D1: dia 3 del ingreso. MANOVA Test; p <0,05.
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5.3.3. Variacion temporal de la relacion GSSG/GSH P

La actividad de la relacion GSSG/GSH P mostré una disminucion significativa
desde el ingreso hasta el alta de UCI (Figura 5.3.3.).

Figura 5.3.3. Variacion temporal desde el ingreso (DO) hasta el alta de UCI de la relacion
GSSG/GSH plasmético en el grupo de pacientes con neumonia grave. Los valores estan
expresados en medianas (p50), maximos, minimos y percentiles (p25; p75). D1: dia 3 del
ingreso. MANOVA Test; p <0,05.
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5.4. VARIACI(’)N TEMPORAL DE LOS BIOMARCADORES DE
ESTRES OXIDATIVO DE LOS PACIENTES CON INFARTO
AGUDO DE MIOCARDIO (grupo control)

La comparacion entre los valores del primer y tercer dia y alta de UCI de los
diferentes pardmetros de estrés oxidativo se evidencian en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Tabla comparativa de los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo al ingreso,
dia 3 y alta de UCI de los pacientes del grupo control (IAM).

DO (n=12) D1 (n=12) ALTA UCI(n=12)
Valor p

BIOMARCADORES media (DE) media (DE) media (DE)

SISTEMA ENZIMATICO

SOD E(U/g Hb) 2371,3(888,2) 2203,2 (571,4) 1846,8 (462,00 0,27
CAT E(mmol/min/g Hb)  236,1(64,0)  231,1(44,6) 258,5 (32,1) 0,30
SOD/CAT 11,0 (5,0) 10,1 (3,5) 7,4 (2,7) 0,16
SOD/(CAT+GPx) 10 (5,0) 9,1(3,3) 6,7 (2,6) 0,17
GR E(umol/min/g Hb) 3,3(1,3) 2,8(0,9) 2,9 (0,9) 0,21
GPx E(umol/min/g Hb) 26,0 (11,0) 25,0 (12,0) 30,0 (14,0) 0,36

SISTEMA NO ENZIMATICO

GSH E (nmol/ml) 3,3(1,3) 3,4 (1,5) 3,4 (1,8) 0,81
GSSG E(umol/g Hb) 1,3 (0,7) 1,3(0,7) 1,3 (0,5) 0,91
GSSG/GSH E 0,7 (0,8) 0,7 (0,8) 0,8 (1,0) 0,72
GSH P(nmol/ml) 29,6 (11,3) 28,0 (10,0) 37,2 (17,0) 0,15
GSSG P(nmol/ml) 17,3 (13,1) 16,1 (8,3) 15,0 (7,4) 0,77
GSSG/GSH P 0,8 (1,0) 0,7 (0,5) 0,6 (0,6) 0,27

MARCADORES DE LIPOPEROXIDACION

TBARS E(nmol/g Hb) 1,7 (1,1) 2,0(0,9) 2,1(1,4) 0,39
TBARS P (nmol/ml) 1,2 (0,5) 1,4 (0,7) 1,3 (0,4) 0,14

Medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores en el grupo control (pacientes con Infarto Agudo
de Miocardio) al ingreso a UCI (D0), 72horas (D1) y al alta de UCI. E: eritrocitos; P: plasma. La n es el nimero
de individuos. Valor significativo p< 0,05 MANOVA Test.

Como puede observarse, no se evidenciaron diferencias significativas
al analizar las variaciones temporales de los biomarcadores en el grupo
control.
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Sin embargo, si analizaramos en numeros absolutos, se observaria que la
actividad de la SOD y sus relaciones SOD/CAT y [SOD/(CAT + GPx)] tenderian a
disminuir, asi como la actividad de la GPx lo haria de forma contraria.
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5.5. BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y
MORTALIDAD EN LA POBLACION DE ESTUDIO

5.5.1. Caracteristicas generales de los pacientes segun viven o no
considerando su evolucién al alta de UCI.

Las caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes agrupados de
acuerdo a su evolucidn final (vivos y no vivos) al alta de UCI se observan en
la Tabla 5.5.1.

Tabla 5.5.1. Caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes vivos y no vivos.

VARIABLES o Viivos

(n=6)
Edad en afios, media (DE) 58,4 (16,4) 61,5 (13,2) 0,62
APACHE Il, media (DE) 12,4 (6,2) 17,3(2,3) 0,003
SOFA, media (DE) 4,5(3,7) 7,0(2,2) 0,04
SIRS, media (DE) 2,0(1,3) 3,0(0) <0,001
Sexo Masculino, n (%) 21(77,8) 6 (100) 0,52

Medias, desviaciones estdndares (DE) y porcentajes (%) correspondientes a las caracteristicas generales de
los pacientes vivos y no vivos al ingreso a UCI; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation;
SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; n: nimero
de individuos; p: valor significativo < 0,05.

Como puede observarse, se encontraron diferencias significativas en
las escalas SIRS, APACHE Il y SOFA, reflejando un estado inflamatorio mayor,
mas gravedad general y un numero mayor de disfunciones organicas,
respectivamente, en los pacientes que no sobreviven.
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5.5.2. Biomarcadores de estrés oxidativo al ingreso a UCI

Los valores medios de los biomarcadores de estrés oxidativo al momento del
ingreso a UCI en los pacientes vivos y no vivos se muestran en la Tabla 5.5.2.

Tabla 5.5.2. Biomarcadores de estrés oxidativo al ingreso a UCI de los pacientes vivos y no

Vivos.

Vivos (n=27) No Vivos (n=6) Valor p

BIOMARCADORES media (DE) media (DE)

TBARS E (nmol/g Hb) 2,4 (1,6) 1,9 (0,9) 0,76
GSH E (umol/g Hb) 2,4 (1,1) 2,6 (1,0) 0,73
GSSG E (umol/g Hb) 1,3 (0,4) 1,3(0,3) 0,88
GSSG/GSH E 1,0(1,1) 0,8(0,9) 0,94
GR E (umol/min/g Hb) 4,7 (41) 3,7(0,8) 0,51
GPx E (umol/min/g Hb) 27,2 (11,3) 29,5 (8,4) 0,42
SOD E (U/g Hb) 1476,3 (531,0) 1918,5 (688,8) 0,95
CAT E (mmol/min/g Hb) 218,1 (55,3) 213,4 (45,2) 0,54
SOD/CAT E 7,2 (3,4) 9,6 (4,9) 0,72
SOD/(CAT+GPx) E 6,8 (3,8) 8,3(3,9) 0,93
TBARS P (nmol/ml) 1,7 (0,8) 1,5(0,9) 0,97
GSH P (nmol/ml) 18,9 (7,3) 21,0 (11,4) 0,55
GSSG P (nmol/ml) 16,2 (7,2) 16,2 (10,0) 0,96
GSSG/GSH P 1,0 (0,9) 1,2 (0,9) 0,76

Los valores se expresan como medias y desviaciones estandares (DE); n: numero de individuos; E:
eritrocitario; P: plasmatico; p: valor significativo < 0,05.

Al analizar los diferentes biomarcadores, no se observaron diferencias
significativas de los mismos entre ambos grupos de pacientes al ingreso a
UCl.
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5.5.3. Biomarcadores de estrés oxidativo al dia 3

Los valores medios obtenidos de los biomarcadores de los pacientes vivos
respecto de los que no sobreviven al tercer dia de su ingreso en UCI se
observan en la Tabla 5.5.3.

Tabla 5.5.3. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes segln evolucion a las 72 horas
de admitidos en UCI.

Vivos (n=27) No vivos (N=6) Valor p

BIOMARCADORES  media (DE) media (DE)

TBARS E (nmol/g Hb) 2,4 (1,7) 2,5(1,4) 0,82
GSH E (umol/g Hb) 2,4(1,3) 2,5(1,4) 0,63
GSSG E (umol/g Hb) 1,2 (0,4) 0,9 (0,5) 0,33
GSSG/GSH E 1,0(1,1) 0,8 (1,0) 0,83
GR E (umol/min/g Hb) 4,5(4,1) 3,5(0,7) 0,74
GPx E (umol/min/g Hb) 26,2 (10,3) 25,8 (12,7) 0,92
SOD E (U/g Hb) 1797,3 (488,6) 1681,0 (623,4) 0,22
CAT E (mmol/min/g Hb) 238,1 (34,3) 260,2 (61,2) 0,23
SOD/CAT E 7,5 (1,5) 6,8 (3,1) 0,12
SOD/(CAT+GPx) E 6,7 (1,4) 6,2 (2,7) 0,25
TBARS P (nmol/ml) 2,0 (1,0) 1,7 (0,9) 0,94
GSH P (nmol/ml) 18,6 (8,3) 23,4 (11,2) 0,92
GSSG P (nmol/ml) 15,0 (6,5) 16,5 (8,7) 0,75
GSSG/GSH P 0,9 (0,7) 1,1 (0,9) 0,60

Los valores se expresan como medias y desviaciones estandares (DE); n: numero de individuos; E:
eritrocitario; P: plasmatico; p: valor significativo < 0,05.

Al analizar los diferentes biomarcadores de los pacientes vivos y los que
no sobrevivieron a las 72 horas de ingresar a UCI, no se observaron diferencias
significativas en ninguno de ellos.
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5.5.4. Biomarcadores de estrés oxidativo al alta de UCI

Los valores medios, obtenidos al alta de UCI, de los biomarcadores de los
pacientes vivos y no vivos se observan en la Tabla 5.5.4.

Tabla 5.5.4. Biomarcadores de estrés oxidativo al alta de UCI de los pacientes vivos y no
supervivientes.

Vivos (n=27)  No vivos (N=6)

Valor p

BIOMARCADORES media (DE) media (DE)

TBARS E (nmol/g Hb) 2,3(1,5) 3,3(2,7) 0,33
GSH E (umol/g Hb) 2,6 (1,5) 3,5(0,4) 0,50
GSSG E (umol/g Hb) 1,1(0,5) 1,3 (0,9) 0,81
GSSG/GSH E 1,1(1,3) 0,5(0,3) 0,22
GR E (umol/min/g Hb) 4,7 (3,9) 4,8 (2,6) 0,43
GPx E (umol/min/g Hb) 27,5 (10,9) 26,2 (8,4) 0,70
SOD E (U/g Hb) 196,3 (773,1)  2348,0 (990,0) 0,42
CAT E (mmol/min/g Hb)  241,5 (65,2) 294,8 (132,7) 0,33
SOD/CAT E 8,6 (3,7) 8,0(0,2) 0,76
SOD/(CAT+GPx) E 7,6 (3,3) 7,4 (0,1) 0,81
TBARS P (nmol/ml) 1,5 (0,8) 2,0(1,7) 0,32
GSH P (nmol/ml) 20,0 (8,2) 16,4 (8,0) 0,35
GSSG P (nmol/ml) 13,3 (7,7) 24,1 (12,8) 0,09
GSSG/GSH P 0,8 (0,5) 0,9 (0,6) 0,60

Los valores se expresan como medias y desviaciones estandares (DE); n: numero de individuos; E:
eritrocitario; P: plasmatico; p: valor significativo < 0,05.

No se observaron diferencias significativas en ninguno de los biomarca-
dores entre los grupos de supervivientes y fallecidos en el momento del alta
de UCL.
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CORRELACIONES EN LA POBLACION DE ESTUDIO

5.6. CORRELACION DEL DANO OXIDATIVO
(LIPOPEROXIDACION) CON LAS TRES ESCALAS DE
GRAVEDAD

5.6.1. Escala SOFA

Al analizar enla poblacion de estudio (grupo de pacientes con neumonia grave
y grupo control), mediante correlacién lineal de Pearson, la relacion entre
el nivel de dafio oxidativo (valorado mediante los TBARS P) y el sindrome
de disfuncidn multiorganica (SOFA score) se evidencid que la misma resultd
positiva (r= 0,33) vy significativa (p= 0,002) aunque con una considerable
dispersion de los datos. (Figura 5.6.1).

Figura 5.6.1. Correlacion entre el nivel de dafio oxidativo (TBARS P) y disfuncidn orgédnica (SOFA
score) en la poblaciéon de estudio. (r=0,33; p= 0,002)
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Al valorar si esta relacion observada entre SOFA y TBARS P es lineal
mediante Regresidon lineal simple observamos que el coeficiente Beta 1,
el cual expresa la pendiente de la recta, tiene un valor de 1,434 logrando
significacion estadistica (p=0,02). Esto expresa que por cada 1,434 nmol/
ml que se incremente las concentraciones de TBARS P se evidenciard un
incremento de 1 punto en la escala SOFA. Al estudiar el ajuste del modelo
entre la prediccidén y lo observado mediante el ajuste de bondad (R?) se
evidencio un valor bajo de R?= 0,107 (p=0,02), lo cual sugiere que sélo un
10% de los casos son correctamente pronosticados con este modelo.

Al estudiar los TBARS E no se evidencid una correlacidn significativa
con el SOFA score, obteniéndose una r= 0,09 con una p= 0,40 a través de la
correlacion de Pearson, y lo mismo sucedié cuando se analizé por medio de
la correlacidn de Spearman, dando un coeficiente de correlaciéon (Rho)= 0,10
y una p=0,32.

5.6.2. Escala APACHE Il

No se observd ninguna correlacidén significativa al estudiar, mediante la
correlacion lineal de Pearson y la correlacidn no paramétrica de Spearman,
la relacién entre el grado de dafio oxidativo, medido a través de los TBARS
P y TBARS E, y la gravedad general valorado por la escala APACHE II. Los
resultados se observan en la Tabla 5.6.2.

Tabla 5.6.2. Correlacién del dafio oxidativo (TBARS) con la escala
APACHE Il en la poblacién de estudio.

CORRELACION Pearson Spearman
(r; p) (Rho; p)

APACHE II- TBARS E (-0,03; 0,72) (-0,03;0,78)

APACHE II- TBARS P (0,02; 0,85) (-0,05; 0,63)

r: coeficiente de correlacién de Pearson; Rho: coeficiente de correlaciéon de
Speaman. p= Valor de p. APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation).
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5.6.3. Escala SIRS

Al estudiar, mediante correlacidn lineal de Pearson, la relacién entre el grado
de dafo oxidativo a través de los TBARS P vy la intensidad de la respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) se observd una correlacion positiva (r= 0,35) y
significativa (p= 0,001) aunque se evidencia una gran dispersion de los datos.
Figura 5.6.3.a.

Figura 5.6.3.a. Correlacidn entre nivel de dafio oxidativo (TBARS P) y SIRS score en la poblacion
de estudio. (r=0,35; p=0,001)

Al valorar si esta relacién observada entre la escala SIRS y TBARS P es
lineal mediante el andlisis de Regresidn lineal simple observamos que el
coeficiente Beta 1, el cual expresa la pendiente de la recta, tiene un valor
de 0,609 logrando significacion estadistica (p=0,01). Esto expresa que por
cada 0,609 nmol/ml que se incremente la concentracion de TBARS P se
evidenciard un incremento de 1 punto en la escala SIRS. Al estudiar el ajuste
del modelo entre la prediccién y lo observado mediante el ajuste de bondad
(R?) se evidencid un valor bajo de R*= 0,123 (p=0,01), lo cual sugiere que sélo
alrededor de un 12% de los casos son correctamente pronosticados con este
modelo.
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Cuando estudiamos, mediante el modelo de correlacién lineal de
Pearson, la relacidn entre el grado de dafio oxidativo a través de los TBARS E
y la intensidad de la respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) se observé una
correlacion positiva (r=0,22) y significativa (p= 0,04) pero con una dispersién
importante de los datos. Figura 5.6.3.b.

Figura 5.6.3.b. Correlacion entre nivel de dafio oxidativo (TBARS E) y SIRS score en la pobacion
de estudio. (r=0,22; p= 0,04).

Alvalorar si esta relacidon observada entre la escala SIRSy TBARS E es lineal
mediante analisis de Regresion lineal simple observamos que el coeficiente
Beta 1 (pendiente de la recta), tiene un valor de 0,211 logrando un valor
estadisticamente significativo (p=0,04). Esto expresa que por cada 0,211
nmol/g Hb que se incremente la concentracién de TBARS E se evidenciara
un incremento de 1 punto en la escala SIRS. Sin embargo, al analizar el ajuste
del modelo entre la prediccién y lo observado mediante el ajuste de bondad
(R?) se evidencié un valor muy bajo de R*= 0,046 (p=0,04), lo cual sugiere
gue solamente un 4% de los casos son correctamente pronosticados con este
modelo.
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5.7. CORRELACION DEL SISTEMA ENZIMATICO
ANTIOXIDANTE CON LAS TRES ESCALAS DE
GRAVEDAD

5.7.1. Escala SOFA

Alvalorarlas correlaciones entre la escala SOFAy los diferentes biomarcadores
del sistema enzimatico antioxidante, solamente la enzima SOD alcanzd
diferencia significativa (r= -0,22; p=0,04) (Figura 5.7.1.). Los valores de las
correlaciones del resto de los biomarcadores pueden observarse en la Tabla
5.7.1.

Figura 5.7.1. Correlacién entre la superdxido dismutasa (SOD) y SOFA score en la poblacion de
estudio. (r=-0,22; p= 0,04).

Al valorar si esta relacién observada entre la escala SOFA y SOD es lineal
mediante el analisis de Regresion lineal simple observamos que el coeficiente
Beta 1 (pendiente de la recta), tiene un valor de -1,15x107 logrando un valor
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estadisticamente significativo (p=0,04). Al analizar el ajuste del modelo entre
la prediccién y lo observado mediante el ajuste de bondad (R?) se evidencid
un valor muy bajo de R?= 0,048 (p=0,04), lo cual sugiere que solamente un

4% de los casos son correctamente pronosticados con este modelo.

Tabla 5.7.1. Correlaciones de los biomarcadores del sistema enzimatico
antioxidante con la escala SOFA que no alcanzaron significancia estadistica.

- Pearson Spearman
CORRELACION (t: p) (Rhos p)
SOFA-CAT (0,02; 0,84) (0,03 ;0,77)
SOFA-GR (-0,09; 0,38) (0,07; 0,51)
SOFA- GPx (0,09; 0,38) (0,14; 1,00)
SOFA-(SOD(CAT) (-0,20; 0,06) (-0,17; 0,10)
SOFA-[SOD/(CAT+GPx)] (-0,19; 0,08) (-0,17; 0,11)

r: coeficiente de correlacidn de Pearson; Rho: coeficiente de correlacion de Speaman.
p= Valor de p. SOFA (Systemic Organ Failure Assessment).

5.7.2. Escala SIRS

Ninguna de las correlaciones (Pearson y Spearman) entre los biomarcadores
enzimaticos y la escala SIRS lograron valores signficativos. Tabla 5.7.2.

Tabla 5.7.2. Correlaciones de los biomarcadores del sistema enzimatico
antioxidante con la escala SIRS.

CORRELACION Pearson Spearman
(r; p) (Rho; p)
SIRS- SOD (-0,12; 0,25) (-0,15; 0,16)
SIRS-CAT (0,01; 0,92) (-0,01; 0,87)
SIRS-GR (0,04; 0,71) (0,10; 0,32)
SIRS- GPx (-0,006; 0,96) (0,02; 0,80)
SIRS-(SOD(CAT) (-0,15; 0,16) (-0,11; 0,28)
SIRS-[SOD/(CAT+GPx)] (-0,12; 0,26) (-0,10; 0,32)

r: coeficiente de correlacion de Pearson; Rho: coeficiente de correlacion de
Speaman. p= Valor de p. SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome).
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5.7.3. Escala APACHE II

Las correlaciones (Pearson y Spearmen) de los biomarcadores del sistema
enzimatico antioxidante con la escala APACHE Il no lograron valores
significativos, como puede observarse en la Tabla 5.7.3.

Tabla 5.7.3. Correlaciones de los biomarcadores del sistema enzimatico antioxidante con la
escala APACHE II.

CORRELACION Pearson Spearman
(r; p) (Rho; p)
APACHE II- SOD (-0,17; 0,12) (-0,17; 0,11)
APACHE II-CAT (-0,14; 0,19) (-0,15; 0,18)
APACHE II-GR (-0,06; 0,57) (0,07; 0,53)
APACHE II- GPx (0,003; 0,97) (0,03; 0,77)
APACHE 1I-(SOD(CAT) (-0,10; 0,36) (-0,08; 0,45)
APACHE 1I-[SOD/(CAT+GPx)] (-0,07; 0,55) (-0,08; 0,47)

r: coeficiente de correlacion de Pearson; Rho: coeficiente de correlacion de Speaman. p= Valor de p.
APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation).
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5.8. CORRELACION DEL SISTEMA NO ENZIMATICO
ANTIOXIDANTE CON LAS TRES ESCALAS DE
GRAVEDAD

5.8.1. Escala SOFA

Alvalorarlas correlaciones entre la escala SOFAy los diferentes biomarcadores
del sistema no enzimatico antioxidante, alcanzaron diferencias significativas
el GSH E (r=-0,33; p=0,002)(Fig. 5.8.1.a.) y la relacién GSSG/GSH E (r= 0,27,
p= 0,01)(Figura 5.8.1.b.). Los valores de las correlaciones del resto de los
biomarcadores pueden observarse en la Tabla 5.8.1.

Figura 5.8.1.a. Correlacidn entre el nivel de GSH E y SOFA score en la poblacién de estudio.
(r=-0,33; p= 0,002).

Al valorar si esta relacidon observada entre la escala SOFA y GSH E es
lineal mediante el analisis de Regresién lineal simple observamos que el
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coeficiente Beta 1 (pendiente de la recta), tiene un valor de -0,837 logrando
un valor estadisticamente significativo (p=0,002). Esto expresa que por cada
0,837 nmol/g Hb que disminuya la concentracidon de GSH E se evidenciara un
incremento de 1 punto en la escala SOFA. Al analizar el ajuste del modelo entre
la prediccién y lo observado mediante el ajuste de bondad (R?) se evidencid
un valor bajo de R?= 0,109 (p=0,002), lo cual sugiere que aproximadamente
solo el 11% de los casos son correctamente pronosticados con este modelo.

Figura 5.8.1.b. Correlacion entre la relacion GSSG/GSH E y SOFA score en la poblacion de
estudio. (r=0,27; p=0,01).

Al valorar si esta relacion observada entre la escala SOFA y GSSG/GSH E
es lineal mediante el analisis de Regresidn lineal simple observamos que el
coeficiente Beta 1 (pendiente de la recta), tiene un valor de 0,951(p=0,001).
Sinembargo, al analizar el ajuste del modelo entre la predicciény lo observado
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mediante el ajuste de bondad (R?) se evidencié un valor muy bajo de R?=
0,074 (p=0,001), lo cual sugiere que sélo el 7% de los casos son correctamente
pronosticados con este modelo.

Tabla 5.8.1. Correlaciones de los biomarcadores del sistema no enzi-
matico antioxidante con la escala SOFA que no alcanzaron significancia

estadistica.

CORRELACION Pearson Spearman
(r; p) (Rho; p)

SOFA-GSSG E (0,14; 0,18) (0,14; 0,19)

SOFA-GSH P (-0,06; 0,57) (-0,03; 0,78)

SOFA-GSSG P (-0,06; 0,57) (-0,08; 0,42)

SOFA-(GSSG/GSH P) (-0,03; 0,75) (-0,02; 0,81)

r: coeficiente de correlacion de Pearson; Rho: coeficiente de correlacion de
Speaman. p= Valor de p . SOFA (Systemic Organ Failure Assessment).
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5.8.2. Escala SIRS

Al valorar las correlaciones entre la escala SIRS y los diferentes biomarcadores
del sistema no enzimatico antioxidante, alcanzaron diferencias significativas
el GSH E (r= -0,23; p=0,02)(Fig. 5.8.2.a.) y el GSH P (r= -0,21; p= 0,04)(Fig.
5.8.2.b.). Los valores de las correlaciones del resto de los biomarcadores
pueden observarse en la Tabla 5.8.2.

Figura 5.8.2.a. Correlacién entre nivel de GSH E y SIRS score en la poblacidon de estudio.
(r=-0,23; p=0,02).

Al valorar si esta relacion observada entre la escala SIRS y el GSH E es
lineal mediante el andlisis de Regresidn lineal simple observamos que el
coeficiente Beta 1 (pendiente de la recta), tiene un valor de -0,235 (p=0,02).
Al analizar el ajuste del modelo entre la prediccién y lo observado mediante
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el ajuste de bondad (R?) se evidencié un valor muy bajo de R?= 0,056 (p=0,02),
lo cual sugiere que sélo el 5% de los casos son correctamente pronosticados

con este modelo.

Figura 5.8.2.b. Correlacion entre nivel de GSH P y SIRS score en la poblacidon de estudio.
(r=-0,21; p=0,04).

Al valorar si esta relacion observada entre la escala SIRS y el GSH P es
lineal mediante el analisis de Regresidn lineal simple observamos que el
coeficiente Beta 1 (pendiente de la recta), tiene un valor de -2,73 (p=0,04). Sin
embargo, al analizar el ajuste del modelo entre la prediccion y lo observado
mediante el ajuste de bondad (R?) se evidencié un valor muy bajo de R?=
0,047 (p=0,04), lo cual sugiere que solo el 5% de los casos son correctamente
pronosticados con este modelo.
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Tabla 5.8.2. Correlaciones de los biomarcadores del sistema no enzimatico
antioxidante con la escala SIRS que no alcanzaron significancia estadistica.

p Pearson Spearman
CORRELACION T :’Rho: >
SIRS-GSSG E (-0,10; 0,92) (-0,08 ; 0,94)
SIRS-(GSSG/GSH E) (0,12; 0,27) (-0,10; 0,34)
SIRS-GSSG P (-0,75; 0,49) (-0,06; 0,58)
SIRS-(GSSG/GSH P) (0,07; 0,52) (0,12; 0,25)

r: coeficiente de correlacidn de Pearson; Rho: coeficiente de correlacion de Speaman.
p= Valor de p. SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome).

5.8.3. Escala APACHE Il

Las correlaciones (Pearson y Spearman) de los biomarcadores del sistema
no enzimatico antioxidante con la escala APACHE Il no lograron valores
significativos, como puede observarse en la Tabla 5.8.3.

Tabla 5.8.3. Correlaciones de los biomarcadores del sistema no antioxidante
con la escala APACHE II.

CORRELACION Pearson Spearman
(r; p) (Rho; p)
APACHE I1I-GSH E (-0,09; 0,39) (-0,09; 0,42)
APACHE 1I-GSSG E (0,01; 0,92) (0,03; 0,83)
APACHE 1I-GSSG/GSH E (0,02; 0,83) (0,06; 0,57)
APACHE II-GSH P (-0,10; 0,35) (-0,08; 0,44)
APACHE 11-GSSG P (0,55; 0,61) (0,06; 0,58)
APACHE 11-(GSSG/GSH P) (0,06; 0,56) (0,10; 0,36)

r: coeficiente de correlacion de Pearson; Rho: coeficiente de correlacion de Speaman.
p=Valor de p. APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation).
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5.9. ANALISIS DE ES:I'RES OXIDATIVO EN PACIENTES
CON NEUMONIA BACTERIANA (NOSOCOMIAL Y
COMUNITARIA) vs. VIRAL

5.9.1. Clasificacion de la poblacién

Del grupo de estudio (neumonia grave), 18 de 21 pacientes presentaron
neumonia grave bacteriana, de los cuales 6 correspondieron a neumonia
nosocomial y 12 a neumonia comunitaria. A este subgrupo de 18 pacientes
lo denominaremos “Grupo neumonia bacteriana (NB)”. Los 3 pacientes
restantes del grupo de estudio correspondieron a neumonia comunitaria por
virus [Influenza A (HIN1)v], y a este subgrupo lo denominaremos “Grupo
Gripe A”.

5.9.2. Caracteristicas Generales de ambos subgrupos

Las caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes de acuerdo a su
pertenencia al grupo de neumonias bacterianas (NB) y al grupo de neumonia
viral (Gripe A), se evidencian en la Tabla 5.9.2.

Tabla 5.9.2. Caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes pertenecientes a los

grupos Gripe Ay NB.
Gripe A NB
VARIABLES (n"=’3) T Valor p
Edad en afios, media (DE) 29,3(10,0) 60,3 (14,3) 0,01
APACHE Il, media (DE) 14,7 (4,0) 16,3 (4,4) 0,50
SOFA, media (DE) 3,7(3,0) 7,3(2,5) 0,03
SIRS, media (DE) 2,7 (0,5) 2,9 (0,6) 0,51
Sexo Masculino, n (%) 2(66,7) 15 (83,2) 0,48
Mortalidad UCI, n (%) 1(33,0) 5(27,8) 1,00
Mortalidad Hospital, n(%) 1(33,0) 7 (38,9) 1,00

Medias, desviaciones estandares (DE) y porcentajes (%) correspondientes a las caracteristicas generales
de los grupos de pacientes segun etiologia: grupo Gripe A (pacientes con neumonia por virus Influenza A
(HIN1)v y grupo NB (pacientes con neumonia bacteriana) al ingreso a UCI; APACHE II: Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ Failure Assessment; SIRS: Systemic Inflammatory
Response Syndrome; n: nimero de individuos; p: valor significativo < 0,05.
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Como puede observarse, los pacientes del grupo Gripe A fueron
significativamente mds jovenes que el grupo de NB.

Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el resto de
las caracteristicas clinicas entre ambos grupos a excepcién de la escala SOFA,
la cual fue significativamente menor en el grupo Gripe A, evidenciando un
menor compromiso de disfunciones organicas en estos pacientes.
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5.10. VARIACION TEMPORAL DE LOS BIOMARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO QUE LOGRAN DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS ENTRE PACIENTES CON NEUMONIA
BACTERIANA (Grupo NB) vs. NEUMONIA VIRAL (Grupo
Gripe A)

En los siguientes graficos se describe la variacion temporal de los
biomarcadores de estrés oxidativo que obtuvieron diferencias significativas
entre el grupo NB y el grupo Gripe A durante todo el periodo de estudio.

5.10.1. Variacién temporal de los TBARS E

Los niveles de TBARS E han sido significativamente superiores en los pacientes
del grupo NB al ingreso a UCI, al tercer dia y al alta de UCI respecto de los
pacientes del grupo Gripe A. Figura 5.10.1.

Figura 5.10.1. Variacion temporal de los niveles de TBARS eritrocitarios (E) en los grupos
analizados: grupo Neumonia Bacteriana y grupo Gripe A. Los valores se expresan en medianas
(p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI.
(*p <0,001; ?p= 0,002; *p=0,005)
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5.10.2. Variacion temporal de los TBARS P

De forma similar, los niveles de los TBARS P han sido mas elevados en el
grupo NB al ingreso, al tercer dia y al alta de UCI respecto del grupo Gripe A.
Figura 5.10.2.

Figura 5.10.2. Variacién temporal de los niveles de TBARS plasmaticos (P) en los grupos
analizados: grupo Neumonia Bacteriana y grupo Gripe A. Los valores se expresan en medianas
(p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI.
(*p=0,02; ?p=0,02; #p=0,02).
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5.10.3. Variacion temporal de la GR

Los valores de la actividad de la GR han sido significativamente superiores
en el grupo Gripe A al ingreso, al tercer dia y al alta de UCI respecto de los
pacientes con NB. Figura 5.10.3.

Figura 5.10.3. Variacién temporal de la actividad de la glutatién reductasa (GR) en los grupos
analizados: grupo Neumonia Bacteriana y grupo Gripe A. Los valores se expresan en medianas
(p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI.
(*p=0,007; °p= 0,001; “p=0,001).
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5.10.4. Variacion temporal del GSSG P

Los niveles del GSSG P también han sido significativamente superiores en
los pacientes del grupo Gripe A tanto al ingreso, al dia 3 como al alta de UCI
respecto de los pacientes del grupo NB. Figura 5.10.4.

Figura 5.10.4. Variacién temporal de los niveles del GSSG plasmatico (P) en los grupos
analizados: grupo Neumonia Bacteriana y grupo Gripe A. Los valores se expresan en medianas
(p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI.
(*p=0,01; ®°p = 0,01; *p= 0,001).

Resultados 133



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

1366-2011

DL:T.

5.10.5. Variacion temporal de la relacion GSSG/GSH P

Los niveles de la relacién GSSG/GSH P también han sido mas elevados en
el grupo de pacientes con Gripe A, aunque solo han alcanzado significacion
al ingreso y al alta de UCI respecto de los pacientes del grupo NB. Figura
5.10.5.

Figura 5.10.5. Variacion temporal de la relacién GSSG/GSH plasmatico (P) en los grupos
analizados: grupo Neumonia Bacteriana y grupo Gripe A. Los valores se expresan en medianas
(p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI.
(*p= 0,007; *p= 0,001).
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5.10.6. Variacion temporal de la GPx

Los valores de la actividad de la GPx han sido mds elevados en los pacientes
con Gripe A, aunque esta diferencia soélo ha logrado significacion estadistica
al dia 3 respecto del grupo NB. Figura 5.10.6.

Figura 5.10.6. Variacién temporal de la actividad de la GPx (glutation peroxidasa) en los grupos
analizados: grupo Neumonia Bacteriana y grupo Gripe A. Los valores se expresan en medianas
(p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI.
(°p =0,01).
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5.11. BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO DEL Grupo
NB vs. Grupo Gripe A
Las tablas 5.11.1; 5.11.2 y 5.11.3 muestras los valores medios de los
biomarcadores de estrés oxidativo analizados en el grupo de pacientes con
neumonia bacteriana (NB) y el grupo de pacientes con neumonia viral (Gripe
A) al ingreso en UCI, al dia 3 y al alta de UCI respectivamente.En dichas tablas
se incluyen también los biomarcadores que lograron diferencias signifcativas,
los cuales fueron representados mediante diagramas de cajas en el apartado
5.10.
Tabla 5.11.1. Biomarcadores de estrés oxidativo en los pacientes pertenecientes a los grupos
Gripe Ay NB al ingreso a UCI.
Gripe A (n=3) NB (n=18)

BIOMARCADORES media (DE) media (DE)

TBARS E (nmol/g Hb) 0,9(0,1) 2,4(1,4) <0,001

GSH E (umol/g Hb) 2,8(0,3) 2,4 (1,1) 0,33

GSSG E (umol/g Hb) 1,5(0,2) 1,3(0,4) 0,39

GSSG/GSH E 0,5(0,1) 0,9 (1,0) 0,10

GR E (umol/min/g Hb) 9,2(7,5) 3,5(1,7) 0,007

GPx E (pmol/min/g Hb) 33,9 (6,5) 26,8 (10,7) 0,11

SOD E (U/g Hb) 1158,4 (81,8)  1676,5 (616,3) 0,14

CAT E (mmol/min/g Hb) 191,1 (40,6) 221,0(53,2) 0,30

SOD/CATE 6,2 (1,7) 8,1(4,1) 0,24

SOD/(CAT+GPx) E 5,3(1,3) 7,6 (4,0) 0,36

TBARS P (nmol/ml) 0,6 (0,1) 1,8(0,8) 0,02

GSH P (nmol/ml) 14,4(3,2) 20,3 (8,8) 0,06

GSSG P (nmol/ml) 26,6 (4,3) 14,7(7,1) 0,01

GSSG/GSH P 1,8(0,2) 1,0(0,8) 0,007
Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmatico; grupo Gripe A (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo
NB (pacientes con neumonia bacteriana). p: valor significativo < 0,05.
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Tabla 5.11.2. Biomarcadores de estrés oxidativo en los pacientes pertenecientes a los grupos

Gripe Ay NB al tercer dia del ingreso a UCI.

Gripe A (n=3)
BIOMARCADORES media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 1,2 (0,2)
GSH E (umol/g Hb) 2,4(1,1)
GSSG E (umol/g Hb) 1,2(0,2)
GSSG/GSH E 0,5(0,2)
GR E (umol/min/g Hb) 9,7 (7,6)
GPx E (umol/min/g Hb) 34,4 (3,7)
SOD E (U/g Hb) 1435,3 (346,1)

CAT E (mmol/min/g Hb) 266,4 (94,7)

SOD/CAT E 33,1
SOD/(CAT+GPx) E 5,1(1,8)
TBARS P (nmol/ml) 0,6 (0,1)
GSH P (nmol/ml) 14,9 (7,4)
GSSG P (nmol/ml) 20,9 (2,5)
GSSG/GSH P 1,8 (1,0)

NB (n=18)

media (DE)

2,7(1,7)
2,4(1,4)
1,1(0,5)
1,0 (1,2)
3,2(1,1)
24,7 (11,0)
1818,7 (527,4)
241,0 (32,5)
7,5(2,0)
6,8(1,7)
2,0(0,9)
20,8(9,3)
14,5(7,1)
0,9 (0,7)

Valor p

0,002
0,97
0,60
0,11

0,001
0,01
0,12
0,34
0,10
0,18
0,02
0,34
0,01

0,14

Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmatico; grupo Gripe A (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)vy grupo
NB (pacientes con neumonia bacteriana). p: valor significativo < 0,05.
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Tabla 5.11.3. Biomarcadores de estrés oxidativo en los pacientes pertenecientes a los grupos
Gripe Ay NB al alta de UCI.

Gripe A (n=3) NB (n=18) Valor p
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 1,1(0,2) 2,8(1,7) 0,005
GSH E (umol/g Hb) 3,0(0,4) 2,6 (1,5) 0,32
GSSG E (umol/g Hb) 1,6 (0,3) 1,1(0,5) 0,11
GSSG/GSH E 0,5(0,1) 1,1(1,4) 0,10
GR E (umol/min/g Hb) 10,2 (6,5) 3,5(1,0) 0,001
GPx E (umol/min/g Hb) 34,3 (10,7) 28,2 (10,9) 0,42
SOD E (U/g Hb) 1988,3 (934,3) 2019,5 (778,4) 0,97
CAT E (mmol/min/g Hb) 288,5 (86,7) 238,3(69,1) 0,34
SOD/CAT E 6,7 (1,2) 8,9 (3,7) 0,13
SOD/(CAT+GPx) E 5,9 (1,4) 7,9 (3,3) 0,16
TBARS P (nmol/ml) 0,7 (0,1) 1,8(0,6) 0,02
GSH P (nmol/ml) 18,3 (6,6) 19,9 (8,5) 0,77
GSSG P (nmol/ml) 27,9 (5,2) 11,5 (6,0) 0,001
GSSG/GSH P 1,6 (0,4) 0,7 (0,4) 0,01
Los valores estdn expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmatico; grupo Gripe A (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo
NB (pacientes con neumonia bacteriana). p: valor significativo < 0,05.
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5.12. ANALISIS DE ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON
NEUMONIA NOSOCOMIAL vs. VIRAL

5.12.1. Caracteristicas generales de ambos grupos
Las caracteristicas generales al ingreso de los pacientes de acuerdo a su

pertenencia al grupo de neumonia nosocomial (NN) y al grupo de neumonia
viral (NV), se evidencian en la Tabla 5.12.1.

Tabla 5.12.1 Caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes pertenecientes a los
grupos neumonia viral (NV) y neumonia nosocomial (NN).

VARIABLES

Edad en afios, media (DE) 29,3(10,0) 57,5 (5,8) 0,01
APACHE II, media (DE) 14,7 (4,0) 16,3 (5,8) 0,60
SOFA, media (DE) 3,7(3,0) 7,8(2,2) 0,05
SIRS, media (DE) 2,7(0,5) 2,7 (0,5) 1,02
Sexo Masculino, n (%) 2(66,7) 5(83,3) 1,06
Mortalidad UCI, n (%) 1(33,0) 2 (33,3) 1,00
Mortalidad Hospital, n (%) 1(33,0) 3 (50,0) 1,00

Medias, desviaciones estandares (DE) y porcentajes (%) correspondientes a las caracteristicas generales
de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia nosocomial (NN) y neumonia viral (NV) al
ingreso a UCI; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ
Failure Assessment; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; n: nimero de individuos; p: valor
significativo < 0,05.

Como puede observarse, los pacientes con neumonia viral fueron
significativamente mas jévenes que los del grupo de neumonia nosocomial.
También se evidencid un nivel significativamente superior en la escala SOFA
en el grupo de pacientes con NN respecto de los pacientes con neumonia
viral.
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5.13. VARIACION TEMPORAL DE LOS BIOMARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO QUE LOGRAN DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS ENTRE PACIENTES CON NEUMONIA
NOSOCOMIAL vs. NEUMONIA VIRAL

Se analizaron las variaciones temporales de los biomarcadores de estrés
oxidativo que obtuvieron diferencias significativas entre el grupo de pacientes
con neumonia nosocomial (NN) y el grupo de pacientes con neumonia viral
(NV) durante todo el periodo de estudio. A continuacion, se mostraran en
graficos de manera individual cada uno de los biomarcadores.

5.13.1. Variacion temporal del GSSG E

Los niveles del GSSG E fueron superiores en el grupo de pacientes con NV
respecto de NN pero esta diferencia sélo ha logrado significacion estadisitica
al alta de UCI. Figura 5.13.1.

Figura 5.13.1. Variacion temporal de los niveles del GSSG eritrocitario (E) en los grupos
analizados: grupo neumonia nosocomial (NN); grupo neumonia viral (NV). Los valores se
expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI;
D1: dia 3; D2: alta de UCI. *p=0,01.
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5.13.2. Variacion temporal del GSSG P

Los niveles del GSSG P han mostrado diferencias significativas al alta de UCI
entre los pacientes con neumonia nosocomial y los pacientes con neumonia
viral. Figura 5.13.2.

Figura 5.13.2. Variacién temporal de los niveles de GSSG plasmatico (P) en los grupos
analizados: grupo neumonia nosocomial (NN); grupo neumonia viral (NV). Los valores se
expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI;
D1: dia 3; D2: alta de UCI. "p=0,03.
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5.13.3. Variacion temporal de los TBARS P

Los niveles de los TBARS P fueron significativamente superiores al ingreso, al
dia 3 y al alta de UCI en los pacientes con neumonia nosocomial respecto de
los pacientes con neumonia viral. Figura 5.13.3.

Figura 5.13.3. Variacion temporal de los niveles de TBARS plasmatico (P) en los grupos
analizados: grupo neumonia nosocomial (NN); grupo neumonia viral (NV). Los valores se
expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI;
D1: dia 3; D2: alta de UCI. (*p=0,02; °p = 0,01; “p= 0,05).
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5.13.4. Variacion temporal de la GPx

La actividad de la GPx fue superior en los pacientes con neumonia viral
respecto de la neumonia nosocomial pero esta diferencia sélo logré
significacidn estadistica al dia 3 del ingreso a UCI. Figura 5.13.4.

Figura 5.13.4. Variacién temporal de la actividad de la GPx (glutation peroxidasa) en los grupos
analizados: grupo neumonia nosocomial (NN); grupo neumonia viral (NV). Los valores se
expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO: ingreso a UCI;
D1: dia 3; D2: alta de UCI. ?p=0,02.
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5.14. BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
NEUMONIA NOSOCOMIAL vs. NEUMONIA VIRAL
En las Tablas 5.14.1; 5.14.2 y 5.14.3 se muestran los valores medios de los
biomarcadores de estrés oxidativo en el grupo de pacientes con Neumonia
Nosocomial (NN) y el grupo de pacientes con Neumonia Viral (NV) al ingreso
a UCl, al dia 3 y al alta de UCI respectivamente. En dichas tablas se incluyen
también los biomarcadores que lograron diferencias signifcativas, los cuales
fueron representados mediante diagramas de cajas en el apartado 5.13.
Tabla 5.14.1. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes del grupo Neumonia
Nosocomial (NN) y de los pacientes del grupo Neumonia Viral (NV) al ingreso a UCI.
NV (n=3) NN (n=6) Valor p
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 0,9 (0,08) 1,5 (1,0) 0,21
GSH E (umol/g Hb) 2,8(0,3) 2,8(0,9) 0,98
GSSG E (umol/g Hb) 1,5(0,2) 1,2 (0,3) 0,20
GSSG/GSH E 0,5(0,1) 0,5 (0,1) 0,55
GR E (umol/min/g Hb) 9,2(7,5) 3,2(0,9) 0,08
GPx E (pmol/min/g Hb) 33,9 (6,5) 22,4 (12,6) 0,10
SOD E (U/g Hb) 1158,4 (81,8) 1750,0 (768,1) 0,13
CAT E (mmol/min/g Hb) 191,1 (40,6) 188,2 (33,1) 0,87
SOD/CAT E 6,2 (1,7) 9,6 (4,7) 0,11
SOD/(CAT+GPx) E 5,3 (1,3) 8,3 (3,6) 0,14
TBARS P (nmol/ml) 0,6 (0,1) 1,6 (0,7) 0,02
GSH P (nmol/ml) 14,4(3,2) 17,8 (5,2) 0,24
GSSG P (nmol/ml) 26,6 (4,3) 20,4 (8,4) 0,11
GSSG/GSH P 1,8(0,2) 1,3(0,7) 0,17
Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmatico; grupo NV (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo NN
(pacientes con neumonia nosocomial). p: valor significativo < 0,05.
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Tabla 5.14.2. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes del grupo Neumonia
Nosocomial (NN) y de los pacientes del grupo Neumonia Viral (NV) al dia 3 del ingreso a UCI.

NV (n=3) NN (n=6)

BIOMARCADORES media (DE) media (DE)

TBARS E (nmol/g Hb) 1,2 (0,2) 1,8 (0,8) 0,21
GSH E (umol/g Hb) 2,4(1,1) 3,0(1,0) 0,44
GSSG E (umol/g Hb) 1,2(0,2) 1,1(0,5) 0,67
GSSG/GSH E 0,5(0,2) 0,4(0,1) 0,20
GR E (umol/min/g Hb) 9,7 (7,6) 3,8(1,2) 0,08
GPx E (umol/min/g Hb) 34,4 (3,7) 17,4 (12,7) 0,02
SOD E (U/g Hb) 1435,3 (346,1)  1765,8 (563,9) 0,34
CAT E (mmol/min/g Hb) 266,4 (94,7) 230,1 (27,5) 0,30
SOD/CAT E 5,8(2,1) 7,7 (2,6) 0,31
SOD/(CAT+GPx) E 5,1(1,8) 7,1(2,2) 0,25
TBARS P (nmol/ml) 0,6 (0,05) 1,8(0,8) 0,01
GSH P (nmol/ml) 14,9 (7,4) 18,7 (4,5) 0,32
GSSG P (nmol/ml) 20,9 (2,5) 19,1 (7,9) 0,65
GSSG/GSH P 1,8 (1,0) 1,1 (0,6) 0,20

Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmatico; grupo NV (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo NN
(pacientes con neumonia nosocomial). p: valor significativo < 0,05.
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Tabla 5.14.3. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes del grupo Neumonia
Nosocomial (NN) y de los pacientes del grupo Neumonia Viral (NV) al alta de UCI.
NV (n=3) NN (n=6)
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 1,1(0,2) 2,3(1,8) 0,21
GSH E (umol/g Hb) 3,0(0,4) 3,3 (1,4) 0,77
GSSG E (umol/g Hb) 1,6 (0,3) 0,8(0,2) 0,01
GSSG/GSH E 0,5(0,2) 0,3(0,1) 0,06
GR E (umol/min/g Hb) 10,2 (6,5) 4,2 (1,1) 0,11
GPx E (umol/min/g Hb) 34,3 (10,7) 23,9 (15,6) 0,35
SOD E (U/g Hb) 1988,3 (934,3) 1730,7 (739,5) 0,60
CAT E (mmol/min/g Hb) 288,5 (86,) 208,2 (49,2) 0,12
SOD/CATE 6,7 (1,3) 8,1(2,2) 0,30
SOD/(CAT+GPx) E 5,9(1,5) 7,2 (1,9) 0,36
TBARS P (nmol/ml) 0,7(0,1) 1,6 (0,6) 0,05
GSH P (nmol/ml) 18,3 (6,6) 19,7 (9,6) 0,80
GSSG P (nmol/ml) 27,9 (5,2) 16,9 (5,1) 0,03
GSSG/GSH P 1,6 (0,5) 1,0(0,5) 0,14
Los valores estdn expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmético; grupo NV (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo NN
(pacientes con neumonia nosocomial). p: valor significativo < 0,05.
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5.15. ANALISIS DE ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON
NEUMONIA COMUNITARIA BACTERIANA vs. VIRAL

5.15.1. Caracteristicas generales de ambos grupos
Las caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes de acuerdo a su

pertenencia al grupo de neumonia comunitaria bacteriana (NCB) y al grupo
de neumonia viral (NV), se evidencian en la Tabla 5.15.1.

Tabla 5.15.1 Caracteristicas generales al ingreso a UCI de los pacientes pertenecientes a los
grupos neumonia viral (NV) y neumonia comunitaria bacteriana (NCB)

VARIABLES

Edad en afios, media (DE) 29,3 (10,0) 61,8 (14,8) 0,004
APACHE II, media (DE) 14,7 (4,0) 16,3 (3,9) 0,50
SOFA, media (DE) 3,7 (3,0) 7,0 (2,7) 0,08
SIRS, media (DE) 2,7 (0,5) 3,0(0,7) 0,42
Sexo Masculino, n (%) 2(66,7) 10 (83,3) 0,51
Mortalidad UCI, n (%) 1(33,0) 3(25,0) 1,00
Mortalidad, Hospital, n (%) 1(33,0) 4 (33,3) 1,00

Medias, desviaciones estandares (DE) y porcentajes (%) correspondientes a las caracteristicas generales
de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia viral (NV) y neumonia comunitaria bacteriana
(NCB) al ingreso a UCI; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation; SOFA: Sequential Organ
Failure Assessment; SIRS: Systemic Inflammatory Response Syndrome; n: nimero de individuos; p: valor
significativo < 0,05.

Como puede observarse, los pacientes con neumonia viral fueron
significativamente mas jovenes que el grupo de neumonia comunitaria
bacteriana.

En el resto de caracteristicas generales no hubieron diferencias
significativas pero se evidencié una tendencia en los pacientes con NV a tener
un menor compromiso de disfunciones organicas (p= 0,08) con respecto a los
pacientes con NCB.
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5.16. VARIACION TEMPORAL DE LOS BIOMARCADORES
DE ESTRES OXIDATIVO QUE LOGRAN DIFERENCIAS
SIGNIFICATIVAS ENTRE PACIENTES CON NEUMONIA
COMUNITARIA BACTERIANA Y NEUMONIA VIRAL

En los siguientes graficos se describen las variaciones temporales de los
biomarcadores de estrés oxidativo que obtuvieron diferencias significativas
entre el grupo de pacientes con neumonia comunitaria bacteriana (NCB) y
el grupo de pacientes con neumonia viral (NV) durante todo el periodo de
estudio.

5.16.1. Variacion temporal de los TBARS P

Los niveles de los TBARS P han sido significativamente mayores en los
pacientes con NCB al ingreso, al dia 3 y al alta de UCl respecto de los pacientes
con NV. Figura 5.16.1.

Figura 5.16.1. Variacion temporal de los niveles de TBARS plasmaticos (P) en los grupos
analizados: grupo neumonia comunitaria bacteriana (NCB); grupo neumonia viral (NV). Los
valores se expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO:
ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI. (*p=0,01; °p = 0,02; #p=0,02).
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5.16.2. Variacion temporal de los TBARS E

Los valores de los niveles de los TBARS E también fueron mds elevados en
los pacientes con NCB al ingreso, al dia 3 y al alta de UCI respecto de los
pacientes con neumonia viral (NV). Figura 5.16.2.

Figura 5.16.2. Variacién temporal de los niveles de TBARS eritrocitarios (E) en los grupos
analizados: grupo neumonia comunitaria bacteriana (NCB); grupo neumonia viral (NV). Los
valores se expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO:
ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI. (*p=0,001; °p = 0,005; "p=0,01).
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5.16.3. Variacion temporal de la GR

Los valores de la actividad de la GR mostraron ser significativamente
superiores en los pacientes con NV al ingreso, al dia 3 y al alta de UCl respecto
de los pacientes con NCB. Figura 5.16.3.

Figura 5.16.3. Variacion temporal de la actividad de la glutatidn reductasa (GR) en los grupos
analizados: grupo neumonia comunitaria bacteriana (NCB); grupo neumonia viral (NV). Los
valores se expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO:
ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI. (*p=0,03; °p = 0,006; “p=0,006).
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5.16.4. Variacion temporal del GSSG P

De igual forma, los valores del GSSG P fueron significativamente superiores
en los pacientes con NV al ingreso, al dia 3 y al alta de UCI respecto de los
pacientes con NCB. Figura 5.16.4.

Figura 5.16.4. Variacién temporal de los niveles del GSSG plasmatico (P) en los grupos
analizados: grupo neumonia comunitaria bacteriana (NCB); grupo neumonia viral (NV). Los
valores se expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO:
ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI. (*p=0,01; °p = 0,02; "p=0,01).
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5.16.5. Variacion temporal de la relacion GSSG/GSH P

Los valores de la relacion GSSG/GSH P también fueron superiores en los
pacientes con NV respecto de los pacientes con NCB, pero dicha diferencia
s6lo alcanzo significacidn estadistica al ingreso y alta de UCI. Figura 5.16.5.

Figura 5.16.5. Variacion temporal de la relacién GSSG/GSH plasmatico (P) en los grupos
analizados: grupo neumonia comunitaria bacteriana (NCB); grupo neumonia viral (NV). Los
valores se expresan en medianas (p50), minimos, maximos y percentiles (p25; p75). DO:
ingreso a UCI; D1: dia 3; D2: alta de UCI. (*p= 0,009; “p=0,03).
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5.17. BIOMARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN
NEUMONIA COMUNITARIA BACTERIANA vs.
NEUMONIA VIRAL

Las tablas 5.17.1; 5.17.2 y 5.17.3 muestras los valores medios de los
biomarcadores de estrés oxidativo analizados en el grupo de pacientes con
neumonia comunitaria bacteriana (NCB)y el grupo de pacientes con neumonia
viral (NV) al ingreso a UCI, al dia 3 y al alta de UCI respectivamente. En dichas
tablas se incluyen también los biomarcadores que lograron diferencias
signifcativas, los cuales fueron representados mediante diagramas de cajas
en el apartado 5.16.

Tabla 5.17.1. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes del grupo Neumonia Viral
(NV) y de los pacientes del grupo Neumonia Comunitaria Bacteriana (NCB) al ingreso a UCI.

NV (n=3) NCB (n=12)
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 0,9 (0,08) 2,9(1,4) 0,001
GSH E (umol/g Hb) 2,8(0,3) 2,3(1,3) 0,52
GSSG E (umol/g Hb) 1,5 (0,2) 1,4 (0,4) 0,50
GSSG/GSH E 0,5(0,1) 1,2 (1,2) 0,07
GR E (umol/min/g Hb) 9,2(7,5) 3,8(2,0) 0,03
GPx E (umol/min/g Hb) 33,9 (6,5) 29,0 (9,7) 0,31
SOD E (U/g Hb) 1158,4 (81,8) 1639,8 (560,7) 0,11
CAT E (mmol/min/g Hb) 191,1 (40,6) 277,5 (54,7) 0,10
SOD/CAT E 6,2 (1,7) 7,4 (3,8) 0,42
SOD/(CAT+GPx) E 5,3 (1,3) 7,2 (4,2) 0,20
TBARS P (nmol/ml) 0,6(0,1) 1,9(0,8) 0,01
GSH P (nmol/ml) 14,4(3,2) 21,6 (10,1) 0,23
GSSG P (nmol/ml) 26,6 (4,3) 11,5 (4,3) 0,01
GSSG/GSH P 1,8(0,2) 0,9(0,9) 0,009

Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes; E:
eritrocitario; P: plasmatico; grupo NV (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)vy grupo NCB
(pacientes con neumonia comunitaria bacteriana). p: valor significativo < 0,05.
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Tabla 5.17.2. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes del grupo Neumonia Viral
(NV) y de los pacientes del grupo Neumonia Comunitaria Bacteriana (NCB) al dia 3 del ingreso
a UCL.

NV (n=3) NCB (n=12) Valor p

BIOMARCADORES media (DE) media (DE)

TBARS E (nmol/g Hb) 1,2 (0,2) 3,1(1,9) 0,005
GSH E (umol/g Hb) 2,4 (1,1) 2,2 (1,5) 0,78
GSSG E (umol/g Hb) 1,2(0,2) 1,1 (0,5) 0,75
GSSG/GSH E 0,5(0,2) 1,3 (1,3) 0,09
GR E (umol/min/g Hb) 9,7(7,6) 3,0(1,0) 0,006
GPx E (umol/min/g Hb) 34,4 (3,7) 28,4 (8,4) 0,11
SOD E (U/g Hb) 1435,3 (346,1)  1845,1 (532,0) 0,25
CAT E (mmol/min/g Hb)  266,4 (94,7) 246,5 (34,4) 0,50
SOD/CAT E 5,8(2,1) 7,5(1,7) 0,14
SOD/(CAT+GPx) E 5,1(1,8) 6,7 (1,6) 0,10
TBARS P (nmol/ml) 0,6 (0,05) 2,2(1,0) 0,02
GSH P (nmol/ml) 14,9 (7,4) 21,9 (11,1) 0,22
GSSG P (nmol/ml) 20,9 (2,5) 12,2 (5,8) 0,02
GSSG/GSH P 1,8 (1,0) 0,9 (0,8) 0,13

Los valores estan expresados en medias y desviaciones estandares (DE); n= nimero de pacientes;
E: eritrocitario; P: plasmatico; grupo NV (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo
NCB (pacientes con neumonia comunitaria bacteriana). p: valor significativo < 0,05.
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Tabla 5.17.3. Biomarcadores de estrés oxidativo de los pacientes del grupo Neumonia Viral
(NV) y de los pacientes del grupo Neumonia Comunitaria Bacteriana (NCB) al alta de UCI.

NV (n=3) NCB (n=12)
BIOMARCADORES media (DE) media (DE)
TBARS E (nmol/g Hb) 1,1(0,2) 3,0(1,7) 0,01
GSH E (umol/g Hb) 3,0 (0,4) 2,2 (1,6) 0,11
GSSG E (umol/g Hb) 1,6 (0,3) 1,3(0,6) 0,26
GSSG/GSH E 0,5(0,1) 1,5 (1,5) 0,14
GR E (umol/min/g Hb) 10,2 (6,5) 3,1(0,8) 0,006
GPx E (umol/min/g Hb) 34,3 (10,7) 30,2 (8,5) 0,50
SOD E (U/g Hb) 1988,3 (934,3) 2147,9 (802,3) 0,77
CAT E (mmol/min/g Hb)  288,5 (86,7) 251,7 (74,8) 0,43
SOD/CAT E 6,7 (1,2) 9,3(4,3) 0,15
SOD/(CAT+GPx) E 5,9 (1,4) 8,3 (3,8) 0,20
TBARS P (nmol/ml) 0,7 (0,1) 1,9 (0,6) 0,02
GSH P (nmol/ml) 18,3 (6,6) 20,0 (8,6) 0,72
GSSG P (nmol/ml) 27,9 (5,2) 9,2 (5,4) 0,01
GSSG/GSH P 1,6 (0,4) 0,6 (0,4) 0,03

Los valores estan expresados en medias y desviaciones estdndares (DE); n= nimero de pacientes;
E: eritrocitario; P: plasmatico; grupo NV (pacientes con neumonia por virus Influenza A (HIN1)v y grupo
NCB (pacientes con neumonia comunitaria bacteriana). p: valor significativo < 0,05.
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5.18. ANALISIS COMPARATIVO DE ESTRES OXIDATIVO
ENTRE PACIENTES CON NEUMONI{A BACTERIANA vs.
CONTROLES (IAM)

Anadlisis entre pacientes con neumonia bacteriana vs. controles

Los valores obtenidos de los biomarcadores de lipoperoxidacion, del sistema
enzimatico antioxidante y del sistema no enzimatico antioxidante en el grupo
de pacientes con neumonia bacteriana (comunitaria y nosocomial) y el grupo
control (IAM), correspondientes al Dia 1, dia 3 y alta de UCl se detallan en las
Tablas 5.18.a, 5.18.b, 5.18.c respectivamente.

Tabla 5.18.a. Biomarcadores de lipoperoxidacidn en los pacientes con neumonia bacteriana
(NB) y pacientes control (IAM) durante el periodo de estudio.

NB (n=18) IAM (n=12)

Valor p
Periodo

BIOMARCADORES Estudio

n (media + DE) n (media + DE)

TBARS P (nmol/ml)

DO
D1
Alta UCI

18 (1,8 + 0,8)
18 (2,1+0,9)
18 (1,8 + 0,6)

12 (1,2+0,5)
12 (1,4 +0,7)
12 (1,3+0,5)

0,02
0,04
0,11

TBARS E (nmol/g Hb)

DO
D1
Alta UCI

18 (2,5 + 1,4)
18(2,7+1,7)
18(2,8+1,7)

12(1,7+1,1)
12 (2,0+0,9)
12 (2,1+1,4)

0,15
0,17
0,39

Valores de medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores de lipoperoxidacion en plasma (P)
y eritrocitos (E) de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia bacteriana (NB) y grupo control
IAM: Infarto Agudo de Miocardio) durante el periodo de estudio: DO: Ingreso a UCI; D1: dia 3 y alta de UCI;
n: nimero de individuos; p: valor significativo < 0,05.

Al comparar los biomarcardores de lipoperoxidacion entre los pacientes
con NB y el grupo control, se encontraron valores significativamente mas
elevados de los TBARS plasmaticos en el grupo de pacientes con NB al ingreso
a UClyal dia 3.

A pesar de que el resto de valores no fueron diferentes de forma
significativa, se observé una tendencia, por parte del grupo de NB, a valores
superiores con respecto al grupo control.
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Tabla 5.18.b. Biomarcadores del Sistema Enzimdtico Antioxidante en los pacientes con
neumonia bacteriana (NB) y pacientes control (IAM) durante el periodo de estudio.

NB (n=18) IAM (n=12)
. Valor
Periodo P
BIOMARCADORES  Estudio n (media + DE) n (media + DE)
DO 18 (1676,5 + 616,3) 12 (2370,7 + 889,9) 0,02
SOD E(U/g Hb) D1 18 (1818,7 + 527,4) 12 (2203,2 + 571,3) 0,04
Alta UCI  18(2019,5+778,4) 12 (1846,9 + 462,2) 0,11
DO 18(221,0+13,3)  12(236,5 + 64,8) 0,48
CAT E (mmol/min(g Hb) D1 18 (241,0 + 32,5) 12 (231,3 +44,5) 0,49
AltaUCl  18(238,3+69,1) 12 (258,2 +32,0) 0,51
DO 18 (8,1+4,1) 12 (11,1 +5,9) 0,17
SOD/CAT D1 18 (7,5 +2,0) 12 (10,0 + 3,5) 0,02
Alta UCI 18 (8,9 +3,7) 12 (7,4+2,7) 0,39
DO 18 (7,5 + 4,0) 12 (10,0 + 5,3) 0,15
SOD/(CAT+GPx) D1 18 (6,8+1,7) 12(9,1+3,3) 0,02
Alta UCI 18 (7,9 + 3,3) 12 (6,6 + 2,6) 0,42
DO 18 (3,6 +1,7) 12 (3,3+1,3) 0,66
GR E (umol/min/gHb) D1 18 (3,3+ 1,1) 12 (2,7 +0,8) 0,18
Alta UCI 18 (3,5 + 1,0) 12 (2,9+0,9) 0,27
DO 18 (26,8 +10,7) 12 (27,5 +11,5) 0,78
GPx E (umol/min/gHb) D1 18 (24,7 +11,0) 12 (25,0 +12,9) 0,93
Alta UCI 18 (28,3 +10,9) 12 (30,0 +14,1) 0,76

Valores de medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores del sistema enzimatico
antioxidante en eritrocitos (E) de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia bacteriana (NB) y
grupo control IAM: Infarto Agudo de Miocardio) durante el periodo de estudio: DO: Ingreso a UCI; D1: dia
3y alta de UCI; n: nimero de individuos; p: valor significativo < 0,05.

Al observar los resultados de las comparaciones del sistema enzimatico
antioxidante entre ambos grupos, se evidencian valores significativamente
mas bajos de la actividad de la SOD en el grupo de NB al momento del ingreso
a UCI hasta el dia 3 inclusive. Al alta de UCI este grupo mantiene un valor
menor que el grupo control pero sin alcanzar significacion estadistica. Estos
resultados se acompafian de niveles mas bajos de las relaciones SOD/CAT y
[SOD/(CAT + GPx)] en los pacientes con neumonia bacteriana al dia 3.
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Tabla 5.18.c. Biomarcadores del Sistema No Enzimdtico Antioxidante en los pacientes con
neumonia bacteriana (NB) y pacientes control (IAM) durante el periodo de estudio.

NB (n=18) IAM (n=12) Valor p
Periodo
BIOMARCADORES Estudio n(media+ DE) n (media+ DE)
DO 18 (2,4 +1,2) 12 (3,2 +1,3) 0,08
GSH E(umol/g Hb) D1 18 (2,4 + 1,4) 12 (3,3 +1,6) 0,10
Alta UCI 18(2,5 + 1,6) 12 (3,3+1,8) 0,32
DO 18 (1,3 +0,4) 12 (1,3+0,7) 0,96
GSSG E (umol/g Hb) D1 18(1,1+0,5) 12 (1,1+0,5) 0,89
Alta UCI 18 (1,1+0,5) 12 (1,3+0,6) 0,43
DO 18 (0,9 +1,0) 12(0,6 +0,8) 0,40
GSSG/GSH E D1 18 (1,0 +1,2) 12 (0,6 +0,7) 0,37
Alta UCI 18(1,1+1,4) 12 (0,7 +1,0) 0,59
DO 18(20,3+8,8) 12(29,5+11,4) 0,01
GSH P (nmol/ml) D1 18 (20,8 +9,4) 12(28,0+10,8) 0,06
Alta UCI 18 (19,9+8,6) 12(37,2+17,3) 0,009
DO 18 (14,5 + 7,8) 12 (17,3 +13,0) 0,44
GSSG P (nmol/ml) D1 18 (14,5+7,2)  12(16,1+8,4) 0,57
Alta UCI 18 (11,6 + 6,0) 12 (14,9 +7,5) 0,30
DO 18 (1,0 +0,8) 12 (0,8 + 1,0) 0,55
GSSG/GSH P D1 18 (0,9 +0,7) 12 (0,7 +0,5) 0,32
Alta UCI 18 (0,7 +0,5) 12 (0,6 + 0,6) 0,68

Valores de medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores del sistema no enzimatico
antioxidante en plasma (P) y eritrocitos (E) de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia
bacteriana (NB) y grupo control IAM: Infarto Agudo de Miocardio) durante el periodo de estudio: DO:
Ingreso a UCI; D1: dia 3 y alta de UCI; n: nimero de individuos; p: valor significativo < 0,05.

Sélo se encontraron diferencias significativas en las concentraciones
plasmaticas del GSH al ingreso y al alta de UCI, siendo mas bajos en los
pacientes con NB. De todas formas, aunque al tercer dia el resultado del GSH
P no es significativo, mantiene la misma tendencia (p= 0,06) al mantener un
valor inferior con respecto al grupo control.

También se puede observar que los niveles eritrocitarios del GSH se
comportan de forma similar al GSH en plasma, siendo mas bajos, aunque no
de forma significativa, en los pacientes con NB.
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5.19. ANALISISCOMPARATIVO DE ESTRES OXIDATIVO ENTRE
PACIENTES CON NEUMONIA VIRAL vs. CONTROLES
(IAM)

Los valores obtenidos de los biomarcadores de lipoperoxidacidn, del sistema
enzimatico y del sistema no enzimatico antioxidantes en el grupo de pacientes
con neumonia viral y el grupo control (IAM), correspondientes al Dia 1, dia 3y
alta de UCI se detallan en las Tablas 5.19.a, 5.19.b, 5.19.c respectivamente.

Tabla 5.19.a. Biomarcadores de lipoperoxidacidn en los pacientes con neumonia viral (NV) y
pacientes control (IAM) durante el periodo de estudio.

NV (n=3) IAM (n=12)

Periodo Valor p
BIOMARCADORES Estudio n (media+ DE) n (media + DE)

DO 3(0,6+0,1) 12 (1,2 +0,5) 0,04
TBARS P (nmol/ml) D1 3(0,7+0,1) 12 (1,4+0,7) 0,04
AltaUCl  3(0,7+0,1) 12 (1,3 +0,5) 0,02

DO 3(0,9+0,1) 12(1,7 + 1,1) 0,03
TBARS E (nmol/g Hb) D1 3(1,2+0,2) 12 (2,0+0,9) 0,01
AltaUCl  3(1,1+0,2) 12 (2,1+1,4) 0,15

Valores de medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores de lipoperoxidacion en plasma (P)
y eritrocitos (E) de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia Viral (NV) y grupo control IAM:
Infarto Agudo de Miocardio) durante el periodo de estudio: DO: Ingreso a UCI; D1: dia 3 y alta de UCI; n:
numero de individuos; p: valor significativo < 0,05.

Como puede observarse, los niveles de TBARS plasmaticos y eritrocitarios
son significativamente mas bajos en los pacientes con NV respecto de los
controles durante todo el periodo de estudio, a excepcién de los TBARS E al
alta de UCI, que a pesar de mantener la misma tendencia que al ingreso y al
tercer dia, no alcanzaron una diferencia significativa.
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Tabla 5.19.b. Biomarcadores del Sistema Enzimdtico Antioxidante en los pacientes con
neumonia viral (NV) y pacientes control (IAM) durante el periodo de estudio.

NV (n=3) IAM (n=12) Valor p
Periodo
BIOMARCADORES Estudio n(media+DE) n (media+ DE)
DO 3(1158,5+81,8) 12 (2370,7 +889,9) 0,02
SOD E(U/g Hb) D1 3(1435,4 +346,1) 12 (2203,2 +571,3) 0,04
Alta UCI 3 (1988,4 +934,4) 12 (1846,9+462,2) 0,11
DO 3(191,6 + 40,6) 12 (236,5 + 64,8) 0,15
CAT E (mmol/min(g Hb) D1 3(266,4 +94,7) 12 (231,3 +44,5) 0,17
Alta UCI 3(288,6 + 86,7) 12 (258,2 + 32,0) 0,39
DO 3(6,2+1,7) 12 (11,1 +5,9) 0,03
SOD/CAT D1 3(5,8+2,1) 12 (10,0 + 3,5) 0,04
Alta UCI 3(6,7+1,2) 12 (7,4 +2,7) 0,60
DO 3(5,3+1,3) 12 (10,0 +5,3) 0,01
SOD/(CAT+GPx) D1 3(51+1,7) 12 (9,1 +3,3) 0,02
Alta UCI 3(6,0+1,4) 12 (6,6 + 2,6) 0,68
DO 3(9,2+7,5) 12 (3,3+1,3) 0,01
GR E (umol/min/gHb) D1 3(9,7+ 7,6) 12 (2,7 +0,8) 0,004
Alta UCI 3(10,2 +6,5) 12 (2,9 +0,9) 0,02
DO 3(33,9+6,5) 12 (27,5 + 11,5) 0,26
GPx E (umol/min/gHb) D1 3(34,4+3,7) 12 (25,0+12,9) 0,25
Alta UCI 3 (34,4 +10,7) 12 (30,0 + 14,1) 0,66
Valores de mediasy desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores del sistema enzimatico antioxidante
en eritrocitos (E) de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia viral (NV) y grupo control IAM:
Infarto Agudo de Miocardio) durante el periodo de estudio: DO: Ingreso a UCI; D1: dia 3 y alta de UCI;
n: nimero de individuos; p: valor significativo < 0,05.

Como puede observarse, se encontraron diferencias significativas en
uno de los biomarcadores relacionados con el sistema antioxidante SOD-CAT,
siendo la actividad de la SOD mds baja significativamente en el grupo de NV
al ingreso y al dia 3, respecto del grupo de pacientes con IAM (controles).
Se hallaron los mismos cambios significativos al comparar la relaciéon SOD/
CAT, siendo mas baja en los pacientes con NV. También se evidencidé una
disminucion significativa de la relacién [SOD/(CAT + GPx)] en el grupo NV al
compararla con el grupo control al momento del ingreso a UCl y al dia 3. Al
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alta de UCI también se observaron valores mas bajos pero sin significacién
estadistica.

Por otra parte, se encontraron diferencias significativas en la actividad de
la GR, siendo mas elevada en el grupo de pacientes con NV durante toda su
estancia en UCI, respecto del grupo control. De forma similar, la actividad de
la GPx fue mas elevada en los pacientes con NV pero sin lograr significacion
estadistica.

Tabla 5.19.c. Biomarcadores del Sistema No Enzimdtico Antioxidante en los pacientes con
neumonia viral (NV) y pacientes control (IAM) durante el periodo de estudio.

NV (n=3) IAM (n=12)

Valor p

Periodo

BIOMARCADORES Estudio n (media+ DE) n (media + DE)

DO 3(2,8+0,3) 12 (3,2+1,3) 0,56

GSH E (umol/g Hb) D1 3(2,4+1,1) 12 (3,3+1,6) 0,34
Alta UCI 3(3,0+0,4) 12 (3,3+1,8) 0,75

DO 3(1,5+0,2) 12 (1,3+0,7) 0,64

GSSG E (umol/g Hb) D1 3(1,2+0,2) 12 (1,1+0,5) 0,83
Alta UCI 3(1,6+0,3) 12 (1,3+0,6) 0,48

DO 3(0,5+0,1) 12 (0,6 +0,8) 0,78

GSSG/GSH E D1 3(0,6+0,2) 12 (0,6 +0,7) 0,86
Alta UCI 3(0,5+0,1) 12 (0,7 +1,0) 0,69

DO 3(14,4+3,2) 12(29,5+11,4) 0,04

GSH P (nmol/ml) D1 3(14,9 + 7,4) 12 (28,0 + 10,8) 0,05
AltaUCl  3(183+6,6) 12(37,2+173) 0,05

DO 3 (26,6 +4,3) 12 (17,3 +13,0) 0,06

GSSG P (nmol/ml) D1 3(21,0+ 2,5) 12 (16,1 + 8,4) 0,11
AltaUCl  3(27,9+5,2)  12(14,9+7,5) 0,02

DO 3(1,9+0,2) 12 (0,8 + 1,0) 0,07

GSSG/GSH P D1 3(1,8+1,0) 12 (0,7 +0,5) 0,02
Alta UCI 3(1,6+0,4) 12 (0,6 +0,6) 0,03

Valores de medias y desviaciones estandares (DE) de los biomarcadores del sistema no enzimatico
antioxidante en plasma (P) y eritrocitos (E) de los pacientes pertenecientes a los grupos de neumonia viral
(NV) y grupo control IAM: Infarto Agudo de Miocardio) durante el periodo de estudio: DO: Ingreso a UCI;
D1: dia 3y alta de UCI; n: numero de individuos; p: valor significativo < 0,05.
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Se encontraron diferencias significativas en las concentraciones del GSH

P, siendo mas bajos en los pacientes del grupo NV respecto del grupo control
durante todo el periodo de estudio. Ademds, el nivel del GSSG en plasma de
los pacientes con NV fue significativamente mas alto al momento del alta de
UCl y, aunque los niveles de este biomarcador tuvieron la misma tendencia
durante el ingreso y al tercer dia, no lograron significacién estadistica. Con
respecto a los valores de la relacion GSSG/GSH plasmatica, también se
obtuvieron diferencias significativas al dia 3 y alta de UCI, siendo mas elevados
en este mismo grupo de pacientes, no asi al ingreso, que aunque mantuvo
la misma tendencia al alta (p= 0,07) no logré una diferencia significativa con
respecto al grupo control.
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6. DISCUSION
6.1. APORTACIONES DEL PRESENTE TRABAJO DE TESIS

El presente trabajo de tesis aporta una novedosa informacion sobre el estrés
oxidativo, ya que es el primer estudio que valora el comportamiento de
diferentes biomarcadores de estrés oxidativo en pacientes con neumonia
grave ingresados en UCl y que realiza una comparacién de los hallazgos con
un grupo control de pacientes con una causa potencial de dafio oxidativo,
pero de caracteristicas no infecciosas (IAM). Consideramos que la eleccion
de este especial “Grupo control” permite obtener comparaciones de mayor
interés que si se elije un grupo control de voluntarios sanos, ya que en éstos la
actividad de estrés oxidativo es minima y las diferencias en los biomarcadores
observadas respecto de los estados patoldgicos son dificiles de interpretar.

Ademas, nuestro trabajo aporta datos de interés sobre el papel de los
TBARS como marcador de gravedad en pacientes con neumonia grave, asi
como realza la importancia de la determinacién de los sistemas antioxidantes
al momento de la valoracién del nivel de estrés oxidativo presente en la
neumonia. Finalmente, aporta datos Unicos (aunque iniciales) sobre el estado
de estrés oxidativo en pacientes con neumonia viral por el virus An/HIN1
durante la reciente pandemia acaecida en el afio 2009, lo cual abre una linea
de investigacion en este colectivo especial de pacientes, que esperamos
completar en los siguientes afios con futuros estudios.
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6.2. GENERALIDADES

En el presente trabajo se valora el estrés oxidativo a través de una bateria de
biomarcadores. Esta es una de las principales diferencias de nuestro estudio
respecto de lo que ocurre en otros trabajos, en los cuales sélo se valoran
algunos de estos pardmetros de forma aislada.

Quizas una de las mejores maneras de medir el nivel de estrés oxidativo,
considerando su definicién como un aumento en la produccidon de RLOy/o una
disminucién en la produccién de antioxidantes, es evaluando no sélo algunos
de los marcadores de dafio oxidativo, sino también varios biomarcadores
antioxidantes (Dotan Y y col.; 2004), y de esta manera valorar si el cuadro de
estrés oxidativo generado es debido a alteraciones de los sistemas oxidantes
y/o los sistemas antioxidantes.

Por lo dicho, para realizar una evaluacion global de ambos sistemas,
hemos elegido para medir la magnitud del daifo oxidativo, la determinacién
cuantitativa de los productos de lipoperoxidacion lipidica (TBARS), tanto en
eritrocitos como en plasma, asi como determinar los niveles de diferentes
antioxidantes: SOD, CAT, GPx, GR, GSH, GSSG v las relaciones SOD/CAT, [SOD/
(CAT+GPx)] y GSSG/GSH en plasma y eritrocitos.

La eleccion de los TBARS como indicadores de lipoperoxidacion se debe
a que los mismos parecen ser los que mejor reflejan el dafio celular como
consecuenciafinaldelaaccién de los RLO sobre las membranas. Por otra parte,
este biomarcador es el pardmetro que, hasta el momento, es el mas utilizado
de forma universal como marcador de estrés oxidativo en diversas patologias;
por ejemplo, en un estudio de Goode HF. y col. (1995) midieron los niveles
de TBARS como indice de produccion del malondialdehido en pacientes con
shock séptico y relacionaron estos niveles con la presencia de fallo organico
secundario. Otros autores, como Konukoglu D y col. (2003), compararon el
nivel de TBARS en pacientes diabéticos y sujetos sanos observando mayor
dafio oxidativo en los primeros; en otro estudio (Ekmekci OB y col.; 2006),
los autores encontraron niveles elevados de TBARS plasmaticos en pacientes
asmaticos al compararlos con controles sanos, sugiriendo el posible papel de
este biomarcador como indicador potencial de esta enfermedad de las vias
aéreas. Por su parte, Romeu y col. (2010) establecieron una escala de estrés
oxidativo evaluando diferentes biomarcadores, entre ellos a los TBARS como
indicador de dafio oxidativo en pacientes con insuficiencia renal crénica,
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hallando niveles mas elevados de estos productos de lipoperoxidacion en
estos pacientes al compararlos con un grupo control de sujetos sanos.

Por su parte, diversos biomacadores antioxidantes han sido relacionados
con la evolucién en diferentes patologias. Amstad P y col. (1994) observaron
en modelos animales que la GPx podria contribuiralaaccion de laSOD cuando
existe una sobreproduccién de oxidantes. Los autores sugieren la accién
beneficiosa de la GPx debido a su capacidad de destruir hidroperdxidos. En
otro estudio (Metnitz PGH y col.; 1999) se valord el comportamiento de ciertas
enzimas antioxidantes (SOD, GPxy CAT) en ocho pacientes afectados de distrés
respiratorio. Los autores observaron que estos biomarcadores antioxidantes
estaban disminuidos al compararlos con controles sanos. Estos hallazgos se
contraponen a los observados en otros estudios que valoraron estas enzimas
en suero (Leff JA 'y col.; 1993; Leff JA y col.; 1992). Esta discrepancia podria
deberse a que la mayor vida media del eritrocito no permite observar el
aumento adaptativo de los biomarcadores como en plasma.

Es por ello, que el objetivo principal de este trabajo de investigacion
es determinar el comportamiento no sélo de los TBARS, como expresion
del dafio oxidativo, sino también de los biomarcadores antioxidantes en la
infeccion respiratoria grave (neumonia grave) y valorar su comportamiento
respecto de los controles no infecciosos (infarto agudo de miocardio).
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6.3. OBIJETIVO PRINCIPAL

Comparacién y valoracion del nivel de dafo oxidativo (TBARS) y los
diferentes sistemas antioxidantes entre neumonia grave e infarto agudo
de miocardio.

El principal hallazgo de nuestro estudio es que la valoracidon temporal del
sistema antioxidante durante la fase aguda de enfermedad en la neumonia
grave ingresada en UCI, parece ser un indicador mas eficaz para una
valoracién adecuada del estado de estrés oxidativo y posiblemente de la
gravedad general de los pacientes, mientras que los TBARS no surgen como
biomarcadores utiles al momento de valorar el nivel de estrés oxidativo en
los pacientes con neumonia grave.

Durantelaneumonia,seobservaunallegadamasivadepolimorfonucleares
activados al pulmén. Estas células son la primera linea de defensa contra los
microorganismos y realizan su accidn bactericida mediante la utilizacion de
RLO y enzimas lisosomales. El incremento del estrés oxidativo en sangre y en
el condensado del aire expirado, secundario a una intensa actividad fagocitica
enlaneumonia, hasido comunicado por diversos autores. El estudio de Duflo F
y col. (2002) evidencié que tanto las concentraciones alveolares como séricas
de TBARS fueron superiores en pacientes con neumonia respecto de aquellos
gue no la desarrollaron. Ademas, y en concordancia con nuestro estudio, no
encuentran cambios significativos en los niveles de TBARS P con los dias de
evolucion del cuadro en el grupo de pacientes con neumonia. Dichos autores
sugieren que la administracion de antibidticos puede afectar los valores de
diferentes biomarcadores. Asi, la administracion tardia de los antimicrobianos
(s6lo después de obtener los cultivos) podria explicar la falta de diferencia
en los niveles de los TBARS P observada. Esta situacion no parece afectar
nuestros resultados, ya que todos nuestros pacientes con neumonia grave
recibieron tratamiento antibidtico desde el dia de la sospecha clinica de la
afeccidn. A pesar de ello, el dafio oxidativo tampoco evidencié un incremento
significativo con el tiempo.

Como surge de nuestros resultados, el grado de dafio oxidativo (valorado
por medio de los TBARS), si bien fue alrededor del 25-30% superior en los
pacientes con neumonia, esta diferencia no fue estadisticamente significativa
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respecto de los pacientes afectados por IAM durante todo el periodo de
estudio al comparar TBARS Py E.

Otros estudios, como los realizados por Cemek y col. (2006) en nifios
con neumonia y por Nowak y col. (1996) en pacientes adultos con sepsis
respiratoria, han reportado la existencia de un estado oxidativo aumentado
en la neumonia evidenciado por un aumento de TBARS en plasma y una
disminucion de ciertos biomarcadores antioxidantes en el estudio en nifos.
Umeki Sy col. (1987) estudiaron los niveles del anién superdxido en pacientes
inmunocomprometidos con neumonia y sin neumonia, y observaron un
aumento significativo de este radical libre en el grupo de pacientes con
neumonia. Los autores consideran éste situacion de estrés oxidativo como
una respuesta defensiva del organismo frente al ataque de patégenos. Otro
estudio (Majewska E y col.; 2004) en pacientes con neumonia, observd
un aumento de TBARS y H,O, en condensados de aire exhalado, los que
se correlacionaban de forma moderada con la intensidad de la respuesta
inflamatoria sistémica. Dalhoff y col. (1994) estudiaron el nivel de estrés
oxidativo evaluando la cantidad de oxidantes liberados y su significado,
través de la cuantificacion de neutréfilos activados y mieloperoxidasa en
lavado broncoalveolar durante la fase aguda de la infeccidn en pacientes con
neumonia. Los autores concluyeron que estos pacientes tienen una respuesta
oxidativa elevada debido principalmente a la activacion y reclutamiento de
neutrofilos y su consecuente liberacion de RLO.

Nuestros resultados concuerdan con los estudios mencionados vy
evidencian una tendencia hacia un mayor nivel de dafio oxidativo en los
pacientes con neumonia. La falta de diferencias significativas al comparar
el nivel de dafo oxidativo, tomando como variable principal a los TBARS,
entre el grupo de pacientes con neumonia (etiologia infecciosa) y el grupo de
pacientes con IAM (etiologia no infecciosa), podria estar en relacion con los
siguientes factores:

1) Una probable baja especificidad de los TBARS, tal como fuera
sugerido por diversos investigadores. Varios articulos (Lykkesfeldt
J.; 2007; Meagher EA y col.; 2000; Griffiths HR y col.; 2002; Janero
DR; 1990; Thérond P y col.; 2000) evaluaron la técnica y el papel de
TBARS como marcador de lipoperoxidacion. Los autores coinciden
que a pesar de ser el biomarcador mds usado, presentaria una no
muy adecuada especificidad aunque si una elevada sensibilidad.
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2)

La falta de especificidad estd condicionada por razones propias de
la técnica. Las fuertes condiciones acidas y de calor necesarias para
la reaccion del 4cido tiobarbiturico, por el cual se determina la
concentracion de malondialdehido (MDA) en la muestra mediante
métodos fluorimétricos o colorimétricos, puede condicionar que
sustancias no relacionadas con la oxidacion de los lipidos, puedan
formarse durante el procesamiento de la muestra (artefactos de la
técnica). Esto llevaria a que la absorbancia medida no se corresponda
exactamente con la concentracién de MDA in vivo, pero si dentro de
un rango de productos apropiadamente denominados Sustancias
Reactivas del Acido Tiobarbiturico (TBARS).

Sin embargo, otros autores han sefialado que este marcador
es un buen indicador de dafio oxidativo. Motoyama T y col.(2003),
evalud los niveles de TBARS plasmaticos como indice de estrés
oxidativo, en pacientes ingresados en UCI con criterios de SIRS que
desarrollaron disfuncién multiorganica. Los autores evidenciaron que
las concentraciones de TBARS plasmaticos fueron significativamente
mayores en los pacientes que fallecieron en la UCI respecto de los
gue sobrevivieron. Ademas, observaron que dichas concentraciones
fueron significativamente superiores en aquellos pacientes que
si bien fueron dados de alta de la UCI fallecieron dentro de los 30
dias posteriores. Asi, un elevado nivel de TBARS plasmaticos al alta
de UCI podria implicar un peor pronéstico inmediato. De esta forma
los TBARS podrian identificar subgrupos de pacientes con alto riesgo
de complicaciones post- UCI. Un modelo animal (Andrades M y col.;
2009) también objetivé que los TBARS se relacionaron directamente
con el dafo oxidativo en tejido pulmonary renal. Y la realidad es que
los TBARS se contintdan utilizando para determinar el dafio oxidativo
(Pirinccioglu AG y col.; 2010).

El amplio margen de variabilidad de la técnica para la determinacién
de este biomarcador entre diferentes laboratorios. Esto hace dificil
la comparacion de resultados publicados en diferentes estudios.
Una de las soluciones que brindan estos autores para aumentar
la especificidad de la técnica es utilizar la técnica de HPLC (High-
performance liquid chromatography) aunque esta técnica es mucho
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mas laboriosa y con elevado coste. Por su parte, en una revision de
Gutteridge J (1995), el autor considera que los TBARS son excelentes
marcadores de dafio tisular siempre que la técnica se realice bajo un
control estricto y riguroso para incrementar su especificidad.

3) Esta aparente discrepancia entre los resultados podria deberse a
que los TBARS sélo expresan el dafio oxidativo sobre los lipidos de
las membranas celulares (lipoperoxidacién), mientras que otros
mecanismos de accion por los cuales se produce dafio oxidativo (a
nivel de proteinas o del DNA) pueden ser mas importantes en otras
patologias, o bien esta discrepancia podria tan sélo relacionarse con
la diferente gravedad de los pacientes incluidos en cada estudio y
quizds los momentos de la determinacion analitica del biomarcador.

4) No podemos descartar el efecto del tratamiento sobre los niveles de
los diferentes biomarcadores. Tanto el tratamiento antimicrobiano
como el de soporte general podrian afectar el comportamiento del
estrés oxidativo. El impacto de este factor excede el propdsito del
presente estudio por lo cual no fue considerado.

En resumen, los niveles precoces de TBARS no parecen ser un marcador
adecuado para intentar valorar la magnitud del dafio oxidativo de los
pacientes con neumonia grave.

Sin embargo, el papel de los sistemas antioxidantes y su variacidén en
neumonia grave parece estar relacionado con la evolucién de los pacientes.

La SOD es uno de los marcadores de la primera linea de los sistemas
antioxidantes enzimaticos, que actua sobre el radical superdxido, molécula
liberada en los procesos de inflamacién, dando como producto de
dismutacion al superdxido de hidrégeno y oxigeno molecular (Gaeta LA vy
col.; 2002). A su vez, la CAT actua sobre el radical peréxido de hidréogeno,
dando lugar a moléculas de agua y oxigeno molecular ejerciendo asi una
adecuada proteccién frente al ataque de los radicales libres generados como
consecuencia del estado agudo de inflamacién por la sepsis.

Nuestrosresultados evidenciaron en general una disminucién significativa
de la actividad del sistema antioxidante en la neumonia bacteriana grave,
especificamente de la enzima SOD vy la relacion SOD/CAT durante las primeras
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72 horas de evolucién, en una magnitud de aproximadamente un 30% menos
respecto de los pacientes del grupo control IAM. La falta de diferencias
significativas entre ambos grupos al alta de UCI, puede corresponder a la
normalizacion de los valores enzimaticos de estos dos marcadores, implicando
una fase de estabilizacidon del cuadro inflamatorio de estos pacientes. El
mismo comportamiento se observé en la relacion SOD/(CAT + GPx) tanto
al ingreso como al dia 3, obteniendo valores mas bajos (un 30% menos) en
los pacientes con neumonia respecto del grupo control IAM, pero logrando
significancia estadistica sélo a las 72 hs. Mientras que al alta de UCI pareceria
haberse normalizado de forma paralela que la SOD vy la relacion SOD/CAT.

Por otra parte, podria ser que los pacientes con neumonia, al presentar
un cuadro mas grave, evidenciado por un mayor compromiso general (el
doble con respecto al grupo control IAM) a través de la escala APACHE I,
casi cinco veces mayor el nimero de disfunciones orgdnicas, por medio de la
escala SOFA y casi el doble de una respuesta inflamatoria sistémica, valorado
através de la escala SIRS, presenten valores mas bajos de SOD y las relaciones
SOD/CAT y [SOD/(CAT + GPx)] (alrededor del 30% menos) con respecto al
grupo control, debido a una actividad marcadamente mas elevada de RLO,
la cual seria evidente sobretodo durante las primeras 72 horas desde el
ingreso.

Sin embargo, cuando estudiamos y analizamos las variaciones
“temporales” de SOD y CAT en pacientes con neumonia, se observé un
aumento significativo de ambas enzimas, justificado quizas por la mejoria de
la patologia de base debido al tratamiento instituido. De forma contraria,
al realizar este mismo analisis en el grupo no infeccioso de pacientes con
IAM (control), no se evidenciaron diferencias significativas en las actividades
de SOD y CAT. Esto podria deberse a que en estos pacientes la intensidad
del dafio oxidativo podria ser menor, aunque segun nuestros resultados esta
diferencia no fue significativamente diferente.

A su vez, en nuestros resultados se observa una disminucidn significativa
del GSH plasmadtico (entre el 30 y 50%) en los pacientes con neumonia
respecto de los pacientes con IAM. Eso puede relacionarse con un marcado
consumo de este sustrato, desde el ingreso en UCI hasta el alta de la misma,
debido al proceso infeccioso de los pacientes que altera de forma drastica el
metabolismo hepatico de éste. Victor VM y col.(2004) explican este cambio
por deplecion rapida del GSH intracelular por la consecuencia de la accidn
del TNF-a in vitro sobre las células endoteliales y epiteliales de animales y

172

SANDRA INEs TRerLER CRESPO



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T.

1366-2011

humanos, debido a la oxidacion del GSH a GSSG, seguido de un incremento en
la sintesis del GSH gracias a la activacién de la enzima responsable de regular
los niveles de GSH, la y-glutamilcisteina-sintetasa (y-GCS). Como resultado,
se evidencia un aumento drdstico de la sintesis en diferentes dérganos
(especialmente en el higado) durante el inicio de un cuadro de sepsis, pero
con bajas concentraciones en sangre. De la misma forma, Hammarqvist F y
col.(1997) y Wernerman J y col. (1999) observaron una disminucion del GSH
muscular y de la relacién GSH/GSSG en pacientes ingresados en UCI. Ambos
articulos sugieren una alteracién en el metabolismo del GSH en pacientes
criticos.

El GSH es uno de los antioxidantes enddégenos mds importantes. La
presencia de un grupo silfhidrilo (-SH) en su molécula le confiere una
importancia fundamental para el adecuado funcionamiento de la glutation
peroxidasa (Ortolani O y col.; 2000) asi como en la detoxificacién de radicales
libres y perdxidos (Shan Xy col.; 1990).

Al analizar la variaciéon “temporal” de la relacién GSSG/GSH P en los
pacientes con neumonia, se observa una disminucién significativa durante
el periodo de estudio. Este comportamiento podria ser secundario a un
incremento simultdneo de las actividades de GPx y la GR, al compararlos
con el grupo control IAM, que condicionan un nivel sostenido de GSH P y un
descenso relativo de la GSSG P.

Al analizar el comportamiento del nivel de GSH P entre ambos grupos, se
observa un nivel significativamente mas bajo en los pacientes con neumonia
durante todo el periodo de estudio. Esto podria responder a un incremento
en el consumo sumado a una probable disminucién de la sintesis secundaria
a la disfuncidn hepdtica presente en un cuadro infeccioso grave.

En resumen, diversos componentes de los sistemas antioxidantes se
encuentran disminuidos durante la fase aguda de un cuadro de neumonia
grave, ésto podria relacionarse no sélo con el consumo de estas sustancias
de primera linea defensiva, sino también con alteraciones secundarias a
su sintesis hepatica en los procesos infecciosos graves. Estos antioxidantes
surgen como biomarcadores mas eficaces para determinar el nivel de estrés
oxidativo en los pacientes con neumonia grave por sobre los TBARS.
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6.4. OBIJETIVOS SECUNDARIOS

a) Relacion entre los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo, los
scores de gravedad y la mortalidad.

El principal hallazgo de nuestro estudio es que no existe una buena
correlacidn entre los biomarcadores de estrés oxidativo y las diferentes
escalas de gravedad utilizadas habitualmente en UCI para la cuantificacién
mas o menos objetiva de la gravedad de los pacientes con neumonia grave.
Tampoco resultaron de utilidad para poder diferenciar pacientes con mala
evolucion.

En las Unidades de Cuidados Intensivos se usan de forma habitual las
escalas APACHE II, SIRS y SOFA para realizar una estratificacién del riesgo
relativo de los pacientes. El empleo de estas escalas ha demostrado que la
gravedad de la enfermedad aguda puede ser cuantificada por el grado de
perturbacion de una amplia gama de variables fisiologicas (APACHE 1), de
funcién orgénica (SOFA) o de respuesta innata (SIRS). Independientemente
de su etiologia, cualquier insulto, si es lo suficientemente grave, induce la
liberacion de mediadores pro-inflamatorios y la formacién de radicales
libres de oxigeno, posiblemente como consecuencia de la activacion de
polimorfonucleares y de otras células del reticulo endotelial. La presencia
de sustancias reactivas del oxigeno, ha sido asociada con el consumo de
antioxidantes enddgenos y/o con el incremento de las concentraciones de
biomarcadores de dafio oxidativo en plasma como los lipoperdéxidos (Alonso
de Vega JM; 2000; Yu BP; 1994). Este disbalance en el estado redox puede
constituir un camino comun para diversas condiciones que comprometen
severamente la vida y ser responsables, al menos en parte, del dafio tisular
gue se observa durante la injuria sistémica.

Desde el punto de vista tedrico, escalas como el APACHE Il, SOFA o
SIRS pueden de alguna forma relacionarse con el dafio oxidativo durante la
fase aguda de una enfermedad, ya que todas ellas valoran, aunque desde
diferentes puntos, las respuestas o alteraciones que surgen tras la agresion.
Sin embargo, la estrecha relacidn entre el estado redox y diferentes escalas
de gravedad permanece en un campo de investigacién con conclusiones
inciertas y en ocasiones contradictorias.
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Diversos investigadores evidenciaron una asociacién significativa entre
el grado de estrés oxidativo y la severidad de la enfermedad. Cowley HC y col.
(1996) demostraron una estrecha relacién entre la intensidad de la disfuncién
orgdnica y la disminucién de la capacidad antioxidante del plasma en una
poblacidn de pacientes sépticos con una gravedad media de APACHE Il de
19,4 puntos. Por otra parte, Goode HF y col. (1995) observaron una asociacion
entre los niveles de lipoperodxidos plasmaticos y la disfuncidn organica en
pacientes sépticos con shock, los cuales presentaron una media de APACHE
Il de 21,0 puntos. Motoyama T y col. (2003) también evidenciaron una
correlacidn significativa entre TBARS y SOFA (r?=0,18). Estos datos concuerdan
con nuestros resultados, donde observamos una asociacién significativa
(p< 0,05) entre los niveles de TBARS vy las escalas de SIRS (Figuras 5.6.3a y
5.6.3b) y SOFA (Figura 5.6.1), asi como entre los niveles de GSH y SIRS (Figuras
5.8.2ay 5.8.2b) o GSH y SOFA (Figura 5.8.1a) y con los niveles de SOD y SOFA
(Figura 5.7.1). Si bien estas correlaciones alcanzaron significacion estadistica,
al igual que lo observado por Motoyama T y col., deben ser consideradas
como débiles (r<0,3) con una gran dispersidn de los resultados. Esto se hizo
evidente al realizar el analisis de regresion lineal del modelo, el cual resultd
poco adecuado ya que su ajuste de bondad (R?) fue significativo en todos los
casos, lo que sugiere que hay diferencias significativas entre lo observado y lo
esperado, y que el modelo no es adecuado. El analisis de regresién lineal es
imprescindible para poder interpretar adecuadamente la correlacién entre
dos variables y éste no fue realizado en los estudios mencionados (Cowley
HC y col. y Goode HF y col.), por lo que no se pueden obtener conclusiones
de peso respecto de esta asociacion.

Esta correlacion débil observada en nuestro estudio, parece
corresponderse de forma mas adecuada con lo observado por Huet O y col.
(2007), quienes no evidenciaron correlaciones significativas entre SOFA o SAPS
Ilylos niveles de SOD, GPx, CAT y GSSG/GSH en pacientes sépticos. Es probable,
gue si bien en la génesis de la disfuncion orgdnica el estrés oxidativo tenga
una participacion activa, la escala SOFA no sea lo suficientemente sensible
para detectar cambios precoces en la funcién organica como expresién del
impacto del estrés oxidativo sobre los diferentes 6rganos y sistemas.

Porotrolado,noobservamoscorrelacionessignificativasentrelos diversos
biomarcadores y la escala APACHE II. Esto se contrapone a lo observado por
Alonso de Vega y col. (2000), quienes hallaron una asociacion significativa
entre la capacidad antioxidante total del plasma y el APACHE lll. La utilizacién
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de diferentes versiones de la escala APACHE puede justificar esta diferencia,
ya que la utilizada en nuestro estudio (APACHE Il) no se desarrollé6 mediante
un modelo matemadtico como el APACHE Il el cual podria expresar de forma
mas fiel el peso de las diversas alteraciones fisioldgicas consideradas en el
score.

Finalmente, el estudio de los diferentes biomarcadores de estrés
oxidativo no permitié diferenciar pacientes segun su evolucién posterior.
Esto se contrapone a lo observado por Alonso de Vega JM y col. (2000),
quienes evidencian mayores niveles de capacidad antioxidante total del
plasma en pacientes supervivientes (1,30 mM vs. 1,09 mM; p<0,01). El mismo
autor evidencia, afios mas tarde (2002), niveles superiores de productos
de peroxidacion lipidica (4-hidroxi-nonenal y lipoperdxidos) en pacientes
fallecidos (3,32 UM vs. 2,14 uM; p<0,01). De la misma forma, Cowley HCy col.
(1996) observaron un mayor potencial antioxidante en plasma en pacientes
con sepsis severa que sobrevivieron respecto de los que fallecieron.

Estos resultados, que se contraponen a nuestros hallazgos, pueden
estar relacionados no solamente con los diferentes biomarcadores medidos
(TBARS o 4-OH-nonenal; capacidad antioxidante total o biomarcadores
antioxidantes individuales) y a las diversas patologias consideradas (sepsis en
general o neumonia) sino también con el hecho de que tanto las mediciones
de TBARS como de los componentes de los sistemas antioxidantes en plasma
o eritrocitos, son solamente una parte del estrés oxidativo que se produce
“in vivo” y que ningln biomarcador aislado es capaz de detectar el nivel
“total” de estrés oxidativo que se produce en el organismo. Posiblemente, un
analisis integrado de los diversos biomarcadores podria reflejar de forma mas
adecuada el estado de estrés oxidativo en la sepsis respiratoria tal como fuera
comunicado en pacientes con insuficiencia renal (Romeu My col.; 2010).
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b) Comparacion de los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo segun
la etiologia bacteriana o viral de la neumonia grave y respecto de los
pacientes considerados controles (infarto agudo de miocardio).

A pesar del pequefio tamafio de la muestra de pacientes con neumonia viral
por Gripe A (HIN1)v incluidos en nuestros estudio, los resultados obtenidos
sugieren de forma fuerte que existe un mayor dafio oxidativo en la neumonia
bacteriana respecto de la viral. Este consideracién surge de evidenciar un
valor tres veces superior de los niveles de TBARS en la infeccidn bacteriana
(comunitaria y nosocomial) respecto de la viral, la cual se asocié a un mayor
nivel de biomarcadores antioxidantes.

Los resultados obtenidos son coincidentes con otros estudios (Braun
J y col.; 1997; Nowak D y col.; 1996; Shull S y col.; 1997; Nowak D y col.;
1993) los cuales sostienen la presencia de un disbalance en los sistemas
oxidante/ antioxidante en los pacientes con neumonia bacteriana, lo cual
podria condicionar una disminucion de la capacidad antioxidante total.
Posiblemente, el gran aflujo de neutréfilos activados que se observa en
la neumonia bacteriana y su consecuente “estallido respiratorio” con la
produccidn/liberacidon de importantes cantidades de sustancias relacionadas
con el oxigeno (radicales libres de oxigeno), pueda ser una explicacién
plausible para comprender estos hallazgos.

Otro importante hallazgo en nuestros resultados es que la neumonia
de etiologia viral parece relacionarse con un aumento de ciertos sistemas
antioxidantes. Si bien no existen datos publicados sobre el comportamiento
de los biomarcadores de estrés oxidativo en la Gripe A (HIN1)v, nuestros
pacientes con infeccién viral presentaron valores de GR, GPx, GSSG P vy
GSSG/GSH P entre un 30% y un 60% mas elevados que el grupo de pacientes
con neumonia bacteriana (nosocomial y comunitaria). Estas observaciones
sugieren la posibilidad de que la accién patogénica del virus sea diferente a
la causada por las bacterias sobre las vias respiratorias de los seres humanos
y esta caracteristica podria influir sobre la funcién de los diferentes sistemas
antioxidantes, activados ante el ataque de los radicales libres liberados
durante fase del fendmeno denominado estallido fagocitario.

Estudios experimentales observaron que la patogenicidad del virus
influenza en el ratén implica, por lo menos en parte, una sobrerreaccion
de la respuesta inmune del huésped por la multiplicacién del virus, mas

Discusion

177



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

1366-2011

DL:T.

gue un efecto directo de lesidn pulmonar. El nivel de la xantina-oxidasa,
responsable de la generacion de RLO, fue elevado en suero y tejido pulmonar
de ratones infectados con virus influenza (Maeda H y col.; 1991; Akaike T
y col.; 1996; Jacoby DB y col.; 1994; Oda T y col.; 1989; Peterhans E y col.;
1987; Peterhans E; 1997). Observaciones experimentales (Choi AM y col.;
1996) sugieren que la infeccidn por virus influenza incrementa la expresion
génica de los antioxidantes en el pulmodn. El virus influenza podria tener un
efecto directo sobre la expresion de genes en el pulmdn y no requiere la
presencia de la respuesta inmune innata (Jacoby DB y col.; 1994; Choi AM
y col.; 1996; Knobil K y col.; 1995). La induccién principal de estos genes
antioxidantes y la activacion de las proteinas reguladoras de transcripcién
representa una respuesta al estado de inflamacion inducido por el virus. Los
productos de las células inflamatorias, incluyendo los radicales de oxigeno, a
través de la via del NF- kB, inducen la expresién de genes en los macrofagos
y células epiteliales. Ademas, la infeccidon por influenza induce la expresion
de enzimas antioxidantes a las 48 horas posteriores una vez comenzado el
cuadro, periodo de tiempo que probablemente es previo a la invasién de la
via respiratoria por parte de las células inflamatorias (Jacoby DB y col.; 1994)
siendo este el periodo de observacion en nuestro estudio.

En contraste a lo observado en el sistema glutatiéon redox, no se
encontraron diferencias significativas entre ambos grupos en las actividades
de las enzimas SOD y CAT. Sin embargo, dentro del grupo de pacientes con
neumonia bacteriana, estas enzimas mostraron una tendencia al alza (8%)
desde elingreso a UCl hasta el dia 3, mientras que al altade UClla SOD mantuvo
el mismo comportamiento, la CAT mostrd una tendencia a la baja. Es posible
gue en la neumonia por virus influenza A (HIN1)v, el estado antioxidante se
relacione con unincremento en la actividad de la mayoria de los componentes
del sistema glutatién redox (GR, GPxy GSSG) y en menor medida de la actividad
de otras lineas de defensa antioxidante enzimadtica, como son la SOD y CAT,
tal como lo sugiere un estudio experimental en ratones (Choi AM y col.; 1996)
el cual observd que, a pesar de un aumento en la expresion del mRNA de la
SOD, no hubo un incremento en la actividad de esta enzima en el pulmén
de animales infectados con virus influenza. Ademads, Oda y col. (Oda Ty col.;
1989) reportaron que la SOD nativa tiene un valor terapéutico muy pequefio,
quizas debido a su vida media en plasma muy corta. Si bien, otros factores no
considerados en el presente estudio que puedan condicionar esta diferencia,
el estado antioxidante observado en la neumonia por Influenza A (HIN1)v
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puede depender de dos condiciones diferenciales respecto de la neumonia
bacteriana: 1) la habilidad para remover niveles téxicos de RLO antes que
éstos dafien de forma critica las moléculas bioldgicas vy, 2) la habilidad para
manipular cambios, a niveles subtoxicos, de moléculas que pueden actuar
como seial, disparadores de sefial o mensajeros de reacciones quimicas
fundamentales para el funcionamiento celular (Stocker R y col.; 2004), y
estas condiciones llevan a un menor dafio de las membranas bioldgicas y a
un menor desarrollo de fallo multiorgdnico.

Finalmente, los pacientes con neumonia bacteriana presentaron, como
era de esperar, un mayor nivel de dafio oxidativo que los pacientes controles
(IAM). La observacion de un incremento significativo, superior al 30%, de los
niveles plasmaticos de TBARS durante los primeros dias se podria relacionar
con un mayor nivel de inflamacién generado por el cuadro infeccioso de los
pacientes con neumonia, o bien, con la disminucién hallada en las actividades
de uno de los principales sistemas enzimaticos antioxidantes (SOD) en estos
pacientes, siendo aproximadamente un 20-30% menor que en el grupo
control IAM.

Llamativamente, los pacientes con neumonia viral, a diferencia de los
pacientes con neumonia bacteriana, presentaron un nivel de dafio oxidativo
significativamente inferior (50%) que los pacientes con IAM. La inflamacién
secundaria al proceso isquémico del IAM (cuadro no infeccioso) pareceria
generar mayores niveles de lipoperoxidacion (TBARS) que la infeccidn viral, a
pesar del incremento observado en la SOD, siendo un 35%-50% mayor en los
pacientes con IAM. Esto podria relacionarse con la activacién génica de las
enzimas involucradas en el sistema Glutation redox por parte del virus como
fuera mencionado con anterioridad.

Discusion

179



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

1366-2011

DL:T.

6.5.

LIMITACIONES Y SESGOS

Nuestro trabajo presenta algunas limitaciones que es necesario resaltar:
1. Laprimera limitacion que surge, es la relacionada con el relativamente

bajo niumero de pacientesincluidos. Esto puede ocasionar que nuestro
estudio no tenga el poder necesario para evidenciar diferencias
significativas entre el grupo de estudio y el grupo control. Sin embargo,
al calcular el “poder o potencia” de nuestro estudio, considerando las
diferencias observadas entre las medias y sus desviaciones estandares
para los TBARS plasmaticos entre los grupos, se evidencié un poder
del 99%. Al efectuar el mismo procedimiento, considerando ahora
las diferencias medias de los TBARS eritrocitarios, el poder también
resulté ser muy elevado (94%). Esto nos permite concluir que la falta
de diferencias significativas en el nivel de oxidacion lipidica (TBARS)
entre los grupos no responde a un bajo poder del estudio.

Otra limitacidn relativa al pequeiio tamafio de la muestra es la
imposibilidad de poder generalizar los resultados. Esta es una
limitacién que se debe asumir si se pretende trabajar con poblaciones
homogéneas para obtener resultados que expresen, con la menor
interferencia posible, que la variable “independiente” es responsable
de los cambios en la variable “dependiente”, lo cual se define como
la validez interna de un estudio. Si los resultados de un estudio
pueden ser atribuidos inequivocamente a la validez interna, se dice
que el experimento es internamente valido. Mientras que el grado
en que permite la generalizacién se refiere a los aspectos relativos
a la validez externa. En nuestro estudio hemos priorizado la validez
interna sacrificando la generalizacidon de los resultados, ya que la
validez interna es un minimo basico sin el cual un experimento esta
abierto a multiples explicaciones alternativas.

Otra limitacion de nuestro estudio esta relacionada con la medicion
indirecta del dafio por lipoperoxidacién en plasma y eritrocitos
mediante los TBARS. Aunque el incremento de estos biomarcadores
sugiere una mayor actividad oxidante, esto no indica necesariamente
gue ésta se deba a mecanismos patogénicos de la neumonia, y no
pueden excluirse otras vias de produccidon no consideradas en el
estudio.
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4.

Por otra parte, diferentes acciones destinadas al tratamiento de
los pacientes con neumonia grave pueden afectar los niveles de
estrés oxidativo. Asi, por ejemplo, el tratamiento antimicrobiano
administrado puede influir indirectamente sobre los niveles de
diversos biomarcadores de estrés oxidativo, mediante la reduccién
de la carga bacteriana y la respuesta inflamatoria. El impacto del
tratamiento no ha sido valorado en el presente estudio.

Finalmente, las variables clinicas habituales asi como otras variables
de laboratorio relacionadas con la evolucion clinica de los pacientes
con neumonia, como el lactato sérico, el exceso de base o diferentes
biomarcadores inflamatorios, no fueron considerados en el presente
estudio. El objetivo de este trabajo fue valorar el comportamiento
del estrés oxidativo en la neumonia. Es asi que, la interpretacion
clinica de estos resultados excede los objetivos de la presente Tesis
doctoral, la cual fue disefiada para valorar el comportamiento del
estrés oxidativo en la infeccion respiratoria desde el punto de vista de
un lincenciado en bioquimica clinica.

Discusion

181



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T. 1366-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T. 1366-2011

CONCLUSIONES



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON
FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T. 1366-2011



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ESTRES OXIDATIVO EN PACIENTES CON NEUMONIA GRAVE VALORACION Y CORRELACION CON

FACTORES PRONOSTICOS

Sandra Ines Trefler Crespo

DL:T.

1366-2011

7.

CONCLUSIONES

La determinacién de los TBARS no parece ser un buen marcador de dafio
oxidativo en los pacientes con neumonia grave durante su estanciaenla
Unidad de Cuidados Intensivos al compararlos con pacientes con IAM.
La valoracion global de los diferentes sistemas antioxidantes parece ser
de mayor utilidad que los TBARS.

Se evidencia una mayor afectacion en la primera linea de defensa
antioxidante en los pacientes con neumonia grave respecto de los
pacientes con IAM, ya que los niveles de SOD vy las relaciones SOD/
CAT y [SOD/(CAT + GPx)] se encuentran disminuidos las primeras 72 hs
de ingreso en UCI, mientras que la disminucion en los niveles del GSH
plasmatico se observa durante todo el periodo de estudio.

Los niveles iniciales de la actividad de las enzimas SOD y CAT observada
en los pacientes con neumonia grave muestran un incremento
significativo durante el periodo de estudio.

Los niveles de los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo no son
de utilidad como marcadores precoces de mortalidad en los pacientes
con neumonia grave ingresados en UCI.

Engeneral, nose observa correlacion entre los diferentes biomarcadores
y las escalas de gravedad utilizadas (APACHE Il, SOFA, SIRS). Solamente
los TBARS y GSH presentan correlacion significativa con SIRS y SOFA,
pero estas asociaciones son débiles y con una inadecuada bondad de
ajuste.
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6. Enlos pacientes con neumonia bacteriana se observa un mayor nivel de
estrés oxidativo que en los pacientes con neumonia viral y los controles
(IAM) evidenciado por un mayor daio oxidativo y menores niveles de
ciertos antioxidantes (GR, GSSG, GPx y SOD). La neumonia viral parece
caracterizarse por un estado antioxidante aumentado dependiente del
sistema glutation redox, lo cual condiciona un menor dafio oxidativo
cuando se la compara con las neumonias bacterianas, y atin con los
controles.
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10. LISTA DE ABREVIACIONES

APACHE Il
ALl

ATP

CAT
CDNB

Cl

co,

Cu*

Cu2+
Cuzn-SOD
D

DE

DNA
DMO

o
EC-SOD
EDTA
ERO
ERN

FC

FR

FNT
Fe2+
Fe3+
GPx

Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il
Acute Lung Injury
Adenosinatrifosfato

Catalasa
1-Cloro-2,4-dinitrobenceno
Consentimiento informado
Didéxido de carbono

Cobre (1)

Cobre (Il)

Superdxido dismutasa cobrezinc
densidad, expresada en Kg/L
Desviaciéon estandar

Acido desoxirribonucleico
Disfuncion Multiorgdnica
Electron

Superdxido dismutasa extracelular
Acido etildiaminotetracético
Especies reactivas de oxigeno
Especies reactivas de nitrégeno
Frecuencia cardiaca

Frecuencia respiratoria

Factor de necrosis tumoral

I6n ferroso

16n férrico

Glutatién peroxidasa
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GR Glutatidon reductasa

GSH Glutatién reducido

GSSG Glutatién oxidado

GSSG/GSH Ratio glutation oxidado y glutatién reducido
GCS Glasgow Coma Score

GST Glutatidn s-transferasa

GST-f Glutation s-transferasa total
GST-te Glutatidn s-transferasa termoestable
GST-r Glutatidn s-transferasa residual
H* Atomo de hidrégeno

H, Hidrégeno molecular

H,O, Peréxido de hidrégeno

H* Protdn

OH* Radical hidroxilo

OH™ I6n hidroxilo

Hb Hemoglobina

HE Test de Hemolisis

HCl Acido Clorhidrico

HOCI Acido hipocloroso

HOBr Acido hipobromoso

HO, Radical hidroperoxil

KCl Cloruro de potasio

IL-6 Interleuquina 6

IL-1 Interleuquina 1

IAM Infarto agudo de miocardio

L Acido graso poliinsaturado

L Radical de acido graso

LOH Hidréxidos fosfolipidicos

LOO* Radical alquilperoxil fosfolipidico
LOOH Hidroxiperdxidos fosfolipidicos
MDA Malondialdehido

Min Minutos

Ml Mililitros

Mm Milimolar

Mmol Milimoles

mm? Milimetros cubicos

Mn-SOD Superodxido dismutasa manganeso
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Na,CO,
NaCl
NADP*
NADPH
NaHCO,
NaOH
NAV
NEM
NGC
Nm
Nmol
NO*
NO,
NOS
ONOO™
OPT
8-ox0-dG
PBS

pH

PM

PMN
PO,HK
PO,HK,
PO,H,Na
PO,HNa,
PUFA
Redox
Ref

Rpm
RR

RL
RLO
RNA
RO®

Carbonato sddico

Cloruro de sodio

Fosfato de dinucleétido de nicotinamida y adenina
Fosfato de dinucledtido de nicotinamida y adenina reducido
Carbonato acido de sodio
Hidréxido de sodio
Neumonia asociada a ventilacion
N-etil-maleimida

Neumonia grave comunitaria
nanémetros

nanomoles

Radical éxido nitrico

Didéxido de nitrégeno

Oxido nitrico sintetasa
Peroxinitrito
O-phtalaldehido
8-oxo-deoxiguanina
Phosphate buffered saline
Probabilidad

Potencial de hidrégeno

Peso molecular
Polimorfonucleares

Fosfato diacido de potasio
Fosfato acido de dipotasio
Fosfato diacido de sodio
Fosfato acido de disodio
Polyunsaturated fatty acids
Reduccion-oxidacion
Referencia

Radical

Revoluciones por minuto
Riesgo Relativo

Radio

Radical libre

Radical libre de oxigeno
acido ribonucleico

Radical alcoxi
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ROO* Radical peroxil

ROOH Radical hidroperdéxido

SIRS Systemic Inflammatory Response Sindrome
SOD Superodxido dismutasa

SOFA Systemic Organ Failure Assessment
SDRA Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo
TBA Acido Tiobarbiturico

TBARS Thiobarbituric acid reactive substances
TCA Acido tricloroacético

ul Unidades Internacionales

ucl Unidades de Cuidados Intensivos

uv Ultravioleta

ul Microlitros

pmol Micromoles
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11. APENDICE

Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado

TITULO: Niveles de Estrés oxidativo oxidativo en la sepsis grave respiratoria. Correla-
cion con parametros clinicos y de laboratorio e impacto sobre la evolucion vital
Nombre del Paciente:

Fecha de nacimiento: [/ N° del paciente:

Informacion General:

La infeccion grave (sepsis) provoca un estado de inflamacién generalizada.
Dentro de esta respuesta del organismo a la infeccion, la oxidacién de muchas sus-
tancias aumenta significativamente, y este nivel de oxidacién puede relacionarse con
la buena o mala evolucién que tendra el enfermo.

Se le invita a participar en el estudio que busca determinar el nivel de esta-
do de oxidacion (Estrés Oxidativo) en pacientes con infecciones graves (sepsis) que
afecten al sistema respiratorio , especificamente aquellos afectados por neumonia
grave de la comunidad y quienes desarrollan neumonia, tras necesitar por varios dias
un respirador artificial (neumonia asociada a la ventilacion mecanica). Otras enferme-
dades o estados agudos como el politraumatismo, la sepsis intrabdominal o bien el
infarto agudo de miocardio también presentan aumento del estado de oxidacion de
diversos grados
El doctor
Es quien dirigira el estudio en el Hospital

Antes de que Usted decida si quiere participar o no, es importante que com-
prenda la naturaleza y objetivo de este estudio. Por favor tbmese su tiempo para leer
la siguiente informacion cuidadosamente y reflexione sobre su propoésito después de
que el médico que le trata le proporcione una explicacion detallada y responda a todas
las preguntas que usted formule.
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Objetivo del estudio:

Los pacientes con sepsis o infarto agudo de miocardio presentan diferentes
grados inflamacion sistémica y de oxidacion. El nivel de oxidacién (estrés oxidativo)
que se presenta durante los primeros dias de la enfermedad se podria relacionar
estrechamente con la evolucion posterior de los enfermos. El objetivo del presente
estudio es estudiar el grado (intensidad) de oxidacion de los pacientes con infeccién
grave de origen respiratoria y su relacion con la evolucion observada en la UCI y
compararlo con el infarto agudo de miocardio. De esta forma se pretende sentar las
bases de conocimiento para intentar influir en la evolucion de los pacientes afectados
de estas alteraciones y mejorar la supervivencia.

Seleccion de los pacientes:

En este estudio incluiremos a 8 pacientes con una edad comprendida entre
18 y 80 afios hospitalizados en la UCI con sepsis de origen respiratorio (neumonia
grave de la comunidad y neumonia asociada a ventilacion mecanica) y a 8 pacientes
con infarto agudo de miocardio.

Participacion:

Su participacion en el estudio es voluntaria. Usted podra decidir si desea o
no participar en él. Si usted decide participar se le proporcionara esta hoja informativa
para que la guarde y se le solicitara que firme un formulario de consentimiento infor-
mado. Usted se podra retirar del estudio en cualquier momento y sin tener que dar
explicaciones. La decisién de retirarse o de no participar no afectara en ninguin sentido
los cuidados médicos que usted reciba. Ademas, su médico del estudio podra decidir
que usted no debe continuar participando y retirarle del estudio si su condicion médica
cambiara y su doctor creyera que es lo mejor para usted.

Descripcion del estudio:

Si usted desea participar, se le hara una evaluacion completa. Se recogera la
informacién sobre su historial médico pasado y presente asi como cualquier farmaco
que este tomando actualmente o haya tomado. También se le realizara una explora-
cion fisica completa. Se le efectuara una extraccion de sangre al ingreso y al tercer
dia, similar a cuando se extrae sangre para un analisis rutinario. Esta muestra de su
sangre se utilizara para determinar el grado de oxidacién de la misma.

Se le solicitaran ademas controles de laboratorio en sangre y orina asi como radiogra-
fia de térax y electrocardiograma segun la practica habitual.
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Los riesgos son los habituales para cualquier otra extraccion de sangre que se realiza
de rutina en la UCI.

Confidencialidad:

Su participacion en el estudio sera confidencial y sus datos no se proporcio-
naran a nadie que no sea personal del estudio. Todos los datos se utilizaran en forma
estrictamente andnima, anotando sélo sus iniciales, la fecha de nacimiento y el cédigo
de registro en el estudio usado para usted.

Aprobacion del estudio:
Este estudio ha sido revisado y aprobado por el Comité Etico de Investiga-
cién Clinica de su Hospital.

Beneficios que aportara este estudio:

Este estudio puede contribuir a mejorar en el futuro el entendimiento de las
bases inflamatorias de esta enfermedad lo que con seguridad repercutira en la mejora
del tratamiento. Aunque entiendo que esto puede beneficiar a otros pacientes, es muy
probable que este estudio no me beneficie a mi directamente.

Utilizacion de las muestras:

Las Muestras que se obtengan tienen un valor Unicamente cientifico. No po-
dran utilizarse para desarrollar productos comerciales con valor terapéutico. No seran
utilizadas para otro estudio que no esté relacionado directamente con éste, sobre el
cual he sido informado.
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (POR ESCRITO)

TITULO: Niveles de Estrés oxidativo en la sepsis grave respiratoria. Correlacion con
parametros clinicos y de laboratorio e impacto sobre la evolucién vital

Yo

Nombre y los dos apellidos del paciente

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con

Nombre del Investigador

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1.- Cuando quiera

2.- Sin tener que dar explicaciones

3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Preso libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Fecha y hora Firma del participante

Fecha y hora Firma del investigador
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FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL FAMILIAR

TITULO: Niveles de Estrés oxidativo en la sepsis grave respiratoria. Correlacion con

parametros clinicos y de laboratorio e impacto sobre la evolucién vital

Yo en calidad de

Nombre y dos apellidos del familiar Relacion con el paciente

De

Nombre y dos apellidos del paciente

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con

Nombre del Investigador

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1.- Cuando quiera

2.- Sin tener que dar explicaciones

3.- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Y preso libremente mi conformidad con que

Nombre y dos apellidos del paciente
Participe en el estudio.

Fecha y hora Firma del Familiar

Fecha y hora Firma del Investigador

Apéndice
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