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MARCO TEORICO

Las principales moléculas prooxidantes son las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS). Las ROS incluyen el anién superédxido
(-02), el radical hidroxilo (OH) y el peroxido de hidrogeno (H202). Las RNS incluyen el 6xido
nitrico (ON) y el peroxinitrito (ONOQO") (1) (2). Estas especies reactivas también conocidas
como radicales libres, contienen un electrén no pareado que las hace altamente reactivas
con otras moléculas como proteinas, lipidos y ADN (3) (4) (5). Las células reaccionan al
dafio provocado por los ROS entrando en apoptosis y autofagia lo cual lleva a muerte celular
y dafo tisular provocando falla organica (6). Los ROS y las RNS son producidos en diversos
procesos fisiolégicos como la respiracion celular, respuesta inmune, apoptosis, proliferacion
y expresion de genes (4) (7). En este proceso de fosforilacion oxidativa, el oxigeno es
utilizado como receptor de electrones por otras moléculas para generar energia en forma
de adenosis trifosfato (ATP). El oxigeno es posteriormente reducido en agua. Sin embargo,
en 0.1% a 0.2% de estos procesos biolégicos el oxigeno no se reduce completamente
produciéndose los ROS (8).
Las ROS son ubicuas, altamente reactivas, de tiempo de vida media muy corto, se producen
en el metabolismo del oxigeno en todos los sistemas biolégicos aerdbicos y reaccionan con
todas las moléculas que se encuentran a su alrededor, empezando con aquellas que se
encuentran muy cercanas a su sitio de formacion. Los radicales libres son moléculas que
se consideran dentro de las ROS y se definen como 4&tomos o moléculas con uno 0 mas
electrones desapareados en alguno de sus orbitales electronicos, es ese electron el que le
proporciona su alta capacidad reactiva. El O, tiene una configuracion electrénica Unica y la

adicion de un electron forma el radical O;". Este radical puede ser producido por diferentes



mecanismos que dan lugar a la activacion del O,. La produccién del radical O, se origina
principalmente en la mitocondria (9).

Los ROS y las RNS son producidas por enzimas como la nicotinamina adenina dinucleotido
fosfato oxidasa (NOX), xantino oxidasa (XO) y la sintasa de 6xido nitrico (NOS). La NOX es
un complejo enzimatico que se encuentra en la bicapa lipidica de la membrana celular, en
los peroxisomas y dentro de la mitocondria. NADPH oxidasa es capaz de generar radicales
O al utilizar oxigeno y NADPH del citosol. El Oz es un oxidante débil que puede ser
dismutado en H0.. EL H»O; es liposoluble y puede atravesar las membranas celulares
provocando dafio a las membranas lipidicas y el ADN (10). También reacciona con metales
de transicion como el hierro o cobre y con el radical O “produciendo radical OH (1). El radical
OH es el mas agresivo y deletéreo, es el responsable del dafio a la mayor parte de las
moléculas y puede interactuar practicamente con cualquier molécula organica e inorganica
(8).

Durante condiciones fisiologicos el sistema redox produce radicales libres a través de la
sintetasa de éxido nitrico endotelial (NOS) la cual produce 6xido nitrico (ON), involucrado
en diversas funciones fisioldgicas como la neurotransmision, vasodilatacion e inmunidad.
Durante la sepsis, los fagocitos liberan ON y producen ONOO" el cual se descompone en
radicales hidroxilo y dioxido de nitrégeno (11).

Los antioxidantes son sustancias que previenen la transferencia de electrones de una
molécula organica a otra (12), que estabilizan radicales organicos o que terminan
reacciones de radicales organicos (13). Por lo tanto, los antioxidantes contrarrestan los
efectos de las ROS y RNS. Las principales enzimas antioxidantes del cuerpo humano son
el glutation peroxidasa (GPx), el superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la

tioredoxina (Trx), entre otras.



El glutation en su forma reducida (GSH) es una molécula fundamental en el citoplasmay la
mitocondria; la GPx produce glutatién disulfuro (GSSH) y agua a través del perdxido de
hidrégeno. GSSH se reduce a GSH por la glutation reductasa (GR) (14). Existen varias
isoformas de GPx; una es selenio (Se) dependiente y la otra es independiente de Se. El
GSH por si solo es un antioxidante endégeno que es utilizado como sustrato por el sistema
del glutation, pero también actia como secuestrador directo de ROS (15).

Las SOD son metaloenzimas que catalizan la dismutacién del anion O, a H,O2 y Oz
molecular. Existen 3 isoformas en los mamiferos: subtipo 1 o citosol-cobre-zinc (Cu-Zn);
subtipo 2 o mitocondrial-manganeso; subtipo 3 o extracelular-Cu-Zn.

La CAT es un conjunto enzimatico localizado en la bicapa lipidica de la membrana celular
que convierte el H,O2 en oxigeno y OH (16). También utiliza el H.O; para la oxidacion de
alcoholes y fenoles (15).

Por otra parte, las peroxidasas son enzimas que pertenecen a la clase de oxido reductasas.
Estas actlan descomponiendo varios peroxidos como el peréxido de hidrégeno (ROOH)
evitando la oxidacién de substratos organicos e inorganicos (17). Se encuentran en una
gran variedad de organismos (ej. plantas, bacterias, humanos), en varias isoformas y son
principalmente proteinas hemo que contienen protoporfirina IX. Dependiendo de la
presencia o ausencia del grupo hemo se clasifican como hemo o no hemo peroxidasas (18).
Estas se caracterizan por su accion catalitica y habilidad para actuar en la oxidacién de una
gran variedad de compuestos como fenoles, aminas e hidrocarbonos arométicos
policiclicos (19). La capacidad catalitica de las peroxidasas se asocia a cuatro diferentes
tipos de reacciones: per oxidativa, oxidativa, catalitica y de hidroxilacion (19).

En cuanto a los tioles, los tioles de bajo peso molecular juegan un papel fundamental en los

procesos celulares de oxido reduccion. Los grupos tioles reaccionan con electrofilos y



oxidantes y tienen alta afinidad por metales haciéndolos adaptables para diversos procesos
bioldgicos. Existe un delicado balance entre las reacciones benéficas y deletéreas
derivadas de los grupos tioles. La reduccion y oxidacién de los grupos tioles en los sistemas
biolégicos promueve la formacion de varios productos reversibles e irreversibles que
pueden ser recuperados por la accion de diferentes reductores celulares como el GSH vy la
Trx. Son de particular interés los productos de la oxidacion de Cys, &cido sulfonico, S-
nitrosotioles y disulfitos debido a su papel en el ciclo redox y/o en la regulacion de enzimas
y factores de transcripcion involucrados en procesos de sefializacién (20). La Trx tiene
propiedades inmunomoduladoras y proinflamatorias por la accién sobre el NF-kB (21). Los
principales sistemas reguladores para mantener el control del ambiente redox en las células
son el Trx/peroxy-redoxin/metionina sulfénico reductasa y el GSH/GPx/glutation-S-
transferasa (GST)/glutaredoxin (Grd). Estos dos sistemas contienen la Trx y Grd las cuales
contienen grupos tioles en sus sitios activos formados por dos residuos de cisteina (22).
Actlian como donantes de hidrogeno para el ribonucle6tido reductasa y son necesarios para
varias enzimas metabdlicas que contienen un puente disulfuro en su sitio catalitico. Entre
sus funciones se incluyen la regulacion del plegamiento de proteinas, la disminucion del
dehidroascorbato y la reparacion de proteinas alteradas por el EO y metabolismo de sulfuro
(22).

Las formas de Trx que tienen disulfuro oxidado son reducidas por NADPH y Trx reductasa,
mientras que las formas de Grd son reducidas por el GSH utilizando electrones donados de
NADPH. En el reticulo endoplasmico, el rango oxidado del plegamiento proteico es 1:1 a
1:3 con respecto a la relacion GSH/GSSG. Por lo tanto, la formacion de disulfuro es
dependiente de la compartimentalizacion de la quimica oxidada. Esto previene a la celulade

ser expuesta a eventos de oxidacion no especificos, entre los cuales los sistemas GSH/Grd



y Trx son necesarios para la homeostasis redox. La pérdida de Trx o Trx reductasa lleva a
una pérdida del balance en la relacibn GSH/GSSG lo cual promueve un estado redox
sensible a estrés reductor (23). Trx mantiene la homeostasis redox en respuesta al EO y
estrés reductor, particularmente se requiere para para la proteccion ante el estrés reductor
mediante la exposicidén de ditiotreitol (DTT) en la levadura Saccharomyces cerevisiae.

La Trx convierte el H,Ozen agua y Trx oxidada la cual posteriormente es reducida a Trx por
una reductasa dependiente de NADPH (24). La Trx reducida puede reducir el acido
ascorbico utilizando Se cémo cofactor (25).

Sepsis

Por otra parte, la sepsis y el choque séptico son problemas de salud publica a nivel mundial
y representan un alto costo para los sistemas de salud. En estados unidos se reportan 3
casos por cada 1000 habitantes y 2.6 casos por cada 100 egresos hospitalarios, de los
cuales, 51% reciben manejo en la unidad de terapia intensiva (UTI) y 17.3% son manejados
en la unidad de cuidados intermedios (UCI) o coronarios (UCC) (26). Sepsis se define como
la disfuncién organica que pone en riesgo la vida causada por la inadecuada respuesta del
huésped ante una infeccion; el choque séptico es el subconjunto de sepsis con disfuncion
celular y metabdlica asociada a alta mortalidad (27-29) La sepsis es la mayor causa de
mortalidad en las UCI de todo el mundo, ya que los niveles que alcanza son hasta del 80%
en enfermos con falla organica multiple (FOM) (30).

En este sentido, en pacientes criticamente enfermos con choque séptico es de vital
importancia mantener el equilibrio prooxidante y antioxidante, ya que tanto la respuesta
inflamatoria sistémica (31) como el EO, son diferentes condiciones clinicas que en un
mismo paciente provocan disfuncion endotelial aguda, lo cual favorece la inflamacion,

coagulaciéon e incremento de la permeabilidad capilar (32). Estas cascadas de eventos



conllevan a multiples facetas en el dafio organico en el cual ocurre paralelamente edema
pulmonar no cardiogénico, coagulacion intravascular diseminada e isquemia, entre otros.
Ademas, existen otras condiciones como la redistribucion y pérdida de liquidos corporales,
la ingesta inadecuada de alimentos que contribuyen de forma secundaria a una disminucion
de los antioxidantes naturales (33).

Existe sin duda el concepto final de que existe falla bioenergética, lo cual puede tener como
base fisio patogénica la disfuncién mitocondrial dentro del mecanismo de dafio del choque
séptico. Las mitocondrias disfuncionales tienen una disminucién en la captacion de Oy la
disfuncion respiratoria es secundaria a inhibicion de la transferencia de electrones que
puede ser inferida por la disminucién en la tasa de respiracion (34). La inhibicién en la
transferencia de electrones puede estar condicionada por una produccion excesiva de ON
o por las mtONS (6xido nitrico sintetasa mitocondrial), que condiciona a su vez lo siguiente:
a) un efecto irreversible de ON y ONOO sobre la NADH — ubiquitina reductasa y sobre el
ubigquinol- citocromo c¢ reductasa y b) una inhibicion O, competitiva de la actividad de
citocromo oxidasa. La disminucion de la tasa de respiracion de la mitocondria aislada va de
la mano con la disminucion de la temperatura y captura general de O, evento que se
distingue en el choque séptico. La inhibicion de la captacion de O a nivel mitocondrial es
parcialmente reversible in vitro por la adicion de albumina sérica, lo cual significa que puede
ser debida a los acidos grasos. La disfuncién mitocondrial en choque séptico es reversible,
ya que se ha observado pacientes que se han recuperado. Un evento fisiopatologico en
sepsis es la disfuncion mitocondrial que se manifiesta clinicamente por un incremento en
los niveles de lactato, asociado con mal prondstico (35). En el choque séptico, existe
hiporreactividad de causa multifactorial, los ONOO- interfieren con la habilidad de GSH para

reducir la hiporreactividad vascular y la disfuncion endotelial (36). En este estudio, se



demostré que la Vit C redujo ONOO" con significancia estadistica y en el grupo tratado con
melatonina se observo una tendencia a disminuir sus niveles. En un modelo animal se ha
evaluado el efecto de la SOD, encontrado que aunque exista eliminacién del O, las
catecolaminas encargadas de la vasoconstriccion no son desactivadas (37) y la xantina
oxidasa se acumula cuando disminuyen los niveles de ATP, lo cual se debe a disminucién
del aporte de O en la sepsis (38). Se ha demostrado que la sobrevida disminuye en
pacientes con niveles mas elevados de xantina oxidasa (39). EI ON tiene un papel
importante en la hipotension durante el choque séptico, el dafio hepéatico secundario
condiciona produccién de endotoxinas que disminuyen los niveles de los antioxidantes
naturales (Se y Zn). Clinicamente, diversos estudios han demostrado que suplementar a
los pacientes con Se puede disminuir la mortalidad (40). La mencion de este efecto es en
razon a que el ON se sintetiza en el endotelio por la sintetasa de 6xido nitrico (ONS) y la
produccion fisioldgica del ON es de suma importancia para la regulacion de la presion
sanguinea y la distribucion del flujo. Sin embargo, la sobreproducciéon de ON inducida por
la ONS se ha demostrado que contribuye a hipo reactividad vascular, hipotensién y
alteraciones cardiovasculares.

En la fisiopatologia de la sepsis, las células del sistema inmune innato expresan receptores
que reconocen estructuras muy conservadas de los microorganismos. Los receptores
presentan ligandos especificos que activan vias de sefializacion que inducen hacia la
respuesta inflamatoria. Este proceso requiere de multiples moléculas adaptadoras
intracelulares que se asocian al dominio citoplasmatico de algunas proteinas como las TLR,
que inducen la disociacién del complejo del factor de transcripcion NF-KB; este factor se
transloca al ndcleo e induce la transcripcion de los genes que codifican citosinas pro

inflamatorias lo cual ha sido demostrado en pacientes sépticos (41). Los lipopolisacaridos
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(LPS) localizados en la pared celular de las bacterias gramnegativas y los peptidoglicanos
(PGN) de las bacterias grampositivas conocidos como patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPSs), pueden ser reconocidos a través de TLR4 y TLR2, el ADN de la
bacteria es reconocido por TLR9. Por lo tanto, este reconocimiento inicial de los patégenos
se lleva a cabo varias poblaciones celulares como macréfagos y mastocitos residentes en
los tejidos, los cuales, ante esa exposicion liberan mediadores inflamatorios como
gquimiocinas, citocinas, aminas vasoactivas, eicosanoides y productos de cascadas
proteoliticas. Las citocinas como TNF- q, IL-1B, e IL-6 inducen la respuesta de fase aguda,
asi como la activacién del endotelio y de otros leucocitos. Por lo tanto, el dafio causado por
la liberacion de todos ellos en los tejidos induce, a su vez, liberacibn de moléculas
endodgenas que también activan al sistema inmune. Algunas proteinas modifican el
plegamiento del ADN el cual es liberado a la matriz extracelular por células necréticas o de
manera activa por monocitos y macréfagos activados, su concentracién plasmatica en
pacientes con choque séptico induce a la activacion del TLR2 y TLR4 lo cual a su vez
incrementa la produccioén de citocinas (42).

Los LPS y las citocinas como el TNF, interleucina-1 e interferon gamma inducen la
expresion de ONS en el endotelio, en el musculo liso, macréfagos y en las células
parenquimatosas (43). La sobre produccion de O tiene un papel fundamental en las
secuelas del choque séptico. Algunas de las propiedades proinflamatorias del Oz incluyen
el reclutamiento de neutréfilos a los sitios de mayor dafio, formacion de factores
guimiotacticos, dafio al ADN, iniciacién de la peroxidacion y liberacion de citocinas
proinflamatorias. EI ONOO" por otro lado perpetta el efecto proinflamatorio del O, y
también desactiva a la SOD (43). Ademas, posee efectos proinflamatorios citotéxicos

independientes los cuales incluyen: la iniciacion de la LPO, la inactivacion de una gran
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cantidad de enzimas y deplecién indirecta de GSH, dafio al ADN resultado en la activacion
de la enzima nuclear poli sintetasa, deplecién del NAD y de ATP, lo cual condiciona dafio
celular irreversible en el choque séptico (44).

Es importante destacar que como elemento central de la red de mediadores inflamatorios
durante el choque séptico, los O, y/o el H,O; contribuyen de forma importante a disfuncién
organica, esto ha sido demostrado en estudios experimentales que han demostrado que la
hiporreactividad a norepinefrina exégena de los vasos se debe a su desactivacion por el Oy
, por lo tanto, la norepinefrina desactivada no es capaz de mantener la presion sanguinea
(44). Por otro lado, estudios in vitro han demostrado que los antioxidantes naturales como
la cisteina, GSH vy el acido ascérbico, son removedores del H.O; e inhiben su capacidad
oxidante. En choque séptico existe deplecién del GSH en las células endoteliales y en las
células del musculo liso después de la aplicacion endoégena o exdgena de ONOO". En
estudios recientes se ha informado que el GSH enddgeno tiene un papel importante en
disminuir y controlar la hiporreactividad vascular y la disfuncion endotelial inducida por
ONOO" durante el chogue asociado a endotoxinas. Algunos estudios demuestran que la
deplecién de GSH enddgeno incrementa los efectos citotoxicos del HO,y las ERO. Se
conoce bien que el O2" interactla con las catecolaminas (por lo que de alguna manera se
consideran antioxidantes) convirtiéndolo en adrenocromos. Se considera que estos
adrenocromos son mediadores especificos de citotoxicidad y dafio celular, por lo que se
han utilizado miméticos de la SOD para mejorar la respuesta a los vasopresores durante
un estado de choque séptico (45).

Es evidente que la exposicion de los pacientes en choque séptico a ERO producidos por
una variedad de procesos fisiologicos y/o ambientales ha llevado a los organismos a

desarrollar mecanismos de defensa de proteccion contra el EO inducido por ER, esto se
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lleva a cabo a través de mecanismos preventivos de reparacion, defensas fisicas y
defensas antioxidantes.

Existen diferentes enzimas antioxidantes, entre las que se encuentran la SOD, la GPx y
CAT. También existen otros antioxidantes no enziméticos como la Vit C, Vit E, GSH,
carotenoides, flavonoides y otros. En condiciones normales, hay homeostasis entre las
ERO y las defensas antioxidantes para que los organismos se encuentren en las
condiciones necesarias para la supervivencia (46). Los antioxidantes en ciertas
concentraciones retrasan o previenen significativamente la oxidacion de sustratos oxidables
como los lipidos, proteinas y el ADN, por lo tanto, regulan el dafio oxidativo en sistemas
biolégicos y previenen para la formacion de ERO por quelacién antes de que éstas puedan
reaccionar con otras biomoléculas antioxidantes. Por lo tanto, esta defensa puede ser tanto
por compuestos enddgenos producidos por el organismo o compuestos exdgenos
adquiridos en la dieta. Los antioxidantes inhiben o retardan la oxidacion de dos formas:
captando ROS, por lo que son conocidos como antioxidantes primarios; 0 por mecanismos
gue no estén relacionados con la captacion de radicales libres (captacion del O?, unién a
metales pesados, etc.) conocidos como como antioxidantes secundarios.

La terapia antioxidante en el choque séptico ha sido propuesta desde Hipdcrates, quien
utilizo la mirra (Commiphora mukul, Commiphora myrrha) (47) con fines medicinales
terapéuticos y antinflamatorios, actualmente se conoce que también tiene propiedades
antioxidantes y es utilizada en diversos padecimientos (48).

Durante el choque séptico, existe incremento del gasto cardiaco con disminucién de las
resistencias vasculares sistémicas causada por dilatacion arterial (49). La disminucion
excesiva 0 muy prolongada de las resistencias vasculares puede producir hipotensién

resistente al uso de vasopresores lo cual puede contribuir a falla cardiaca grave (50). En
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diferentes modelos experimentales y en humanos con choque séptico se ha descrito que la
alta produccion de 6xido nitrico inducible (iON) y especies reactivas de nitrégeno (RNS) por
diferentes vias pueden causar falla organica (pulmonar, cardiaca, neurolégica y hepatica)
(51).

La nueva definicion de sepsis enfatiza la desregulacién de la respuesta del huésped y la
disfuncion de multiples érganos ante la infeccion, lo que se atribuye parcialmente a
trastornos metabdlicos inducidos por la crisis energética y del estrés oxidante (EO).
Sabemos que las mitocondrias son el centro de produccién de energia y que el dafio o
disfuncion mitocondrial se induce comdnmente en un entorno séptico, por lo que, la
disfuncion mitocondrial esta ampliamente involucrada en la patogénesis del choque séptico.
Sin embargo, los blancos terapéuticos para ello aiun estan en revision debido a que todavia
es dificil definir si la disfuncidbn mitocondrial es una consecuencia o es inductor en el
desarrollo de la respuesta séptica. La modulacion de la funcion mitocondrial pudiera ser a
futuro una estrategia terapéutica potencial en el manejo de la sepsis, sabemos que tanto
en el EO como en la disfuncién mitocondrial participan mdaltiples factores inducibles los
cuales requieren tratamientos especificos y efectivos para el uso clinico. Las terapias
inespecificas como los inhibidores de apoptosis, los promotores de autofagia o el
tratamiento hormonal, pueden traer efectos universales en otros procesos biolégicos
celulares y causar consecuencias impredecibles que no son adecuadas para la aplicaciéon
clinica, por lo que aun se requiere mayor investigacion.

El control inflamatorio, cardio metabdlico y del estrés oxidante son esenciales,
independientemente a la causa que origina el choque séptico.

Se
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Por otra parte, el Se es un micronutriente esencial que tiene la funcion de ser un cofactor
enzimatico para mas de 30 selenoproteinas. Estas proteinas tienen papel fundamental en
el sistema de sefalizacion redox el sistema de defensa antioxidante y en la respuesta
inmune humoral y celular (52). La homeostasis del selenio esta controlada a nivel renal, su
absorcion por via intestina absorciéon no esta regulada y su biodisponibilidad en el plasma
normalmente es elevada. La ingesta diaria normal en adultos se estima que es de 50 a 100
pg/d con niveles téxicos a partir de ingestas >350 pg/d (53). Aproximadamente 60% del
selenio sérico se encuentra incorporado a la selenoproteina P (SePP), 30% unido a GPx, 5
a 10% unido a la albumina y <1% se encuentra libre en el plasma. Los niveles plasmaticos
de Se en adultos sanos van de 1.0 a 1.5 mmol/L (7.9 — 11.8 pg/dL) (54). Se ha demostrado
que el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y la FOM se asocian con niveles
plasméticos disminuidos de Se y GPx en pacientes criticamente enfermos (55) aldn con
niveles altos o bajos de Se no se puede asegurar el exceso o deficiencia de este (56). En
el 2009 Forceville y cols determinaron que la SePP se une al endotelio bajo un ambiente
favorecido de pH disminuido y que se encuentra disminuida en pacientes con SIRS (57).
Tanto el SIRS como la FOM se caracterizan por depresion y redistribucion del selenio
condicionando disminucién de la capacidad antioxidante endégena (58). No se ha logrado
unificar los valores séricos de Se debido al bajo porcentaje en plasma y a su dificil medicion
a nivel intracelular (59).

Existen diversos factores que pueden contribuir a la disminucion de los niveles de selenio
en pacientes graves con choque séptico. En la sepsis, el selenio escapa al compartimiento
intersticial a través de la fuga capilar, por otra parte, las pérdidas de liquidos, flebotomia,
malnutricion y la terapia de reemplazo renal pueden contribuir a disminuir ain mas los

niveles de Se (60). La enfermedad critica también se asocia a disminucién de la actividad
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de GPxy SePP. Otros factores como los farmacos (estatinas, corticosteroides y diuréticos),
el tabaquismo, el alcoholismo, el virus de inmunodeficiencia humana, la desnutricién y la
deshidratacion también contribuyen a la disminucion de las concentraciones de Se (61).
GSH

Por otra parte, el GSH proporciona 2H* y 2e™ que reaccionan con la forma oxidada de la
vitamina C (Vit C), por lo tanto, mantiene la Vit C en su forma reducida (62). Ademas, es
importante considerar que la n-acetilcisteina (NAC) es una fuente de GSH por lo que es
posible plantear que una dosis de NAC podria aumentar la capacidad antioxidante del
plasma y posteriormente disminuir el EO. Tanto la CAT como la GPx requieren del GSH, el
cual tiene actividad antioxidante directa a través de la donacién de iones de hidrégeno, que
a la vez puede reparar el ADN dafiado. EIl GSH es un antioxidante intracelular que es
esencial en la proteccion de las células participando en la eliminacién de los ROS (63).
MT

Se ha demostrado que la melatonina (MT) posee propiedades de secuestro de ROS, lo cual
protege a los lipidos de la membrana celular, proteinas del citosol, el DNA nuclear y el
mitocondrial (64,65) y esto se ha propuesto a través de estudios in vitro y en vivo que puede
prevenir la lipoperoxidacion (LPO) (66), preservar la permeabilidad de la membrana
aumentando su fluidez (67) y reducir niveles de hidroperéxido en las mitocondrias
restaurando la homeostasis del GSH y la funcién mitocondrial en los organelos bajo EO
(68,69). También tiene la capacidad de estimular la y-glutamilcisteina sintasa, por lo tanto,
puede incrementar la sintesis intracelular de GSH (70). Otro de sus mecanismos
antioxidantes, es a través de la restauracion de la actividad mitocondrial funcional que se

deprime en algunas situaciones patoldgicas, reduciendo el consumo de O? por las
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mitocondrias hepéticas, un efecto que puede proteger este organo del dafio oxidante
excesivo (71,72).

NAC

La NAC es un antioxidante con propiedades altamente antinflamatorias que se utiliza en el
tratamiento principalmente de la intoxicacién por acetaminofén, bronquitis crénica y fibrosis
quistica (73). El efecto antioxidante del NAC es a través de la reposicidon de los depdsitos
de GSH, ademas de funcionar como secuestrador de radicales libres de oxigeno (74).
Independientemente de sus propiedades antioxidantes, también se ha demostrado

importantes efectos antinflamatorios (75) (76).

Vit C

La vitamina C (Vit C), es un antioxidante soluble en agua que funciona como cofactor para
mdultiples enzimas (77). Es absorbida a nivel intestinal a través del transportador
dependiente de sodio de Vit C, filtrada de manera libre en el glomérulo y reabsorbida a nivel

del tabulo proximal a través del mismo transportador (78).

La Vit C inhibe la produccion del O, y OONO" por la inhibicion de la NAPH oxidasa que
produce tanto O," como la expresion de mRNA de iNOS. Por lo tanto, previene la produccion
abundante de N) que genera OONO" en la presencia de O,. También disminuye la
vasoconstriccién patoldgica, asi como, la pérdida de la permeabilidad vascular inhibiendo
la oxidacion de la tetrahidrobiopterina (BH4), el cual es, el cofactor para la eNOS,
previniendo el desacoplamiento entre la NO y la eNOS, lo cual genera O;. Otro de sus
efectos, es proteger contra la fuga capilar inhibiendo la activacion de la proteinfosfatasa 2
A (PP2A), la cual, desfosforila la ocludina y es crucial para el mantenimiento de las uniones

estrechas. La Vit C tiene papel protector contra la permeabilidad mitocondrial, al activar las
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vias de la apoptosis. También inhibe el factor de necrosis tumoral (TNF) e induce la
expresion de la ICAM, la cual, incrementa la adhesividad de los leucocitos en la

microcirculacion (79).

Vit E

Sabemos que la vitamina E (Vit E) es el antioxidante lipofilico mas importante en la
membrana celular y que evita la LPO en esta (80). La deficiencia de Vit E también se ha
encontrado en nifios criticamente enfermos con sepsis lo cual contribuye su progresion
hacia choque séptico. Los cambios fisiopatolégicos en pacientes con sepsis estan
asociados con el EO ademas de la respuesta inflamatoria, este efecto esta condicionado
por la produccién de ERO con consecuente alteracion en los mecanismos de proteccion
antioxidante, lo cual conlleva a falla organica y choque séptico. Esto justifica el papel

terapéutico potencial de la terapia antioxidante y antiinflamatoria (81).

JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A nivel mundial, se ha presentado aumento tanto de la prevalencia como de la incidencia
de sepsis y choque séptico. Algunas de las causas de este fendmeno son el incremento en
la sobrevida de la poblacion, la mayor prevalencia de enfermedades crénico-degenerativas,
el uso de tratamientos inmunosupresores, asi como el mayor nimero de procedimientos
invasivos, el uso de catéteres de larga permanencia y la exposicion ambiental subita a
infecciones diversas o en pandemias. Segun los datos reportados por el Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI), en México, la sepsis forma parte las 20 principales
causas de mortalidad en adultos y nifios, llegando a ser de hasta el 40% en algunas

instituciones del pais (82)
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La relacion de las ERO con dafio endotelial y la inflamacion tiene implicaciones clinicas.
Las ERO son compuestos que se derivan de la molécula de O por reduccién quimica
parcial. En este grupo se incluyen al H.O (producido cuando el O es reducido con 2
electrones) y a las ERO, que abarcan a los O2" y al HO (83). Existen otras especies como
RO-, el ROO, el NO,, el hidroperéxido lipido (LOOH), el hidroperéxido proteina (POOH) e
hiperclorito (CIO™) (84). Las ERO participan en procesos fisioldgicos, sin embargo, al mismo
tiempo pueden ejercer efectos toxicos. Estas son producidas como consecuencia del
metabolismo, y por lo tanto, son esenciales para la produccion de energia, sintesis de
compuestos biolégicamente esenciales y la fagocitosis (un proceso critico para el sistema
inmunolégico ademas de su papel vital en la transduccion de sefiales, implicado en la
comunicacion y funcién de las células) (84). En las ultimas décadas, se ha demostrado en
diversos padecimientos la participacion de ERO, ya que estas interactGan con moléculas
inflamatorias. La reaccion del OH" con lipidos insaturados es la cascada mas conocida de
dafio inducido por radicales, aunque existen muchos ejemplos de dafio a proteinas o al
ADN. Por ejemplo, la reaccion de ERO con proteinas puede llevar a la oxidacion de cadenas
laterales reactivas de amino&cidos, al entrecruzamiento de proteinas y desnaturalizacion
de proteinas cercanas. La oxidacién de ADN conlleva a ruptura de cadenas y liberacién de
bases oxidadas. Por lo tanto, existe una razon crucial del papel de los diversos antioxidantes
para controlar o disminuir el EO y su repercusion, como un proceso crucial de contra
regulacion del dafio producido por ERO.

Existe evidencia suficiente que demuestra que tanto los enfermos en estado critico, como
los pacientes sépticos, presentan marcado incremento de ROS combinado con disminucion
en las defensas antioxidantes enddégenas (85). A pesar de que en los Ultimos afios han

surgido gran cantidad de investigaciones en el &mbito del EO en enfermos criticos, existen
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limitados estudios bien disefiados que den respuesta a una gran cantidad de preguntas en
cuanto a la administracion de antioxidantes en estos enfermos. No se sabe de manera clara
cuando, como y donde deben medirse tanto marcadores prooxidantes como antioxidantes
en estos enfermos. También es incierto el nivel de antioxidantes que se debe alcanzar en
estos enfermos; si se deben buscar objetivos bioquimicos, que dosis y que tipo de
suplementacién debe utilizarse y como estos marcadores bioguimicos se relacionan con la
morbilidad y mortalidad (86). Existen pocos estudios de que dan informacién detallada de
las vias de dafio causadas por el EO y como estas se modifican con la administracion de
terapia antioxidante especifica.

En un ensayo clinico previo realizado por nuestro grupo de trabajo iniciamos la busqueda
de en la respuesta al tratamiento con antioxidantes y pudimos evaluar de forma general el
comportamiento de la desregulacién que existe en el choque séptico, encontramos que los
pacientes con choque séptico que recibieron Vit C y MT mejoraron la disfuncion organica
(medida por el puntaje de SOFA) asociado a disminucién de LPO y NO3/NO2. Sin embargo,
no se evaluo la red enzimética antioxidante especifica ni la participacion del Se en cada
uno de los grupos estudiados, estos resultados nos llevaron a complementar con la

evaluacion de la participacion integral de cada antioxidante enzimatico y no enzimatico.

Con este estudio, pretendemos evaluar el efecto el sistema antioxidante enzimatico y no
enzimatico de cuatro diferentes terapias en pacientes con choque séptico, ademas se
determinardn niveles de tioles y del Se después de cada terapia antioxidante especifica (Vit
C, Vit E, NAC y MT). Del mismo modo, evaluamos la respuesta clinica al tratamiento
midiendo el estado de disfuncién organica en seis sistemas diferentes, utilizando el puntaje
de SOFA y el estado de respuesta de los diversos biomarcadores del EO antes y después

de la intervencion terapéutica
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Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es evaluar el efecto de las cuatro diferentes
terapias antioxidantes empleadas en cada una de las enzimas del sistema antioxidante y

del Se (87).

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢La administracién de terapia antioxidante especifica mejorara el sistema de defensa
antioxidante y disminuira el EO, esto tendra repercusion clinica en los pacientes con choque

séptico?

OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL ESTUDIO

Objetivo general:
o Determinar el efecto de cuatro diferentes terapias antioxidantes sobre el sistema
enzimatico antioxidante, el sistema no enzimatico y el Se, asi como la repercusion
clinica medido por SOFA en enfermos criticos con choque séptico comparado con

un grupo sin tratamiento.

Objetivos particulares:

¢ Medir los niveles de Se en pacientes con choque séptico antes y después de recibir
terapia antioxidante especifica.

o Determinar el estado basal de dos selenoproteinas (TrxR y GPx) en pacientes con
choque séptico mediante su medicién en plasma previo al inicio de la terapia
antioxidante.

e Evaluar el sistema enzimatico antioxidante en pacientes con choque séptico (SOD,

Px, GPx, GR, GST y TrxR) antes y después del tratamiento.
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e Analizar el efecto clinico en cada uno de los apartados de disfuncion organica
evaluados con el puntaje de SOFA.

e Evaluar el cambio en el tiempo de la procalcitonina (PCT) y proteina c reactiva (PCR)
en los diferentes grupos de tratamiento y compararlo con el grupo sin tratamiento.

e Mediremos el efecto en la via inflamatoria antes y después de la terapia antioxidante
en los diferentes grupos con la medicion de IL-183, IL-2, IL4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-

12p70, IL-17A, TNF-a, INFy, IP-10, MCP-1y TGF(3-1

HIPOTESIS

Hipotesis alternativa:
El sistema enzimético antioxidante, los niveles de Se y la disfuncion organica mejorara

después de la terapia antioxidante en los diferentes grupos con choque séptico.

Hipotesis nula:
El sistema enzimatico antioxidante, los niveles de Se y la disfuncién organica sera similar

antes y después de la terapia antioxidante en los diferentes grupos con choque séptico.

METODOLOGIA

Tipo de Estudio

Se trata de un estudio comparativo, con maniobra experimental, longitudinal, tipo de

muestreo de exposicion, de cohorte y prolectivo.

Ensayo clinico traslacional, aleatorizado y ciego.
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Poblacion de estudio

Descripcién de la muestra

Pacientes mayores de 18 afos que ingresen a la unidad de terapia intensiva del Centro

Médico ABC campus observatorio y Santa Fe con diagndstico de choque séptico por el i

Consenso Internacional de Sepsis y Choque Séptico (27) a partir de marzo del 2018.

Criterios de Inclusién

Pacientes mayores de 18 afios

Ambos géneros

Diagndstico de choque séptico en las Ultimas 24 horas caracterizado por hipotension
refractaria y requerimiento vasopresor a pesar de reanimacion hidrica suficiente (20
mL/kg de coloides 0 40 mL/kg de cristaloides) para mantener una presién arterial =

65 mmHg con un lactato >2 mmol/L.

Que sean ingresados a la UCI del Centro Médico ABC campus Santa Fe y

Observatorio.

Que otorgue consentimiento informado.

Criterios de Exclusién

Pacientes con formato de voluntad anticipada.

Uso crénico en los ultimos seis meses o reciente de esteroides.

Uso de estatinas.
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e Pacientes que se encuentren con algun tipo de tratamiento antioxidante previo al

cuadro de choque séptico.

e Cualquier contraindicacion para el uso de Vit C, Vit E, NAC o MT.

e Mujeres embarazadas.

Criterios de eliminacién

e Paciente que retire consentimiento informado.

Método de Muestreo

Se utilizara muestreo no probabilistico de tipo consecutivo por conveniencia.

Céalculo del tamafio de muestra

El calculo del tamafio de muestra se presenta a continuacion:

Terapia Controle  Enfermo o Poder Tamafi  Muestra  Referenci
S S erro  estadistic o de a
% % r o] muestr
a
Vit C 0.01% 0.32% 0.05 0.84 28 ? ¢Mejoria
0.01 0.99 70 de SOFA?
Vit C 0.01% 0.50% 0.05 0.84 17 Raton (Fisher)
0.01 0.99 37 (Gulo) Mortalidad
Vit C 8.5% 0.44% 0.05 0.84 30 Paciente (Marik)
hidrocortison s ¢Mejora
ay tiamina 0.01 0.99 1 falla
renal?
Vit C IV 10.1+ 2 133+ 0.05 0.84 11 24 (Fowler)
2.9 0.01 0.99 32 paciente SOFA
s con
sepsis
Vit E 13+ 2 24+ 4 0.05 0.84 4 14 (Durant)
0.01 0.99 7 paciente  APACHE

S

Célculo de tamafio de muestra mediante X? para comparar dos proporciones
independientes:
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Mortalidad: (88)
Mejoria en lesion renal: (89)
Caélculo de tamafio de muestra medias + DE independientes:
SOFA: (90)
APACHE: (91)
Formulas
a. Proporciones:
Llamando P a la proporcion media de la proporcion de acontecimientos de interés del grupo
control ¢ y del grupo tratado e, Pc a la proporcién de acontecimientos de interés en el grupo
control, Pe a la proporcion en el grupo expuesto, y utilizando el resto de las notaciones igual

que en apartados anteriores, de forma similar se puede llegar a la siguiente expresion:

Zggz ZP(1—P)tzg Pe 1=Fp +Fy 1—Pg
(Fe—Fe)

My =

b. Formula para diferencia de medias: (Alpha A)

L JZe—ZB]
N = E[W]DE

Donde:

Za = valor de z relacionado con a = 0.05 (se extrae de tablas de referencia)
ZB = valor de z relacionado con un 3 = 0.20 (poder de 80 %).

DE= desviacién estandar

M1 = media de grupo A

H2= media del grupo B

De acuerdo con el ejemplo, la sustitucion de los valores

Seria de la siguiente forma:
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Za=1.96

ZB = -0.84
DE=2
u1=10.1%2
H2=133+

Y sustituyendo en la férmula:
Por lo tanto, sera necesario incluir 11 pacientes en cada grupo si se desea obtener 80% de
posibilidad (80 % de poder) o 32 si el poder es de 99%, para detectar diferencia de medias

de 23 en SOFA entre los grupos de tratamiento.

Procedencia de los sujetos
Pacientes que ingresen a la UCI del Centro Médico ABC campus Santa Fe y Observatorios

a partir de marzo del 2018.

Aleatorizacion

Se llevara a cabo una aleatorizacion electrénica por computadora de 125 pacientes en 6
bloques con 5 grupos de tratamiento, en total se colocara 25 pacientes en cada grupo. Una
persona ajena al estudio colocara la terapia indicada en sobres opacos idénticos
numerados del 1 al 125 y estos se colocaran en caja cerrada. Los sobres se tomaran de
manera consecutiva con la terapia indicada. Ni el investigador, ni las personas relacionadas

con el estudio o el tratamiento conoceran la terapia que le tocara a cada paciente.

Método de recogida de datos
Al ingreso a la unidad de terapia intensiva se realizara la historia clinica completa al igual

gue exploracion fisica de los pacientes para obtener los datos demograficos de los sujetos.
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Calcularemos las escalas pronosticas de APACHE Il y SAPS Il al ingreso a la unidad de
terapia intensiva, asi como, el puntaje de SOFA para disfuncién organica para cada uno de
los apartados de este (neuroldgico, respiratorio, hemodinamico, hepatico, hematoldgico).

Se realizard la evaluacién de SOFA todos los dias por siete dias.

Se tomaran estudios de laboratorio al ingreso a la UCI y todos los dias de estancia los
cuales incluiran los siguientes: biometria hematica completa, quimica sanguinea,
electrolitos séricos (sodio, potasio, cloro, calcio y magnesio), pruebas de funcionamiento
hepatico, proteina c reactiva, procalcitonina, gasometria venosa y arterial. Estudios

adicionales se solicitaran a discrecién de los médicos a cargo.

La medicion del EO se realizara al ingreso a la UCI, al segundo y al séptimo dia de

tratamiento.

Se realizardn a su ingreso tres hemocultivos, urocultivo, cultivo de secreciéon bronquial y
coprocultivo en caso de no contar con alguno. El estudio microbiol6gico vario dependiendo

del cuadro clinico y caso del paciente.

Se tomaran estudios de gabinete al ingreso a la unidad que incluyeron: radiografia de térax,

electrocardiograma y tomografia segun sea el caso.

Descripcién y definicion de la intervencion
Posterior a la aleatorizacion se iniciara el tratamiento segun el resultado obtenido de los

sobres cerrados.

Para el grupo de NAC se utilizaran dos tabletas efervescentes de 600 mg de NAC las cuales
se administraran cada 12 horas por via oral o sonda naso enteral por cinco dias. En total

se administraran 10 dosis de NAC.
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Para el grupo de MT se utilizaran MT en capsulas de liberaciéon prolongada de 5 mg, se
administraran en dosis de 50 mg (10 capsulas) por via oral o sonda naso enteral por cinco

dias. En total se administraran 5 dosis de MT.

Para el grupo de Vit C se utilizaran tabletas de Vit C de 1 gramo las cuales se administraran
cada 6 horas por via oral 0 sonda naso enteral por cinco dias. En total se administraran 20

dosis de Vit C.

Para el grupo de Vit E, se utilizaran cdpsulas de Vit E (d-alfa tocoferol acetato) de 400 Ul
equivalentes a 400 mg las cuales se administraran cada 8 horas por cinco dias. En total se

administraran 15 dosis de Vit E.

Descripcién del seguimiento de los pacientes

Se recolectaran los datos de los pacientes posterior a la aleatorizacion por 28 dias. Se
recolectaran las variables de interés la cuales incluirdn signos vitales, variables
hemodinamicas, estudios de laboratorio y cultivos. Se realizara la medicién del SOFA score
todos los dias hasta el egreso de la UCI. La medicion de metabolitos del ON se llevara a
cabo antes del inicio del tratamiento al ingreso a la UCl y a los 5 dias de tratamiento. Se
recolectaran las tasas de mortalidad a 28 dias, en la UCI y hospitalaria posterior a la

aleatorizacion.
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MODELO CONCEPTUAL DEL ESTUDIO

Choque Séptico

Criterios de inclusion ~ p=g=={  Criterios de exclusién

Puntaje de SOFA, estrés
oxidante y estado -
antioxidante

| | | 1
NAC vit.C Vit. E MT Control
SOFAdialas — SOFAdialas — SOFAdialas — SOFAdiala5 — SOFAdiala5s
0y 48 horas: 0y 48 horas: 0y 48 horas: 0y 48 horas: 0y 48 horas:
Sel Sel Sel Sel Sel
SOD Sob Sob SOD Sob
Px Px Px Px Px
GPx GPx GPx GPx GPx
GR GR GR GR GR
GST GST GST GST GST
Tioles Tioles Tioles Tioles Tioles
Trx Trx Trx Trx Trx
PCR PCR PCR PCR PCR
TNF-q, IL-1,IL-6 TNF-q, IL-1, IL-6 TNF-q, IL-1, IL-6 TNF-q, IL-1,IL-6 TNF-q, IL-1, IL-6
PCT PCT PCT PCT PCT
Egreso o defuncion — Egreso o defuncion — Egreso o defuncion — Egreso o defuncién — Egreso o defuncion
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Definicién de las variables

Variable

Edad

Género

Peso

Talla

IMC

Motivo de ingreso

Apache ll

SAPS I

NUTRIC

SOFA score al
ingreso y del dia O al
5

Enfermedad previa

Definicion

Tiempo que ha transcurrido
desde el nacimiento hasta el
momento actual en afios.
Caracteristicas biolégicas que
distinguen al hombre de la
mujer dentro de un género.
Peso de cada paciente al
momento del estudio.

Estatura de cada paciente al
momento del estudio.

Medida de asociacién entre

el peso y la talla de un
individuo (Peso/Talla?).
Normal 20 a 25, sobrepeso 25
a 30, obesidad >30.

Motivo de ingreso a la unidad
de cuidados intensivos

Método para predecir la
mortalidad hospitalaria
calculado al ingreso a la UCI
Método para predecir la
mortalidad hospitalaria
calculado al ingreso a la UCI
Método para evaluar el riesgo
de desnutricién en pacientes
ingresados a UCI e iniciar
nutricién

Evaluacion secuencial de la
falla organica

Enfermedades que padece el

paciente previo a su
padecimiento actual

30

Tipo de

Variable
Cuantitativa
discreta

Cualitativa
Dicotémica

Cuantitativa
continua
Cuantitativa
continua

Cuantitativa
continua

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
continua
Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
Discreta
Cuantitativa

discreta

Cualitativa
nominal

Valor

ARos

1) Mujer
2) Hombre

Kg

Metros

kg/m?

a) Médico

b) Cirugia electiva
c¢) Cirugia de
emergencia

Puntaje

Puntaje

Puntaje

Puntaje

a) Diabetes mellitus
b) Hipertension
arterial

c) Dislipidemia

d) EPOC

e) Insuficiencia
cardiaca

f) Enfermedad
coronaria

g) Cancer

h) Neurolégica

i) Hepatica

j) Enfermedad renal
cronica

k) Otras
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Motivo de ingreso

Sitio de ingreso

Diagnostico de
ingreso

Causa de infeccion

Sitio de Infeccién

Microrganismo

Glasgow

Relacion PaO2/FiO2
Relacién SpO2/Fi02
VMI

VMNI

Frecuencia cardiaca
Presion arterial

media

SVCO2

Motivo de ingreso a la UCI

Lugar proveniente previo al
ingreso a UCI

Cual es el diagnéstico de
ingreso previo al choque
séptico

Causa de infeccion del
paciente

Sitio donde se presenta el
foco infeccioso

Microorganismo patégeno
responsable de la
enfermedad actual
Evaluacion neuroldgica de la
escala de coma de Glasgow
Relacion entre la PaO2 en
mmHg con la FiO2

Relacién entre la SpO2 con la
FiO2

Requerimiento de ventilacion
mecanica invasiva
Requerimiento de ventilacion
mecanica invasiva

Numero de latidos cardiacos
por minuto

Presion arterial sistolica
multiplicada por dos mas la
presion arterial diastélica
dividida entre tres

Saturacion venosa central de
oxigeno tomada con un
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Cualitativa
dicotdbmica
Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cualitativa
nominal

Cuantitativa
discreta
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
dicotdbmica
Cuantitativa
dicotémica
Cuantitativa
discreta
Cuantitativa
discreta

Cuantitativa
Continua

1) Quirdrgico

2) No quirdrgico
a) Urgencias

b) Quiréfano

c) Hospitalizacion
d) Otro

a) Cardiovascular
b) Respiratorio

c) Gastrointestinal
d) Neuroldgico

e) Sepsis

f) Trauma

g) Metabdlico

h) Hematolégico
i) Renal

j) Genitourinario

) Otro

a) Adquirida en la
comunidad

b) Intrahospitalaria
c) Postquirargica
a) Pulmén

b) Gastrointestinal
c¢) Tracto urinario
d) SNC

e) Endocarditis

f) Ginecologica

g)
Osea/Articulaciones
h) Bacteriemia

i) Otra

j) Desconocida
Nombre del
microrganismo
responsable
Puntaje

mmHg

Valor numérico

1) Si

2) No

1) Si

2) No

Latidos por minuto

mmHg

%



PVvC

Norepinefrina al
ingreso
Vasopresina al
ingreso

Dopamina al ingreso

Dobutamina al
ingreso
Levosimendan al
ingreso

Nutricion antes de 48
horas

Nutricion enteral

Nutricién parenteral
Glucosa

Bilirrubina total al
ingreso
Lesion renal aguda

Estadio de lesidn
renal aguda
Creatinina al ingreso

Terapia de
sustitucion renal
Temperatura

Leucocitosis al
ingreso

PCR al ingreso y del
diaOal 7

PCT al ingreso y del
diaOal 7

Plaquetas al ingreso

Se antes y alas 48
horas de la terapia
Tioles

Expresién de SOD
antes y alas 48 horas
de la terapia
Expresion de Px
antes y alas 48 horas
de la terapia

catéter en la vena cava o
auricula derecha
Presién venosa central

Dosis méxima de
norepinefrina
Dosis maxima de vasopresina

Dosis maxima de dopamina
Dosis maxima de dobutamina

Dosis maxima de
levosimendan

Inicio de nutricion en menos
de 48 horas

Administracion de nutricion
via enteral

Administracion de nutricion
via parenteral

Niveles de glucosa en sangre
al ingreso

Nivel de bilirrubina en suero

Presento lesién renal aguda

Estadio de lesion renal aguda
segun las guias de KDIGO
Nivel de creatinina al ingreso

Requiri6 terapia de sustitucion
renal

Temperatura corporal al
ingreso en grados
centigrados

Niveles de leucocitos en
sangre

Niveles de proteina C reactiva
en suero

Niveles de procalcitonia en
suero

Niveles de plaquetas en
sangre

Determinacion de Se en
plasma

Determinacion de tioles en
plasma

Super oxido dismutasa

Expresién de peroxidasa
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Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cualitativa
dicotdbmica
Cualitativa
dicotdbmica
Cualitativa
dicotdbmica
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cualitativa
dicotdbmica
Cuantitativa
discreta
Cuantitativa
Continua
Cualitativa
dicotémica
Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua
Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

mmHg
mcg/min
Ul/h
mcg/kg/min
mcg/kg/min
mcg/kg/min
1) Si

2) No

1) Si

2) No

1) Si

2) No

1) Si

2) No
mg/dl

1) Si

2) No
1,203
mg/dl

1) Si

2) No

°C

1073/l
mg/dl
ng/mi

1073/ul

nM/mL de plasma
nM/mL de plasma

U/mL de plasma

U/mL de plasma



Actividad de GPx
antes y alas 48 horas
de la terapia
Actividad de GST
antes y alas 48 horas
de la terapia
Actividad de GR
antes y alas 48 horas
de la terapia
Actividad Trx antes y
alas 48 horas de la
terapia

Dias de ventilacion
mecanica invasiva
Dias de estancia en la
UTI

Dias de estancia
hospitalaria

Defuncién

Obtencién de la muestray almacenamiento

Actividad de glutation
peroxidasa

Actividad de glutation S
Transferasa

Actividad de GR

Actividad de TRX

NuUmero de dias de
ventilacibn mecanica invasiva
Numero de dias en la unidad
de terapia intensiva

Numero de dias de estancia
en el hospital incluyendo los
dias de UTI

Si el enfermo fallecioé o no
durante su estancia en la UTI

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
Continua

Cuantitativa
discreta
Cuantitativa
discreta
Cuantitativa
discreta

Cualitativa
Dicotémica

nmol NADPH
oxidado/min/mL de
plasma

nmol NADPH
oxidado/min/mL de
plasma

nmol NADPH
oxidado/min/mL de
plasma

TNB nmol/min/mL
de plasma

Dias
Dias
Dias

1) Si
2) No

Para la realizacion del analisis basico en el laboratorio, se obtendran 20 ml de sangre de

cada paciente ingresado al sorteo a su ingreso y a las 48 horas del tratamiento. Se llevara

a cabo el siguiente proceso:

1. El personal de enfermeria o el médico adscrito de terapia intensiva a cargo se

comunicara via telefénica a laboratorio clinico para la toma de muestras del

protocolo de investigacion. Se avisara si se trataba de la muestra pre (hora 0) o

muestra post (48 horas).

2. Acudira el personal de laboratorio a tomar 3 tubos Vacutainer para la obtencién de

suero (rojo o amarillo).

3. Se rotularan las muestras de manera manual con nombre completo del paciente,

fecha de nacimiento, nimero de expediente, nimero de episodio, fecha, hora y la

indicacion de que sea si era pre 0 post.

4. Se entregaran en area de centrifugacion.
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5. Se centrifugardn a 3000 rpm por 20 min a 4 °C.

6. El plasma de las muestras se colocara en 3 o 4 alicuotas eppendorf de 1.5 mL, las
cuales se encontraran etiquetadas manualmente con las mismas indicaciones
mencionadas anteriormente.

7. Se resguardardn en congelacion en una gradilla rotulada con el nombre del
protocolo de investigacion.

8. Las muestras se transportaran en hielera con hielo seco al Instituto Nacional de
Cardiologia.

A. Determinacion de Se

A 200 pL plasma, se agregaron 500 ul de mezcla acida (4:1 vol/vol de HNO3s+HCI) méas 500
ul de H.O, al 10% y se incubd a 120°C por 4 horas. Posteriormente se agregaron 100 pl de
H.O destilada, 150 pl de NaOH 0.5N, 200 ul formaldehido 30%, 200 pl de una mezcla de
sulfuro sédico 0.5N y sulfito sédico 0.5N, 250 pl EDTA 0.01M y 300 pul de azul de toluidina.
Se dejé incubar por 15 min a 25°C, al finalizar la incubacion se centrifugd a 3500 rpm por 2
min y se leyd a 600 nm. La curva de calibracién se realizara con selenito de sodio.

B. Expresion de Px

La medicion de la expresion de Px se llevé a cabo por electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida al 10% como se describié previamente por Pérez-Torres y colaboradores
(92). Para las actividades de las Px, se cargaron 35 ul de peroxidasa de rabano picante a
una concentracion final de 178.5 yg como estandar. Se agregaron 100 uL de plasma a un
gel de poliacrilamida al 10%, la electroforesis se llevé a cabo a 120 V por 4 horas y
posteriormente, el gel se incubd en 2.45 mM de solucién de NBT por 20 minutos. El liquido
se desechd y posteriormente este se incubd en solucibn TEMED con 36 mM de fosfato

potasio (pH 7.8) y 0.028 mM de riboflavina. El gel se expuso a una lampara de luz UV

34



durante 10 minutos y se lavé con agua destilada para detener la reaccion. Para observar la
expresion de las Px el gel se lavé con agua en tres ocasiones durante 5 min, posteriormente
se incub6 con una mezcla de 0,003 mg/mL de 3,3,5,5-tetrametilbencidina disuelta en una
solucion de etanol: 4cido acético: agua (1:1:1) con H202 por 10 min en la oscuridad. En
estas condiciones, donde las Px estan presentes, el gel permanece transparente y la
3,3,5,5-tetrametilbencidina es oxidada mostrando una coloraciéon verde. Los geles para
actividad de peroxidasa fueron analizados por densitometria con un sistema Kodak Image®
3.5, las actividades se calcularon siguiendo la técnica descrita para las isoformas SOD.
C. Actividad de GPx

La actividad de GPx se determind por espectrofotometria. Para la actividad de GPx, se
suspendieron 100 uL de plasma en 1.6 mL de 50 mM de buffer de fosfato (pH 7.3), se
agregaron 0.2 mM NADPH, 1 mM GSH y 1 Ul/mL glutatién reductasa. La mezcla se incubo
por 3 minutos a 37 °C, posteriormente 100 uL de 0.25 mM H;O. se agregaron para iniciar
la reaccion y la absorbancia se monitorizo por 7 minutos a 340 nm (93). La actividad se
expresa en umol de NADPH oxidada/min/mL en plasma con un coeficiente de extincién de

6220M-1 cm-1 a 340 nm de NADPH.

D. Actividad de GST
La actividad de GST se determiné por espectrofotometria. Se agregaron 100 uL de plasma
a 700 uL de buffer de fosfato (0.1 M, pH 6.5) con 100 uL de GSH 0.1 mM y 100 uL 1-chloro-
2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 0.1 mM. La muestra se incubo y monitorizé por 7 min a 37 °Cy
340 nm. La actividad de GST se expreso en unidades | de GS-DNB umo/min/mL de plasma

con un coeficiente de extincion de 14150 M1cm™? (94).

E. Expresion de SOD
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La medicion de la expresion de SOD se llevé a cabo por electroforesis en geles nativos de
poliacrilamida al 10% como se describié previamente por Pérez-Torres y colaboradores
(92). Se agregaron 100 uL de plasma a un gel de poliacrilamida al 10%, la electroforesis se
llevé a cabo a 120 V por 4 horas y posteriormente, el gel se incub6 en 2.45 mM de solucion
de NBT por 20 minutos. El liquido se desecho y posteriormente este se incub6 en solucién
TEMED con 36 mM de fosfato potasio (pH 7.8) y 0.028 mM de riboflavina. El gel se expuso
a una lampara de luz UV durante 10 minutos y se lavé con agua destilada para detener la
reaccion. Se obtuvo una curva estandarizada con una dilucién seriada (2.5, 5, 10, 15, 30y
60 ng) con SOD de eritrocitos bovinos (Sigma Chemical Co.). La actividad de SOD se

calculé con la técnica descrita por Chen y Pan (95).

F. Actividad de TrxR

La actividad de la TrxR se evalu6é como se describio previamente (96). 100 pl de plasma
suspendido en 3 ml de buffer de fosfato 0.1 mM (KH2PO4, pH 7,0) se afiadieron a NADPH
0.2 mM, MEDTA 1 mM y albumina de suero bovino 0.1 mg/ml. La muestra se leyd en
presencia de 20 pl del inhibidor especifico de TrxR (auranofina 10 pM), y junto a un
duplicado de la muestra sin el inhibidor se determiné indirectamente la cantidad de DTNB
en presencia de NADPH para formar 2 moles de TNB. La oxidacion de DTNB se monitorizd

a 412 nm a 37°C por 6 min con un coeficiente de extincion de 13600 M-1 cm-1 (97).

G. Tioles

Para la medicion de tioles se tomaron 25 ml de suero al cual se agreg6 solucion de KBH4
(2 mg por cada medio ml de metanol y medio ml de agua tridestilada, relacion 2:1:1), se
mezclé en vortex por 15 segundos y se incubd 3 minutos. Se afiadié una solucién de

formaldehido al 0.1% (0.2 ml en 200 ml de agua tridestilada mas 7.6 mg de EDTAy 2.42 g
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de Tris Base a concentracion de 100 mM), se ajust6 a pH 8.2 y se mezcl6 en vortex por 15
segundos e incubd por 3 minutos. Posteriormente, se agregé solucion de DTNB a 4 mg por
ml de metanol al 100% y se admistr6 vortex por 15 segundos e incubé por 3 minutos. Para
la lectura se realiz6 curva con GSSG 1 mg por ml de agua tridestilada (curva creciente a

0,5,10,20,40,80,160) y se utilizé un espectrofotometro a 415 nm.

H. Medicion de IL-1B, IL-2, IL4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-a, INFy, IP-

10, MCP-1 y TGFB-1

Se determinaron los niveles de IL-1B, IL-2, IL4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-q,
INFy, IP-10, MCP-1 y TGFB-1 mediante Cytometric Bead Array, usando sistemas
comerciales duoSet (R&D Systems; Minneapolis, MN) respetando las instrucciones

proporcionadas por el fabricante.

ESTRATEGIA DE ANALISIS
Las variables continuas se expresaran como la media + desviacion estandar o mediana con
minimo y méaximo, dependiendo la distribuciobn de estas. Las variables categoricas se

expresaran como frecuencias y porcentajes.

La normalidad de las variables se evaluara mediante la prueba de Shapiro-Francia, ya que
el tamafio de la muestra es mayor a 50. También realizaremos andlisis grafico de la

distribucion de las variables con histogramas y/o gréficos de tallo y hoja.

Aquellas variables con distribucion normal se analizaran con pruebas paramétricas (prueba
t de Student para mediciones independientes o prueba de t pareada para mediciones antes

después). Mientras que diversas pruebas no paramétricas (prueba de Wilkoxon, Kruskal-
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Wallis o prueba de los rangos sefialados de Wilcoxon, segun el caso particular) se usaran

para contrastar variables sin distribucion gaussiana.

El andlisis de muestras pareadas (antes-después) se llevara a cabo con Friedman o prueba
de rangos sefalados de Wilcoxon y prueba de t pareada, dependiendo la distribucién de

los datos.

Para la comparacién proporciones entre dos grupos se utilizé la prueba de Chi-cuadrada

de Pearson X2 o prueba exacta de Fisher, dependiendo en nimero de muestras por casilla.

Para el andlisis multivariado se realizara analisis de regresion logistica binaria. También se
realizara andlisis de muestras repetidas y datos panel probando diferentes modelos
(modelo agrupado, modelo para datos longitudinales, modelo de aproximacién marginal y

modelo multinivel).

Para el analisis de sobrevida realizaremos tablas de vida y utilizaremos el método de
Kaplan-Meier. Utilizaremos un analisis de Log Rank o M-H vs WilCox/Breslow cuando sea
pertinente. Modelo de riesgos proporcionales de Cox para evaluar variables asociadas con

mortalidad.

LIMITACIONES Y POSIBLES SESGOS DEL ESTUDIO

Al tratarse de un ensayo clinico la herramienta para la evaluacién de sesgos es Revised
Cochrane risk-of-bias tool for randomized trials (RoB 2). Los sesgos susceptibles del estudio
son: sesgo de seleccion, sesgo de ejecucion, sesgo de deteccién, sesgo de desgaste y

sesgo de informacion.
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En el caso del presente trabajo se decidio realizar un sorteo aleatorio y ciego de los grupos
de tratamiento que se comparan por lo que se elimina la posibilidad de presentarse sesgo

de seleccion.

El trabajo cursa con bajo riesgo de sesgo de realizacion ya que los participantes y los

evaluadores desconocen la terapia que se les estd administrando a cada grupo.

En cuanto al sesgo de deteccién, los evaluadores desconocen el tratamiento empleado a

cada participante del estudio por lo cual se presenta bajo riesgo de sesgo.

Nuestro estudio también presenta riesgo de sesgo de desgaste en caso de pérdida de datos

del resultado.

El presente ensayo clinico también este sujeto a imprecisiones y omisiones en la recogida

de los datos que podria causar un sesgo de informacion.

PROBLEMAS ETICOS

A todos los pacientes o0 a sus representantes legales se les explicara de manera detallada
los objetivos del estudio, asi como los procedimientos para realizar la medicion de las

variables, por lo que se solicitar4 consentimiento informado por escrito.

El protocolo fue sometido a aprobacién por el comité de ética de ambos hospitales.

La informacion recolectada se utilizar4d para fines académicos y de investigacion,

manteniendo datos personales de manera confidencial.

39
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40




Cuadro 1. Caracteristicas demograficas de los pacientes.

Caracteristicas n=131

Edad, afios* 69 (58-78)
Género

Hombre, n (%) 61 (46.56)

Mujer, n (%) 70 (53.44)
Peso, (kg)* 70 (60-80)
Talla, (mt)* 1.68 (1.6-1.73)
IMC, (pesof/talla?) * 24.9 (21.8-28.4)
Diabetes Mellitus, n (%) 31 (23.66)
Hipertension arterial, n (%) 56 (42.75)
EPOC, n (%) 12 (9.16)
Tabaquismo, n (%) 67 (51.15)
Céncer, n (%) 47 (35.88)
Cirrosis, n (%) 10 (7.63)
Enfermedad renal crénica, n (%) 15 (11.45)
Hipotiroidismo, n (%) 23 (17.56)
Enfermedad vascular cerebral, n (%) 9 (6.87)
Infarto al miocardio, n (%) 8 (6.11)
Fibrilacién auricular, n (%) 17 (12.98)
Depresion, n (%) 16 (12.21)
Trastorno obsesivo compulsivo, n (%) 2 (1.54)
Trombosis venosa profunda, n (%) 3(2.29)
Tromboembolia pulmonar, n (%) 5(3.82)

IMC: indice de masa corporal; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; *Los valores se
expresan como mediana (p25 — p75)
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Cuadro 2. Caracteristicas demograficas de los pacientes.

Caracteristicas n=131
SAPS I 43.28 £ 16.91
APACHE Il 17 (13-22)
SOFA* 8 (6-10)
NUTRIC* 443 +1.84
Motivo de ingreso n=130
Quirdrgico, n (%) 35 (26.72)
No quirdrgico, n (%) 96 (73.28)
Sitio de Ingreso n=130
Urgencias, n (%) 74 (56.92)
Quiréfano, n (%) 22 (16.92)
Hospitalizacion, n (%) 31 (23.85)
Otro, n (%) 3(2.31)
Diagnostico de ingreso n=130
Cardiovascular, n (%) 4 (3.08)
Respiratorio, n (%) 28 (21.54)
Gastrointestinal, n (%) 29 (22.31)
Neuroldgico, n (%) 7 (5.38)
Sepsis, n (%) 43 (33.08)
Trauma, n (%) 2 (1.54)
Metabdlico, n (%) 3(2.31)
Hematolégico, n (%) 3(2.31)
Renal/Genitourinario, n (%) 8 (6.15)
Otro, n (%) 2 (1.53)
Sitio de infeccidn n=129
Pulmonar, n (%)
: . 48 (37.21)
Gastrointestinal, n (%)
L 39 (30.23)
Nefrourinario, n (%)
21 (16.28)
SNC, n (%)
. N 3(2.33)
Piel y tejidos blandos, n (%)

. 10 (7.75)
Endocarditis, n (%) 1(0.78)
Gastrointestinal y nefrourinario, n '

4 (3.10)
(%) 1(0.78)
Pulmonar y SNC, n (%) 1 (0.78)
Pulmonar y gastrointestinal, n (%) '
Tiempo aleatorizacion, h 6 (4-12)
Muerte 24 (18.32)

SAPS |I: Simplified Acute Physiology Score; APACHE IlI: Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation. SOFA: sequential organ failure assessment. NUTRIC: Nutrition Risck in the Critical IlI;
SNC: Sistema nervioso central. *Los valores se expresan como mediana (p25 — p75)
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Cuadro 3. Caracteristicas demograficas de los pacientes.

Caracteristicas n= 131
Temperatura, °C 36.3 (35.9-37.2)
FC, Ipm 85.15+21.18
PVC, mmHg 11 (7-13.5)
TAM, mmHg 74.45 +12.20
Menor cifra de TAM, mmHg 62.82 + 10.87
Pa0O2/Fi02, mmHg 197 (142.4-263.5)
Sa02/Fi02 227 (156-306)
Lactato, mmol/L 2.27 (1.4-3.36)
Bilirrubinas, mg/dL 1(0.5-2.1)
Creatinina, mg/dL 1.09 (0.77-2.15)
Hemoglobina, g/dL 11.3(9.8-13.7)
Leucocitos, 10"3/uL 10.95 (7.5-17.8)
PCT, ng/dL 3.54 (0.59-17.75)
PCR, mg/dL 20.16 (10.11-30.58)
Plaquetas, 10"3/uL 197.5 (126-296)
INR 1.19 (1.03-1.32)

FC: frecuencia cardiaca; PVC: presién venosa central; TAM: tension arterial media; PaO2: presion
alveolar de oxigeno; FiO2: fraccién inspirada de oxigeno; SaO2: saturacion periférica de oxigeno;
PCT: procalcitonina; PCR: proteina c reactiva; INR: international normalized ratio; Los valores se
expresan como mediana (p25 — p75)
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Cuadro 4. Caracteristicas demograficas de los pacientes previo al inicio del tratamiento.

Caracteristicas n= 131
Tratamiento esteroides, n (%) 53 (40.46)
Inicio nutricién, h* 15 (3-39)
Nutricién enteral, n (%) 112 (86.82)
Nutricién Parenteral, n (%) 32 (24.81)
Inotropico, n (%) 27 (20.77)
Tipo de inotrépico
Levosimendan, n (%) 20 (15.38)
Dopamina, n (%) 2 (1.54)
Dobutamina, n (%) 3(2.31)
Vasopresores, n (%) 131 (100)
Tipo de vasopresor
Norepinefrina, n (%) 73 (56.15)
Vasopresina, n (%) 1(0.77)
Norepinefrina + vasopresina, n (%) 56 (43.08)
Antibiotico, n (%) 128 (98.46)
Antifingico, n (%) 36 (27.69)
TSR, n (%) 10 (7.69)
PG, ml* 510 (230-750)
Ventilaciébn mecénica, n (%) 83 (64.34)
Tipo de ventilacion mecanica
Invasiva, n (%) 64 (49.61)
No invasiva, n (%) 17 (13.18)

TSR: terapia de sustitucidn renal; PG: paquete globular; *Los valores se expresan como
mediana (p25— p75)

En cuanto a los desenlaces secundarios, 15 (11.45%) de los pacientes requirieron terapia
de sustitucion renal, 1 (0.76%) paciente requiri6 ECMO, 84 (64.12%) pacientes requirieron
ventilacién mecanica y 24 (18.32%) pacientes fallecieron. La mediana de dias de terapia de
sustitucién renal fue de 0 (0 — 0), de dias de ventilacion mecanica 2 (0 — 6), de dias de

estancia en cuidados intensivos 6 (3 — 11) y de dias de estancia hospitalaria 11 (7 — 20).
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Cuadro 5. Caracteristicas demograficas de los pacientes por grupo de tratamiento.

Caracteristicas Vit Vit E NAC MT Sin tx 5
n=25 n=27 n=24 n=26 n=29
. 62 (58- ] 68.5(58.5-  62.5 (58 ]
Edad, afios 76 70 (51-77) 76) 69) 75 (65-81)  0.10
Peso, kg 70885' 71 (60-82) 69'5886'5' 66 (60-78) 70 (61-80) 0.80
1.65 1.7 (1.61- 1.7(1.63-  167(16- 166 (1.6-
Talla, (1.56-1.7) 1.75) 1.75) 1.71) 1.73) 0.39
249 (23- 246 (22.8- 23 (20.7- 25.35 25 (23.4-
2
IMC, pesoftalla 30.1) 29) 26.1) 1.1-28.4)  2867) 04
ﬁgggr% s 10(40) 17 (62.96) 14 (58.33) 13 (50) 16 (55.17) 0.53
' §
Mujor. 1 (%) 3 15(60) 10 (37.04) 10(41.67) 13 (50) 13 (44.83)
SAPS || 39.44 + 45.70 + 42.41 + 40.88 + 4720+ 060
14.10 16.37 19.84 16.80 7.11 ¥
14 (12- ] 15.5 (11- 16.5 (10- ]
APACHE I 19) 20 (15-24) 50.5) 21} 17 (15-25)  0.15
SOFA 8 (6-9) 9 (7-11) 8 (4-10) 8 (6-9) 9(7-11)  0.42
NUTRIC SI0F  4Blrl64  408+183 388:179 510:154 Oy
Diabetes 0.90
Molitus. n ()« 7 (@800)  5(1852) 5 (20.83) 6(23.08)  8(27.59)
Hipertension 0.53
ortoral n(op s 10(4000)  11(4074)  12(50.00)  8(3077)  15(5172)
EPOC,n(%)*  1(4.00) 5 (18.52) 4 (16.67) 2 (7.69) 000 905
;Zg’i‘q“'smo' N 17(68.00) 12 (44.44) 90(37.50)  15(57.69) 14 (48.28) 22
Cancer,n (%)*  6(24.00)  11(40.74)  8(33.33)  8(30.77)  14(48.28) 039
Cirrosis, n (%) * 2 (8.00) 2 (7.41) 1(4.17) 1385  4(1379) O/t
Enfermedad 0.92
renal crénica, n 2 (8.00) 3(11.11) 4 (16.67) 3 (11.54) 3 (10.34) "
(%) *
r'(‘ﬁ,/?);'io'd'smo’ 4(16.00) 4 (14.81) 2 (8.33) 6(23.08) 7(2414) O
Enfermedad 0.41
vascular 3 (12.00) 0 (0.00) 1(4.17) 2 (7.69) 3(10.34)
cerebral, n (%) *
Infarto al 0.43
miocardio, n (%) 1 (4.00) 0 (0.00) 3 (12.50) 2 (7.69) 2 (6.90) "
Fibrilacién 0.79
auricular, n (%) 3(12.00) 2 (7.41) 3 (12.50) 5(19.23) 4 (13.79) "
Trastorno
obsesivo 0.10
0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00 2 (7.69) 0 (0.00) :

compulsivo, n
(%) *
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Trombosis

venosa 0.39
profunda, n (%) 0 (0.00) 0 (0.00) 1(4.17) 0 (0.00) 2 (6.90) .
*

Tromboembolia 0.42
pulmonar, n (%) 0 (0.00) 0 (0.00) 2 (8.33) 1(3.85) 2 (6.90) "

*

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; TX: tratamiento. IMC:
indice de masa corporal; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; Los valores se
expresan como mediana (p25 — p75); Estadistico de prueba: Kruskal- Wallis, YANOVA de una via,
Sprueba chi2 y "prueba exacta de Fisher.

Cuadro 6. Caracteristicas demograficas de los pacientes por grupo de tratamiento.

Caracteristicas Vit C Vit E NAC MT Sin tx b
n=25 n=27 n=24 n=26 n=29

Motivo deingreso 7 55 00)  6(22.22) 5(20.83)  4(15.38) 13 (44.83)

Quirdrgico, n (%) 0.1

No quirtirgico, n (%) 18(72.00) 21(77.78) 19(79.17) 22(84.62) 16(55.17)

Sitio de Ingreso

Urgencias, n (%) 14 (58.33) 15(55.56) 13 (54.17) 18 (69.23) 14 (48.28) 0.7

Quiréfano, n (%) 4(16.67) 5(18.52)  3(12.50) 3(11.54) 7(24.14) 6

Hospitalizacion, n 4 (16.67) 7 (25.93) 8 (33.33) 5(19.23) 7 (24.14)

(%) 2 (8.33) 0 (0.00) 0 (0.00 0 (0.00) 1(3.45)

Otro, n (%)

Diagnéstico de

ingreso 0.8

(Coj:;d'o"ascu'ar’ n 0(0.00)  0(0.00)  0/(0.00) 2(769) 2690 2

Respiratorio, n (%) 6 (25.00) 6 (22.22) 7 (29.17) 4 (15.38) 5(17.24)

Gastrointestinal n 9 (37.50) 5(18.52) 4 (16.67) 5(19.23) 6 (20.69)

(%) ' 1(4.17) 1(3.70) 1(4.17) 2 (7.69) 2 (6.90)

Neurolégico, n (%) 6 (25.00) 9 (33.33) 7 (29.17) 9 (34.62) 12 (41.38)

Sepsis, n (o/(;) 0 (0.00) 1(3.70) 1(4.17) 0 (0.00) 0 (0.00)

Traumé n (%) 1(4.17) 1(3.70) 0 (0.00) 0 (0.00) 1(3.45)

Metabéllico n (%) 0 (0.00) 1(3.70) 0 (0.00) 1(3.85) 1(3.45)

Hematolc’)gico, n (%) 0 (0.00) 2(7.41) 3 (12.50) 3(11.54) 0 (0.00)

Renal/Genitourinario, 0 (0.00) 1(3.70) 1(4.17) 0 (0.00) 0 (0.00)

n (%)

Otro, n (%)

Sitio de infeccién

Pulmonar, n (%) 7(29.17) 11 (40.74)  9(39.13) 11 (42.31) 10(34.48) 0.8

Gastrointestinal, n 10 (41.67) 8(29.63) 5(21.74) 5(19.23) 11 (37.93) 3

(%) 3(12.50) 3(11.11) 6 (26.09) 6 (23.08) 3(10.34)

Nefrourinario, n (%)

SNC, n (%) 0 (0.00) 2 (7.41) 0 (0.00) 0 (0.00) 1(3.45)

Piel y tejidos

blandos, n (%) 2 (8.33) 2 (7.41) 2 (8.70) 2 (7.69) 2 (6.90)

Endocarditis, n (%) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 1(3.45)

Gastrointestinal y

nefrourinario, n (%) 0 (0.00) 1(3.70) 0 (0.00) 2 (7.69) 1(3.45)
1(4.17) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00) 0 (0.00)
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Pulmonar y SNC, n

(%)

Pulmonar y

gastrointestinal, n

(%)
Pulmonar y

nefrourinario, n (%)

0 (0.00)

1(4.17)

0 (0.00) 1 (4.35)

0 (0.00) 0 (0.00)

0 (0.00)

0 (0.00)

0 (0.00)

0 (0.00)

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; Tx: tratamiento SNC:
sistema nervioso central; Estadistico de prueba: prueba exacta de Fisher.

Cuadro 7. Caracteristicas demograficas de los pacientes por grupo de tratamiento previas a la

aleatorizacion.

Caracteristicas Vit C Vit E NAC MT Sin tx P
n= 25 n=27 n=24 n=26 n=29
Tiempo
aleatorizacion. h 18 (3-40) 26 (12-48) 16 (13-53.5) 19 (15-30) 12 (4-36) 0.36
Temperatura, i 36 (36- 36.45 (36- 36.5(35.7- 36 (35.6-
°C 364(36-37) 357 37.65) 37.4) 37y 034
85.5 (67- 83 (74-
FC, Ipm 83 (68-94) 85 (66-108) 86 (66-97) 100) 104) 0.98
PVC, mmHg 11.5(6.5-14) 9 (6-12) 12 (7-13) 9 (7-13) 13017 415
TAM, mmHg 73 (63-83) 77 (73-81) 78 (68.5-85) 73 (65-81) @ 78 (65-82) 0.52
Minima TAM, 62.5 (54.5-
mmHg 63 (54-72) 68 (61-75) 67.5) 61 (55-72) @ 61 (54-68) 0.11
PaO2/FiO2, 196 (129- 239.5 (120- 239 (140.8- 197 (115- 190 (150- 0.97
mmHg 309) 266) 300) 242) 250) '
224.5
. 296.5 (211- 166 (150- | 271.5(155.5- 211 (156-
Sa02/Fi02 (163- 0.13
320) 300) 325.5) 285) 272.5)
2.63
1.37 (1.09-  2.43(1.45-  2.02(1.4- = 2.32(1.49- ]
Lactato, mmol/L 2.) 3.7) 3.2) 4.6) (5858) 0.01
Bilirrubinas, 0.75 (0.42- 1.20 (0.6- 0.9 (0.46- 1.02 (0.5- 1.1 (0.7- 0.27
mg/dl 1.10) 2.2) 1.9) 1.8) 2.3) '
Creatinina, 0.95(0.8-  121(0.62- 092(0.7-  1.02(0.79- 12(0.77- gq
mg/dl 2.18) 2.95) 1.86) 2.12) 1.6) '
Hemoglobina, 11.7 (9.7- 11.3(9.6-  10.65(9.65- 10.85(9.8- 12(10.3- ..
g/Dl 14.1) 14.7) 11.45) 12.7) 14) '
Leucocitos, 10.92 (7.72- 9.6 (6.68- 8.9 (7.52- 12.9 (9.7- 14.22 0.35
1073/uL 18.95) 16) 13.7) 20.31) (6.7-20.7)
1.24 (0.59-  4.03 (0.5- 126 (0.3- 2.85(1.04- 7.68 (1.4-
PCT, ng/DI 30.21) 40.42) ‘9 52)' 8.49) 32.3) 0.33
21.75 22.99
PCR, mg/Dl 19'2% (6151)'34' (1122'52_432) 11'221 52')70' (10.31- (11.29- 038
’ | ' 28.77) 33.06)
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160.5 (109.5-

Plaquetas, 241 (186- 166 (82- 215) 244.5 (161- 212 (131- oo

1073/l 294.5) 258) 443) 297) '
1.23 (1.03-  1.20 (1.09- ) 1.1(0.99- 1.2 (1.11-

INR 133) 131) 1.19 (1-1.34) 1.29) 136 050

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; FC: frecuencia
cardiaca; PVC: presion venosa central; TAM: tension arterial media; PaO2: presion alveolar de
oxigeno; FiO2: fraccién inspirada de oxigeno; SaO2: saturacion periférica de oxigeno; PCT:
procalcitonina; PCR: proteina c reactiva; INR: international normalized ratio; Estadistico de prueba:
Kruskal-Wallis. Los valores se expresan como mediana (p25 — p75)

Cuadro 8. Caracteristicas demograficas de los pacientes por grupo de tratamiento previas a la
aleatorizacion.

Caracteristicas A VitE NAC MT Sin ix P
n=25 n=27 n=24 n=26 n=29

I(fgj;;‘m'e”to esteroides, g >400) 16 (59.26) 9 (37.50) 8 (30.77) 14 (48.28) 0.07

Nutricion enteral, n(%) 21 (87.50) 23 (85.19) 21(87.50 24 (96.00) 23(79.31) 0.50*
Nutricion parenteral, 4(16.67) 7(25.93) 7(29.17 5(20.00) 9(31.03) 0.73

n(%) *

Inotropico, n(%)* 2 (8.33) 7 (25.93) 3(12.50 5(19.23) 10(34.48) 0.14*
Tipo de inotrépico

Dobutamina, n(%) 1(4.17) 1(3.70) 0 (0.00 0 (0.00) 1(3.45)
Levosimendan, n(%)* 0 (0.00) 6 (22.22) 2(8.33 4(15.38) 8(27.59) 0.06*
Dopamina, n(%)* 1(4.17) 0 (0.00) 0 (0.00 1(3.85) 0 (0.00)

Tipo de vasopresor
Norepinefrina, n(%)*

Vasopresina, n(%)* 16 (66.67) 11 (40.74) 16 (66.67) 13(50.00) 17 (58.62)

resin 0(0.000 1(3.70)  0(0.00)  0(0.00)  0(0.00) 0.34*
Norepinefrina + 8(33.33) 15(55.56) 8(33.33) 13(50.00) 12 (41.38)
vasopresina, n(%)*

Antifdngico, n(%)* 6(25.00) 6(22.22) 7(29.17) 6(23.08) 11(37.93) 0.70
TSR, n(%)* 1(417) 3(11.11) 2(8.33)  1(3.85  3(10.34) 0.80*
X(‘f)z;'*'ac'on Mmecanica,  13(54.17) 15(55.56) 16 (69.57) 16 (61.54) 23(79.31) 0.26
Tipo de ventilacion
mecanica
Invasiva, n(%)*
No invasiva, n(%)*

12 (50.00) 12 (44.44) 11 (47.83) 10(38.46) 19 (65.52)

1(417) 4(1481) 5(1.74) 5(1923) 2(6.90) 0%

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; Tx: tratamiento. TSR:
terapia de sustitucion renal; Estadistico de prueba: chi2 y prueba exacta de Fisher*.
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Cuadro 9. Caracteristicas demograficas de los pacientes por grupo de tratamiento.

Vit C

Vit E

NAC

MT

Sin tx

Caracteristicas n=25 n=27 n=24 n=26 n=29 P
Inicio nutricién, h 12 24 12.5 3 22 0.07
(1-31) (7-41) (4.5-29.5) (1-32) (13-46) :
PG, mL 166.65
! 525 635
230 971 (41.65- 0.58
(375-650) | (250-2750) 1000)
Tiempo de aleatorizacion 55 65 4 9
ﬁl inicio del tratamiento, (4-10) (5-12) (2.25-12) (7-12) NA 0.125
Dosis administrada, mg 20 6000 12000 250 (200-
(20-60) (5600- (11400- 250) - NA
6000) 12000)
Tiempo de tratamiento, 5
dias (4-5) > > > 021
Apego al tratamiento, % 1
(0.87-1) 1 1 1 072

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; Tx: tratamiento. SAPS
II: Simplified Acute Physiology Score; APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation; SOFA: sequential organ failure assessment; NUTRIC: Nutrition Risck in the Critical Ill;
Estadistico de prueba: Kruskal-Wallis y prueba exacta de Fisher*. Los valores se expresan como

mediana (p25 — p75)
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Gréfico 1. Gréfico de los puntajes de SOFA de los diferentes grupos de tratamiento por
dia
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SOFA: sequential organ failure assessment; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-
acetilcisteina; MT: melatonina.

Cuadro 10. Comparativo de los puntajes de SOFA entre los grupos de tratamiento.

soFa T2 27 ne22 w26 moe P

Dia 0 8(6-9) 9(7-12) 7 (6 -10) 8(6-10) 9(7-11)  0.287
Dia 1 5 (4 -10) 8(7-12) 75(-10) 7(5-9) 9(7-11)  0.053
Dia 2 2(2-9) 7(5-11) 7(@45-85 7(-7) 7(5-9) 0.179
Dia 3 3.5(2-6) 6(4-10) 6(35-85) 4(3-6) 7(5-10)  0.023
Diad  2.5(1-5.5) 5(3-8) 5(2-8) 4(2-5) 6(4-75) 0044
Dia 5 3(1-5) 5(2-7) 42-7) 2 (1-5) 6(4-7) 0.011

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; Tx: tratamiento. SOFA:
sequential organ failure assessment; Los valores se expresan como mediana (p25 — p75);
Estadistico de prueba: ANOVA de una via.
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Grafico 2. Puntaje de SOFA por grupo de tratamiento a través del tiempo
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SOFA: sequential organ failure assessment; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-
acetilcisteina; MT: melatonina.

Andlisis de medidas repetidas del cambio en el puntaje del SOFA en el tiempo por grupo de
tratamiento: modelo de aproximacién marginal.

Grupo Coeficiente de regresion EE [IC 95%)] p
Vit C -2.303 0.430 [-3.14 a-1.4] <0.001
Vit E -0.262 0.409 [-1.06 a 0.54] 0.522
NAC -0.891 0.419 [-1.71 a -0.06] 0.033
MT -1.745 0.414 [-2.55 a—0.93] <0.001
Sin tx 0 (base)

IC: intervalo de confianza; EE: error estandar.
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Gréfico 3. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de PCR por grupo de tratamiento a
través del tiempo o
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PCR: proteina c reactiva; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT:
melatonina. Tx: tratamiento

Cuadro 11. Comparativo de los niveles de PCR entre los grupos de tratamiento.

PCR

Dia 0

Dia 1l

Dia 2

Dia 3

Dia 4

Dia b

Vit C
n=25
19.55
(11.3 4-
30.65)
15.46
(11.20 -
24.31)
11.50
(7.34 -
29.15)
8.15
(6.36 —
15.02)
5.39
(3.26 -
11.58)

2.63
(1-51 - 5.8)

Vit E
n=27

25.24
(11.65 — 32)

22.01
(12.40 —
34.15)

11.01
(7.42 — 23.26)

7.61
(4-16.72)

4.62
(2.84 —9.52)

2.33
(1.66 — 6.95)

NAC
n=24

11.61
(7.70 -
22.96)
14.30
(8.33 -
31.01)

12.42
(6.8 — 31.52)

8.58
(3.04 —
26.78)
7.23
(1.96 —
21.39)
5.23
(1.79 -
18.47)

MT
n=26

21.75
(10.31 —
28.77)
20.33
(13.07 —
27.65)

14.68
(11. — 19.31)

7.11
(5.68 — 14.45)

7.39
(2.49 — 12.19)

5.56
(1.70-7.91)

Sin tx
n=29

22.99
(11.29 —
33.06)

23
(17.24 - 33.2)

24.8
(17.25 —
34.18)
16.63
(12.95 —
22.05)

9
(6.71 — 19.51)

5.96
(4.05 — 15.57)

PCR: proteina c reactiva; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT:
melatonina; Tx: tratamiento. med: mediana; min: minimo; max: maximo. Estadistico de prueba:
Kruskal-Wallis. Los valores se expresan como mediana (p25 — p75)
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Gréfico 4. Gréfico de los niveles de PCR por grupo de tratamiento a través del tiempo
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PCR: proteina c reactiva; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT:
melatonina. Tx: tratamiento

Andlisis de medidas repetidas del cambio en el puntaje de PCR en el tiempo por grupo de
tratamiento: modelo de aproximacion marginal.

Grupo Coeficiente de regresion EE [IC 95%)] p
Vit C -5.44 1.54 [-8.47 a -2.42] <0.001
Vit E -4.09 1.48 [-7.00 a-1.18] 0.006
NAC -3.84 1.53 [-6.85 a -0.82] 0.012
MT -5.55 1.53 [-8.55 a -2.55] 0.000
Sin tx 0 (base)

PCR: proteina c reactiva; IC: intervalo de confianza; EE: error estandar.
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Gréfico 5. Gréfico de los niveles de PCT (log) de los diferentes grupos de tratamiento por

dia
W *w ”“‘ | MHH
o~ . ‘ | = l
h Vit C Vit E NAC Melat Control
|-D|'a0 [ Dia1 [Dia2 [ 1Dia 3 | |Dia 4 | |Dia 5

PCT: procalcitonina; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; Melat:
melatonina. Tx: tratamiento.

Cuadro 12. Comparativo de los niveles de log PCT entre los grupos de tratamiento.

bCT Vit C Vit E NAC MT Sin tx
n= 25 n=27 n=24 n=26 n=29 P

) 0.50 +

Dia 0 1.26+2.33  1.30 + 2.40 o1 1204181 1.74+1.92 0.582
) 0.96 +

Dia 1 073+221  1.88+2.03 e 1.74+172 1.80+2.04 0.757
) 0.96 +

Dia 2 1224211  1.73+227 e 1.14+185 1.64+1.76 0.600
) 0.53 +

Dia 3 056+201  123+1.72 e 0.78+203 1.44+1.75 0.875
) 0.10 + -0.08 +

Dia 4 0.07+1.87  0.15+1.83 e 1 o8 1.21 +1.61 0.931
) -0.36 + 013+

Dia 5 2016+1.97  0.02+1.65 e e 0.63 + 1.56 0.851

PCT: procalcitonina; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina;
Los valores se expresan como media + DE. Estadistico de prueba: ANOVA de un factor.
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Gréfico 6. Gréfico de los niveles de PCT (log) por grupo de tratamiento a través del
tiempo

logPCT (ng/dL)

T T T T
Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
Variables

vitc — - VIitE - === NAC MT

Sin Tx

PCT: procalcitonina; Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT:
melatonina. Tx: tratamiento.

Andlisis de medidas repetidas del cambio en el puntaje de log PCT en el tiempo por grupo
de tratamiento: modelo de aproximacion marginal.

Grupo Coeficiente de regresion EE [IC 95%)] P
Vit C -0.72 0.243 [-1.20 a -0.24] 0.003
Vit E -0.33 0.240 [-0.80 2 0.13] 0.162
NAC -0.85 0.243 [-1.33 a-0.38] <0.001
MT -0.55 0.241 [-1.02 a -0.07] 0.023
Sin tx 0 (base)

PCT: procalcitonina; IC: intervalo de confianza; EE: error estandar.
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Cuadro 13. Desenlaces secundarios por grupo de tratamiento

Caracteristicas Vit C VItE NAC MT Sin tx P
n=25 n=27 n=24 n=26 n=29

Terapia sustitucion

renal, n (%) 1(4.00)  3(11.11) 3(1250) 3(11.54) 5(17.24)  0.67

Dias TSR 0 0 0 0 0 0.58

Dlas,llbres TSRa 28 28 28 28 28 0.58

28 dias

Ventilacion

mecanica, n (%) 14 (56.00) 17 (62.96) 16(66.67) 16 (61.54) 21(72.41) | 0.78

Dias ventilacion 2 (0-4) 3 (0-6) 3 (0-6.5) 2 (0-5) 2.5(0.5-6) 0.76

Dias libres VM a 28 25 (21.5- 25.5 (22-

dias 26 (24-28) 25 (22-28) 28) 26 (23-28) 27.5) 0.76

Dias UCI 4 (3-10) 6 (4-12) 6(4.5-10) 5.5(3-8) 6(4-12) 0.84

Dias libres UCl a 28 22 (18- 22.5 (20-

dins 24 (18-25) 22 (16-24) 23.5) 25) 22 (16.24) 0.84

Dias hospitalizacion 10'251 (g.s- 12 (7-20) 105 (8-17) 9.5(8-19) 13 (4-28) 0.9

Dias libres de

hospitalizacion a 28 17565 44 (8-21) 17.5 (11- 185 (9- 15 (0-24)  0.98
) 21.5) 20) 20)

dias

Mortalidad

hospitalaria, n (%) * 4(16.00) 4 (14.81) 4(16.67) 4(1538)  8(27.59) 0.74

Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; MT: melatonina; tx: tratamiento.
Estadistico de prueba: Kruskal-Wallis y prueba exacta de Fisher*. Los valores se expresan como
mediana (p25 — p75)
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Gréfico 7. Gréafico de supervivencia en la unidad de cuidados intensivos entre los
diferentes grupos de tratamiento antioxidante.
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Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; Melat: melatonina. Tx:
tratamiento.

Grafico 8. Gréfico de supervivencia hospitalaria entre los diferentes grupos de tratamiento
antioxidante.
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Vit C: vitamina C; Vit E: vitamina E; NAC: n-acetilcisteina; Melat: melatonina. Tx:
tratamiento.
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VITAMINA C

Grafico 9. Niveles de Vitamina C Antes y despues del tratamiento

mg/dL
2
|

e

N Pre

N Post

Vit C: vitamina C. Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. *p = <0.001.

Cuadro 14. Niveles de Vit C antes y después del tratamiento con Vit C.

Pre Post p

Vit C (n=18) 0.22 +0.15 1.41+1.23 <0.001

Vit C: vitamina C. Estadistico de prueba: prueba de t pareada. Los valores se expresan en media
+ DE.
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Gréfico 10. Niveles de Vit C por grupo de tratamiento antioxidante antes y después de la
terapia
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. Pre: antes del tratamiento. Post;
después del tratamiento. *p = 0.003. ** p = 0.026.

Cuadro 15. Niveles de Vit C por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.

Grupo Vit C pre Vit C post p
Vit C

20 (0.14 — 0.32 25 (0.22 -0, .
(n=25) 0.20 (0.14 — 0.32) 0.25 (0.22 — 0.35) 0.003
VitE 0.30 (0.22 — 0.39) 0.29 (0.15 — 0.50) 0.464
(n=27) 30 (0. . 29 (0. . .
NAC
(n=20) 0.24 (0.13 - 0.37) 0.21 (0.15 — 0.63) 0.621
MT 0.22 (0.18 — 0.36) 0.23 (0.18 — 0.33) 0.422
(n=26) 22 (0. . 23 (0. . .
Sin Tx 0.22 (0.16 — 0.38) 0.21 (0.13 — 0.30) 0.026
=29 22 (0. . 21 (0. . .

Vit. C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon. Los valores se expresan como mediana (p25 — p75) UM ac. ascorbico/mL plasma.
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NITRATOS Y NITRITOS

Grafico 11. Niveles de nitratos y nitritos por grupo de tratamiento antes y después de la
terapia con antioxidantes.
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Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. Vit. C: vitamina C. Vit E: vitamina
E. NAC: n-acetilcisteina. *p = 0.031; **p=0.097.

Cuadro 16. Niveles de NOsz" y NO2 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia con
antioxidantes.

Grupo NOsz y NO2 pre NO3z y NO2 post p

Vit C

(n=25) 2.10 (1.83 - 2.57) 1.62 (0.67 — 2.41) 0.031
VitE 1.94 (0.88 - 2.94) 2.01 (1.45-2.65) 0.417
(n=27) . . . . . . .

NAC

(n=24) 2.39 (0.98 — 2.86) 2.11 (1.44 - 3.92) 0.359
MT 1.19 (0.80 — 2.41) 0.80 (0.24 — 1.78) 0.097
(n=26) . . . . . . .

Sin Tx

(n=29) 1.94 (1.06 — 2.52) 1.46 (0.34 - 3.05) 1
NOs : nitratos. NO2 : nitritos. Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. Vit. C:
vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Estadistico de prueba: prueba
de rangos sefialados de Wilcoxon. Los valores se expresan en mediana (p25 — p75) pM/mL de
plasma.
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CAPACIDAD ANTIOXIDANTE TOTAL

Grafico 12. Niveles de capacidad antioxidante total por grupo de tratamiento antes y
después de la terapia antioxidante.
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. sqr = raiz
cuadrada. Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. *p = 0.04; **p=0.09.

Cuadro 17. CAT por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo CAT CAT P
Vit C

41.96 +12.18 39.91 +11.08 0.455
(n=25)
VitE 46.83 +11.11 49.61+11.23 0.092
(n=27)
NAC 4522 +10.82 47.57 +10.85 0.325
(n=24)
MT

40.76 + 12.24 45.67 + 10.54 0.044
(n=26)
Sin Tx 47.28 +13.98 47.00 £ 11.72 0.937
(n=29)
CAT: Capacidad antioxidante total. Vit. C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT:
melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba:
prueba de t pareada. Los valores se expresan en media + desviacion estandar sqr nM de trolox/ml.
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LIPOPEROXIDACION

Gréfico 13. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de LPO antes y después de la
terapia antioxidante por grupo de tratamiento.
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Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. MDA: malondialdehido. Vit. C:
vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina sqr = raiz cuadrada. *p
= 0.025; **p=0.062; ***p=0.079.

Cuadro 18. Niveles de LPO por grupo de tratamiento antes y después de la terapia con
antioxidantes.
Grupo LPO Pre LPO Post p
Vit C

2.11 +£0. 1.82 +0. .07
(n=25) 0.83 82 +0.85 0.079
Vit E

+ +
(n=27) 2.29+0.85 2.03+0.78 0.062
NAC
+ +

(n=24) 1.88+0.76 1.72+0.76 0.409
MT

1.85 £ 0. 1.66 £ 0.7 .02
(n=26) 85+ 0.80 66 +0.78 0.025
Sin Tx

1.97 £ 0. 1.91+£0. 551
(n=29) 97 + 0.60 91 + 0.66 0.55
LPO: lipoperoxidacion. Pre: antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. Vit C: vitamina
C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Estadistico de prueba: prueba de t
pareada. Los valores se expresan en media + desviacion estandar. sqr nM MDA/ml plasma.
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CARBONILACION

Gréfico 14. Niveles de carbonilos por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.
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Sin Tx

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.175; **p=0.257

Cuadro 19. Niveles de carbonilos por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.
Grupo Carbonilacion pre Carbonilacion post p
Vit C

6.50 £ 2.07 6.62 £ 2.02 0.763
(n=25)
Vit E

+ +
(n=27) 7.65+ 1.86 6.87+1.41 0.175
NAC
90+ 1. .81+1.42 .821

(n=24) 6.90 60 6.8 0.8
MT

7.96+24 7.28+2.1 .257
(n=26) 96 3 8 0 0.25
Sin Tx

6.91+1.52 7.04+151 0.676
(n=29)
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de t pareada. Los
valores se expresan en media = desviacion estandar sqrt ng de carbonilos/mL plasma.




GSH

Gréfico 15. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de GSH por grupo de tratamiento antes

y después de la terapia antioxidante.

< - *
°
° ° L4
d T °
o 4
) « ©
°
(0]
IS
%]
©
o o~
2w
£
| l i
c
o 4
Vit C Vit E NAC MT Sin Tx

|_ Pre [N Post|

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. Pre: antes del tratamiento. Post:

después del tratamiento. *p=0.021

Cuadro 20. Niveles de GSH por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.
Grupo GSH pre GSH post p
2{1"[_;:5) 0.064 (0.034 - 0.118) 0.066 (0.039 - 0.119) 0.545
Vit E
(n=27) 0.078 (0.034 - 0.115) 0.076 (0.016 - 0.11) 0.790
NAC
(n=24) 0.049 (0.019 - 0.092) 0.066 (0.034 - 0.169) 0.021
MT

0.070 (0.026 - 0.14) 0.076 (0.017 -0.1) 0.518
(n=26)
(Sr:f 2T9); 0.064 (0.042 - 0.128) 0.063 (0.032 - 0.147) 0.449
GSH: glutation. Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre:
antes del tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos
sefialados de Wilcoxon. Los valores se expresan en mediana (p25-p75) nM/ml plasma.
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SELENIO

Grafico 16. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de Se por grupo de tratamiento antes
y después de la terapia antioxidante.
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.04

Cuadro 21. Niveles de selenio por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.
Grupo Selenio pre Selenio post p
Vit 0.0059 + 0.00042 0.0055 + 0.00052 0.27
(n=25)
Vit E

0.0061 + 0.00043 0.0062 +0.00038 0.85
(n=27)
NAC

0.0067 + 0.00044 0.0062 + 0.00056 0.14
(n=24)
MT

0.0064 + 0.00049 0.0064 + 0.00045 0.85
(n=26)
Sin Tx
(n=29) 0.0067 + 0.00040 0.0062 + 0.00051 0.04
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de t pareada. Los
valores se expresan media + desviacion estandar nM/mL de plasma.
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SUPER OXIDO DISMUTASA

Grafico 17. Grafico de cajas y bigotes de los niveles de SOD por grupo de tratamiento antes
y después de la terapia antioxidante.
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.031; ** p=0.002; ***0.014; ****0.021

Cuadro 22. Niveles de SOD por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.

Grupo SOD pre SOD post p
X]It—gs) 37.56 (36.74 — 38.42) 37.39 (36.41 — 38.03) 0.031
Vit E

(n=27) 36.62 (35.48 — 37.94) 35.68 (35.25 — 36.66) 0.002
NAC

(n=24) 37.16 (36.19 — 37.95) 36.94 (36.57 — 37.87) 0.945
MT

(n=26) 37.04 (36.17 - 38.01) 36.23 (35.50 — 37.56) 0.014
(Sr:f ZTQ’; 38.42 (36.69 - 39.24) 37.58 (26.80 - 37.82) 0.021
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon. Los valores se expresan como U/ml de plasma.
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PEROXIDASAS

Grafico 18. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de Px por grupo de tratamiento antes

y después de la terapia antioxidante.
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del

tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.069; ** p=0.002; ***p=0.014;

*okn=<0.001

Cuadro 23. Niveles de Px por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.

Grupo Px pre Px post p
Vit
(n=25) 9.28 (7.27 - 10.42) 9.53 (7.39 - 10.61) 0.069
Vit E
9.96 (7.76 - 11.33) 10.51 (8.77 - 11.44) 0.002

(n=27)
NA

c 9.34 (8.33 - 10.08) 9.44 (8.69 - 10.26) 0.014
(n=24)
MT 9.08 (8.25 - 9.79) 9.57 (9.10 - 10.28) <0.001
(n=26) 08 (8.25 - 9. 57 (9. . .
Sin Tx 8.48 (5.00 - 9.51) 7.79 (5.01 - 9.20) 0.768
=29 48 (5.00 - 9. 79 (5.01 - 9. .

de Wilcoxon. Los valores se expresan como U/ml de plasma.

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
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GLUTATION PEROXIDASA

Grafico 19. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de GPx por grupo de tratamiento antes
y después de la terapia antioxidante

nmol NADPH oxidado/min/ml de plasma

Vit C Vit E NAC MT Sin Tx
| Pre N Post |

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.022

Cuadro 24. Niveles de GPx por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo GPx pre GPx post p
X:I—(Z:S) -0.009 (-0.036 - 0.028) 0 (-0.048 - 0.024) 0.341
Vit E

(n=27) -0.004 (-0.048 - 0.043) -0.012 (-0.057 - 0.065) 0.495
NAC

(n=24) 0.043 (-0.019 - 0.081) -0.004 (-0.048 - 0.110) 0.100
MT

(n=26) 0.014 (-0.009 - 0.067) -0.014 (-0.057 - 0.048) 0.022
(Sr:ﬂzTg’; 0.024 (0.004 -0.086) 0.033 (-0.004 - 0.077) 0.816
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefalados
de Wilcoxon. Los valores se expresan como nmol/NADPH oxidado/min/ml de plasma.
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GLUTATION S TRANSFERASA

Grafico 20. Grafico de cajas y bigotes de los niveles de GST por grupo de tratamiento antes
y después de la terapia antioxidante

nmol/NADPH oxidado/min/ml de plasma
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento.

Cuadro 25. Niveles de GST por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.

Grupo GST pre GST post D
X]It_gS) 0(-0.002 - 0.001) -0.001 (-0.002 - 0.0006) 0.368
Vit E

(n=27) -0.002 (-0.005 - 0.0009) -0.001 (-0.004 — 0) 0.659
NAC

(n=24) -0.001 (-0.002 - 0.0006) -0.001 (-0.003 - 0.0006) 0.399
MT

(n=26) -0.0009 (-0.002 - 0.001) -0.001 (-0.002 - 0.001) 0.626
Sin Tx

(n=29) -0.001 (-0.003 - 0.0006) -0.001 (-0.003 - 0.0006) 0.925

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon. Los valores se expresan como hmol/NADPH oxidado/min/ml de plasma.
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GLUTATION REDUCTASA

Grafico 21. Gréafico de cajas y bigotes de los niveles de GR por grupo de tratamiento antes

y después de la terapia antioxidante
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del

tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.01.

Cuadro 26. Niveles de GR por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo GR pre GR post p
X:t—gs) 0.001 (0.0004 - 0.0029) 0.0009 (0.0002 - 0.0018) 0.010
Vit E

(n=27) 0.0017 (0.0010 - 0.0027) 0.0014 (0.0006 - 0.0025) 0.418
NAC

(n=24) 0.0020 (0.0004 - 0.0025) 0.0024 (0.0011 - 0.0031) 0.483
MT

(n=26) 0.0017 (0.0012 - 0.0030) 0.0016 (0.0005 - 0.0025) 0.261
Sin Tx

(n=29) 0.0007 (-0.0003 - 0.0024) 0.0015 (0.0004 - 0.0025) 0.252
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon. Los valores se expresan como nmol/NADPH oxidado/min/ml de plasma.

70




TIOLES

Grafico 22. Gréfico de cajas y bigotes de los niveles de tioles por grupo de tratamiento
antes y después de la terapia antioxidante
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento.

Cuadro 27. Niveles de tioles por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.
Grupo Tioles pre Tioles post p
vite 0.568 + 1.25 0.523 £ 1.40 0.770
(n=25)
VItE 0.653 £ 1.37 1.06 £ 0.911 0.024
(n=27)
NAC 0.232 £ 1.43 0.391+1.23 0.482
(n=24)
MT

0.289 +£1.48 0.511+1.45 0.341
(n=26)
Sin Tx 0.181+1.34 0.376 +1.48 0.471
(n=29)
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon. Los valores se expresan en pM /ml de plasma.
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TIOREDOXINA

Grafico 23. Grafico de cajas y bigotes de los niveles de tioredoxina (Trx) por grupo de
tratamiento antes y después de la terapia antioxidante
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Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. *p=0.049

Cuadro 28. Niveles de Trx por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo Trx pre Trx post p
X:t_gs) 0.0006 (0.0004 - 0.0007) 0.0006 (0.0004 - 0.0006) 0.299
Vit E

(n=27) 0.0007 (0.0004 - 0.0008) 0.0006 (0.0004 - 0.0006) 0.299
NAC

(n=24) 0.0006 (0.0005 - 0.0008) 0.0005 (0.0003 - 0.0006) 0.049
m-l_- 26) 0.0007 (0.0004 - 0.0008) 0.0006 (0.0004 - 0.0008) 0.993
Sin Tx

(n=29) 0.0005 (0.0004 - 0.0006) 0.0006 (0.0005 - 0.0007) 0.118
Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del
tratamiento. Post: después del tratamiento. Estadistico de prueba: prueba de t pareada. Los
valores se expresan en TNB nmol/min/ml de plasma.
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RESUMEN DE LOS DIFERENTES MARCADORES DE ESTRES OXIDANTE

Cuadro 29. Resumen de los diferentes marcadores de estrés oxidante

Grupo VItC LPO CAR CAT 0% Se GSH TIO SOD PX GPx GST GR Tk
L R R A AR B A
L I S N R T A N I O O B
NAC | - - - o T A O A AR B
L T A I O A e I A A I o A O I
e i A A A R

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Sin Tx: sin tratamiento. LPO: lipoperoxidacion.
CAR: Carbonilacién. CAT: capacidad antioxidante total. NO3” NO;™: nitratos y nitritos. Se: selenio: GSH: glutatiéon. TIO:
tioles. SOD: super6xido dismutasa. PX: peroxidasa. GPx: glutation peroxidasa. GST: glutation s transferasa. GR: glutation
reductasa: Trx: tioredoxina.

IL-1B

Cuadro30. Niveles de IL-1B por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo IL-1B pre IL-1B post p
Vit C
(n=25) 9.8 (8.12 - 23.15) 8.12 (8.12-24.1) 0.59
Vit E

8.12 (8.12 - 10.685) 8.12 (8.12 - 30.54) 0.32
(n=27)
NAC 9.34 (8.12 - 24.495) 8.12 (8.12 - 33.42) 0.97
(n=24)
MT 8.12 (8.12 - 18.75) 8.12 (8.12 - 49) 0.17
(n=26) . . . . . .
Sin Tx 8.12 (8.12 - 62.86) 8.12 (8.12 - 45.25) 0.64
(n=29) . . . . . . .
Total
(n=131) 8.12 (8.12 - 23.15) 8.12 (8.12 - 32.53) 0.61

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-1B: interleucina 1 B. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.
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IL-2

Cuadro 31. Niveles de IL-2 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.

Grupo IL-2 pre IL-2 post p
VitC

(n=25) 0.52 (0.45 — 2.21) 0.45 (0.45 — 1.94) 0.46
VitE 0.50 (0.45 — 1.87) 0.45 (0.45 — 3.10) 0.37
(n=2) 50 (0. . 45 (0. . .
NAC

(n=22) 0.50 (0.45 — 1.35) 0.51 (0.45 — 4.44) 0.28
MT 0.45 (0.45 — 0.66) 0.45 (0.45 — 1.75) 0.21
(n=26) 45 (0. . 45 (0. . .
Sin Tx 0.45 (0.45 — 2.44) 0.45 (0.45 — 1.60) 0.93
o2 45 (0. . 45 (0. . .
Total

(n=131) 0.45 (0.45 — 1.68) 0.45 (0.45 — 2.28) 0.32

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-2: interleucina 2. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.

IL-4
Cuadro 32. Niveles de IL-4 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo IL-4 pre IL-4 post p
222(2:5) 2.36 (0.39 — 18.08) 1.19 (0.39 — 10.2) 0.40
X]'t:;) 3.86 (0.39 — 25.11) 4.61 (0.39 — 26.15) 0.27
NAC 3.19(0.39 - 37.85) 3.23(0.39 - 17.37) 0.34
(n=24) . . . . ) ) .
MT
(n=26) 3.95(1.64 -11.12) 2.22 (0.39 - 18.39) 0.06
Sin Tx
(n=29) 3.75(0.39-17.17) 1.34 (0.39 - 8.78) 0.67
Total
(n=131) 3.75(0.39 — 18.08) 2.22 (0.39 - 16.92) 0.18

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL4: interleucina 4. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.
Los valores se expresan en pg/mL.
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IL-6

Cuadro 33. Niveles de IL-6 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.

Grupo IL-6 pre IL-6 post p
X:t_(235) 124.89 (22.35 - 546.49) 59.82 (14.93 - 148.1) 0.010
Vit E

(n=27) 106.345 (5.64 - 512.885) 16.965 (0.94 - 233.24) 0.11
NAC

(n=24) 127.48 (31.27 - 997.5995) 69.85 (3.805 - 231.895) 0.48
m-l_-%) 344.87 (15.13 - 564.88) 23.25 (7.45 - 238.45) <0.001
Sin Tx

(n=29) 236.24 (22.92 - 2197.01) 35.97 (6.91 - 112.95) 0.007
Total

(n=131) 147.17 (22.92 - 613.54) 35.97 (6.91 - 169.52) <0.001

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-6: interleucina 6. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.

IL-8

Cuadro 34. Niveles de IL-8 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.
Grupo IL-8 pre IL-8 post p
vitc 10.76 (4.81 - 20.96) 6.10 (2.53 - 18.42) 0.30
(n=25)
Vit E
(n=27) 10.955 (4.12 - 32.35) 5.68 (2.29 - 15.88) 0.06
NAC 13.14 (5.13 - 30.96) 7.58 (3.78 - 20.46) 0.38
(n=24)
MT
(n=26) 10.39 (3.73 - 27.17) 6.04 (2.99 - 18.03) 0.003
Sin Tx

20.23 (6.58 - 45.15) 7.55 (3.10 - 15.07) 0.04
(n=29)
Total 12.92 (4.48 - 30.59) 6.58 (3.10 - 18.42) <0.001
(n=131) . . . . . . .

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-8: interleucina 8. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.
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IL-10

Cuadro 35. Niveles de IL-10 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.

Grupo IL-10 pre IL-10 post p
Vit C
(n=25) 2.38 (0.64 - 6.52) 1.41 (0.64 - 5.66) 0.93
Vit E

1.045 (0.64 - 8.515) 0.775 (0.64 - 4.71) 0.50
(n=27)
NAC
(n=24) 1.87 (0.64 - 5.53) 1.125 (0.64 - 15.6) 0.44
MT 2.39 (0.97 - 4.23) 0.64 (0.64 - 3.65) 0.001
(n=26) . . ) . ) . .
Sin Tx 5.86 (1.14 - 57.7) 1.16 (0.64 - 15.38) 0.37
(n=29) . . . . ) ) .
Total
(n=131) 2.38 (0.64 - 9.39) 1.03 (0.64 - 6.66) 0.11

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-10: interleucina 10. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.

IL-12p70

Cuadro 36. Niveles de IL-12p70- por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.

Grupo IL-12p70 pre IL-12p70 post p
Vit C

(n=25) 0.89 (0.85 - 2.8) 1.01 (0.85 - 1.98) 0.35
VitE 1.03 (0.85-2.21) 1.19 (0.85 - 4.79) 0.20
(n=27) . . . . . . .
NAC

(n=24) 1.22 (0.965 - 2.49) 1.285 (0.85 - 4.18) 0.33
MT 1.08 (0.85 - 1.45) 0.91 (0.85-1.27) 0.24
(n=26) . . . . . . .
Sin Tx

(n=29) 1.2 (0.85-4.64) 1.11 (0.85 - 3.58) 0.88
Total

(n=131) 1.1 (0.85-2.03) 1.06 (0.85 - 1.87) 0.43

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-12p70: interleucina 12p70. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados
de Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.
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IL-17A

Cuadro 37. Niveles de IL-17A por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.

Grupo IL-17A pre IL-17A post p
Vit C

(n=25) 2.18 (0.36 - 5.28) 1.07 (0.36 - 3.87) 0.77
Vit E

(n=27) 0.52 (0.33 - 4.23) 0.45 (0.33 - 5.5) 0.63
NAC

(n=24) 0.60 (0.33 - 3.55) 0.57 (0.33 - 3.97) 0.84
MT 0.48 (0.33-1.02) 0.43 (0.33-1.31) 0.68
(n=26) . . . . . . .
Sin T 0.68 (0.33 - 8.08) 0.54 (0.33-7.34) 0.81
(n=29) . . . . . . .
Total

(n=131) 0.68 (0.33 - 3.34) 0.56 (0.33-4.17) 0.73

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IL-17A: interleucina 17A. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de
Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.

TNF-a

Cuadro 38. Niveles de TNFa por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.

Grupo TNF-a pre TNF-a post p
VitC

(n=25) 0.68 (0.41 - 5.13) 0.59 (0.41 - 3.81) 0.74
VitE 0.65 (0.41 - 3.345) 0.41 (0.41 - 7.52) 0.68
(n=27) 65 (0.41 - 3. 41 (0.41-7. .
NAC

(n=24) 0.75 (0.41 - 4.87) 0.87 (0.41 - 10.57) 0.31
MT 0.65 (0.41 - 1.7) 0.84 (0.41 - 2.19) 0.56
(n=26) 65 (0.41 - 1. 84 (0.41 - 2. .
Sin Tx 0.41 (0.41 - 2.86) 0.71 (0.41 - 3.96) 0.64
=29 41 (0.41- 2. 71 (0.41 - 3. .
Total

(n=131) 0.65 (0.41 - 2.52) 0.68 (0.41 - 3.96) 0.35

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. TNF-a: factor de necrosis tumoral a. Estadistico de prueba: prueba de rangos
sefialados de Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.
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IFN-y

Cuadro 39. Niveles de IFNy por grupo de tratamiento antes y después de la terapia antioxidante.

Grupo IFN-y pre IFN-y post p
Vlt_C 3.08 (3.05 - 31.40) 3.05 (3.05-23.01) 0.95
(n=25)

VitE 3.15(3.05-20.77) 3.05 (3.05 - 96.16) 0.14
(n=27) . . . . . ) )
NAC

(n=24) 3.49 (3.05 - 23.98) 3.93(3.05-36.71) 0.73
MT 3.05(3.05-18.18) 3.05 (3.05 - 14.09) 1.00
(n=26) . . . . . . .
Sin Tx 3.2 (3.05-67.44) 3.05 (3.05 - 33.24) 0.26
(n=29) . . . . ) ) .
Total

(n=131) 3.08 (3.05 - 28.09) 3.05 (3.05 - 26.11) 0.78

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. INFy: interferén y. Estadistico de prueba: prueba de rangos sefialados de Wilcoxon.
Los valores se expresan en pg/mL.

TGF-B

Cuadro 40. Niveles de TGFf por grupo de tratamiento antes y después de la terapia
antioxidante.

Grupo TGF-B pre TGF-B post D
X:E(Z:S) 44.71 (19.41 - 116.27) 46.97 (21.04 - 118.31) 0.95
Vit E

(n=27) 38.82 (8.87 - 133.05) 45.13 (8.87 - 140.585) 0.62
NAC

(n=24) 23.09 (8.87 - 76.65) 48.77 (11.885 - 86.765) 0.17
MT

(n=26) 51.27 (16.97 - 128.06) 58.96 (8.87 - 133.42) 0.54
(Sr:EZTg); 36.42 (8.87 - 201.35) 75.86 (8.87 - 134.89) 0.66
Total

(n=131) 36.42 (8.87 - 116.27) 52.39 (8.87 - 131.5) 0.34

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. TGFB-1: factor transformador del crecimiento 3-1. Estadistico de prueba: prueba de

rangos sefialados de Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.
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IP-10

Cuadro 41. Niveles de IP-10 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.

Grupo IP-10 pre IP-10 post p
21:2(2:5) 66.86 (24.54 - 117.11) 76.86 (24.21 - 144.86) 0.27
VitE

(n=2) 95.83 (24.195 - 137.05) 63.62 (19.84 - 112.31) 0.31
NAC

(n=22) 43.40 (23.1 - 75.34) 45.13 (21.92 - 81.75) 0.75
MT

(n226) 71.52 (22.24 - 145.73) 56.08 (15.73 - 108.09) 0.15
2}'?22; 107.68 (19.64 - 289.69) 55.15 (17.89 - 173.4) 0.15
Total 70.81 (22.89 - 145.73) 58.27 (18.13 - 110.76) 0.16
(=131 . . . . . . .

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. IP-10: proteina inducible de interferén y 10. Estadistico de prueba: prueba de rangos

sefialados de Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.

MCP-1

Cuadro 42. Niveles de MCP-1 por grupo de tratamiento antes y después de la terapia

antioxidante.

Grupo MCP-1 pre MCP-1 post 0
223(2:5) 211.58 (66.99 - 462.59) 225.40 (123.84 - 446.68) 0.28
Vit E

(n=27) 181.71 (59.285 - 375.93) 110.62 (51.585 - 266.70) 0.77
NAC

(n=24) 257.62 (257.625 - 928.44) 146.51 (107.955 - 581.91) 0.21
MT

(n=26) 286.95 (132.93 - 881.8) 224.91 (71.63 - 430.29) 0.044
Sin Tx

(n=29) 316.52 (183.18 - 1521.63) 185.04 (94.84 - 350.56) 0.004
Total

(n=131) 272.81 (115.8 - 639.38) 168.72 (80.68 - 368.39) <0.001

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Pre: antes del tratamiento. Post:
después del tratamiento. MCP-1; proteina quimiotactica de monocitos 1; Estadistico de prueba: prueba de
rangos sefialados de Wilcoxon. Los valores se expresan en pg/mL.

79




RESUMEN DE LOS DIFERENTES MARCADORES DE INFLAMACION

Cuadro 43. Resumen de los diferentes marcadores de la via inflamatoria.

Grupo | IL1B IL2 IL4 IL6 IL8 IL10 I;;‘s ILl17a  TNFa IFNy TGFp1 IP10  MCP1
Vit C - - - l - - - - - - - - -
Vit E - - - - - - - - - = = = =
NAC - - - - - - - - - - - - -

L R A B VA B R R I B e
e e T N 2 T T AR R N I B

Vit C: vitamina C. Vit E: vitamina E. NAC: n-acetilcisteina. MT: melatonina. Sin Tx: sin tratamiento. IL-1f: interleucina 1 f3;
IL-2: interleucina 2; IL4: interleucina 4; IL-6: interleucina 6; IL-8: interleucina 8; IL-10: interleucina 10; IL-12p70: interleucina
12p70; IL-17A: interleucina 17A; TNF-a: factor de necrosis tumoral a; INFy: interferén y; IP-10: proteina inducible de
interferon y 10; MCP-1; proteina quimiotactica de monaocitos 1; TGF-1: factor transformador del crecimiento 3-1.

DISCUSION

En este estudio, encontramos gran evidencia de que el EO en el choque séptico
participa y esté relacionado al dafio multiorganico. Existen aun diferentes lagunas que no
han podido ser resueltas y que discutiremos a través de otros autores que hicieron una
aleatorizacién en el manejo terapéutico o evaluaron de forma sisteméatica a sus pacientes.
En este estudio, los pacientes con choque séptico que recibieron Vit C, MT y NAC mejoraron
la disfuncién organica (medida por el puntaje de SOFA) asociado a disminucién de LPO,
NOs y NO: ", incremento en la CAT, el GSH y PXS. En un estudio previo (87) reportamos
mejoria del SOFA en pacientes que recibieron MT y VIT C, en esta ocasion también

documentamos mejoria en los pacientes con NAC probablemente por el aumento en el
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poder estadistico secundario al mayor tamafio de muestra. El efecto en la disfuncion
orgénica en el grupo NAC puede explicarse por el incremento en el GSH y PXS.

Estos resultados difieren de los reportados por el CTRIS-ALI (66), el cual no demostro
mejoria en la falla organica con la administracion de Vit C por 96 horas. Sin embargo, ellos
estudiaron pacientes que desarrollaron sindrome de insuficiencia respiratoria aguda (SIRA)
e iniciaron la terapia de manera mas tardia. El VITAMINS trial tampoco encontré diferencia
significativa en el puntaje de SOFA o dias libres de ventilacién a los 28 dias. Sin embargo,
se encontrd6 menor mortalidad a 28 dias, mayores dias fuera de UCI y mayores dias fuera
del hospital a 28 y 60 dias (67). Otro ensayo clinico sorteado y doble ciego, documento
disminucién estadisticamente significativa del puntaje de SOFA, dias de ventilacion
mecanica invasiva y uso de vasopresores (98). En una revisién sistematica y metaanalisis
reciente en la cual se incluyeron 10 estudios, se reporté que la administracion intravenosa
de Vit C se asocié con disminucién estadisticamente significativa de la mortalidad a corto
plazo (OR 0.51, 95% CI 0.37-0.69, | 2 = 0%) y duracién de vasopresores (MD -27.88, 95%
Cl -49.84 to -5.92, 1 2= 95%) . No se encontr6 diferencia significativa en dias de estancia
hospitalaria (MD -0.68, 95% CI -2.13 to 0.78, | 2 = 74%) y SOFA score (MD -0.05, 95% CI -
1.69 to 1.58, | 2= 86%) probablemente debido a la gran heterogeneidad de los estudios
(65).

En los mecanismos de dafio en choque séptico hay participacién de ERO, se ha encontrado
gue el O, es producido por todas las células y en el paciente critico se genera
exponencialmente por los polimorfonucleares activados (100) actuando como un agente
proinflamatorio. Ademas de reclutar neutrdfilos, induce liberacion de factores quimiotacticos
y otros mediadores proinflamatorios, también modula sefiales de transduccion intracelular

por la activacion del factor nuclear (NF)-kB4 y el factor 1 de choque térmico. En nuestro
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estudio los pacientes que se trataron con MT encontramos una disminucion significativa de
marcadores inflamatorios de IL-6, IL-8 e IL-10 que pudiera explicarse por el efecto como
secuestrador de O, demostrado de la MT. El O; ante el incremento de SOD favorece la
conversion HxO2, el cual, no posee electrones sin aparear, considerandose una ERO por
su capacidad de inactivar enzimas, atravesar membranas celulares y reaccionar tanto con
atomos de Fe como de cobre Cu para producir OH" a través de la reaccién de Fenton. En
la desregulacién que ocurre en el choque séptico el H,O, se forma por la interaccion entre
O y el NO, perpetuando la accion del aniéon Oy, actuando como agente pro inflamatorio e
inactivando la SOD, (100) induciendo peroxidacién lipidica y produce deplecién de GSH
(100) (101). H20 puede generar dafio sobre el ADN con deplecion de NAD y ATP. En este
sentido, en nuestro estudio demostramos que los pacientes tratados con MT disminuyeron
significativamente la LPO y los niveles de NO3s y NOy presentaron tendencia a disminuir sin
lograr significancia estadistica (p=0.09). Estos resultados pueden explicar la disminucién de
la LPO debido a la disminucién de los niveles de NO evitando la interacciéon con Oz y la
consecuente formacion de H.O,. En cuanto al GSH lo niveles plasmaticos de los pacientes
tratados con MT en nuestro estudio se mantuvieron, esto puede explicarse por el efecto
como secuestrador directo de H.O, de la MT.

En base al uso de antioxidantes, un estudio reciente de pacientes en donde se demostré
EO temprano y persistente durante choque séptico, se encontrd una correlacién positiva
entre los niveles crecientes de LPO y la gravedad de la sepsis. Los niveles de Vit C se
encontraron por debajo de los valores de referencia sin tener correlacion con la gravedad
del choque séptico, los autores consideraron que este efecto podria ser secundario a que
los pacientes podrian tener una mayor disponibilidad de otros antioxidantes no enzimaticos

como el &cido Urico y la bilirrubina, los cuales pueden actuar como antioxidantes en plasma
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(102) (103). En la evaluacion de estos pacientes, llamo la atencién que los que tenian mas
gravedad exhibieron niveles mas altos de CAT y Vit C, la explicacion a este efecto tenia
correlacion negativa con TBARS lo cual sugirio que la LPO puede ocurrir a pesar de que el
paciente tenga CAT normal o elevada. Por lo tanto, evaluaron en los sobrevivientes de
choque séptico estos parametros encontrando que estos se normalizaron. Sin embargo,
documentaron que los marcadores oxidativos de proteinas adn permanecia elevados
(elevacion persistente de carbonilos y el sulféxido de metionina) considerandolo dificil de
explicar y concluyendo que el periodo de seguimiento pudo ser insuficiente para alcanzar
niveles normales (104). Derivado de esos hallazgos, se llevd a proponer gue a futuro estos
indices podrian usarse como marcadores de EO (105). Nosotros documentamos una
disminucion estadisticamente significativa en los niveles de LPO en los pacientes tratados
con MT y una tendencia no significativa en el grupo de Vit E, estos grupos presentaron una
disminucion estadisticamente significativa del puntaje de SOFA lo cual puede apoyar estos
hallazgos reportados previamente. Sin embargo, a diferencia de estos hallazgos nosotros
encontramos un incremento estadisticamente significativo en los niveles de CAT en el grupo
paciente tratados con MT y una tendencia no significativa en el grupo de Vit E.

Por otro lado, en pacientes con choque séptico es conocido que la respuesta inflamatoria
puede condicionar grave disfuncién endotelial y liberacion de citosinas, hay ademas una
respuesta hipermetabdlica lo cual exige mayor demanda de los recursos nutritivos
corporales, como el GSH (el cual es crucial en el control de la produccién de ROS durante
el desarrollo y progresion del choque séptico) (102). En este sentido, nosotros encontramos
disminucion significativa de los marcadores inflamatorios medidos por los niveles de PCT y
PCR durante los cinco dias de tratamiento en los pacientes a los que se les administro NAC

cuando los comparamos con el grupo sin tratamiento. Esto puede estar asociado al
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incremento significativo de los niveles plasmaticos de GSH secundario a la administracion
de NAC.

El ON se sintetiza en diferentes tejidos por medio del ONS, que durante su actividad
enzimatica cataliza la reaccion de arginina a citrulina y produce el radical ON en una
reaccién oxidante en la cual participan 5 electrones. Es muy abundante y considerado una
molécula que participa en muchos procesos de sefalizacion, tales como la
neurotransmisién, la regulacién de la presién sanguinea, mecanismos de defensa,
relajacion del musculo liso y la regulacion del sistema inmunitario. Tiene un tiempo de vida
media corto (segundos en medio acuoso) y alta estabilidad en un sistema libre de O, con
alta capacidad de difusion en las membranas y en el citoplasma, por lo tanto, participa en
fendmenos como la transmision neuronal, la plasticidad sinaptica y en el sistema nervioso
central. En el medio intracelular, el ON reacciona con el O, y el H,O para formar NOs/NOy
(106). Nosotros medimos niveles plasmaticos de NO3/NO; antes y después de la terapia
antioxidante en los enfermos con choque séptico encontrando que los pacientes tratados
con Vit C presentaron una disminucién estadisticamente significativa. De igual manera,
encontramos disminucion significativa de los niveles de IL-6 en los pacientes del grupo de
Vit C. Estos hallazgos pueden explicar la mejoria del puntaje de SOFA secundarios a
mejoria en la regulacion de la presion sanguinea y el efecto sobre la funciéon inmunoldgica
puede ser explicada por el efecto sobre el ON.

Dentro de la teoria metabdlica del choque séptico en la cual existe exagerada activacion de
la respuesta inmune no se ha demostrado una mejora en la mortalidad y otros desenlaces
a pesar de la regulacion de este proceso a través de antibiéticos, antinflamatorios y otros
tratamientos especificos. Una teoria postula que en el choque séptico hay acumulaciéon

generalizada de H;O, generado como consecuencia del estado hipermetabdlico que
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acompafa a la respuesta inmune, el cual es toxico para las células (107). También se ha
demostrado, que en el estado de choque séptico existe pérdida progresiva en la
homeostasis del estado redox, lo cual conlleva a inmunosupresién, coagulopatia, disfuncion
del metabolismo 6seo y microvascular, esto se manifiesta clinicamente con hipotension
refractaria y falla organica multiple (8). Al igual que estos hallazgos, no encontramos mejoria
en la sobrevida en UCI y hospitalaria de los pacientes tratados con los diferentes
antioxidantes. Sin embargo, encontramos una disminucién estadisticamente significativa en
el puntaje de SOFA en los grupos de tratamiento antioxidante comparados con el grupo
que no recibié tratamiento lo cual consideramos que es clinicamente relevante. En este
sentido, nuestro calculo de tamafio de muestra no fue calculado para encontrar diferencias
en la sobrevida en los diferentes grupos de tratamiento por lo que se requieren mas estudios
disefiados para contestar esta pregunta.

Vit E

Se conoce que en los pacientes tratados con Vit C se regenera la Vit E, esto disminuye
LPO y secuestra ERO liposolubles. En este estudio la Vit C disminuyé los niveles de LPO,
NOs NO: y se mantuvieron los niveles de SOD. Esto permite ver como interactia la red
enzimatica antioxidante, los niveles bajos de SOD pueden estar en relaciébn con una
proteccion contra la formacion de ERO. En un estudio previo, demostramos que en
pacientes con sepsis tratados con Vit E la LPO y la carbonilacién tuvieron tendencia a
disminuir (87). En este estudio, los pacientes que fueron tratados con Vit E disminuyeron
significativamente LPO y presentaron tendencia a incrementar CAT, lo cual reproduce los
hallazgos previamente publicados. Del mismo modo, este tratamiento mostro en todos los
grupos disminucion de SOD postratamiento, lo cual pudiera estar relacionado con el efecto

que tiene esta enzima para regular el Oy evitar su transformacion en H,O,. Otro de los
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efectos encontrados postratamiento con Vit E fue el incremento de tioles y Px lo cual apoya
la teoria de que su uso incrementa la CAT. Sabemos que los tioles son moléculas que
contienen un grupo sulfhidrilo en la cadena lateral (SH) y que actdan como antioxidantes
estabilizando los radicales libres al aceptar su electron desapareado, esta pudiera ser una
de sus vias de accién de la Vit E para mejorar la respuesta al mecanismo de dafio por EO
y asi poder disminuir morbilidad/mortalidad en pacientes con choque séptico.

Por otro lado, la Vit E también actia unida a la membrana celular y es el principal
antioxidante capaz de prevenir y bloquear la LPO la cual se asocia a una respuesta inmune
apropiada. La suplementacion en pacientes con sepsis podria servir para modular la
excesiva respuesta inflamatoria coordinada por los macréfagos, preservando la capacidad
de respuesta ante la infeccion (108) (109) (110) (111) (112).

Vit C

En relacién con la Vit C, el cual es un cofactor enzimético del con funcion antioxidante
derivada de su capacidad para actuar como donante de electrones. Vit C disminuye la LPO,
los niveles de 02, H,O. y ion hipoclorito, mantiene estables los niveles de GPx y Vit E por
la participacion en su reciclamiento. La Vit C se recicla a su vez desde &cido
dehidroascorbico (113). Nuestros resultados muestran disminucién significativa en los
niveles NOs  y NO;" en el grupo de pacientes con VIt C. Sabemos que la Vit C inhibe la
expresion del mMRNA de la iINOS, por lo tanto, previene la producciéon abundante de NO que
genera OONO" en la presencia de Oy Particularmente, el ONOO" se produce en grandes
cantidades durante el choque séptico, este tiene efectos deletéreos en diferentes tejidos
(68), especialmente en los vasos sanguineos causando vasodilatacion (69).

Por otra parte, los niveles basales de Vit C se encontraron por debajo del valor de referencia

en los pacientes con choque séptico incluidos en nuestra cohorte y se lograron normalizar

86



con el tratamiento enteral. Esto confirma que nuestros pacientes con choque séptico
presentan hipovitaminosis (<0.23 UM ac. ascdrbico/mL) como se ha reportado en diversos
estudios (75-78). Nuestros hallazgos confirman la teoria que la hipovitaminosis aguda en
pacientes con sepsis es secundaria a consumo metabdlico, ya que la absorcién intestinal
no se vio afectada (77). La media de Vit C en nuestros pacientes previa al tratamiento (21
UM Vit C) fue similar a la reportada en el CITRIS-ALI (22 puM Vit C). Posterior a la
administracién de Vit C nuestros pacientes alcanzaron niveles plasmaticos a las 48 horas
de 70 pM Vit C, a diferencia de los 166 uM reportados en el CITRIS-ALI (66). También
encontramos que los niveles de PCR disminuyeron significativamente en el grupo de
pacientes que recibieron tratamiento con Vit C, como se ha reportado en estudios
publicados previamente (32). Recientemente el estudio CITRIS-ALI no encontrd
disminucién de los niveles de PCR, sin embargo, los resultados probablemente se debieron
a la administracion tardia de Vit C en pacientes con estadios avanzados de sepsis antes de
desarrollar SIRA (66). En nuestro estudio la mediana de tiempo de inicio del tratamiento en
el grupo de Vit C fue de 5 horas a diferencia del CITRIS-ALI. En relacién con los niveles
basales de Vit C en todos los grupos estudiados, el grupo control mostro descenso de los
niveles con significancia estadistica, en los pacientes tratados con los diversos
antioxidantes, se encontré que los niveles de Vit C se mantienen sin cambios, es decir, si
bien no mejoraron tampoco mostraron descenso. Pudo demostrarse que Unicamente el
grupo que recibio tratamiento con Vit C presenté incremento en los niveles plasméaticos con
significancia estadistica. En un modelo animal de EO en el que se provocaron niveles
plasmaticos bajos de Vit C e infeccion pulmonar por Pseudomonas aeruginosa se encontro
deterioro de la fase inflamatoria por respuesta de los polimorfonucleares (PMN) (79). Los

niveles bajos de Vit C conducen a explosion oxidativa de los PMN (20) ante un sistema
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antioxidante deteriorado lo cual exacerba la respuesta inflamatoria, una forma de mejorar
el estado de la Vit C es mediante la suplementacion de GSH ya que este facilita el reciclaje
de Vit C y su homeostasis.

En todos los pacientes en este estudio se encontraron niveles bajos de Vit C, sin embargo,
en el grupo de pacientes que recibio Vit C se observo un incremento postratamiento de los
niveles plasmaticos con significancia estadistica. Ademas, disminuyo LPO y NOs; NO; con
tendencia a incrementar PX. En una revision sistematica y metaanalisis de 23 ensayos
clinicos, informaron que el tratamiento con Vit C se asocid con reduccion de la mortalidad,
del puntaje del SOFA y del uso de vasopresores en pacientes sépticos. Este efecto también
se ha documentado en nifios (114) (115) Este ensayo clinico aleatorizado, confirma estos
hallazgos por lo que establece a la Vit C como un estdndar de atencion en el tratamiento
del choque séptico.

NAC

La NAC es una variante acetilada de la L-cisteina que presenta actividad antioxidante a
través del incremento en los niveles de GSH. Las funciones protectoras de las células frente
al EO dependen en gran medida del estado redox del tiol, por lo que la disponibilidad de
cisteina, el sustrato para la resintesis de GSH en sangre es de gran importancia. En
pacientes con sepsis hay agotamiento del GSH, el cual es un antioxidante endégeno lo cual
conlleva al EO (116). Algunos estudios han informado que la administracién de NAC podria
ayudar a mantener el estado redox (117) (115) (118). En nuestro estudio, encontramos
gue la administraciéon de NAC incremento significativamente los niveles de GSH sin efecto
significativo en los niveles de tioles, pero con disminucion significativa de la Trx. Estos

hallazgos pueden explicar el efecto clinico en la disminucién del SOFA. La disminucion de
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Trx en nuestro estudio pudiera ser secundaria a una mayor utilizacién de esta en este grupo
de tratamiento.

Por otro lado, se ha demostrado que NAC ejerce funciones vasodilatadoras que podrian
tener algun beneficio en la microcirculacion en los pacientes con sepsis (119). El efecto
protector de NAC en sepsis fue confirmado por Ritter et al en un modelo murino, quienes
demostraron que la combinacion de NAC y deferoxamina podria reducir el EO, la disfuncion
mitocondrial y la inflamacion sistémica, disminuyendo asi las consecuencias del choque
séptico. Los efectos de NAC antioxidantes y antiinflamatorias, también han sido
demostradas en otro modelo animal (120) y en humanos, se ha demostrado que aunado
al uso de terapia estandar con antibiéticos su uso reduce la mortalidad (121). Estos
resultados concuerdan con nuestros hallazgos, encontramos una disminucion significativa
en los niveles de PCT y PCR en los pacientes gue recibieron NAC comparado con el grupo
sin tratamiento. En cuanto a los demas marcadores inflamatorios (IL-1B, IL-2, IL4, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12p70, IL-17A, TNF-a, INFy, IP-10, MCP-1 y TGFB-1) no encontramos
diferencias significativas.

Sin embargo, todos los efectos de la terapia con NAC no han sido plenamente evaluados,
en este estudio encontramos que incrementa GSH, PX y disminuye TRX con significancia
estadistica. En relacion a estos hallazgos, sabemos que si bien las enzimas antioxidantes
como SOD y catalasa que utiizan ERO como sustratos, se consumen en grandes
cantidades lo cual conlleva a que la actividad de GSH-PX disminuya por lo que las ERO
no pueden ser eliminadas causando dafio tisular por EO (122).

En cuanto a la respuesta inflamatoria, el ON juega un papel importante en la activacion y
migracion de glébulos blancos y vasodilatacion, esto puede estar estrechamente

relacionado con el incremento en la permeabilidad vascular con consecuente afeccion en
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la funcion alveolo-pulmonar capilar (123). En un modelo animal tratado con un péptido
hormonal como ghrelina se documenté mejoria el estado séptico (124). De los diferentes
antioxidantes utilizados en este ensayo clinico, solo Vit C tuvo efecto significativo en el ON
lo cual puede explicar sus efectos en la via inflamatoria.

NAC tiene proteccién antiinflamatoria, antioxidante y en los vasos sanguineos (125). La
SOD es una enzima intracelular distribuida en todo el organismo que es capaz de
transformar el 02" en H>0,, los dos tipos existentes a nivel mitocondrial son esenciales para
la vida, lo cual se demostré en ratones que no sobrevivieron posterior a un knockout de
SOD (126). El uso de NAC en este estudio no demostré un incremento de SOD, sin
embargo, los niveles plasmaticos al igual que el Se se mantuvieron, y aunque tanto el GSH
como la PX aumentaron, encontramos un claro descenso de Trx. Por lo tanto, la activacion
de NrF2 es un mecanismo de interés para investigar en futuros estudios.

MT

La MT es una hormona sintetizada y secretada por la glandula pineal que ha demostrado
tener un papel relevante en la regulacion de la actividad antioxidante, antiinflamatoria, anti
nociceptiva, neuromuscular, vascular, antidepresivo, ansiolitico y en diversos érganos
(127) (128) (129). Un estudio previo de nuestro grupo, el cual es uno de los primeros
ensayos clinicos en tratar pacientes con choque séptico con MT, demostramos que en los
pacientes tratados con MT disminuyo la LPO con significancia estadistica (87). En este
ensayo clinico, confirmamos los hallazgos reportados previamente. En el grupo tratado con
MT la diferencia fue encontrada con significancia estadistica. Otro estudio realizado en
pacientes con heumonia grave y choque séptico por SARS CoV-2 encontramos descenso
importante de la LPO, esto indica que la terapia con este antioxidante es un manejo a

considerar dentro de la terapia estdndar (130) en pacientes con choque séptico con el
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objetivo de disminuir la LPO, lo cual se apoya en la reproducibilidad de los hallazgos sin
importar la etiologia de la enfermedad que condiciona el choque séptico.

En este estudio también documentamos incremento de Px y GPx en el grupo tratado con
MT, se lograron mantener los niveles de Trx y Se con repercusion clinica demostrada por
disminucion del puntaje SOFA desde el primer dia de tratamiento. El control de MT y de
NAC en los mecanismos de accion fue discutida en el 2004 como un “matrimonio dificil” en
la terapia de pacientes con choque séptico (131), sin embargo, en diversos estudios en
modelo animal han demostrado que MT tiene ventajas antioxidantes adicionales en la en
la prevencion del EO (132) (133). MT posee una potente accion antioxidante protegiendo
mitocondrias por dafio oxidativo debido a que alcanza elevadas concentraciones a nivel
mitocondrial (53) (134) asi como sus metabolitos (135) (136) (137). La MT se involucra
también en la via intra-mitocondrial SIRT3;SIRT3 la cual es una histona deacetilasa de
clase 3, que protege las mitocondrias del EO (138) (139). Ademas, la MT estimula la
sintesis de otras enzimas antioxidantes, incluyendo GPx, GR, y-glutamil-cisteina sintetasa,
glucosa-6 fosfato deshidrogenasa y catalasa (140) (141). En un modelo experimental de
sepsis se ha encontrado que la MT restaura niveles de GSH (142), de igual manera reduce
los niveles de expresion de malondialdehido y MPO en higado, cerebro, pulmén, rifiones y
reduce la necrosis hepatica en animales sépticos (143). Estos hallazgos en relacion a MT
confirman nuestros resultados y considerando los efectos que encontramos en los
pacientes tratados con NAC (aumento GSG y Px) la utilizacién combinada de MT con NAC
parece una estrategia prometedora en este tipo de enfermos.

En otro modelo murino de sepsis inducida por LPS la MT se demostré que disminuye

disminuir niveles de del TNF-a sérico e IL-6 (144) al igual que nuestros resultados en los
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cuales encontramos disminucion significativa de IL-6 pero no de TNF- a. Sin embargo,
también encontramos disminucion significativa en los niveles de IL-8 e IL10.

En otro experimento en ratones tratados con MT se demostré un aumento de la autofagia,
mecanismo que protege a los cardiomiocitos durante el EO (145) (146). En otros modelos
experimentales con sepsis, MT inhibié INOS e isoformas de mtNOS (134) (147), la
inhibicién de iINOS reduce los niveles de ON, lo cual previene la falla orgéanica y la muerte
(148). Nosotros encontramos una tendencia no significativa a disminuir los niveles
plasmaticos de ON en los pacientes tratados con MT, probablemente se requiera un mayor
tamafio de muestra para poder confirmar estos hallazgos.

En pacientes con sepsis criticamente enfermos los niveles séricos diurnos de MT
disminuyen significativamente por lo que podemos pensar que se encuentran con deplecion
de melatonina (149) (150) (151) lo cual hace pensar que su administracién tendra efectos
benéficos. En choque el séptico, si bien los procesos inflamatorios interactian con otros
mecanismos de dafio celular en donde el desequilibrio del estado redox esta presente, es
de relevancia mencionar que ademas de los cambios en marcadores inflamatorios y del
EO, también documentamos en este estudio mejoria la CAT con traduccién clinica en
disminucién del dafio organico medido con el puntaje SOFA. En el caso de Vit C, los
cambios en este sentido fueron observados desde el primer dia haciéndose mas evidente
en el dia 5 para los grupos de NAC, MT y Vit C.

Se

En diversos estudios se ha demostrado que los pacientes criticos en UCI tienen niveles
plasmaticos disminuidos de Se y que estos se han correlacionado negativamente con los
puntajes de gravedad (54) (152). Existen diversos factores que pueden contribuir a la

disminucion de los niveles de Se en pacientes graves con choque séptico. En la sepsis, el
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Se escapa al compartimiento intersticial a través de la fuga capilar, por otra parte, las
pérdidas de liquidos, flebotomia, malnutricion y la terapia de reemplazo renal pueden
contribuir a disminuir ain més los niveles de Se (60). Hawker y colaboradores fueron de los
primeros investigadores en reportar niveles disminuidos de Se en pacientes graves en UCI
comparandolos con controles sanos (0.66 £ 0.21 vs 1.05 £ 0.21umol/L) (54). En este estudio
encontramos niveles disminuidos de Se en todos los grupos, como lo publicado por otros
investigadores (152) (153).

Ademas, el deterioro del estado nutricional podria traducirse en reduccién de niveles séricos
de Se y de las diferentes Se enzimas que dependen de este como son la GPx y la SePP.
Estas Se proteinas cumplen un efecto protector frente a la LPO de las membranas celulares
participando ademas en el proceso de regulacién de la respuesta inflamatoria. En este
trabajo si bien encontramos que los niveles de Se basales se encontraron disminuidos, el
uso de los diferentes antioxidantes mantuvo los niveles de Se constantes y en los pacientes
que no recibieron ningln antioxidante (grupo sin tratamiento) encontramos disminucién
estadisticamente significativa. Del mismo modo, observamos que en los pacientes sin
terapia antioxidante el puntaje SOFA no tuvo disminucion, esto hace una diferencia a
considerar ya que en todos los grupos tratados no disminuyeron los niveles plasmaticos.
Estos hallazgos sugieren que la terapia en estos pacientes deberia incluir antioxidantes y
Se, lo cual debera estudiarse en ensayos clinicos especificos en los cuales se incluya el
estado nutricional, del metabolismo éseo y gravedad.

Multiples estudios han evaluado el efecto de la suplementacién de Se en pacientes criticos.
Existen importantes diferencias entre los estudios en cuanto a la via de administracion

(enteral vs. parenteral), dosis (alta vs. baja), uso o0 no de dosis de carga y selecciéon de
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pacientes (sépticos vs no sépticos y suplementacion de otros antioxidantes (monoterapia
vs cocteles) (154) (155) (156) (157) (158) (159).

El manejo agregado de antioxidantes y suplementos podria ser capaz de mejorar los
desenlaces optimizando el pronostico de la enfermedad critica. En tal sentido, algunos
estudios clinicos han estudiado el nimero de complicaciones infecciosas y estancia
hospitalaria en pacientes criticos suplementados con Se y/o antioxidantes. Hay datos
concluyentes del poder terapéutico en el control de la desregulacién del EO y del proceso
inflamatorio (158). En nuestro estudio, documentamos disminucion de la falla organica
medida por el puntaje SOFA el cual es controlado por algunos antioxidantes desde el
segundo dia de tratamiento, consideramos que la suplementacion de Se podria mejorar los
desenlaces y que estd deberd llevarse a cabo con una adecuada evaluacion del estado
nutricional y esto debera estudiarse mas ampliamente.

El EO y sus consecuencias como la hipoxia citopéatica podrian explicar el fracaso de
distintas estrategias empleadas en el manejo clinico del choque séptico. Cuando la
maquinaria mitocondrial esta blogueada resultan infructuosos los esfuerzos dirigidos a
mejorar la oxigenacion tisular con el aumento del aporte sistémico de oxigeno y/o la
optimizacion de la funcidon cardiovascular. Nuestros resultados demuestran como la terapia
antioxidante en el tratamiento del choque séptico ha llevado a definir claramente que es
posible actuar a diferentes niveles involucrados en el EO, como puede ser en la sintesis de
NO, la produccién de ERO/ERN o tratando de amortiguar los efectos celulares y tisulares
de esta sobreproduccion. Ademas de la evidencia experimental de que los tratamientos
antioxidantes pueden generar beneficio en la sepsis por mejoria en la respiracion
mitocondrial y la disfuncién organica (160). En modelos animales previos a nuestros

resultaros se intentd aumentar el aporte exdgeno de vitaminas como son el a-tocoferol, el
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3-caroteno o el &cido ascérbico (161). Sin embargo, se han realizado pocos ensayos
clinicos aleatorizados como este que evallen clinicamente el efecto benéfico antioxidante,
los cuales hemos confirmado y que ademas tienen sustento en diversas facetas del choque
séptico. En este estudio incluimos diferentes compuestos con accién antioxidante como la

NAC, los cuales ya habian mostrado resultados alentadores (162).

Por otra parte, oligoelementos tales como el Se, Cu, Zn y Mn también han sido investigados
sin resultados definitivos sobre posibles beneficios en pacientes criticos. Sin embargo,
consideramos que con los resultados obtenidos en este estudio se ha demostrado que los
pacientes tratados con antioxidantes los niveles de Se se mantienen a diferencia del

descenso observado en los pacientes sin tratamiento.

En cuanto a la bausqueda de nuevas medidas terapéuticas para el manejo de la sepsis y del
choque séptico se han producido algunos avances relevantes, como son: la administracion
oportuna de soporte nutricional, la prevencién de las infecciones nosocomiales, la
prevencién de Ulceras por estrés, la profilaxis de la trombosis venosa profunda, el uso
adecuado de sedacion-analgesia y el uso de modos de ventilacion mecanica protectora.
Estos avances han desempefiado un papel importante y podrian ser beneficiosos en
algunos subgrupos de pacientes (163). Tratamientos farmacolégicos mas especificos que
intentaron modular o bloguear algunos componentes del proceso inflamatorio no alcanzaron
el éxito esperado o fracasaron. Sin embargo, los conocimientos sobre la bioguimica de la
sepsis han aumentado y este estudio proporciona bases sélidas de que la terapia
antioxidante adyuvante mejora condiciones ya observadas previamente en los modelos
animales. Estos hallazgos abren el camino a la realizacion de nuevos ensayos que evallen
el uso de nuevas terapias alternativas, en donde ademas del EO, se debera analizar el

estés nitrosativo, el cual es un capitulo fundamental en la patogenia de la sepsis.
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La terapia moduladora de la sintesis de NO y de algunas citocinas pro-inflamatorias con el
empleo de antioxidantes conlleva a plantear ensayos clinicos traslacionales similares al
nuestro. La reproducibilidad de los hallazgos se podria plantear como terapias combinadas
suplementarias agregadas al manejo estandar, con el objetivo de mejorar la sobrevida a
través de condiciones especificas durante el desarrollo del manejo interdisciplinario. Si bien
estos datos deberan ser confirmados en series mayores, se abren grandes expectativas en
el tratamiento de la disfuncion organica en la sepsis a través de la modulacion o la

amortiguacion de la hiperproduccion de los efectos causados porlas ERO (164) (165).

De los resultados de este estudio quedan hipotesis y preguntas por resolver, como son:
¢cudl es la mejor combinacion de farmacos antioxidantes, dosis mas adecuadas y vias de
administracién? Se requiere mayor investigacion de agentes farmacol6gicos que ayuden a
prevenir o tratar la disfuncién organica y condiciones clinicas asociadas al choque séptico.
El avance de esta investigacién deja evidencia de que NAC, MT, Vit C y Vit E muestran
apoyo en la evolucion y respuesta de los pacientes. Las lagunas en dosis exactas, tiempo
de uso y estado sinérgico del uso combinado son areas de oportunidad finalmente a

explorar.

CONCLUSION

La terapia antioxidante adicional al manejo empleado en los pacientes con choque séptico
disminuye la falla organica medida por el puntaje de SOFA causada por el incremento del

EO.

Nuestros hallazgos apoyan la terapia con antioxidantes en pacientes con choque séptico

basados en mejoria demostrada en la desregulacion del EO. El uso especifico de MT, NAC,
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VIT E y VIT C, confirma cambios especificos en biomarcadores inflamatorios y del EO con
significancia estadistica. Los antioxidantes agregados al manejo estandar de pacientes con

choque séptico disminuyen falla organica y mejoran sobrevida.

Los niveles de Se en pacientes con choque séptico se encuentran disminuidos. La terapia
antioxidante con Vit C, VIT E, MT y NAC mantuvo los niveles plasmaticos de Se.
Consideramos que la suplementacion de Se aunada a la terapia antioxidante puede mejorar
los desenlaces clinicos en los pacientes con choque séptico por su efecto en el EO y la via
inflamatoria.

La mayoria de los pacientes tratados en esta cohorte presentaban infeccion pulmonar como
causa del choque séptico, el mayor efecto de la terapia se observé en estos pacientes con

infeccién pulmonar.

No hubo efectos adversos graves en ninguna de las terapias antioxidantes empleadas en

nuestro ensayo clinico.

PERSPECTIVAS

En este ensayo clinico de terapia antioxidante administrada de manera aislada se
demostré mejoria de la falla organica en pacientes con choque séptico. Consideramos que
la terapia combinada de los farmacos evaluados en nuestro ensayo clinico pudiera tener un
mejor impacto en los pacientes con choque séptico, esta hip6tesis debe ser evaluado en
otro ensayo clinico sorteado.

La Vit C demostro disminuir la LPO al igual que la Vit E y la MT. La Vit E es regenerada por
la Vit C, por lo que consideramos que el tratamiento combinado de estas es indispensable

para lograr observar un efecto benéfico en los pacientes que presenta choque séptico.

97



Tanto la MT como la Vit E demostraron incrementar la CAT por lo que su uso combinado
seria otra propuesta muy interesante que pudiera tener mayor efecto clinico en los

pacientes con choque séptico.

El efecto en la disminucion de NOs” NO,™ que demostro el uso de MT y Vit C puede repercutir
clinicamente en menor tiempo de utilizacion de vasopresores y consecuentemente mejoria

hemodinamica, esta propuesta también debe ser estudiada en otro ensayo clinico sorteado.

El uso combinado de antioxidantes es una perspectiva a futuro, en donde, ademas se

debera incluir la evaluacion del estado nutricional y del metabolismo 6seo.
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