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Este trabajoestádestinadoa estudiarlos mecanismosque contribuyena

los cambioscardiovascularesen la sepsisy la modulaciónde estosefectospor la

hemoglobina(Hb) y el glutation (GSH).Paraintroducireste temaesconveniente

tratarlos siguientespuntos:

1. Quéseentiendeactualmentepor sepsisy shockséptico.

2. Cuál esel perfil hemodináinicoy cardiovascularcaracterísticode la

sepsis.

3. En quéconsistenlos cambiosbioquímicosde la sepsis.

4. Cuálesel papelqueseatribuyeal óxido nítrico (NO) enlas

alteracioneshemodinámicasde la sepsisy la funciónbiológicade los

mtrosotioles(RSNOs)comoproductorelacionado.

5. La lib como captador de NO y su repercusiónhemodinámica.

6. El 0511como moléculapotencialmenteinfluyenteenel metabolismodel

NO intraeritrocitario



INTRODUCCIÓN

1. LA “RESPUESTA SÉPTICA”. ¿QUÉ ES EL SHOCK SEPTICO

?

La sepsisy el síndromede disflinción multiorgánica(SDMO) sonun fenómeno

clínico de extraordinariarelevanciaen las unidadesde cuidadosintensivos;se estima

que causanel 60% de la muertesproducidasen dichas unidades”2.A pesarde su

repercusión,no estáaúndilucidadaíntegramentela patologíaprecisaque contribuyeal

desarrollodeesteestadoy la terapiahemodinámicaactualresultainsuficiente.

Paraabordarel problema,esimprescindibleel establecimientodeun diagnóstico

preciso.En 1991, la “American Collegeof ChestPhysicians”junto con la “Society of
3Critical CareMedicine”definieronlos siguientesconceptos

• infección: fenómeno microbiano caracterizado por la invasión de

microorganismoso sustoxinasentejidosnormalesestériles.

• ~4~:Respuestainflamatoriasistémica(RIS) provocadapor una infección.

Los signosclínicosde la sepsisrevelandesdeel puntodevistabioquímicola

liberaciónde diversosmediadoresinflamatorios.

• Shockséptico: Sepsiscon hipotensión(presiónsistólica< 90 mmHg o una

reducciónde 40 mmiHg con respectoa la basal) a pesarde unaresucitación

adecuadajunto con disflinción de órganosy signos de hipoperifisión en

ausenciade otrascausasconocidasquepuedangenerardichasanomalías.

• Síndrome de disfunción mulwiorrónica: Presenciade alteración orgánica

aguda, de tal forma que la homeostasisno pueda ser mantenida sin

intervención. En un principio el SDMO es el resultadodirecto de una

agresión, aunque secundariamenteeste síndrome se desarrolla como

consecuenciade la respuestadel huéspeden un contextode RIS.

• Síndrome de resvuestade inflamación sistémica (SRIS): respuestade

inflamaciónsistémicade igualescaracterísticasque la séptica (taquicaridia,

hipotensiónetc.)sin queexistaprocesoinfeccioso.

2
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La causainmediatamás frecuentede muertede los enfermoscon sepsiso SRIS

es la hipotensiónrefractariaatratamientoa pesarde dosis progresivamentecrecientes

de agentespresores.

Numerososestudioshansugeridoque la disfbncióncelular y orgánicajunto con

el fallo multiorgánicotienen lugar en la presentacióninicial de la sepsis5’6’1’8’9.EI

fracasoniultiorgánicoesconsideradocomo un síndromedebidoa que son numerosas

las causasquepuedenoriginarsu desarrolloatravésde unapatogénesíscomún.Cuando

sepropusoel SDMO como entidadclínica definida,parecíaclaro que la infección y la

respuestadel organismoa la infección eranla causade estesíndromeíO.Los estudios

iniciales sobreel SDMO indicaronque estaentidad aparecíafrecuentementetras una

infecciónoculta, máscomúnmenteen la cavidadperitonealíli2~~3.Fry y colaboradores.

demostraronque másdeI 90% de los pacientescon fracasomultiorgánicode doso más

órganospresentabanun foco oculto de infección14.En otros estudios,se propusoqueel

fracasomultiorgánicono explicadoen un enfermoquirúrgico eraun signo fiable de la

existenciadeuna infecciónoculta15’16.Posteriormentesehademostradoquela infección

no esnecesariani suficienteparael desarrollodeestesíndrome.La infecciónno sólo no

es la causa más frecuente de fracaso multiorgánico’7”8, sino que el tratamiento
19antibióticoesinsuficienteparapreveniro controlarel cursode estesíndrome

Las manifestaciones clínicas de la sepsis (fiebre, leucocitosís, estado

hipercatabólico,circulación hiperdinámica)parecenestar causadaspor mediadores

inflamatorios que son liberadostras la interacciónde los microorganismoscon las

El DIAGNOSTICO DE SEPSIS debeconsiderarsecuando, secumplenal menos
dos de los siguientescriteriosdiagnósticos3’4

1. Temperatura>380Co <360C.
2. Frecuenciacardiaca>90 latidos/mm.
3. Frecuenciarespiratoria>a20 inspiraciones/mm ó pCO2arterial
<de32 mmHg.
4. Recuentoleucocitario>12000leucocitoslgLó <4000leucocitos/pI.

3
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células del huéspedy la respuestadel organismoesindependientedel estímulo.Esta

respuesta,“respuestaséptica’, puededesencadenarseante germenesgramnegativos,

gérmenesgrampositivos, virus, hongos o por infUsión experimental de diversos

mediadores inflamatorios, como el factor de necrosis tumoral20, interleukina-12’
23

interleukina-222y factor activador de las plaquetas ; así como por insultos no

infecciosos(trauma, cirugía, hemorragia,pancreatitis...).La administraciónde estos

mediadoresreproducelos cambioshemodinámicoscaracterísticosde la sepsisasícomo

la disfunciónde otros órganosremotossimilar a la observadaen pacientescon fracaso

multiorgánico.La diversidadde la naturalezaquímicade estosmediadoresy de los

estímulos que inducen su liberación han ¡levado al concepto de que el fracaso

multiorgánicoesunavía final comúnde respuestadel organismoantediversostipos de

estímulos24.

Por tanto, el fracaso multiorgánico no es un signo de una infección

descontroladasino de una “sepsis descontrolada”.El SDMO es la expresiónde una

respuestainflamatoriainapropiaday generalizadaanteun estímulosevero,el cual puede

sero no de origenbacteriano2.Muchasde las cuestionesrelacionadascon estesíndrome

estánaún por desarrollar;como la selecciónde parámetrosclínicos y bioquímicos

óptimospara caracterizarla evolución de la sepsis,el conocimientoprofundode la

fisiopatología vascularetc. Las alteracioneshemodinámicasy bioquímicasque se

producenen la sepsisestánmuy relacionadasconel objetivodelpresenteestudio.

4
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2. ALTERACIONES HEMODINAMICAS EN LA SEPSIS

El perfil hemodinámicoque caracteriaa la sepsisse conocedesdehacevarios

años. La primera descripciónrazonadade la hiporeactividadvasculardebida a la

administraciónde endotoxinaen mamíferosfijé realizadapor Gilbert en 196025. Sin

embargo,apesardeltiempotranscurrido,no se conocenlos mecanismospor los que se

produce.

Perfil hemodintimicocaracterhticodela senszs

:

• Cambioscardiovascularescaracterizadosporunavasodilataciónsistémica,

• Anormal regulaciónde la microcirculaciónque conducea una relaciónpatológica

entreel transportey consumode oxigeno;

• Disminuciónde la respuestavasoconstrictora.

2.1) VASODILATACIÓN SISTÉMJCA

El shocksépticose caracterizapor hipotensióny descensode ¡a reactividada

agentesvasoconstrictores26’27.Aunqueuna revisión de la literaturano permiteobtener

conclusionesdefinitivas sobresi la sepsisexperimentalinduceuna disminucióno un

aumentode la respuestavascular98la experienciaclínica indica que los enfermoscon

sepsispresentanuna disminución de la respuestapresoraa agentesvasoactivos.De

hecho, la causamás común de fallecimiento de los enfermos con sepsis no está

relacionadacon el motivo que originó su ingreso ni con la hipoxemiaresultantedel

fracaso respiratorio, sino con la hipotensión refractaria a dosis progresivamente

crecientesde agentesvasoconstrictores.Descripcionesya antiguas indican que los

agentespresoresadministradosa enfermoscon sepsisno producenlos mismosefectos

queen sujetosnormales29.

La importanciaclínicadeesteproblemavieneilustradaporla relaciónqueexiste

entrela disminuciónde la resistenciavasculary el pronósticode estospacientes30.En

un estudio reciente,nuestrogrupo ha analizadola respuestacardiovasculary de las

variablesde transportedeoxígeno,a la infusión intravenosacontinuade dobutaminaen

5
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un grupo de enfermoscon síndromede distress respiratorio del adulto de origen

séptico31. La hipótesis era que los enfermos que subsiguientementefallecieran

presentaríanprobablementeuna situación hemodinámicamás deterioradaque los

supervivientes. En contra de lo esperado,observamos que ningún parámetro

hemodinámícodiferenciabaambos grupos. Sin embargo, sí existían diferencias

significativasen su respuestaala dobutamina.Ambosgrupospresentaronaumentosen

el gastocardiacoy en el transportey consumode oxígeno.La rectade regresiónlineal

que une los puntos del diagrama transporte/consumode oxígeno muestra una

correlaciónsignificativa para ambosgrupos,pero los supervivientespresentabanuna

pendientemayor, indicandoquela capacidadde utilizar el oxígenoofertadoeramayor

en los supervivientesque en los que ibana fallecer. Por otro lado,la disminuciónde la

resistenciavasculardurante la infUsión de dobutaininaera mayor en el grupo de

fallecidos. Esteinteresantehallazgosugiereque los que fallecenpresentanuna menor

capacidadde mantenerel tono vascular ante una intervención farmacológicade

naturalezavasodilatadora.

Los mecanismosqueconducenala pobrerespuestavascularvasoconstrictorano

son aún bien conocidos32’33’34.Se ha propuestoque la endotoxinao varias citokinas

serían responsablesde estahiporespuestavascula¡?5’36.Otros mecanismosimplicados

podrían ser un aumentode la liberación de metabolitosde la ciclooxigenasa o una

disminución de la disponibilidad de calcio en el aparato contráctil de la pared

vascular37’38.La contracciónvascularinducidaporpotasiotambiénestádisminuidaen la

sepsis,lo que sugiereque otrosmecanismosademásde los que afectana la activación

de los receptoresalfaadrenérgicosestánimplicadost

No sólo ¡a respuestaa fármacosvasconstrictoresestádisminuida en la sepsis,

sino tambiénla respuestaaagentesvasodilatadoresdependientesdel endotelio4t’42.Este

fenómenopuededebersea unadisminuciónen laproducciónde NO o a unaalteración

en los mecanismosde transducciónparala acciónde los vasodilatadoresdependientes

del endotelio.En estesentido,sesabequela liberacióndel factorrelajadorderivadodel

endotelio (EDRE) está disminuida en vasos procedentesde ratas tratadas con

endotoxina43y en vasostratadosdirectamentecon endotoxinaMo interleukina-í45 La

ausenciade vasodilatacióndependientedel endotelioen la sepsispodría dar lugar a

áreasde vasoconstriccióne hipoxia tisular, incluso en el contextode una situación

6
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caracterizadapredominantementepor una vasodilataciónsistémica.De hecho, se ha

descrito en la sepsis un aumento de la concentración de varios agentes

vasoconstrictores,como la endotelina o el factor de crecimientoderivado de las

plaquetas46’47’48.

Por lo tanto,pareceque existeunainteracciónentresustanciasvasoconstrictoras

y vasodilatadorasque conduce a un perfil cardiovascularcomplejo en el que la

vasodilataciónsistémicacoexisteconvasoconstricciónregionalehipoxiatisular.

2.2) EFECTOS en la MICROCIRCULACIÓN

La microcirculación sufre alteracionesprofUndas en el shock séptico. Los

cambiosque seproducenincluyen vasoconstricciónarteriolary enlentecimientodel

flujo capilardebidoal descensode la presiónde perfUsiónresultantede la disminución

de la presiónsistémica49.Estehechova acompañadodel desviode fluido sanguíneode

los canalesarteriovenosos,implicando que importantesáreasde intercambio capilar

quedendeficientementeperfUndidas. El descensodel flujo capilar duranteel shock

producecomoconsecuenciaun estadode hipoperflisióndebidoa:

• Descensode la presiónde perfUsión49.
50• Coagulaciónintravasculardiseminada

• Disminución de la deformabilidadde leucocitos y 51,52~ La

conservaciónde la deformabilidaderitrocitariaes fUndamental en el

mantenimientode unaadecuadaperfUsión. Cuandodicha deformabilidad

disminuye,el tiempo de tránsitocapilar aumentapotenciandoel bloqueo

del flujo capilar. Las causas que la provocan incluyen acidosis,

hipotermiay lapresenciade leucocitos51.

• Constricciónarteriolar53.

• Presenciade fragmentoscirculantes obstructivos, incluida la Hbt

Ademásde su efectoobstructivo,la capacidadde la Hb comocaptadorde

NO puedecontribuirtambiénal fallo microcirculatorio.

.7
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• Aumentode la adherenciacelulara membranasepitelialesde capilares

venulares,generandoun incrementode la resistenciaal flujo.

• Pérdidade fluido a travésde un intercambiotranscapilaranormal54,que

origina transferencia de fluidos del compartimento intravascular al

extravascularproduciendoun descensoprogresivode! gastocardiaco.

• Cambiosdiferenciales en la resistenciavascular de distintos lechos

vasculares(ejemplo:músculoftentea intestino)55.

• Relativaausenciade control neurohumoralen los pequeñossegmentos

vascularesde la circulación56.

Durante el shock séptico, la fUnción normal de las células endoteliales

(modulacióndeltonovascular,el flujo sanguíneolocal, la pérdidade fluidos y proteínas

plasmáticasen los tejidos, la acumulacióny extravasaciónde leucocitosen los tejidos y

la influenciade la activaciónleucocitaria)estánalteradas,contribuyendoala disfunción

vasculary posiblementeal SDMO asociadosa la sepsis.

Fisiología y repulacián del flujo esDíácnico

Los órganosesplácnicos(hígado,estómago,intestinodelgado,bazoy páncreas)

recibenun aportesanguíneocuya fisiología es enormementecompleja y constituyela

más amplia de las circulaciones regionales.Se estima que en condicionesbasales

contiene el 20-25% del volúmen saguineo sistémico (1500 mL/mm) y recibe

aproximadamenteel 25% del gasto cardiaco57. Los factores que influyen en su

regulaciónson muy diversos: neuronales58,humorales(angiotensinaII y vasopresina

causanun efecto vasoconstrictoresplácnicoy otros mediadorescomo adenosinay

prostaglandinaE, causanvasodilatación59’60)y factoresde control local.

El NO, junto con otros mediadoresvasoactivos,aparece como un factor

reguladoresencial.La fuentesproductorasde NO en estosórganosincluyenel epitelio

intestinal,musculaturalisa, plexosnerviososy leucocitosincluyendoíos infiltrados. En

situación basal, la perfusión de la mucosaes controladapor el NO derivado del

endoteliodel lecho vascularmesentérico.El NO puedeactuar como protector de la

mucosa inhibiendo el acúmulo de neutrófilos mediante “down-regulation” de la

8
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expresiónde moléculasde adhesiónleucocitariaCDl 1/CD18 en la superficie de la

membrana61.El NO estabilizalos mastocitosintestinales,previniendo la liberaciónde

mediadoresinflamatorios61.

2.3) ALTERACION en la EXTRACCIóN TISULAR de OXIGENO

La terceraalteracióncardiovascularen la sepsisrelacionadaconlos mecanismosde

regulacióndel tono vasculares el desequilibrioque se produceentre el transportey

consumode oxígeno.Estaanomalíaseproducepor la alteraciónde los mecanismosde

regulaciónde la microcirculaciónque pennitenacoplaradecuadamentela extraccióny

el transportede oxígeno.

La relación normal entreel transportey el consumode oxigeno es bifásica. El

consumode oxígeno es independientedel transportepara valoresde transportepor

encimadel conocidocomo critico. El valor critico del transportede oxígenoes aquel

por debajodel cual el consumoya no semantieneconstantey comienzaa disminuir.

Paravaloresde transportede oxígenomayoresdel critico, cambioscompensatoriosen

el flujo regional y en la extraccióntisular de oxígeno permiten que se mantenga

constanteel consumode oxígenoaunqueel transporteoscile en amplios rangos.Sin

embargo,cuandoel transponede oxígenodisminuyeexcesivamente,los mecanismosde

compensación quedan agotados y el consumo de oxigeno no puede seguir

manteniéndose:se hace “dependiente” del transporte.En esterango, cambiosen el

transporteson seguidospor cambiosparalelosen el consumode oxigeno, y aparece

acidosislácticay disfuncióncelular63’64.

La relación entreel consumoy el transportede oxígenoen enfermoscon sepsises

anormal: el consumode oxígenocambiacuandose producencambiosen el transporte,
• 6566

aún paravaloresde transportede oxígenopor encimadel valor cntíco ‘ . Estehecho
sugiere que existe una incapacidad del sistema cardiovascularpara satisfacer las

ti

demandastisularesde oxigeno~~y escompatiblecon la existenciade una alteraciónen

9
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la regulaciónde la microcirculación.Rashkiny cols(1986)67relacionaronla muertecon

la presenciade valoresbajos de transportede oxígeno y elevacionesdel lactato en

sangre.En basea estosy otroshallazgos,seha propuestoqueunadisregulaciónde los

procesoscirculatoriosquegobiernanla disponibilidadde oxígenoa nivel tisular lleva a

la disflinción de los órganosenla sepsis6s,69~

Lorente70y colaboradoresllegaron a conclusionessimilares a las de Powers y

Danek en un estudio comparativode los efectosde la dobutaminacon los de la

transfusiónde sangre(dos formas diferentesde aumentarel transportede oxigeno),

indicandoademásque el consumode oxigenodependemásdel gastocardíacoquedel

valor global de transportede oxigeno.

La opiniónde muchosautoresesque la relaciónentreel transportey consumode

oxígeno, al menosen algunos modelos sépticos>es anormal. Este fenómenoes otra

pruebaquesugierequela regulacióndeltono vascularen la sepsis anormal71.

3. ALTERACIONES BIOQUÍMICAS EN LA SEPSIS

En el shock séptico, ademásde las alteracioneshemodínamicas,acontecen

importantesanormalidadesmetabólicasentre las que destacanel incremento de la

concentraciónplasmáticade lactato, la acidosismetabólica,la potenciaciónde la vía

glucolíticay un anormal balancedel aportede oxigenorespectoa su demandatisular.

Hansido numerosaslas teoríasquehantratadode dilucidar los mecanismosimplicados

y apesarde estaaparentediversidad,todaslashipótesispodríanagrupaseentomoa dos

enfoquesfundamentales:

1-Los cambiosse debena la hipoxia celular resultantedel descensodel

flujo microcirculatorioqueseproduceen la sepsis.

2-Las lesionesseproducenpordañotisular directo,provocandodefectos

en la producciónenergéticacelular.
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Recientemente,graciasal desarrollode nuevastecnologíascomola resonanacia

magnéticanuclear, sehanpodido realizar estudiosmetabólicosmás exahustivosque

sugieren que ninguna de las dos causasjustifican en su totalidad los cambios
72

bioquímicosque seproducen

3.1) IIIPERLACTATEMIA

Desdeel punto de vista metabólico,una de las caracteristicasfundamentalesde

la sepsises la acidosis láctica73. Kreisberg74definió la existenciade acidosisláctica

como el incrementode la concentraciónplasmáticade lactatosuperandolos valoresde

4-5mmolIL asociadosaun descensosimultáneodel pH arterialy de las concentraciones

de bicarbonatoplasmático.La acidosis láctica puededesarrollarseduranteel shock

sépticoporperfusióncelularinsuficiente;ya quesi el aportede oxigenoesinadecuado

se incrementala producciónanaerobiade ATP mediante potenciaciónde la glucolisis

anaerobia:

Glucosa+ 2ADP + 2P
1—> 2 Lactato+ 2ATP + 2H20

El lactato no es responsableen sí mismo de la acidosis;ésta se producepor

hidrólisiscontinuade ATP: ATP + H20 —> ADP+ P~ + it, lo que implica liberación

de hidrogeniones(H±)(Fig 1-1). Por lo tanto, es posible un aumento de las

concentracionesplasmáticasde lactato sin que se produzcaacidemia. Durante la

hipoxia celular, al potenciarsela vía glucolítica, se produceun incremento en la

producciónde piruvato,junto con hidrólisis de ATP y el consiguienteincrementode

H+. Esteaumentode 11~ desplazael equilibrio lactato-piruvatohacia la formación de

lactato,originándoseun incrementodel cocientelactato/piruvato(L/P) por enzima del
72,75

valor consideradocomonormal(10:1)
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MITOCONDRIA

Fío 1-1. MetabolIsmo alucidico en la seosís. Relación entra la glucolisis. la fosforilación oxidativa y el transporte de ATP de la
mitocondris al citoplasma: La hipoS celular potencia la vía glucolitica junto con la hidrólisis de ATP, lo que implica incremento de
1-1 que favorece la formación de lactato.

Por todo ello, la concentraciónelevadade lactatoen sangrese ha utilizado con

frecuenciacomoindicadorde isquemiacelular. Sin embargo,el lactatono pareceserun

marcador específicode hipoxia. Durante la sepsis,se han halladoincrementosen las

concentracionesde piruvato de forma concomitantea las de lactato,lo que origina una
7677

relaciónL¡P invariable ‘ . Esto contrastacon la existenciade hipoxia e implica que
existen otros procesosdesencadenantesde la formación de lactato en presenciade

oxígeno.

En efecto, es conocido que la célula es capaz de producir lactato por

determinadosmecanismosaún cuandoel aporte de oxígeno es el adecuado.En el

desarrollodel procesosépticoparecentenerlugaralgunosdeestosprocesos:

1-Incrementode la exuresiónde la formainactivadeuiruvatodeshidrogenasa(PDH)

.

Se han encontradoincrementosimportantesde la forma inactiva de PDH en
78,79,80

procesosde inducción de sepsis(ver figura 1-1) . Esto implica limitación en la

oxidación de glucosapor déficit en la metabolizaciónde piruvato. Sin embargo,la

administracióndedicloroacetato,un promotorde la forma activadePDH, conlíevatan
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solo una reversiónparcial de la acidosislácticaquetienelugaren los procesossépticos,
81

lo quesugierela existenciade otra regulaciónadicional

2-Degradaciónproteica

.

Durante la sepsisseproduceun importanterecambioproteico incrementandola

formaciónde piruvato.El piruvatogeneradopuedeser transformadoen lactatosin que
82

exista cambio en la relaciónL/P . Es muy probableque la degradaciónproteicasea
resposablede una fracción considerablede la generaciónde lactatodurantela sepsis.

De hecho,la célulasdel músculo esquelético,dondefundamentalmenteseproducela

degradaciónproteica,contribuyenen un 40%al metabolismoglobaldel lactatj.

3-Actividad del enzimasodio.potasio-adenosíntrifosfatasa(Nat K+~ ATP-asa~

Todavíahay un gran desconocimientoacercade la relaciónexistenteentre la

glucolisis aerobiay el transportesodio-potasio.El descensodel potencialde membrana
84, 85, 86

durantela sepsisha sidodescritoen numerososmodelossépticos . Estefallo en el
87

potencialdemembranaparecerelacionarsecon la producciónmuscularde lactato . Es

posible que el incrementode la actividad Na+, K+~ATP~asa88que se observa en la

sepsisestérelacionadocon alteracioneselectrolíticasque aumentanel consumode ATP

y potencian la vía glucolitica con el consiguienteaumentode la producción de
83,89,90

lactato

Existen otros factorescomoel descensodel aclaramientode lactatoque podrían

contribuir al incrementode su concentraciónplasmática.Esta circunstanciapuede

producirseen algunos enfermoscríticos con dishincioneshepáticaso renales. Sin

embargo,exceptuandoestos casos,durante la sepsis se produceun incrementodel

aclaramientoplasmático de lactato, tanto por oxidación como por la formación de
91

glucosaenel hígado(ciclo deCori)

Otro mediadorque pareceestarrelacionadocon el metabolismoglucídico de la

sepsises el óxido nítrico. Se ha implicado al NO en la inhibición de la respiración

13
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92

mitocondrial mediantebloqueode enzimasque contienenhierro en su estructuracomo

aconitasa, NADPH: ubiquinona-oxidoreductasay succinato: ubiquinona-óxido-

reductasa. Adicionalmente, el NO es capaz de inhibir el enzima glucolitico

gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasapor ADP-ribosilacóno por 5-nitrosilacióndel
9394

sitio activo -tiol . La inhibición de la glucolisis, la cadenarespiratoriay el ciclo del

ácido tricarboxilico deterioran los mecanismos de aporte energético celular

contribuyendoala accióncitotóxicadel NO.

Estoshechosponende manifiestoque durantela sepsisesposiblela producción

de lactato sin quenecesariamenteímplíquehipoxia tísular.Por ello, es importantetener

en cuentalas siguientesconsideracionesparalavaloraciónde lahiperlactatemiaséptica:

• El incremento de lactato como indicador de hipoxia celular carece de

especificidad.En numerososestudiosse ha comprobadoque aumentael nivel de
72

lactatoenausenciade otrossignosde hipoxiatisular

• No es un parámetro muy sensible,puestoque una importanteproporción de

pacientessépticoscon signos de shock circulatorio no presentanincrementosde
25

lactatoporencimade la normalidad

• La hiperlactatemiadebe ser valorada junto con otros parámetroscomo el

descensodel pH arterial y del bicarbonatoplasmático;pudiendo ser útiles para

detectarsituacionesde inadecuadaresucitacióno hipoxia tisular.

3.2) ALTERACIONES en el METABOLISMO PROTEICO

Unacaracterísticapropiadel metabolismosépticoesuna intensaaceleraciónde

la proteolisis que conducea un estadode pérdidade masamuscular”. Este estado

catabólicoproduceun balancede nitrógenonegativo96. Se incrementala formaciónde

urea, al igual que la creatinina, ácido úrico y amonio, apareciendotodos ellos en

concentracioneselevadasen orina porexcesode eliminación.La síntesisde moléculas

transportadorastalescomola albúminao la transferrinasereducedurantela sepsisy se

potencia la síntesisde proteínasreactantesde fase aguda. La determinaciónde los

nivelesplasmáticosde IGF-I (“insulin-like growth factor 1”) y proteínasséricasseha
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utilizado como marcadoresútiles en el seguimientodel estadonutricional del paciente

séptico; sin embargo,existecontroversiasobre si dichos parámetrosson realmente

indicativos de los cambios producidos en los depósitos corporales proteicos,

fundamentalmentemusculares,enelestadoséptico~.

3.3) METABOLISMO LIPIDICO

96
Los lípidos son el principal sustratoenergéticoduranteel procesoséptico La

sepsis implica un importantegasto energéticoque conducea un estado catabólico
98

caracterizadopor hipertrigliceridemiay potenciaciónde la f3-oxidación lipidica . El
99

procesodemovilizaciónde grasaspredominasobreel de oxidación lo que implica un

recambioimportante,que no seexplica en su totalidadpor el estímulohormonalsino

que sugierela influenciade otrosfactores.

La endotoxinaes capaz de inducir mediadorescomo el factor de necrosis

tumoral(TNF-a) y otrascitoquinasqueincrementanla lipolisis directamentey además,

100 101 102

estimulala liberaciónde hormonascomoadrenalina , noradrenalina y cortisol con
efectolipolítico directo;ademásla adrenalinaescapaztambiénde incrementarel flujo

103

en el tejido adiposo . Adicionalmente, de un modo indirecto la sepsis estimula la
lipolisis por descenso de los niveles plasmáticos de cuerpos cetónicos’04. Este

importanteprocesode movilizaciónsuponeun incrementode los ácidosgrasoslibres
99

(AGL)

La liberacióndeAGL del tejido adiposoaportael sustratometabólicoenergético

necesario.La regulaciónde su homeostasiaserealizaa travésdel control de la lipolisis

y de la vascularizacióndel tejido adiposo.En algunosmodelosde shockanimal, donde

el estímuloes muy potente,puedenobservarsenivelesbajosde AOL asociadosa una

Factoresqueinfluyenenel metabolismolipídico de la sepsis

- Acción de mediadorescelulares.
- Estimulohormonal.
- Efectosdelos cambiosdeflujo sobreel tejido adiposo.
- Efectolipolítico del descensode las concentraciones

de cuerposcetónicosen plasma
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bajaoxidaciónporperfUsióntisular insuficiente105,y a un incrementodel metabolismo
106

anaerobioqueescapazdesuprimir la lipolisis

La hipertrigliceridemia de la sepsis parece debersea la combinación de!

incrementode la producciónhepáticade triacilglicerol (TAO) y la disminución del

aclaramientode la fracción lipídica VLDL por partede los tejidos periféricos. La
107

hipertrigliceridemia, ademásde aportarun sustrato energéticoimportante parece

formar partede una respuestaprotectora.Se sabeque las lipoproteinassoncapacesde
108

unirsea la endotoxinay formar complejosrelativamenteestables , concretamentela
¡09

endotoxinapuedellegaraformarparteintegralde la fracciónVLDL

3.4) pH INTRAMUCOSO (pHi): Indicador bioquímico de hipopeifusián

En la actualidad,setrabajaen el hallazgode parámetrosclínicamenteaplicables

que seanindicativosdel deteriorode oxigenacióntisular inducido por la sepsís,ya que

el lactatoa pesarde su extendidouso en la clínica diaria, no pareceser un marcador

especificode hipoxia tisular. Lasmedidasdel gastocardiaco(OC), la saturaciónarterial

de oxígeno(5a02) y de sangrevenosa-mixta(5v02) han hechoposibleel cálculo de

parámetroscomo la demandasistémicade oxígeno(DO
2), el consumo de oxígeno

(yO2) y el ratio de extracciónde oxígeno.

D02= GC~ 5a02
V02 OC (SaO2- 5v02)

Sin embargo, la interpretaciónde estos parámetrosha resultado ser más

dificultosade lo esperado.Estacircunstanciaha forzadoeldesarrollode nuevastécnicas

de monitorización que permitan medir cambios bioenergéticosregionales. De los

nuevosprocedimientossurgidos,la tonometriaaparececomo un sistemaviablequenos

permite obtenerun parámetrobioquímico válido en la monitorización de pacientes

críticos.

La tonometríaseflandamentaen la equiparaciónde presionesparcialesquetiene

lugar entre un fluido, como la sangreo el suero salino, y un gas de composición

conocida. Este principio se aplica al equilibrio de las presionesparcialesentredos

fluidos de composicióndiferenteseparadospor una membranasemipermeablepor lo

16



INTRODUCCIÓN

que despuésde un tiempode equilibrio, la presiónparcialserásimilar en ambosfluidos.

La tonometriagástricaestábasadaen esteprincipio segúnel cual la pCO2 del fluido

luminal alcanzaun equilibrio con la pCO, de la mucosa.En 1982, Fiddian-Green”
0y

colaboradoresavanzaronla noción de que el pH intramucosopodía ser calculado

asumiendodosprincipios:

1. La pCO
2 medida en el fluido del tonómetro se aproxima a la pCO,

intramucosa.Estacondición lleva implícito que el CO,difundelibrementeen

el tejido y que por lo tanto el fluido luminal estáen equilibrio con la pCO2

intramucosa.

2. La concentracióndeHCOa de lasangrearterialessimilara la de la mucosa.

Aplicando la equaciónde Henderson-Hasselbalchcon los valoresdel HC03 arterialy

pCO2 delcontenidoluminal podemoscalcularel pH~:

HC03 (arteuial)

pH~= 6,1 + log
a. pCO2

[Dondea representala solubilidaddeCO2enplasma(a0,03)].

Grumy colaboradores”extendieronesteconceptopennitiendoel desarrollodel

tonómetro actual. Estos autoresmidieron la pCO, luminal con un pequeñobalón

fabricadoconpolitetrafluoroetileno,materialpermeablea O, y aCO2 lleno de fluido. El

balón seune a un catéterfino que permiteretirar el liquido despuésde un periodo de

equilibrio.

Parala valoraciónde esteparámetroes importanteteneren cuentasus posibles

limitaciones.La premisadel establecimientode un equilibrio entrela pCO,del fluido

luminal y la mucosaparecetenerun fundamentofirme
112. Sin embargo,el supuestode

igualdadentreel HCOj arterialy el intramucosoescuestionable.Antonsson”3realizó

un estudiocomparativode las medidasde pHi mediantetonometríay microelectrodos

de vidrio en animalescontrol y enanimalescon sepsisinducidacon endotoxinade E

cok. Hallaronunaperfectacorrelaciónentreambosmétodosen las 3 primerashorasdel

transcursode la sepsis.Sin embargo,en un periodode oclusiónde 60 minutosexistían

diferenciassignificativasya que el tonómetroestimavaloresdel pH~ superioresa los
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medidoscon microelectrodos.La explicaciónmás verosímil esque el HC03 arterial

sobreestimeel HCO3 de la mucosadurantela oclusión mesentérica,puesto que el

HC03 disminuye al actuartamponando el excesode it generadopor las células

isquémicas.Esteposibleartefactode la estimacióndel pHi no debeserconsideradoen

nuestroestudioya queel fenómenode oclusiónraramenteocurreen pacientescríticosy

no hatenido lugaren el desarrollodeesteexperimento.

Como se ha mostradoanteriormente,los parámetrosobtenidosa partir de la

tonometríagástricaestánsometidosa la influenciade varios factoresque debenser

consideradosparasu interpretaciónclínica.

Posibles influencias fisiológicas sobre la tonometria intestinal

4 pHi - Pérdidadel equilibrio entreel HCO arterialy el luminal.
- Anormalidadesácido-basesistémicasremotas.

4 pCO2i - pCE)2arterialsistémica,

4 pCO2i - pCO2A - Descensodel aclaramientode CO2 en la sangre(estancamiento
de flujo).

- incrementodelaproducciónde CO2pormetabolismo
anaerobio.

- Descensode la producciónde CO2pordebajode la demada
críticadeoxígeno.

PCO2r pCO2intraluminal; PCO2A=pCO2arterial

Significado del incremento de 0C02 tisular

En el cálculo del pHi sehaasumidoque el HCO tisular de la mucosagástrica

estáen equilibrio con el HC03 arterial sistémico.Estapremisano siempreescorrecta

debidoa la influenciade la disminuciónde los flujos regionalesque tiene lugar en el

shock séptico. Además, influyen la existenciade otras anormalidadesmetabólicas

remotascomo alcalosis o acidosis sistémicas que influyen en el HCO arterial

induciendoerroren la estimacióndel pHi.

Por estemotivo, parecemásexactovalorar la pCO2 intramucosaya que no se

asumeun equilibrio entre eJ HCO¡ arterial y el de la mucosa;además,éstano es
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modificadapor alteracionesácido-baseremotas.Sin embargo,la pCO2 intramucosasí

estáafectadapor la pCO2 sistémica.En enfermoscríticos es frecuenteque la pCOi

arterial sufra cambios considerables,por lo que es convenientecorregir estas

variacionesmedianteel cálculo de la diferencia(pCO21 - pCO2A). Estadiferenciaesel

parámetromás recomendado,aunque desafortunadamentetampoco es un marcador

idóneodehipoxia tisular”
4.

Durantela hipoxia seproduceun incrementodel metabolismooxidativo de tal

forma que el consumode oxigenopara generarATP implica la producciónde CO
2.

Durantela hipoxia tambiénseincrementala produccióntisularde CO2 por el excesode

it:

JEt + HCO; e~ 1120 + CO2

Normalmente,el CO2generadoa nivel celulardifundelibrementeal intersticioy

éstea su vez al espaciovasculardondeestransportadohacia los pulmonespara ser

eliminadopor ventilación(ver fig 1-2).

ARTERIA

Co Co—--.2 2

Célula Intersticio {
VENA ~—> CO

2

Fig 1-2: Transporte de CO2

Ademásde las causasmetabólicasanteriormentemencionadasque originanel

incrementotisular de pCO2 ; éstepuedeaumentarpor el empeoramientodel recambio

circulatoriotísular provocadopor la respuestavasoconstrictorade la sepsis.Es decir, el

incrementode pCO2 tisularpuedeserconsecuenciaal menosparcialmentedel deterioro

en el aclaramiento del CO2. Este es el argumento del estudio de Wei y
115,116

colaboradores que hallaron incrementosde pCO2 venosoy descensodel pH
venosoduranteresucitacióncardiacalo que sugiereque estoscambiospuedenserel

resultado de alteracionesrespiratoriasmás que metabólicas.Posteriormente,estos

mismosautoreshan señaladoen otro estudio,quea pesarde la influencia del flujo, la
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disoxia intestinal séptica se relaciona más intensamente con la tasa metabólica que con

el descensodel flujo esplácnico117.

Schlichtig and Bowles’18 abordaron el problema de la influencia del flujo en un

estudio en el que sometieron a perros a descensos progresivos de flujo intestinal

midiendo pu, DO
2 intestinal, yo, y diferenciasarteriovenosasen el pH y pCO,

sanguíneo. La DO, crítica, definida como la DO, mínima capaz de sostener el

metabolismo aerobio, coincide con el descenso de pHi. Además, el incremento de pH

arteriovenoso por incremento en el log (PCO2)AW (arterial-venoso) Ihé

significativamente mayor para valores DO2por debajo del DO2 critico, lo que implica

que descensos en el pHi durante la reducción progresiva del flujo están asociados con el

establecimiento de acidosis metabólica. Conclusionessimilares fUeronreportadaspor

Zang y Vincent
119.

La cuestión interpretativaque se planteaes: ¿quévalor debetomarla diferencia

(pCO2~ - PCO2A) para que sea indicativa de acidosis metabólica y no simplemente del

estancamiento del CO
2 producido por fosforilación oxidativa como consecuencia del

descenso del flujo?. Nuevamente, Schlichtig and Bowles”
0 hallaron que en animales

normales con estancamiento de flujo, la diferencia alcanzaba valores de 25-3SmmHg

mientras que se superaban dichas cifras en los casos de generación anaerobia de CO
2.

Uno de los objetivos del presenteestudioesvalorarampliamenteesteparámetro

en un modelo experimental. Paraello, seobtienenmedidasde parámetrosindicadores

del estado metabólico como el pH arterial, lactato sistémico etc. y simultáneamente

pCO, intramucosa. A diferencia de los estudiosrealizadoshastaahora,vamosha medir

el pCO2intraluminal en dos segmentos diferentes del intestino delgado. Nos basamos en

la hipótesis de que si dichos segmentos poseen en situación de normalidad un grado de

vascularización diferente, es posible que la hipoxia no les efecte por igual y por lo tanto

la pCO2 intraluminal se comporte de distinto modo.

La valoración de la pCE), tisular se ha focalizado en el estudio del intestino por

vanas razones

• El importante efecto de las alteracionessépticasen la microcirculaciónsobre

el desarrollode hipoxia intestinal. Seha comprobadoque el mantenimientodel
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flujo intestinal durante la endotoxemiapreviene el descendode pHi. Sin

embargo, este hecho no necesariamente indica que el descenso del pHi obtenido

portonometríagástricasiempreindiquehipoxia tisular.

• El intestino posee una DO2 crítica superior al resto de los órganos vitales.

• La isquemia intestinal incrementa la permebilidadintestinal, potencia la

translocaciónbacteriana y puede incrementar la síntesis y liberación de

citoquinasen el hígadoy en las célulasmononucelaressistémicas.

En los apanadosvistos hastaahorase ha descritola patologíaséptica,desdeel

punto de vista hemodinámicoy bioquímico, ya que estosaspectosvan a ser objeto de

nuestroestudio. Sin embargo,el eje centralde estatesises la funcióndel NO en dichos

cambiosy la repercusiónquepuedetenersu interacciónconotrasmoléculasbiológicas,

por lo queacontinuaciónsedescribentodoslos aspectosrelacionados.

4> ÓXiDO NÍTRICO

Furchgott y Zawadzkí descubrieronen 1980 que el endotelio liberaba una

sustanciacapazde producir relajaciónen respuestaa la acetilcolina,a la que asignaron

el término de ‘factor de relajación endotelial”(EDRF)’
21. Posteriormenteserealizaron

estudios in vitro que pusieron de manifiesto que el EDR?F posee propiedades

fisicoquímicasy biológicasrelacionadascon la moléculade l22,í23~~4~ No obstante,

el paso más importanteen la identificación, lo dió Palmery colaboradores,quienes

confirmaronquelas célulasendotelialesen cultivo liberabanNO al serestimuladaspor

bradicinina125.Ambosagentesparecencausarrelajaciónequipotentede la músculatura

lisa vascular’25~21”26, inhiben la agregaciónplaquetaria y activan la guanilato

ciclasa’27’126. Al menos, dos grupos han hallado que poseen tít
2 idéntícasí

2S~í2t Quizá la

característica más diferenciadora de esta molécula sea que ejerce sus funciones

biológicas en virtud de su reactividad química, lo que se opone a las clásicas

interacciones“no-covalentes”de mediadoresbiológicosconsusreceptores’28.
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4.1- BIOSÍNTESIS del OXIDO NÍTRICO

El enzimaóxido nítrico-sintasa(NOS) catalizala conversiónde L-arginina a

citrulina y NO (Ver Fig 1-3). Este enzima pertenece a la familia de las enzimas del

citocromo P450 aunque requiere una serie de cofactores diferentes: Savin adenin

dinucícótido (FAD), llavín mononucleótido (FMiN), tetrahidrobiopterina (BH4), todos

ellos jueganun papel importante en la transferenciade electronesdesdeel sustrato

INADPH al complejo hemo que es el sitio activo del enzima. El grupo tiol reducido

(—SR) juega un importante papel en el mantenimiento de la actividad del enzima. Esta

síntesis precisa oxígeno y NADPH.

1120 02 1120
NH< NOH O
II

R-N-C-NIi2 II R-N-C-NH2 +(NOI
H R-N-C-Nlt

H
~inin~~j NADPH NADPH

c~TASQ~
FAD FMN Bit (Tetrahidrobiopterina)

Fi. 1-3: Sh,tedsdeóxido nítrico4 El enzima NO-sintasa cataliza la transfonnaei&, de L-arginina en L-ciirulina + NO.

Este enzima existe en tres isoformas diferentes que se codifican a partir de tres

genes diferentes:

-NOSneuronal:tipo I~ (nNOS)

-NOS inducible: tipo II (iNOS)

-NOS endotelial: tipo 1111* (e NOS)

(*)NOS neuronal(tipo 1, nNOS)y la isoforma endotelial (tipo III, eNOS)son

isoenzimas Ca~~ y calmodulin-dependientes. Hasta ahora, estas das enzimas habían sido

consideradas como enzimas constitutivas, mientras que el enzima Ca
teindependientese

conocia como NOS inducible. Posteriormente, se ha visto que la inducción o no del

enzimano dependedel isoenzimasino del tipo de estímulo.Las isoenzimastipo 1 y 111

son activas en condicionesfisilógicas. Estánpresentesintracelularmentey se activan

mediante flujos de Ca~~ intracelulares, son productoras de pequeñas cantidades de NO.
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La ¡NOS (tipo II) no seexpresaen condicionesfisiológicas de normalidad.Se

induce en la inflamación por acción de cítoquinas,endotoxinaetc. Producegrandes

cantidadesde NO y de forma más prolongada. iNOS (tipo II) se puedeproducir en

diferentestipos celulares como macrófagos,hepatocitos,neutrófilos, células de la

musculatura lisa vascular y condrocitos. La inducción de iNOS requiere la síntesis de

novodeproteína.

Recientemente se ha puesto de manifiesto que existe una vía altenativa no

enzimáticaparala síntesisdeNO. Estanuevavía de síntesispareceestarrelacionada
129

conla producciónde especiesreactivasde oxigeno

41- REACTIVIDAD

El NO reaccionaensistemasbiológicosconoxigenomolecular(02), superóxido

y metales de transición (M)’28 Los productosde estasreaccionesson otros

óxidos de nitrógeno(NO
2), peroxinitrito (00N0) y aductosnitrosilo con metalesde

transición{M-NO). Las condicionesfisiológicas influirán enel predominiodecadauna

de estasvías y de ello dependeráe! efectoprotectoro perjudicial que puedaejercerel

NO.

N,O NH,OH RONO RSNO RR’N-NO

\jsu R0Y ¶Rsn/~

red NO ox NO~
NO M 0, 14,0, M

lo,
NO, + M-NO NO,/N,O, ~ M-NO NO2 + M-NO

ONOU 117/ RSH/ ~ NO¡H,C ONOU

NO0NO RSNO NO; NO;
(NOIi

Fi2 1-4: Reactividaddcl NO. El NO puedesufrir procesosde reduccióny oxidación e
interaccionarconmetalesdetransición(M) y otras especiesquinúcas.

• Las reaccionesque tienen lugarcon metalesde transicióncondicionanla actividad

biológicadel NO,ya queatravésde éstas,el NO interaccionacondiversasproteínas.

La interaccióncon el grupohemo de la guanilatociclasasoluble es un ejemplo de
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este tipo de interacción que conlíeva la inducción del enzima IGN~RO ~ La

hemoglobinainhibe estaactivación,del mismo modo que impide la formaciónde

cualquiercomplejohierro-nitrosilointracelular’32.

En general,las reaccionesdel NO con 02 están asociadas con su citotoxicidad. La

implicación de OON& y dióxido de nitrógeno (NO
2) en diversostejidos ha sido

ampliamentedescrita’
33”34”35.Peroademásde su podercitotóxico, el OONLY parece

estar involucrado en ciertos mecanismos biológicos, ya que al igual que los nitritos,

participan en reacciones de trausnitrosilación (tranferencia de grupos NO~)

especialmente con grupos tiol originándose RSNOs. Se ha sugerido que los

peroxinitritos inducen relajación tiol-dependiente de musculatura lisa vascular’36 e

inhiben la agregación plaquetaria’37. Recientemente, Beckman y sus colaboradores han

aislado un anticuerpo para la detección de nitrotirosina, un producto minoritario pero

estable de la reacción de peroxinitritos con proteínas’38.

4.3- METABOUSMO del NO

El NO sintetizado,rápidamentedifunde a las celulas de la musculaturalisa

vasculary al plasmadondepuedereaccionarsiguiendodiferentesrutas:

• Plasma:

1. Conversión a nitritos (NOÍ), y

2. 5-nitrosotioles. Son los compuestos resultantes de la interacción del NOcon

grupos tiol (-SR) generalmente proteicos.

• Eritrocito:

1. El NO puede atravesar la membranaeritrocítaria e interaccionarcon

hemoglobina,paraformar metahemoglobina(metHb)y nitratos. Despuésde

un periodo de varias horaslos nitritos seoxidan en los eritrocitos y son

excretadosen la orina como nitratos.Estainteracciónpuedepredominaren

los capilares, donde la distancia entre las células endoteliales y los glóbulos

rojos esmáspequeñaya queelNO derivadodelendoteliotienequedifundir

a los eritrocitoslocalizadosen el centrodel vaso.
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2. Reaccionacon los grupos—SH de la Hb para formar nitrosohemoglobina

(NOHb).

eritrocito

Hb + NO—0-MetHb+ N0
Hb-’-NO-—~NOHb

4N01~1-41*02+4 Hl-u——-.’-

ib 4Hb~+O2+H2O+4NQ

plasme

N203+H20—.- 2H*+2NO2Mr~
N203 + R-SH—”- H~+ NOg

Ach N02+NO— Np3NO + 1/2 Oj~ NO2

endotelio L-arginina—m--L-citrulina

NO

músculo GMP4+NO;
vascular

e

Fi. 1-3: Metabolismo del NO: En el plasma interacciona orn una serie de moléculas desoibocando en la formación de nitritos y
R5N0’s. En el hen,atfepuedeinteraccionar con la Hb generandomdllb + nitratos, o bienLonuar NO-Hb. Aclt = acdilcolina..

El quesepredomine una vía metabólica u otra depende fundamentalmente de:

• Lasdiferentes proporcionesde NO/NOg que difundenatravésde la membranadel

eritrocito.

• El estadode saturaciónde oxígenode laHb (deoxiHb versusoxillb).

• Ambiente redox de la circulación.

A la vista de las diferentes interacciones y reacciones que sufre el NO en el

organismo Ja medida de nitratos y nitritos junto con la determinación de nitrosotioles

pueden ser útiles en la monitorización del NO derivado del endotelio, Ambos

compuestos se hallan en plasma, lo que evita métodos invasivos que requieren tejido y

por ello menos aplicables en el seguimiento clínico habitual de un paciente séptico. Los

nitratos son los productos finales más estables pero son poco específicos de la

producción de NO, mientras que los nitritos y los nitrosotioles son más inestables pero

más específicos
139.
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5. FUNCION del “NO» en los CAMBIOS INDUCIDOS por la SEPSIS

Una vez conocida la naturaleza química del NOy cómo interacciona con otras

sustancias biológicas, vamos a analizar su actividad como molécula que juega un

importantepapelcomomediadorde las alteracionesvascularesy celularesen el shock

séptico.En la sepsisexisteuna hiperproduccióndeNO quepareceserel resultadode la

combinación de varias fuentes: células vasculares,monocitos de sangrepeiférica,

macrófagos alveolares, células de Kupffer, neutrófilos etc.; todos ellos estimulados por

la respuesta inmunológica desencadenada por la sepsis’t EstahiperproduccióndeNO

tiene consecuenciasque se reflejan en la célula y en la función vascular del siguiente

modo:

5.1- El NO en el METAEQUSMO OXIDATIVO y DAÑO CELULAR SÉPTICO

La respuestainflamatoriasépticaproduceun stressseverosobrelos tejidos que

puede tener serías implicaciones en el mantenimiento del metabolismo oxidativo

intracelular. La sepsis provoca una elevada demanda energética que conlíeva la

aceleracióndel metabolismooxidativo. El metabolismooxidativo es el resultadodel

consumo aerobio de oxigeno durantela oxidación de los sustratospara proveer

energéticamentea la célulaen formadeATP. El oxígenoconsumidopor la mitocondria,

generade forma simultáneaespeciesreactivasde oxígeno(ERO), principalmenteen

células inflamatorias. Este proceso oxidativo que no produce energía parece acelerarse

durante la sepsis generándose 01, peróxido de hidrógeno (11202), radical hidroxilo

(0W) y otras especiescuyos efectosoxidantescontribuyen a la muerte celular. La

terapia con oxigeno puede ser una fuente importante de producción de radicales

libres’41. Ademásdeldesencadenamientode la respuestahumoral,la formaciónde ERO

se ha implicado en el daño tisular relacionado con fenómenos de isquemía-

reperthsión’42. Este fenómeno puede tener lugar en la sepsis debido a la disregulación

circulatoria.

La toxicidadde las sustanciasresultantesde la reaccióndel NO con ERO no está

perfectamente establecida pero parece depender de la naturaleza del estímulo:
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• En los sistemasdondela toxicidadesoriginadapredominantementeporERO, el NO

puedeactuarinhibiendola acciónde las EROy porlo tanto limitando el daño.El NO

es capazde inactivarciertosradicaleslibres y prevenirel daño celular asociadoa

• Sin embargo, en aquellosdondela toxicidad se producepor la biosíntesisde NO, las

reacionesdeésteconERO puedenserperjudicialespuespotencianla vulnerabilidad

areaccionesde nitrosilacióny oxidaciónqueafectana la funciónmitocondrial conel

consiguientedeplecionamientode los depósitosenergéticosy disflinción celular’45.

Durantela sepsis,el stressoxidativo superala respuestaantioxidantegenerada

como defensa, lo que favorece el fallo orgánico por lesión tisular oxídativa. La

producciónde ERO junto con la de NO, induceel deterioro del control vasculary

empeoramientode la actividadenzimática.

STRESS OXIDATIVO EXTRACELULAR

Los lipopolisacáridos bacterianos desencadenanuna respuesta humoral

caracterizadapor activación de leucocitos y células endoteliales,lo que conlíeva

marginaciónleucocitariay liberaciónde citoquinascomo el TNF-a e interleuquinas.

Este hecho puede implicar entre otras alteraciones la inducción de la síntesis de NOe

incrementode la producciónde ERO. Esta liberación de productossecretoresy la

generaciónde ERO junto con la liberación de proteasasy otrasenzimasdegradativas,

perjudicanlos componentesestructuralesde la célula’46”47, deterioranla integridaddel

endotelio capilar y favorecen la formación de edema’48.

STRESS OXIDATIVO INTRACELULAR

La respuestainflamatoriasépticageneraun stressseverosobrelos tejidos que

puede tener serias implicaciones en el mantenimiento del metabolismo oxidativo

intracelular.La demandametabólicacreadapor la sepsisprovocaque la mitocondria

genereen excesoradicalesderivadosde oxígenojunto con otros mediadorescomo

mieloperoxidasa,proteasasetc. capaces todos ellos de lesionar las membranas

celulares’41.Debido a la gran reactividadde los radicalesgenerados,especialmente
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0W, se puede producir daño específico lipídico, lesi¿n en el DNA y en los

componentesproteicosde las diversasestructurascelulares.Contribuyetambiéna este

dañoel potenteefectooxidativodel0N00, metabolitoreactivodelNO. Asimismo, la

terapiacon oxígenopuedeseruna fuenteadicionaldeproducciónde radicaleslibres y

ERO’41.

PMNs
— — - Macrófagos Respuestainflamatoria -~.-.—— ENOOTOX~NA

$ Ir -~ t
4N0• 4 11~O~ C itokinas

1’ 4P10C1
4oNoo

-Deterioro de mebranas celulares
-Nitrosiiación proteica membrana celular

4o
ONO 0~.~~r=-~zNO,

4 11,0, OH

- tbcpleción de ATP AA

ni itocondria

FI, 1-5: Relación dci NO con el atreasoxidativo generado por la sensiaEl NO reacciona con el 0,
formando ONO& re.sponsable de lesión en el DNA y de la depleciéode ATP celular. AA: aminoácidos,
PMNs: leucocitospoiimorfonucJcares,CTE: cadenade transporte de electrcoes,CK: ciclo de rei,s~ AOL
ácidosgrasoslibres en plasma, ?ARS: enzimanuclear poly-(.ADP-ribosa)-sinidasa.

Mecanismo de la lesión mediada nor NO: peroxinitritos

El principal mecanismo de daño asociado con la producción de NO¡ti vivo essu

reacciónconaniónsuperóxidoparaformar peroxinitrito. El aniónsuperóxidoposeeun

electróndesapareadoquerápidamentecombinaconNO generandoperoxinitritos:

O-O~ + N-O —> O-O-N-U

La constante de reacción entre el N0 y 02 es l,9fl09M’sec4,

aproximadamentetres veces superior a la velocidad de reacción del 02 con la

superóxidodismutasa(SOD).Estoimplica quela formacióndeperoxinitritosconstituye

un importantesistemade destrucciónde N0 y 0<, radicaleslibres potencialmente

tóxicos.
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ONOO-

Fiemo- Fe
+1120

11*12% 2Hemo- Fe-NO ..~ NADPH
7

7

NADP~+ 2G31l*t GR

CA~ GPx
‘S~¡pH2O+GSSG

ft02 «~2

VI, 1-6, Fonnadón de ueroxlnltsite. 500=Superóxido dismutasa, CAT=’catalasa, <iPrgluiation
peroxidasa. GR=g)ntation redudasa, flNOO=paoxiniúitos, NO== óxido nitxieo, Or anión superóxido,
11,O,=peróxido de hidrógeno.

El anión peroxinitrito, a diferenciadel anión superóxidoy el ~NO,no es un

radical libre, sin embargo su formación es termodinámicanienteirreversible y su

marcada estabilidad como anión a pH alcalino le confiere toxicidad’
49 ya que le permite

difundir a través de la membrana celular ejerciendo así su efecto oxidante. Es capaz de

reaccionarcondiversasmoléculasbiológicasatravésde la oxidaciónde:

- Centrosactivosde hierro y grupossulfúros’56’15’ inactivandogranvariedadde

enzimas(coenzimaA, gliceraldehido-3-fosfatodeshidrogenasa,ATPasaNa~/K~

de la membrana....)causandoporlo tanto lesión celular”2.

- Grupos tiol proteicos”3 . igualmenteoxidansulfídrilosde bajopesomolecular

como la cisteina y el glutation deplecionándose importantes mecanismos

captadoresderadicaleslibresy ERO”4.

Es capaz de generar los mismos efectos que el ataque por radical hidroxilo”’056.

Sin embargo, el hecho de que captadores de 0Wno reduzcan el efecto lesivo de los

peroxinitritos, sugiere que su toxicidad pudiera estar relacionadacon una acción

oxidantedirectasobredeterminadoscomponentescelulares”7”53.
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La reactividady descomposiciónde los peroxinitritos estádetenninadapor el

ambientequímico y la cantidadrelativade éstefrenteal NO. Una parteimportantede

las reaccionesque sufrenlos peroxinitritos estáncatalizadaspor metalesde transición

incluyendo los centrosmetálicosde la SOD y mieloperoxidasa’58”’9.Los metalesde

transicióncatalizansu excisiónheterolíticaproduciendoanión hidroxilo junto con ión

nitrosonio (NO
2~) . Este ión atacagrupos fenólicos como los residuosde tirosina

formando ¡ti vivo 3-nitrotirosina. Esta reacciónestácatalizadapor la SOD, el mismo

enzimaque podría minimizar la formación de peroxinitritos por captar superóxido’
60.

Sin embargo,cuandoseexpresael enzimaiNOS en circunstanciasenque la formación

de superóxidoestáincrementadao la actividadde la SOD disminuida,seforma0N00
161en exceso

La 3-nitrotirosinaesunasustanciaestable que permite estimar la producción de
138peroxinitritos y por lo tanto el daño celular asociado con el NO Existen otras fuentes

de formación de nitrotirosina, aunque los peroxinitritos son su origen fundamental.

Beckman y colaboradoreshan obtenido anticuerposmono y policlonales para la
138

detección de 3-nitrotirosina por inmuniohistoquimica y Western blott¡ng . Este
hallazgo ha permitido observarextensaformación de 3-nitrotirosinaen muestrasde

tejido pulmonar en situaciones patológicas como sepsis, neumonía y distress
162respíratono . Tambiénlos miocitoshumanosmuestranestanitrosilaciónen la sepsisy

163 164la miocarditis Es posible que la depresiónmiocárdicasépticaatribuida al NO , se

debaa la nitración de proteínascontráctilesde las células musculares.De hecho,la

actina nitrosilada artificialmente con tetranitrometasona muestrauna contractilidad

anómala165.

NO Tiro?

..t.
4-

Tiros

0N00
Hg 1-7: Esquemadelmccanismodefonnaciándenitrotirosina

Otromecanismode lesión celular atribuido a los peroxinitritosessu capacidad

para romper la estructuramonocatenariadel DNA con la consecuenteactivación del

proteína
estru cta ra 1
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enzimanuclear poly-(ADP-ribosa)-sintetasa(PARS). Esta activación produceADP-

ribosilación masiva de proteínas celulares deplecionando a la célula de nicotín-adenín-

dinucleótido(NAO4) y ATP”2’ i66 Este hecho contribuye a reducir los procesos activos

de la célulaincluida la respuestavasoconstrictorade la musculaturalisavascular’61.La

activación de la PARS, parece contribuir a la disfunción endotelial séptica ya que su

inhibición con 3-aminobenzamida mejora la flincionalidad del endotelio’66. Sin

embargo,en arteriaspulmonareslos peroxinitritos no presentabanefectos sobre la

relajaciónvasculardependientede endoteliomediadapor acetilcolina’36y no parecen

comprometerla capacidadde liberaciónde NO por partedel endotelio’61.De acuerdo

con estas observaciones Chabot y colaboradores postulan que los peroxinitritos causan

relajaciónvascularpordiferentemecanismoal delNO.

Todos estos efectos, revelan el papel flindamental que desempeñanlos

peroxinitritosen patologíasde carácterinflamatorio. Por esoen nuestrotrabajohemos

consideradodevital importanciael conoceren profundidadel alcancey en qué órganos

semanifiestala lesión mediadaporperoxinitritos.Paraello, hemosempleadométodos

inmunohistoquimicosquenospermitendetectarnitrotirosinaen diversosórganos.

Es importanteseñalar,queademásdel dañocelularmediadoporla formaciónde

radicalesy sustanciasoxidantes,el NO tiene efectosdirectos sobreel metabolismo

celular’67’ 160, 128, 168

5.2- EFECTOS HEMODINÁMICOS del NO en la SEPSIS

El cambiofisiológico predominanteen todos los pacientessépticoses la pérdida

del tono vascular. Esto conlíeva alteracionesen el flujo microvascular con el

consiguientedesarrollode la disfunción orgánica. Los principalesdeterminantesdel

tonovascularsonlos agonistasa-adrenérgicosquecausanvasoconstricción,y el EDRF

que causa vasorelajación. El hallazgo de que las células vasculares endoteliales

producen nitritos como respuesta a la exposición de citoquinas o endotoxinas indica que
169el NO esun mediadorfundamentalen el shockséptico
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Actualmente, no hay duda de que el NOes el principal mediador responable de

las alteracionesvascularesde la sepsís’70.Las células endotelialesde aortade oveja

liberan un factor similar al NO tras un minuto de incubación con endotoxina de

Escherichiacoli’71 La endotoxina’72y la interleukina-I tambiénestimulanla liberación

de NO por células musculareslisas’73. El hechode que la hipotensiónproducidaen

varios modelos de shock séptico se atenúe mediante la inhibición de la sintesis de NO,

sugiere que el NO tiene un papel importante en la hipotensiónproducidapor la
174175176sepsís ‘ ~. Todos esoshallazgoshablanen favor de que la endotoxinay ciertas

citoquinas estimulanla síntesisde NO de un origen no endotelial, posiblementeel

músculo liso vascular, lo cual seria responsablede la disminuciónde la respuesta

vasoconstrictora.

• Actividad de la eNOS: El shock séptico conlíeva una activación inicial de la eNOS

queprovocaunatempranahiporeactividad vascular y la consiguientela induccióndela

iNOS en la fase más avanzadadel shock. Estaactivacióntempranade la eNOS está

mediadapor la liberaciónde TNF-a, IL-l, el factor activadorplaquetario(PM9177

Estos mediadores actúan en paralelo y sinérgicamente para inducir la iNOS. A medida

que la sepsisevolucionase produceun deterioro de la relajación dependientede

endotelio,presumiblementepor reducciónde la actividadde la eNOS’78 a travésdeun

incrementode la degradacióneNOS’79 y por otros mecanismoscomo la adhesiónde

neutrófilosal endotelio’80.

• Actividad de la ¡NOS: Estímulos inmunológicos, como la endotoxina y la

interleuquina-1, son capaces de inducir la expresión de otra NOS, presenteen

neutrófilos, macrófagosy endotelio vascular,que tiene un papel en la defensadel

huesped contra microorganismos mediante su acción citotóxica’8”’82”83’184 Los

numerososestudiosrealizadossobrela influenciade la actividad de la lIÑOS y el NO

generadoen la sepsis, revelan que esta inducción contribuye al desarrollo de la

hiporeactividadvasculary al descensode la presiónarterial favoreciendoasí el fallo

circulatorio.
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ENDOTOXINA

Descompensaciónvascular
Isquemia local Hiporeadividad vascular

Redistribución del OC Reducción de la extracción de oxigeno
Dialhución miocArdios Inhibición nidabólica

Fallo niultiorgánico
Inhibición de la respiración ce’ular

FI! 1-8. InduccIón deja nroducdón de NO en la genais.El TNF y otros mediadoresinducen Ja síntesisde iNOS.
mientras que la adividad de eNOS disnunuye Kl macrófagos,CMV~ célulasmúsculo vascular, 11: hepatocitos.

El TNF-a (ver fig 1-8), esun mediadorinflamatorio quejuegaun papelcentral

en los cambiosmetabólicosy hemodinámicosde la sepsis185,ya queinducela expresión

de iNOS en macrófagos’86. Una prueba de ello es que los macrófagos peritoneales de

ratón estimulados24 horas con endotoxina generan nitritos y nitratos~~~. Se ha

observado que el TNIF-ct también presentauna acción vasodilatadoraque es

parcialmentedependientedel endotelioy que disminuye la contractilidadde anillos

vascularesa agentesvasoconstrictores’87.Hallazgosmásrecientesapoyan,que a pesar

del efectovasculardirecto del TNF-a, el NOes el responsablemás importantede las
18843alteracioneshemodinámicasde la sepsís

En estadode normalidad, el tono vasculares reguladopor la interacción de

mecanismosmiogénicosneurogénicosy por el NO’89. La liberaciónbasaldeNO porel

endotelio inhibe la respuesta a estímulos vasoconstrictores. La respuesta contráctil a la

estimulacióneléctrica en arterias de varias especiesanimalesaumentacuandose

elimina el endotelio’89. Este efecto es abolido por la hemoglobina, sugiriendo que el NO

esel mediadorresponsable.Asimismo,la eliminacióndel endotelioo la inhibición de la

síntesisde NO aumentala respuestavasculara agentespresores190.La interacciónque

existeentreel sistemasimpáticoy el NO en la sepsisno esconocidatodavía,y podría

explicarparcialmentelas característicasde la respuestavascularen la sepsis.

neutrótilos

It
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En resumen, el estado actual del conocimiento sobre las alteraciones

hemodinámicasen la sepsisse basaen los siguientesconceptos:

1) En la sepsisexisteuna alteraciónde la regulacióndel tono vascularque se puede

manifestarcomouna relaciónanormalmentelineal entreel transponey el consumo

de oxígeno.

2) En la sepsisclínica existe una vasodilataciónsistémicay una disminución de la

respuestavasoconstrictoray vasodilatadoradependientede endotelio.

3) La endotoxinaaumentala liberaciónde NO.

4) El NO disminuyela respuestavasconstrictora.

Recientementesehapuestode manifiestoqueel efectotóxico del NO sobreel

endotelio puede estar relacionadocon el efecto oxidante de los peroxinitritos. La

evidenciade que los peroxinitritos medianla patogénesisde la sepsissemuestraen el

administraciónde mesoporfirinade manganeso,un análogode la SOD

y captador de peroxinítritos, atenúa aspectos de la disflinción endotelial en el shock

séptico191. En vasos coronarios de rata los peroxinitritos inhiben la relajación

dependientede endotelio inducidapor acetilcolina192.Sin embargoestaacciónde los

peroxinitritos sobre el endotelio no se confirma en todos los lechosvasculares: el

pretratamientode la arteria pulmonar con peroxinitritos potencia la respuestaa

acetilcolina’6’.

Nuestroestudioestáencaminadoa examinarel papel del NO en los cambios

hemodinámicosproducidospor la sepsis.Paraello, seestudiaen un modelo de sepsis

animal los efectosproducidosporla hemoglobinacomomoléculacaptaden

~ de su interaccióncon moléculasque contienengrupos-SH

en su estructuracomo el glutation.

5.3- El NO y la FISIOPATOLOGIA GASTROINTESJiNAL de la SEPSIS

El NO, además de mediar las alteracioneshemodinámicasde la sepsisactúa

tambiéna nivel celularpudiendoestarinvolucradoen mecanismostanto de protección,

U! ~X~WdÍ. L.~ cítotoxicidadjuega un papel fundamentalen el proceso
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sépticoya quedeterminaal menosencierto grado,el desarrolloasociadodel “Síndrome

de fallo multiorgánico”. El estudio del efecto tisular del NO aporta resultados

dependientesdel modelo séptico y del tejido analizado, lo que impide obtener

jZáflzantes. En nuestro experimento se analíza el grado de lesión

atribuible al NO medianteel análisis inmunohistoquimicode nitrotirosiv~ - .. —-

Latas 1.~omprometidaen la sepsis: hígado,intestino, riñón y

pulmón Igualmente se ha estimado el grado de afectación orgánica mediante

parámetrosbioquímicos.

* Efedos en el frado intestinal: Paravalorarel ¡n.fl
Mi~>’iQ>> -

~ .~ ....
1.%z~t~ la funcionalidadintestinal hay queteneren cuentatres

aspectosfundamentales:

1. El NO como reguladorpotencial de la integridad de la mucosa

intestinal
193’ 194, 195

2. Posibleefectoprotector,aunqueactualmentediscutido, fundamentado

en la capacidaddel NO de neutralizarlos efectospeijudicialesde

radicaleslibresgeneradosenprocesosde stressoxidativo importante.

LUMEN

1—
NO

‘5

MAsTOCrr r

•
tA.

5/
NO RADICALES LIBRES

Fig 1 -9. En determinadascircunstanciasel NO puede actuar
neutralizandolaacciónpeijudicialdelos radicaleslibres.

3. La implicación del NO y derivados oxidantes (0N009 como

moléculasperjudicialesen procesosde inflamación intestinal en los

que puede incluirse algunos modelos sépticos.
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Las referenciasqueexistenacercadel efectodelNO sobrelamucosaen estado

séptico son en ocasionescontradictorias.En modelos de sepsis animal, se ha

comprobadoqueen la primerahoradel desarrolloséptico,la inhibiciónde la síntesisde

NO potenciabala lesión de la mucosa’96.Sin embargo,cuando la sepsisprogresaba

(%h), dicha inhibición reducía de forma significativa el dalio intestinal’97. La

explicación de esta aparente contradicción puede deberse a que en la sepsis temprana, el

NO basalmantienela perfusiónde órganosadecuaday la actividaddeficiente de la

eNOS puedeproducir una mala distribución del flujo junto con estasis,adhesión

leucocitaríay lesión tísular’98’ ~ Segúnlo hallado, la inhibición de la iNOS, podría

tenerefectosbeneficiosos.De hechola mayoríade los trabajosrealizadosal respecto,

indicanque apesardequela produccióndeNO puedaserun mecanismode defensa,el

acúmulo progresivo de NO procedente de la iNOS, puede causar directa o

indirectamente lesión tisular 19?, 200

* Fa/lo hepático: existe controversia acerca de su posible actividad

hepatoprotectora o por el contrario citotóxica. La inhibición de la síntesis de NO
201202203empeorala lesión hepatocelularmediadapor endotoxina ‘ , lo que sugiere en

principio un efectohepatoprotecto¿01’202.Sin embargo,estaacciónparecedependerde

la selectividaddel inhibidor, En un estudio comparativode varios inhibidores de la

síntesisde NO seha puestode manifiestoque la inhibición de la iNOS no incrementala

necrosis hepatocelularséptica, aunque la inhibición no selectiva de la NOS es

extremadamente hepatotóxica204. En nuestro estudio se valorará la lesión mediada por

NO a través de la determinacióninmunohistoquimicade nitrotirosína. Además del

efectocelulardirecto, otraconsecuenciade lahiperproducciónde NO esla disminución

de la síntesisproteicahepáticade un modo dependientede la concentraciónpor un

mecanismo no relacionado con el GMiPc1t Esta inhibición de la síntesis proteica ocurre

sin que necesariamentese produzcamuerte hepatocelular’t Por otra parte, la

inhibición de la síntesisdeNO, disminuyelas reservashepáticasde glutation reducido,

un componeneteesencialde la defensacelularantioxidante’40.
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Efectos pulmonares

:

Al igual que se ha comentado para otros tejidos, cada vez existen más pruebas de

que el NO que se genera en el daño pulmonar agudo es perjudicial. De hecho se han

llevado a cabo estudios inmunohistoquimicosque muestranque en el daño agudo

pulmonarseproduceuna extensaformación de nitrotirosina205.Por otra parte, el NO

poseeuna variedad de efectos antioxidantes,por lo que puede ejercer un efecto

beneficiososobreel dañoagudo.Con la informacióndisponiblehastael momentono se

puedeconcluir con certezasi el incrementode producciónde NO en los procesos

inflamatoriosesbeneficiosoo perjudicial. Sin embargo,el incrementosimultáneode

NO y O{ puedeconducira la formación de peroxinitritos con el consiguientedaño

tisular oxidativo205.

Concluyendo,debido a la actividadpluripotencial del NO, éstepuedetenerun

efecto celular muy variable; como se ha expuesto,puedeactuar como citoprotector

hepáticoy paradójicamentecomo citotóxico intestinal en modelossépticosde iguales
206característicasy métodosde estimaciónde lesión tisular idénticos . Esta aparente

selectividadtisular, puededeberseentreotras causasa la diferencia en la capacidad

antioxidantede cadaórganoy el distinto gradode susceptibilidadaunavascularización

deficiente. Otro factor a considerares la posibilidad de que el NO presenteuna

reactividaddependientede la presenciaen cadatejido de moléculascomo tirosina y

cisteinacapacesde interaccionarcon elNO.

6. S-NITROSOTIOLES

Muchos añoshan pasadodesdesu descubnmiento y aun existe controversia

acerca de la identidad química del EDRE. Aunque en principio la evidencia

farmacológicay químicaapuntanal óxido nítrico como el verdareroEDRE, ambosno

parecen presentarsiempre idénticas características207.Algunos investigadoreshan

observado que el EDREy el NOrelajan la musculatura lisa no ~ sin embargo,

en otrosestudiosel EDREno muestraestapropiedad209.Myersy colaboradoreshallaron

que la potenciarelajantedel EDRE era 80 vecessuperiora la del NO en unbioensayo
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realizadocon célulasendotelialesaórticas.Además,Kelm y Schrade¿’0estimaronque

la t,¡
2 del NO in vivo eraconsiderablementemáscorta(~O,Is) que la estimadaparael

EDRF Q3-30s)exvivo
126’211, Aunquealgunosde estostrabajoshan sido criticadospor

deficiencias metodológicas, la consideración de todos estos datos conlíeva a

cuestionarsesi la bioactividad del EDRE se debeenteramenteal NO, o bien existen

sustanciasrelacionadasque participenen estafunción. Una de las clásicasespecies

químicas que rápidamentereaccionancon el NO en condiciones fisiológicas sin

producir inactivaciónde éste,son los tioles bilógicos originándosela formación de

tionitritos o nitrosotioles.En esteexperimentovamosatestarla actividadbiológica de

la interacción del óxido nítrico con moléculas, como la Hb y el GSH, en cuya

composiciónquímicaestánpresenteslos grupostiol.

Los 5-nitrosotiolesson ésteresde ác tionitroso con la siguiente estructura

general: R-S-N=O. En un principio se utilizaron en síntesisorgánicacomo potentes

agentesnitrosilantes2t2. Posteriormenteel interés por estos compuestosha ido

incrementándose,tanto por sus potencialespropiedadesfarmacológicas,comopor sus

posiblesfuncionesfisiológicas.La primerademostraciónde que estoscompuestoseran

biológicamente activos fié la descripción de los efectos antibacterianos de 5-

nitrosocisteina(CisNO)213.Más recientemente,los RSNOshan sido objeto de diversos

estudiosfarmacológicosen los que ha puestode manifiesto sus propiedadescomo

potentesrelajantesde músculoliso demostrándoseestaactividaden una gran variedad

de preparacionesde músculoliso vascula¿í4.Parecenejercerun papelreguladoren el
215

controlde la motilidad gastrointestinaly la función de los esfinteres . Igualmente se

ha demostradola actividad de los RSNOs como relajantesde la musculaturalisa

traqueal216y pareceserque estaacciónestámediadapor la elevaciónde los nivelesde

GMPc y su capacidadparaactivarla guanilatociclasa.Estaactividadse hadescritopara

diversostipos de RSNOs,incluyendo S-nitroso-N-acetilpenicilamina,CisNO, S-nitroso-

N-acetilcisteína,5-nitroso-captoprily S-nitroso-fi-D-tioglucosa217’218.Igualmenteseha
218219

atribuido a diferentesRSNOsactividadcomo antiagregantesplaquetarios ‘ . Parecen
ser metabolitos activos de la nitroglicerina y vasodilatadoresrelacionados,lo que

sugierequeposiblementeseanlos mediadoresresponsablesde su actividadrelajantede

la musculaturavasculai220’217. También los nitrosotioles han sido propuestoscomo

probablescausantesde la actividadantitrombóticade los nitrovasodilatadores221.
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6.1- PRODUCCIÓN ENDÓGENA DE NITROSOTIOLES

En los sistemasbiológicos,el NO rápidamenteesoxidadodandolugara NO~ y

0N00 quereaccionancon el nucleófilo másabundantey reactivoen plasma:el grupo

tiol originandola formaciónde RSNOs.

NO

o~2 ox

02

ONOO N203 NO~

R-SH

R-SNOs
Fig 1-10: Esquemade formacióndeRSNOs

Estas reaccionesde transnitrosaciónpueden tener lugar con otros grupos

nucleofilicos diferentes aunque en condicionesmás restringidas.Por ejemplo, N-

nitrosación del DNA y modificaciones covalentes de restos de tirosina, ambos

mecanismospotencialesde toxicidad, es más probableque acontezcanen estadode

importantestressoxídativoyaque provocandepleciónde la reservade grupostiol’
45.

Recientementese han identificado RSNO “in vivo”: en plasmahumanoy de

ratón, en el fluido de las vías aérashumanas, intracelularmenteen neutrófilos, en

plaquetasy en salivade Rodn¡usprolixus~ . En plasmahumano, se

han hallado concentraciones de RSNO4¡M de los cuales, se ha estimado que el 96%

son 5-nitrosoproteinas fundamentalmente albúmina (82%V22. La abundancia de los

RSNOsen plasma,esdel ordende 3 ó 4 vecesla concentraciónde NO libre, lo que

sugiere que los RSNOs pueden comportarse como reservorio plasmático de óxido

nítrico.

Se haespeculadocon la posibilidadde que la bioactividadde los nitrosotioles

tengarelacióncon su estructuray estabilidadin vivo. La tv2 de los nitrosotioles,está
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fuertementeinfluenciadapor el tipo de tiol, pH, tensiónde oxígeno,estadoredoxy la

presencia o ausencia de metales de transición contaminantes.La tv2 de las

nitrosoproteinasen plasmasehaestimadoen —‘40 mm229, lo que puedeconsiderarse

como moléculas relativamenteestables,especialmetecomparadascon NO libre o

RSNOs de bajo peso molecular (RSNOs-BPM). La ausenciade metaleslibres en

sistemasbiológicosayudaa explicar el predominio de los RSNOsin vivo128. El efecto

de la estructurasobre su acción biológica no se rige aparentementepor un patrón

definido; estructurassimilarespresentanperfiles de actividad muy diferentes,tanto en

potenciacomo en especificidadde tejido, e inversamente;distintasestructuraspresentan

potenciaanáloga. Los estudiosrealizadosporMathewsrevelan que la naturalezadel

grupoR puedarepercutiren la especificidadde tejido de los RSiNOs de tal maneraque

es probableque los RSNOs se unan selectivamentea un posible receptoraún no

identificadoen la actualidad230.

6.2- EFECTOS FISIOPATOLOGICOS de los RSNOs

A. Efectoshemodinámicos.

En 1990, Myers y otros investigadores232comprobaronque la respuesta

vasodilatadorade la 5-nitrosocisteinapresentaunagran similitud con el EDRE, lo

que no ocurría cuando el estimulo vasodilatadorera el NO. Un tiempo después,

Stamlerrealizó ensayoscon 5-nitrosoproteinasy comprobó,que salvo la notable

excepción de la S-nitrosocatepsina,la respuesta vasodilatadora de las 5-

nitrosoproteinasdifiere de la del NO y de los RSNOs-BPMque inducen una

relajaciónrápida y transitoria.La respuestade la nitrosoproteinases menosrápida

pero máspersistente.El bloqueode los tioles proteicoscon indoacetamidapreviene

la formación de 5-nitrosotiol y toma a inactivas las proteínasexpuestasa NO. Al

igual que otros nitrosodilatadores,su acción es inhibida por azul de metileno, un

inhibidor de laguanilatociclasa128.

B. Acción sobrela agregaciónplaquetaria

La membranaplaquetariacontienegrupossulfidrilo esencialesparamantenersu

funcionalidad. Moléculascon grupostiol en su estructura,como GSH, cisteinay 6-
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mercaptopurinainhiben la agregaciónplaquetaria.La agregaciónplaquetariaparece

debersea la existenciade interaccionesdirectasentrelos tioles de lasproteínasde la

membrana232.Es posible que los nitrosotioles actúen mediante un mecanismo

relacionadocon éstasmoléculas.Los RSNOsproduceninhibición dosisdependiente

de la agregaciónplaquetariainducida con adenosinadifosfato (ADP). La tu2 del

efecto antiplaquetariocorrelacionacon el efecto relajador de la musculaturalisa

vascular229. Del mismo modo que ocurre con el efecto vasodilatador,la acción

antiagregantees inhibidapor azul de metilenoy mediantecarboxiamidaciónde los

tioles proteicoscon iodoacetamida.

C. Efectossobrela actividaddeGuanilatoCiclasa.

Las acciones vasodilatadorasy antiagregantesde los RSNOs-BPM están

mediadas por GMPc. Posteriormente,se ha comprobado este efecto para la

nitrosoproteinasmediantela incubaciónde éstasen fibroblastospulmonares.Se produce

un incrementointraplaquetariode GMPc de un 70% con respectoa la concentración

previaa la incuvación.

Debidoal escasonúmerode estudiosrealizadossobrela producción¡ti vivo de

estoscompuestos,en la actulidad,se desconoceen gran medida-el papel biológico que

puedendesempeñarlos nitrosotioles tanto en situacionesbasalescomo en estados

patológicos.Es conocidoque los niveles plasmáticosde RSNOs se incrementanen

estadosde activación inmune e inflamación133.Recientemente,se ha observadoen

humanosque la inhibición de NOS produce un descensode las concentraciones
224

plasmáticasde estassustancias . No estáaúnsuficientementeprobado,peroesposible
que el hallazgo de niveles alteradosde RSNOs tenga significación fisiológica; por

ejemplo, niveles infl-anormalesen plasmapodrían sugerir predisposicióntrombótica

debido a la acción inhibitoria de los RSNOssobre la agregaciónplaquetariay la

actividad antiaterogénica del NO. La implicación en otras patologías como

aterosclerosis,hipertensióno shocksépticono seha valoradoen la actualidad.En ratas

se ha observadoque los niveles de RSNOsse triplican en el procesoséptico. Sin

embargo,la correlaciónde dichosnivelesconel cursoclínico del enfermosépticono ha

sido consideradani enhumanosni enanimalesgrandes.
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La determinaciónde RSNOsaportainfomacióntantopor serunamedidadirecta

de la actividadde NOS’28, como por la repercusiónde las accionesbiológicasdirectas

de estoscompuestos.

6.3- MECANISMO DEACCIÓN

222El hallazgode la producciónde RSNOsy supredominiofi vivo , conviertea

estos compuestosen piezas clave para el conocimientode los procesosfisiológicos

relacionadoscon el EDRE. A pesarde que el efecto de los RSNOs como agentes

exógenoscon efectovasodilatadorhasidoestudiadoampliamente;el mecanismocelular

medianteel cual los nitrosotiolesejercensu acciónbiológica, pemaneceaúnbastante

oscuro.Paradilucidar el modode acciónde estoscompuestoshay quecontemplartodos

los factoresquepotencialmentepuedeninfluir: su estabilidad,característicasquímicas,

capacidadde penetracióncélular, su probableinteracciónconreceptoresespecíficos,su

posible efectocomo merostransportadoresde NO etc. De la consideraciónde estos

aspectossurgendiferenteshipótesisquetratande explicardichomecanismo:

• Efectode la estabilidadquímicade los nitrosotiolescomodonadoresde NO

y sus ¡netabolitosderivados.En un pricipio, debido en parte, a la inestabilidad

químicade los nitrosotioles,secontempléla posibilidadde quela actividadbiológica

de éstos pudiera ser consecuenciadirecta de su rápida descomposición,con la

consiguiente producción de NO en disolución. Dicha inestabilidad ha sido

erróneamenteatribuidadebidoauna inusualreacciónde descomposiciónhomolítica

y a que generalmenteel estudio se ha centrado sobre la 5-nitrosocisteina,que
233rápidamenteliberaNO ¡ti vitro’ . Consecuentemente,estostrabajoshan llevado a

considerarequivocadamentea los nitrosotiolescomo moléculasextremadamente

inestablesy cuyaacciónbiológica solopodríatenerlugara travésde la liberaciónde

NO. Los estudiosrealizadospor Mathewsy otros autoresacercade la estructuray

estabilidaden disolución de estoscompuestos,han podido demostrarque no existe

correlaciónentredichaestabilidadquímicay las actividadesbiológicaspropiasde los

nitrosotioles,comola estimulacióndela guanilatociclasa,inhibición de la agregación
4,230

plaquetariay relajaciónde la musculatralisa vascular225’23 . Estadisparidadentre
la estabilidad en disolución y su actividad, lleva al autor a concluir que la
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descomposiciónde los RSNOsproduciendoNO en soluciónno esresponsablede la

actividaddeéstos.

Activación proteicadirecta a través de reaccionesde transnitrosilacióny

formación de disulfuros. El efecto celular directo de la nitroso-albúmina,

nitrosotiol predominanteen el plasma222,no pareceprobableen principio, ya que por

su elevadotamaño,no escapazde atravesarla membranacelular. Sin embargo,es

posible que existan mecanismospor los cuales los nitrosotioles puedanactivar

directamentela guanilatociclasa,atravésde reaccionesdetransnitrosilacióndel sitio

activo hemo para formar catalíticanwnteNO-hemoactivo, sin quesea obligadala

liberacióndeNO235. En estudiosrealizadosrecientementepor Amelle relacionados

con la descomposiciónde los RSNOsse demuestraque éstosson capacesde actuar

en condicionesfisiológicascomodonadoresdeNO~,NO y

1. En los sistemasbiológicosesmuy comúnla descomposiciónde los RSNOsa

travésde mecanismosheterolíticos,en las cualeslos RSNOstransfierenNO~

(lón nitrosonium) originandoreaccionesde transnitrosacióní28•

RSNO —>RS’+NO~

RSNO —~.RS’+NO’

2. LiberaciónespontáneadeNO pordescomposiciónhomolitica.En los sitemas

biológicos esta liberación ocurre de un modo mucho más lento y apenas

cuantitativamenterelevante237.

RSNO — RS+NO

3. Otrareacciónquetienelugarcomo consecuenciade la descomposiciónde los

RSNOsy que indicaliberacióndeN& es la formaciónde disulfliros que se

acompañade producciónde hidroxilaminay óxidonitroso:

RSNO+ 1<5’-> R’SNO+ RS’
RSNO+ R’R”NH ~ RSI-I+ R’R”NNO
RSNO+ R’S’ -~ RSSR’+ NO’
NO’ + B

20 ~ HNO + OH’
2HNO-*N20 + H20
2kM! + MINO -* NI¶20H + RSSR

La transnitrosacióny la aceleraciónde la formación de disulfuros sugieren

mecanismosde regulaciónen la función proteicaa través de la mediaciónde los

nitrosotioles,y apoyanel conceptode quela actividadbiológicade éstos,puedeestar
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asociadacon su descomposiciónhomolítica y fundamentalmenteheterolítica.

Ademásde la activacióndeproteínasin vivo128’238, la descomposiciónheteroliticade

los tionitritos seha implicado en otros procesosfisiológicoscomola inhibición de la

neurotoxicidadproducidapor glutamato’3t los efectosantibacterianosde algunos

R5N0239y la inhibición de enzimasquecontienengrupossulfldrilos227.

• Liberaciónde NO en la superficiedela membranacelular. Otro mecanismo

propuesto,es la descomposiciónde los RSNOsen la superficiecelularen vez de en

solución, produciendo así NO, que por su naturaleza lipofilica, atraviesa la

membranacelular para activar la guanilatociclasa.La generaciónde NO en la

superficiecelularpareceserun mecanismofactibleparaexplicar la actividadde los
240RSNOs

Un estudio realizado en plasmahumano revela el grado de liberación de NO

procedentede los nitrosotiolesno se incrementabaen presenciade hematíes,lo que

sugiere que el metabolismoen sangredel NO es dependientede los componentes

plasmáticos.Estos autorespostulanque los RSNOsderivadosde los tioles proteicos

junto con el ascorbato,son los nitrosotiolesque contribuyenen mayor medidaa la t,íz

241

plasmáticade los RSNOspor sercuantitativamentemásrelevantes

6.4- Los RSNO como posibles responsables de la actividad del EORF

Recientemente,~ y colaboradoreshan comprobadoque la respuestadel

endotelioa estímuloscomobradiquininao a un ionóforo de Calcio (A23187) no se

explicaba enteramentepor la liberación de óxido nítrico. Esta respuestasólo es

explicablebajo la hipótesisde que la verdaderanaturalezadelEDRF seaun compuesto

quecontieneóxido nítrico en suestructurapero queposeaunacapacidadvasodilatadora

mayor que éste. Los RSNOs contienenNO debido a que éste se une con un grupo

sulfidrilo atravésde la reduccióndeun electrón:

NO+RSH ‘> RSNO+H>+&
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229

Dicha incorporaciónconfiereal NO unamayor estabilidady potencia . Estas

propiedadesconvierten a los RSNOs en sustanciasque hipotéticamentepueden

responder a las caraterísticas del verdadero EDREy explicar así las divergencias

existentesentreéstey el NO.

231

Myers y otros investigadores hanrealizadopruebascon 5-nitrosocisteinaque

hanpermitido comprobarque la respuestavasodilatadoraproducidapor ésta, presenta

unagransimilitud conel EDRE, lo queno ocurríacuandoel estímulovasodilatadorera

el NO. Una posible razón que puede explicar esta diferencia de potencia es la

varibilidad en cuantoa la estabilidadde estassustanciasen el bioensayo.Al estudiar

dichaestabilidad,se comprobóqueaunquela t,¡2 de estoscompuestosparecesimilar al

NO en las condicionesdel ensayo, la degradaciónquetienelugarduranteella no lo es.

La pérdidaabsolutadepotenciadel EDREy la N-acetilcisteínaen unavida media(30s),

es sustancialmentemenor que la del óxido nitrico duranteel mismo periodo de
211

tiempo

Wei y colaboradores
243llevarona cabo un estudio sobre la actividad de los

tionitritos con un planteamientodiferente. Realizaron el estudio en endotelio de

arteriolascerebralesy revelaronquela aplicacióntópicade 11202 produceanulaciónde

la respuestadel endotelioa la acetilcolina. Además,el H,0
2 inhibe las respuestasa

nitroprusiatoy NO, pero no afecta a las respuestasa la adenosinay de N-acetil-L-

cisteina. Estos resultadosmuestran que la acción inhibidora del H202 sobre los

nitroprusiatos,probablementese produzcaporoxidaciónde los grupostiol, evitándose

así la formación de nitrosotioles.El EDRE producidopor acetilcolinay S-nitroso-L-

cisteinaproducíandilatación aúnen presenciadel bloqueoinducido por 11202 lo que

sugiereque el efectodel EDREesun nitrosotiol similaral S-nitroso-L-cisteína.

Furchgott
242y colaboradoresal igual que Wei243 y otros autoresfinalmente

concluyenqueel EDREsecomportadeunaforma mássimilara los RSNOsqueal NO.

Estudiosposterioresrealizadosiii vivo, ponende manifiestoque las nitrosoproteinas,

producen un efecto vasodilatadormás persistente229,lo que podría explicar las

diferenciasen cuantoal efectovasodilatadordelEDRE y el NO.
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Todo pareceindicar que el EDRY pudieraestarcompuestopor varios tipos de

nitrosotioles lo que justificada las diferencias observadasentrediversas especiesy

lechosvasculares,en cuantoasu tu2 y actividadbiológica. Estoshallazgosconviertena

los RSNOsen compuestosde sumarelevanciabiológica de los que aún sedesconocen

con profundidadlos factoresque influyen en su formacióny actividad,abriéndoseasi

nuevasespectativasen el conociminetoy manipulaciónfarmacológicade los efectosdel

EDRE. Stamlery posteriormenteotrosgruposhan comprobadoque la suplementación
244245 246

iii viti-o contioles biológicospotenciala accióndel EDRE ‘ ‘ . Esto evidenciaque
los grupostiol reaccionancon N& paraformar5-nitrosotiolesprovocandode estemodo

el aumentodel efectovasodilatadoi~”.Mark y colaboradoreshan valoradolos efectos

vascularesde la administraciónde N-acetilcisteínaen humanos,mediantela estimación

de la respuestaendoteliala la metacolina247.Su hipótesisconsisteen quesi la actividad

del EDRE sedebeúnicamenteal N0, la suplementacióncongrupostiol potenciaríala

respuestahipotensorade la metacolina.Encambio, si la bioactividaddelEDRE sedebe

a la existenciade la formación de un derivado iii vivo; entonces,la infusión de tiol

produciríatan solo un incrementolevede la respuesta.El resultadoque obtuvieronfié

queno seproducíancambiosen la respuestaala metacolinacon laadministracióndeN-

acetilcisteina, lo que confirma la función de los nitrosotioles como posibles

responsablesde la actividad del EDRE en plasmay músculo liso vascular.Por otra

parte, se pone de manifiesto que la formación de RSNOs no depende de la

concentraciónen excesode grupostiol disponiblessino quedebeestarinfluenciadopor

el estadoredoxu otros factores.

Nuestotrabajoanalizalos efectoshemodinámicosde los RSNOs-BPMmediante

el aporteexógenode glutationy haceunavaloraciónde la importanciadel estadoredox

en la actividad de éstos.Para ello se administraglutation tanto en animalescontrol

comoen los sépticosen los quela producciónde NOeselevada.

7. EFECTO VASOPRESOR de la lib: Interacción con NO y RSNOs

Es conocido desdehacevarios años, que las solucionesde hemoglobinason

capacesde influir sobrela presiónarterial248’249. Malcomdemostróque la hemoglobina

producía un incremento del 25-30% de la presión arterial de un modo dosis-
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dependienteen los primeros15 minutosposterioresasu administracióny esteefectoera

mantenidoa lo largode 5 horas.Aunquelos efectosno estánplenamentecaracterizados,

estaactividad presoraseha atribuido a la amplia capacidadde la hemoglobinacomo

atrapadorde NO250’25>. Este hecho ha sido confirmado por Kilbourn en un estudio

comparativode diferentestipos de Hb sobre la capacidadde éstasparacompensarla

hiporeactividadaa
1-agonistasproducidapor endotoxina¡ti viti-o. Seobservóquetanto

la Hb oxigenadacomo la desoxigenadapresentabansimilar efecto revertidor; sin

embargola formación de cianometa-Hb,Hb incapazde interaccionarcon el NO, no

modificabala hiporeactividadvascularde las preparacionestratadascon endotoxina
252.

Jiay colaboradorestrabajaronsobrela capacidadvasoconstrictorain viti-o de trestipos

de hemoglobinasy hemoglobinasmodificadasde tal forma que los grupos SH de las

cisteinasy el grupo hemo no fueran capacesde fijar NO. El efecto vasocontrictor

producidofijé menoren el casode las hemoglobinasmodificadas,lo queconfirma la

influencia del NO, pero no descarta que otros mecanismos puedan estar

implicados2””54.

La hemoglobinaha sido consideradacomoel principal captadorfisiológico de

NO ¡ti vivo, dehechola hemoglobinaposeeunaafinidadpor el NO al menosdiez mil
25

vecessuperiorala del oxigeno ~. Hasta1996eramayoritariamenteadmitidoqueel NO
reaccionabacasi instantáneamentecon la Hb para ser destruidogenerandouna carga

positiva en la lib. El grupo de Stam¡er ha hallado que el NO ademásde ser

metabolizadopor los grupos hemo, interaccionacisteinasde la lib formando SNO-

hemoglobina2”y postularonque los nitrosotioles soncompuestosintermediariosque

actúantransferiendoNO, ejerciendocomomoléculasreguladorasde la reactividaddel

NO con lalib.

Wennmalm y colaboradoreshan verificado que la incubación de NO con

hematíesorigina diferentesespeciesdependiendodel estadode oxigenación:en sangre

arterial (saturaciónde oxigeno94-99%)el NO principalmenteconvertíala Hb(Fen)0
2a

Hb(FeiíOO2 y NO3’ y un pequeño proporción de Hb(Fen)NO. Sin embargo, la
256proporción en la sangrevenosa(36-85% saturaciónde oxígeno) se invierte . Esta

dependenciadel estadode oxigenaciónen el metabolismodel NO con la lib se ha

confirmado ¡ti vivo aunque las proporcionesno parecen ser las mismas. Jia y

colaboradores demostraron que también ¡ti vivo tiene lugar la formación
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intraeritrocitariade SNO-Hb,siendoestareacciónigualmentedependientedel estadode

oxigenación.En general,salvo la excepcióndela Hib(Fe1í)NO, la formaciónde SNO-Hb

essustancialmentemayoren sangrearterial
253.Si la reactividadde la Hb conel NO es

dependientedel estadode oxigenación,parecelógico que su capacidadvasoconstrictora

estéinfluenciada,al menosparcialmente,por dichoestado.Sin embargo,Kilbourn halló

similaresefectosvascularesenHb oxigenaday desoxigenada252.

En cuantoa la influencia de la interaccióndel NO con otros grupos tiol, los

RSNOs no forman compuestosestablescon el grupo hemo, tanto en el caso de la

deoxilib como la oxihemoglobina.Participan en reaccionesde transnitrosacióncon
253

grupos sulfidrilos de la hemoglobina . La incubación de eritrocitos con 5-
nitrosocisteinaproduceuna rápida formación intracelular de SNO-Hb(Fe»)0

2.Esta

formaciónde SNO-Hb intraeritrocitariano predominaen la mismaproporción cuando

la incubaciónserealizacon5-nitrosoglutation(GSNO).

De acuerdoconestasobservaciones,la reactividaddel NO tanto con los grupos

tiol proteicos como con los grupos hemo dependedel estado de oxigenación. La

diferencia arterio-venosa en el contenido de SNO-Hb, condujo a Stamler al

razonamientode que debeproducirseliberación de NO duranteel tránsito de los

hematiespor los tejidos. Segúnestahipótesis,el NO seunea los grupossulfidrilo de la

Hb y éstatransportaNO desdey hacialos tejidosde forma análogaa como lo hacecon

el oxigeno
253’2”. Este hecho conviertea la Hb en una molécula reguladorade la

liberación de NO en función del estadode oxigenación.Previamente,Masudahabía

halladoquela inhibición de la síntesisde NO exarcerbala disminuciónde la saturación

de oxígeno de la lib producidapor etanol258; lo que indirectamenteimplica una

dependenciadel metabolismodel NO con el estadode saturaciónde oxígeno de la

hemoglobinay por lo tanto con la oxigenacióntisular.Estehechoestáen consonancia

con la hipótesisde Stamleracercade la lib comounamoléculareguladoray no como

merodestructorde NO253.
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La reaccióndel NO con la lib estácontroladaalostéricamente(ver fig 1-11) en

cuantoa su interaccióncon los grupos SR de la cisteina93f3 y por el estado5pm del

hierro del grupo hemo: la reactividadconel NO es elevadaen la oxi o estructuraR;

mientrasqueesbajaen casode la deoxi o estructuraT. La liberaciónde oxigenoen los

tejidosseacompañadeunatransformaciónalostéricade R a1 causandola liberaciónde

NO del grupo 93(3 que posiblementeseatransferidoa pequeñostioles que pueden

retomara sus receptoresendoteliales.El método experimentalempleadoparaprobar

que la liberación de NO estáreguladamediantecambiosalostéricosde la Hb ha sido

cuestionadometodolégicamente;ya que los autoresprovocabandicha transformación

alostéricacon ditionito, sustanciaquedestruyeinstantáneamenteel 255~ Un estudio

posteriorrealizadonuevamentepor el grupo de Stanilerconfirmaquímicamenteque la

reactividadde la lib con el NO es dependientedel estadode oxigenacióny de la

relaciónNO:11b259.Esteúltimo hallazgoes de extraordinariarelevanciaen el enfermo

sépticoya que pone de manifiesto que la interacciónNO-lib probablementevane

dependiendode la cantidadde NO generadoen la sepsis.Estaregulaciónno ha sido

contrastadaen experimentos ¡ti vivo y está por demostrar si tiene repercusión

hemodinámica.

Pulmones
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Es importanteconsiderarque los efectosvasopresoresde la hemoglobinano se

debenenteramentea su capacidadcomocaptadordeNO. La actividadvasoconstrictora

de la Hb ha sidoatribuidaa diversosfactores:

• Al menosparcialmente su actividadvasoconstrictorase producepor el efecto

mediadorde la Hb en la transformaciónde proendotelinaa endotelina25t.No existen

aúndatosconcluyentessobrela magnituddel efectode la endotelinacomomediador

de la vasoconstricciónproducidapor la Hb. En el estudio realizadopor Schultz y

colaboradoresse analiza la actividad vasoconstrictorade la lib en presenciade

fosforamidón, un inhibidor de la conversión de proendotelina a endotelina,

encontrándoseque éste abolía en un 75% la acciónde la proendotelinasobre la

presión arterial media(PAM) y en un 70% la de la Hb. Segúnestos resultados,el

85%de la acciónvasoconstrictorade la Hb deberíaatribuirseasu efectoactivadorde

la endotelinay tan soloun 5% aotros factores.Estehechocontradicela relaciónque

establecenlospropiosautoresy otros investigadoresentreel efectovasopresorde la

Hb y el NO251.

• El aumentode la demandade oxígeno,producidopor la Hb, ha sido relacionadocon

su efecto vasopresor.Sin embargo, parece ser independientede su actividad
260 261vasoconstrictora

• Finalmente,no hay quedescartarqueotrosmecanismospuedanestarimplicados.Por

ejemplo, esposible que la lib actúea través de la iniciación y propagaciónde la

peroxidaciónlipídica262; la liberaciónde eicosanoidesvasoactivos263;el metabolismo

de la Hb abilirrubina264o atravésde su efectodirecto sobreel nervio perivasculary

lasparedesarteriales265’266’267.

Se han desarrolladonumerososestudiose incluso ensayosclínicos paravalorar

el efectodelas solucionesde hemoglobinacomopotencialesresucitadoresdel paciente

séptico268.A pesarde su efectovasopresorbeneficiosoen el enfermocritico, se han

descritonumerososreaccionesadversas269:

• La pCO
2 arterial es significativamentemayor en animalestratadosque en los no

tratados.
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• Se incrementanlos nivelesplasmáticosde bilirrubinay la fosfatasaalcalina; lo que

puedeserconsecuenciade quela lib empeorela perfusiónde determinadosórganos

como el hígado. Este descensode los flujos se ha descrito en animalessépticos

tratadosconinhibidoresde la NOS no selectivos270’27’

• El númerode bacteriascirculantesen sangrevenosaperiféricaes significativamente

mayoren animalestratadosconHb.

• La lib no parecerestaurarla disfunciónpulmonaragudainducidapor la sepsis272

pudiendoinclusoexacerbaría273.

Los mecanismosqueposiblementecontribuyana los efectospedudicialesde la

lib son muy diversos.Los hematieslisadospresentancapacidadde fijar proteínasdel

lipopolisacáridobacterianoincrementandola actividadbiológica de la endotoxina274’275

Tambiénseha demostradoque escapazde estimularla liberaciónde IL-S y TNiIF-a en

células mononucleares276.Además es capaz de inducir una respuestainflamatoria
277 272

independientede la endotoxina. y empeorararel aclaramientobacteriano ‘ . Estos
efectos globalmente provocan un empeoramientode la perfusión microvascular,

exacerbaciónde la respuestainflamatoriae interferenciaen la capacidadrespuestade

huésped;lo que se traduce en un potenciamientode los cambiosfisiopatológicosy

aumentodela mortalidad272.

Alguno de éstos efectossecundariosse han mitigado medianteel empleo de

solucionesde 1-lb modificadas,“diaspirin cross-linkedhemoglobin”,obteniéndoseuna
251

afinidad porel oxigenosimilar a la fisiológica

7.1- ¿PORQUÉ los HEMATÍES NO poseen .1 EFECTO VASOPRESORdeIa Mb

?

La justificación de estehechono parecehallarseen la penetrabilidaddel NO a

través de la membranaeritrocitaria ya que el modelo cinético y el cálculo de la

difusibilidad del NO libre en sangre indica que la hemoglobinadebería captar y
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metabolizartodo el NO generado,no permitiendoque éste llegara a manifestarsu

actividad278

Un hipotético argumentoque expliqueestefenómenoes que el NO, ademásde

interaccionar con la lib lo haga con otros grupos SH intraeritrocitarios y

extraeritrocitariosimpidiendo que la lib capte en su totalidad el NO circulante. La

moléculaportadoradegrupostiol predominanteen elhematíeesel glutation.

Efecto delglutation sobre la reactividad del NO

El glutation es un tripéptido (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicocola) que alcanza

concentracionesintracelularesde 10 nM279 , involucradoen diversosprocesoscelulares

como la defensaantioxidantecelular, la destoxificaciónxenobiótica, antiagregante

plaquetarioy el transportede aminoácidos~&La actividad antioxidantedel glutation

reside en la capacidadreductoradel grupo tiólico de la cisteina que presentauna

disposición espacial menos susceptible al ataque de sustancias oxidantes en

comparacióncon otros compuestoscon grupossulfidrilo281. En condicionesde stress

oxidativo como el shockséptico, la célula respondeaumentandolos niveles de GSH

como resultadode una estimulación de su biosíntesis, lo que permite una cierta

adaptaciónal stress.

COOH cu
2

H2N-CH-CH2-CONR-CH-CONH-CH2-COOH

Recientementeseha demostradoque la exposiciónde neutrófiloshumanosa
282NO, origina la transformaciónintracelularde (tSR a OSNO . Este hechocorrobora

que el glutation puedadesempeñarun papel reguladorimportante en la reactividad

intracelulardel NO.

El glutationesmuy abundanteen el alveolopulmonar humanodondereacciona

con el NO formando 5-nitrosoglutationcuya vida media es de varias horas; muy

prolongadacomparadacon la del NO ¡ti vivo que es del orden de segundos.El

nitrosoglutation reducela toxicidad de] NO y relaja el músculo de las vías aéreas

humanas
255.
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Un estudiorealizadoen plasmahumanorevelaque los tioles cuantitativamente

másrelevantesen plasma,albúminay ascorbato,contribuyenen mayormedidaala vida

mediade los RSNOs241.El tiol predominanteen el eritrocito es el glutation, lo que

sugiere,que análogamentea lo observadoenplasma,el glutation seaun probablefactor

reguladorde las rutasmetabólicasdel NO intraeritrocitario.De hechola incubaciónde

hematíescon GSNO conlíevala formación limitada de SNO-Hlb intraeritrocitaria2”lo

quepuedeindicar que la transferenciade NO entreel OSNO y la Hb seaun equilibrio

inestable. Físiológicamnete se ha comprobado la formación de RSNOs

intraeritrocitarios.

Otrohechoque inducea la consideraciónde que el 0511puedejugar un papel

fundamentalen la regulaciónde la actividadde NO, es el hallazgode que el glutation

origina una activación muy marcada de la guanilatociclasa en condiciones anaerobias283.

Esto refleja que puede existir un modo de regulación de la actividad del NOrelacionado

con la modulación redox de los sitios activos del enzima.

Jia y colaboradoresobservaron¡ti viti-o, que el glutation produce potenciación de

los efectosvasodilatadoresde la SNO-Hb(Feu)0
2y SNO-Hb(Feuuí)y ademásse detectó

formación de 5-nitrosoglutation lo que sugiere la existencia de reacciones de

transnitrosaciónintraeritrocitaria.A la vista de estos resultadoslos autoresconcluyen

que:

• El equilibrio entreRSNOsy lib tienelugaratravésde la formaciónde SNO-

lib encircunstanciasfisiológicas.

• Puedenocurrir reaccionesde transnitrosaciónentreel glutation y SNO-Hben

el interior de los hematíes,dondese ha verificado la presenciade RSNOsde

bajopesomolecular en eritrocitoscargadosde SNO-Hb.

• La oxidación del centro metálico de la Hb toma el equilibrio hacia la

formaciónde OSNO,potenciandosuactividad.
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Poco tiempo despuésde que Jia constataraestainteracciónde la Hb con los

RSNOjunto con la formaciónin vivo de OSNOy propusieraal glutation como uno de

los posibles factores relacionado; Singh describió la química del sistema 5-

nitrosoglutation¡ glutation2t4.La concentraciónintracelularde NO essustancialmente

menorque la de GSH,por lo tanto el glutationpredominarásiempre cuantitativamente

sobre el OSNO. Reproduciendoesta proporción, Sigh valoró, los efectos de la

interacciónde OSNO con GSH en excesoen una disolución, y comprobóque el

productomayoritariono esel NO, comomuchosautoreshabíanespeculado,sinoque se

formaNH
3, N20, glutation oxidado(GSSG)y nitritos lo querevelauna nuevaquímica

de los RSNO.

GSSG +~Oi+ H20

OH

GSNO + GSH GS-Ñ-SG GS-N’-OH

081-4 *02

GS-NH-$G
GSH

¿- 0850

GS-NH

¡ ~GSH
y>,

GSSG

NH3

Fig 1-12: QuimicaGSNO-GSH

GSOH + HNO

~G8H

tH=O ¿
GSSG 1 [N0

GSSG + NO

+ GS-

o,

*

GSOO 0,

¡ GSH

it
y G8

GSOOH

GSH

GSOH
051-4

> H20

Estoshallazgosfortalecenla hipótesisde Stamlerde que la actividadbiológica

de los RSNOs, no reside necesariamenteen la liberación de NO sino puedeestar

asociadatantoamecanismoshomolíticoscomoheteroliticos.

Las repercusioneshemodinámicasde la interacciónglutation-hemoglobinacomo

moléculashipotéticamentereguladorasdel metabolismointraeritrocitariodelNO esuna

cuestiónquesedesconoceen la actualidad.Nuestrotrabajoestádirigido a esclarecerlos
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efectoshemodinámicosdeestainteracción.La hipótesisbarajadapornuestrogrupoes

que los hematíescarecendel efectovasoconstrictorde la lib debidoa su contenidoen

glutationy a las reaccionesdetrasnitrosaciónqueseestablecenentrelalib y el GSH.

55



OBJETIVOS



OBJETI VOS

La sepsis,enfermedadquecausauna importantemortalidad,se caracterizapor

gravesalteracionesfundamentalmentehemodinámicasy metabólicascuyo origen no está

plenamentedilucidado.Por ello, esde especialinterésel conocimientode los complejos

mecanismosbioquímicosy fisiológicos quecausandichas alteraciones;así como lograr

métodosquepermitanmonitorizaradecuadamenteal pacientesépticoy obtenerterapias

máseficacesquelasexistentesenla actualidad.

Con la finalidad de profundizaren estaparceladel conocimientocientífico, el eje

central de este estudio es demostrarel papel de la interacción del NO con otras

moléculasfisiológicas, comola hemoglobinay los tioles de bajo pesomolecular, en la

fisiopatologíade loscambioscardiovascularesde la sepsis.

OBJETIVOS

:

Demostrar que la hemoglobinaproduce cambioshemodinámicossistémicos y

regionalesen la sepsis,consistentescon un efectocaptadordeNO circulante.

2.- Demostrarqueel glutationproducecambioshemodinámicosen la sepsisdebidosa la

reaccióndelos grupos—SH con el NO (formaciónde nitrosotioles).

3.- Demostrarque existeuna interacciónentre el glutation y la hemoglobinamediante

reaccionesde trasnitrosaciónen la sepsis.

4.- Demostrarque la liberaciónde NO en la sepsisinducelesióncelular; lo que se puede

probar mediante la identificación de cambios inmunohistoquimicos(detección de

nitrotirosinaen muestrasde tejido).

5.- Demostraren estemodeloquela sepsisaumentala producciónde nitrosotiolescomo

manifestacióndel aumentode la producciónde NO.
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HIPÓTESIS

:

HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 1

1. La hemoglobinaproduceefectoshemodinámicosen la sepsisdebidosa la captación

deNO.

HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 2

2. La captaciónde NO porla hemoglobinasucedeen los grupos—51-1 (presentesen los

residuosde cisteina),paraformarnitrosohemoglobina;por tanto,estainteracciónes

susceptiblede sufrir reaccionesde transnitrosacióncon otrostioles.

HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 3

3. El glutationreviertelos efectosvasoconstrictoresde la hemoglobina.

HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 4

4. La liberación de NO en la sepsisinduce daño celular que puedeser identificado

mediantela detecciónpor inmunohistoquimicade residuosde nitrotirosína.

HIPÓTESIS DEL OBJETIVO 5

5. El aumento de la formación de NO en la sepsis da lugar a una elevaciónde

nitrosotíoles
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MATERIAL Y METODOS

En esteestudiosehananalizadodostipos de modelosséptico,cadauno deellos

destinadoa demostrarun objetivo:

1. Modelode sepsisporcina:

- Permiterealizarun estudiocompletode la evolución séptica,especialmenteen

lo referenteala hemodinámicaregionaly parámetrosde perfUsiónregional.

- Estimaren estemodelolas variacionesque sufrenlosRSNOs.

- Medir el dañoproducidopor 0N00 en un modelo de sepsisaguda.

- Valorar la lib como resucitadordel shocky sus efectosen la hemodinámica

regional.

- Estudiarsi existenreaccionesde transnitrosaciónentrela lib y los grupostiol.

2. Modelodesepsisenhumanos:

Permitevalorarquévaloresadquierenlos niveles de RSNOsen la sepsishumanay

si dichosnivelesguardanrelaciónconel estadoclínico del enfermo.

Paraello sehandesarrolladolos modelosquea continuaciónsedescriben:

1. MODELO DE SEPSIS EXPERIMENTAL

El modelo consisteen la inducción de una situacion de sepsísmediante la

administraciónintravenosade un inóculo deE coli vivos en cerdosanestesiados.Esta

intervención induce los cambios hemodinámicos (vasodilatación sistémica,

vasoconstricciónpulmonar,hiporespuestaa agentesadrenérgicos,etc.),hematológicos

(leucopenia,trombopenia,hemoconcentración)y bioquímicos (acidosis metabólica,

incrementode la lactatemia...)característicosdel shockséptico.

A) Protocolo de estudio

El protocolosehadiseñadoparaestudiarlos cambioshemodinámicossistémicos

y regionalesasociadosa la sepsis,losefectosde la lib comomoléculacaptadoradeNO,

y evaluarel efectodel glutation comoposiblemoléculaquecompitecon la lib por el

NO. Porello, el estudiopuedeenglobarseen tresgrandesfasesconsecutivas:

10. Evolucióndela sepsis:bioquímica,hemodinámicae inmunohistoquimica.
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20. Análisis de los efectosdela Hb.
30 Efectoshemodinámicosdel GSH comomoléculapotencialmenterevertidora

de la acciónde la Hb.

La sepsisse induceen animalesanestesiadosmediantela administraciónpor vía

intravenosade un inóculo de E coil vivos (l0~ UFC/mL) inyectando 1,5 mL/kg en

infusión durante30’. Estadosisproducíacambioshemodinámicosy bioquímicos(ver

resultados)compatiblescon unasituaciónde shock séptico(hipotensión,disminución

de la resistenciavascular sistémica, aumento de la resistenciavascular pulmonar,

leucopenia,acidemia,hiperlactatemíaehipoxemia).En estosanimalesse manteníauna

FiO2=l, paraevitarel factor de confusiónde los efectosde la hipoxia (secundariaa la

lesiónpulmonarasociadaa la sepsis)sobrelas variablesestudiadas;y se infundía suero

salino al 0.9% (15 ml¡kg/h)durantetodo el experimento.

Una vez inducida la sepsis se observala evolucióndel animal durantecuatro

horasy posteriormentesellevana cabolas diferentesintervenciones:administraciónde

Hb y GSH. El procedimiento experimental seguido en este trabajo aparece

esquematizadoen la siguientefigura:

O —

5 5 5

o
z

III
hentoglohina

Gsn

boses Dosis Dosis
t~s media elle

infUsión
Ecolí

Fig M-i Esquemadel modeloexperimental

Las medidashemodinámicassehan hechoantes(t=0) y despuésde la infusión del

inóculo (t=30’), asícomoen las siguienteshorasde evoluciónposterioresala inducción

séptica: lh, 2h, 3h, 4h y Sh. Las pruebasbioquímicasy las medidasde RSNOsy

nitratosy nitritos sehan realizadoen estadobasal,a la horade la inducciónsépticay en

1
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la cuartahora de evolución. La pCO2~ se ha medido antesde la inducción sépticay

despuésde 1, 3 y 4 horasposterioresala inducción.

Las diferentesintervencionesexperimentalesen los animalesconsepsisse realizaban

a partir de la cuartahoradespuésde iniciar la infusión de E cvii. Los efectosde la Hb

eranmedidosa los 15’ de la infusión de cadaunade las dosisy los efectosdel glutation

eranmedidosal minutode su administracióny cada5’ duranteun periodode 15’.

Los animalessehanagrupadode la siguientemanera:

— GrupoA: 6 cerdoscontrol.

— Grupo B: 6 cerdoscontrol que recibíanhemoglobina(100; 200 y 400 mg. kgl.lfi

en infusióncontinua)seguidode bolo de lg de glutationreducido.

— Grupo C: 6 cerdossépticos.

— GrupoD: 6 cerdossépticosquerecibíanlas mismasdosisde hemoglobinaseguido

igualmentede un bolo de lg de glutationreducido.

— Grupo E: 6 cerdoscontrol a los que se les administrabaun bolo de lg de glutation

reducido.

— GrupoF: 6 cerdossépticosalos queseles administrabaun bolo de lg de glutation.

Adicionalmente, se ha realizado el análisis inmunohistoquimicopara determinar

nitrotirosinaen los siguientesgrupos:

- Grupo 0: 4 cerdoscontrol

- GrupoH: 3 cerdossépticos

- Grupo1: 4 cerdoscontroltratadosconHb

- GrupoJ: 4 cerdossépticostratadosconlib

Han sido estudiadoscerdosjóvenes(22 —27 kg de peso)que eran intubadospor

traqueostomiay conectadosaun respiradorvolumétricoconunafrecuenciarespiratoria

de 10 ciclos porminutoy un volumencorrientede 15 mL/kg.
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B) MONITORIZACIÓN

Los animales estabanmonitorizadosmedianteun catéter Swan-Ganzen la

arteriapulmonar(5F, Abbott Labs, North Chicago,USA) introducido a travésde la

venayugular internaderecha,que permitela monitorizaciónde las presionesarteriales

pulmonaresy del gastocardiaco;y un catetervenosoyugularpara la administraciónde

líquidosy la infusión de diazepam y morfina; un catéteren la arteriacarótidapara la

monitorizaciónde la presiónarterialy la obtenciónde muestrasde sangre.Las presiones

arterialessistémicay pulmonarsemonitorizabanmedianteun monitor Hewlett Packard.

La presióncapilar(deenclavamiento)pulmonarsemidió inflando el balóndel que está

provisto el catéterde Swan-Ganzcon 0,5 c.c. de aire hastaque la curvade registrode

presiónde la arteriapulmonarpierde su morfologíanormal, sufriendoun aplanamiento

hastavalorespor debajodel valor previo de la presióndiastólicaen la arteriapulmonar.

El gasto cardíaco se medía con un computador Oximetric 502/CO (Abbott

Laboratories,Illinois 60064,USA) mediantela técnicade termodilucióny cadamedida

se realizabapor triplicado, tomandola media como el valor adecuado.Los gases

arterialesy venosossemedianconun analizadorde gases(ABL 500 Radiometer).

Adicionalmenteserealizauna laparotomíay se identificandos asasdel intestino

delgado,correspondientesal yeyunoproximal y a] íleon dista], parala inserciónde dos

tonómetros(Tonometricsmc, Massachussettes,USA) que permitenla mediciónde la

pCO2 intramucosaintestinal,como indicador del estadode perfusión de la mucosa

intestinal.

Mediciones de fluio

:

Tras la identificaciónde las estructuraspertinentes,se sitúan sondasparamedir

el flujo medianteel efectodoppleren la venaporta (Flujo portal = Qp), y en la arteria

mesentéricasuperior(Flujo de la arteriamesentérica Qm).

En la pared de los dispositivos utilizados existe un cristal piezoeléctrico

diminuto que cuandorecibeenergíacon un aparatoelectrónicoadecuadotransmiteel

sonidoa unafrecuenciade variosmillonesde ciclos por segundo.Una partedel sonido
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lo reflejan los hematíesdel flujo, de tal forma que las ondas sonorasregresande la

sangreal cristal.Estasondastienenmenorfrecuenciaque la ondatransmitidaya quelos

glóbulos rojos se están separandodel cristal transmisor, éste es el llamado efecto

doppler. La onda transmitida se interrumpede forma intermitentey la reflejada es

recibida de nuevo en el cristal y amplificada considerablementepor el dispositivo

electrónico. El equipo permite medir la diferencia de frecuencia entre la onda

transmitiday la reflejada,calculándoseasí lavelocidadde flujo de sangre.

Vena
Cava jisicijor

k~rAáso

C) FÁRMACOS UTiLIZADOS

ANESTESIA

• INDUCCIÓN ANESTÉSICA:

- Ketaniina7-10mg/kg.

- Fentanilo5 gg¡kg.

- Pentotallmg/kg.

- Bromurodepancuroniolc.c./30’.

• MANTENIMIENTO:

- Diazepam0,lmg/kg/h.Morfina (10 mg/h).

- Bolos cada30’ de fentanilo2,5 .igfkg + Bromuro de pancuronio(lc.c./kg).

Eig M-2: Situaciónde los dispositivosmedidoresde flujo
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APORTEDEFLUIDOS:

- Suerosalino 0,9%:40 mL/kg/h

- Coloides:poligenina(Hemoce®)0,3 L/kg/h.

Además de la estabilización del animal, se han realizado intervenciones

farmacológicasque han consistidoen la administraciónintravenosaen infusión de una

solución de Hb, cuya preparaciónse detallaposteriormente,a las dosisde 100, 200 y

400 mg/kg/h. Posteriormente,los animalesrecibían lg de GSH (Sigma0-4251),San

Louis, Missuri,USA), disueltoen lOmL de suerosalino queseadministrabaenbolo por

vía intravenosa.

D) CÁLCULOS HEMODINÁMICOS

Las variables hemodinámicasderivadas se calcularonde acuerdo con las

siguientesfórmulas:

• Índice cardíacocorregido(IC) (mL.mintkg’) = gastocardíaco(mL/mm) ¡ peso

corporal(kg).

• Flujo portalcorregido<Qp) (mL.mi&’.kg’) = flujo portal (mL/niin) ¡pesocorporal

(kg).

• Flujo mesentéricocorregido (Qmes) (mL.min%kg’) ) = flujo mesentérico

(mL/mm)/ pesocorporal(kg).

• Resistenciavascular sistémica (RVS) (mmHg.min.kg.mL’) = [presiónarterial

media(mmHg) - presiónvenosacentral(mmHg)] ¡ IC (mL.min’.kg’).

• Resistenciavascular mesentéricaestimada(RVM) = presión arterial media

(mmlig) / flujo mesentéricocorregido(mL.mintkgi).

E) PREPARACIÓN del INÓCULO BACTERIANO

La cepa bacterianautilizada en este estudio para la obtención del inóculo

deseadoprocedede una muestraclínica analizadaen el “Laboratorio de Microbiología

del Hospital Universitariode Getafe” en la que seaisló como agenteinfeccioso una

cepadeEseherichiacoken cultivo puro.
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Periódicamentese realizan resiembrasen placas de Agar Sangre de dicho

microorganismo.El díaanterioral experimentoseinoculan lOOmL de mediode cultivo

líquido (extractode carne, aguade peptonay proteasa)con unasdos o tres colonias

bacterianasy seinoculandurante24ha370Cobteniéndoseunasuspensiónbacterianade

i08 UFC/mL. La concentraciónde E. Cali alcanzadapor el inóculo esconstantedebido

a que la concentraciónde nutrientes es constante, siendo dicha concentraciónde

nutrienteslo quelimita el crecimientobacterianohastaestevalor.

Dicha concentración bacteriana es confirmada mediante incubación de

dilucionesseriadasdel inóculo obtenidosembradasde forma cuantitativasobreplacas

de Agar Sangrelas cualesson incubadasbajo las mismascondicionesque el inóculo

inícial. Transcurridas24h se realiza el recuento correspondiente.Los resultados

confirmanla reproductibilidaddel 285, 286

Control del ináculo

:

Al estudiarel crecimientobacterianode E. coli en un medio de cultivo líquido,

se observancuatro fasesde desarrollo; variando la velocidad de multiplicación de

acuerdocon la siguientecurva:

.2n

.5
SA‘o

e
O
Ea>
E
c

‘o

Fig M-3: Curvadecrecimientodeun inóculodeE. coil

El inóculo comienzasu crecimientode modo exponencialtras un periodo de

latencia (Fig M-3). La población bacterianamantieneeste crecimientodurante un

tiempo que sehalla limitado por el agotamientode nutrientesdisponibles;tras el cual,

fase
estacionaria rase de muene

Tiempo
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las bacteriasentran en fase estacionaria. De esta forma, es posible estandarizarel

inóculo bacterianomanteniendoconstantela concentracióninicial de los nutrientesdel

medio de cultivo. Tras el agotamientode alguno de los nutrientescesael crecimiento
286

exponencialgenerándoseun inóculo constante

Conel fin de estimarla variabilidad del inóculo con el tiempo se ha llevado a

caboun control del crecimientobacteriano.Paraello, seha determinado(por duplicado)

la concentraciónmicrobiana en diferentes períodosde su desarrollo bacteriano. El

cálculo de dicha concentraciónse ha realizado mediante el recuento de colonias

bacterianastras8, 20, 22, 24 y 26h de incubación.

CONTROL DECRECIMIENTO DEL INÓCULO

loto -

lo’

L [comú
7]

Ou-

102 [i

o o 20 22 25 25

Tiempo (ho,ss)

Fig M-4: Curvadecrecimientodel inóculo utilizado.

Comopuedeobservarseen estosresultados,las bacteriassehallanen fase de

crecimientoestacionarioa partir del control de las 20h, lo que garantizala estabilidad

del inóculo en el momentode la infusión (24hdespuésdel comienzodel crecimiento).

Un cultivo microbiano en crecimiento equilibrado cumple que la velocidadde

aumentode bacteriasen un tiempo dadoesproporcionalal númeroo masade bacterias

presentesen esetiempo.La estabilidaden la biomasava acompañadade constanciaen
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las demáspropiedadesmediblesde la poblacióncomo proteínas,RINA, DNA y agua

intracelular.Comoseobservaen la siguientefigura (Fig. M-5), el númerode bacteriaso

masabacterianase mantieneen todos los inóculos y por lo tanto el contenido en

proteínasresponsablesde su acciónpatógenaesigual en los inóculosutilizados en el

experimento.Dicho de otro modo,estatécnicade preparaciónhaceposibleel reproducir

un inóculo constante.

ESTUDIO DE REPRODUCTIBILIDAD

1010

í a8

-I

E

LA.

1 ~6

í o4

~1a2

~t t e * t -u A e 1 1 *

* Alícuota1

• Alicuota 2

INOCULOS

FiQ M-5: Reoroductibilidaddel inóculo: todoslos inóculosestudiadosmanteníanunaconcentraciónconstante.

F) TÉCNICAS HEMATOLÓQIGAS

Medición de hemoalohina

:

Se ha determinadosu concentracióntanto en las solucionesde hemoglobina

empleadas;comoen el seguimientode la hemoglobinemiade los animalesestudiadosa

lo largo del transcursoexperimental.En amboscasosel procedimientoempleadoha

sidoun “métodomod~ficadadeCíanmetahemoglobina”.

Métodomodf/icadodeCianmetahemoglohina
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El métodode la cianmetahemoglobinaesel métodode referenciarecomendadopor la

ICSH (InternationalCommitteefor Standardizationin Haematology)287.Frentea otros

procedimientosposeeventajasfúndamentales:

1. Los tipos de hemoglobinapredominantes(hemoglobina,metahemoglobinay

carboxihemoglobina) son transformadas a cianmetahemoglobina

incluyéndoseasíen la medición.

2. Los estándaressecundariosestableshansido internacionalmentecomparados

y aprobadospor la WHO (World HealthOrganization)para serutilizadosen

la calibración.

3. La cianmetahemoglobinapresenta una banda de absorción amplia y

relativamenteplanaa 540 nm, lo que permitesumedidamediantediferentes
288

técnicas

Se requierela adiciónde un diluyentequecontiene:

— Cianidapotásicay ferricianidapotásica paraefectuarla conversiónde los diferentes

tiposde hemoglobinasa metahemoglobina

— Fosfato potásico dihidrogenadopara disminuir el pH y así acelerar la reacción

permitiendola lecturade la absorbanciaalos 3 minutos.

— Detergenteno iónico paraacelerarla lisis celular y reducir la turbidez debidoa la

precipitaciónde proteínas,queesporotra parteconsecuenciadelbajopH alcanzadopor

el fosfatopotásicodihidrogenado.

La solución obtenidaes medida espectrofotométricamentea una longitud de

onda de 540 nm utilizándose como blanco de referencia el propio diluyente. Es

convenienteque la onda de luz generadapor el instrumentosea verificada con una

escala de absorbancias de calibradores que consisten en soluciones de

cianmetahemoglobina.

Este método ha sido modificado para su aplicación en instrumentos

automatizadosque incluyen varios agentes lisantes y lecturas de absorbanciaen

peñadosde tiempos menos prolongados y a diferentes longitudes de onda. El

instrumentoutilizado ha sido un analizadorhematológicoCoulter Max (Miami Florida

USA).
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Interferencias:

Ciertascaracterísticaspatológicasde determinadasmuestraspuedenconducira

un errorde exactituden la estimaciónde la Hb:

• La presenciade sulfahemoglobinapuederepercutiren una infraestimaciónde la Hb.

Estetipo de Hb estápresenteen ifimadores, circunstanciacarentede sentido en una

hemoglobinade origenanimal.

• El método es sensiblea la presenciade turbidez provocadapor una leucocitosis

extremay a elevadasconcentracionesplasmáticaslipídicasy proteicas.Lasmuestrasen

las queha sidodeterminadalib en ningúncasosuperabanlos 40 xIO9WBC/L y tanto la

concentraciónde proteínasplasmáticascomola de triglicéridos, son sustancialmente

inferioresa las quecausaninteiferencia.

Recuento leucocitario

:

Se han realizadorecuentosleucocitariostanto en condicionesbasalescomo en

losperiodosde 1 y 4h posterioresala infusiónbacteriana.La existenciade leucocitosis

o por el contrario leucopeniaconstituyeuno los principalesparámetroshematológicos

diagnósticosde sepsis. El instrumento automático utilizado (Coulter-Max, Miami

Florida USA) realiza el recuento por medidas de impedancia con corriente

electromagnéticade baja frecuencia dependientesfundamentalmentedel volumen

celular y por desviaciónde radiacionesluminosasa l0-70~ cuando las células son

atravesadaspor una radiación láser que varía en función del tamaño,estructuray

reflectividadde la célula.
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G) DETERMINACIÓN DE S44ITROSOTIOLES

Los 5-nitrosotiolespresentanuna serie de propiedadesespectrofotométricas,.

quepermiten su medidapor espectrofotometríadirecta, ya que los derivadosde una

aminaterciariasimple presentanun coloraciónroja, los tionitritos terciariossonverdes

y los RSNOsproteicosson rojo-naranjaen el espectro11V-VIS. Sin embargo;éste

métodotiene dos inconvenientesimportantes:por una partecarecede sensibilidad,su

límite de detecciónoscilaaproximadamenteentre0.1-10mM y porotro lado, la luz que

emiteel espectofotómetropuedepromoverla descomposiciónfotolítica de los RSNOs.

Debidoa estaseriede inconvenientes,seha desarrolladoel “método deSaville”

que en un principio tité pensadopara determinar tioles y que posteriormentefUe

adaptadoparala determinaciónde RSNOs.Esun métodoaltamentesensiblecuyo limite

de detecciónoscila entre 1,0- 0,5 hM. En solucionesacuosaspuede llegar a detectar

concentraciones0,2 ¡.tM289. La exactitud del método varía dependiendode la

concentracionesde nitrosotiolesa las quese estétrabajando.Saville cifra la exactitud

del método para una concentración de 0,2 gM en un 10%, mientras que para

concentraciones10 iiM esta variabilidad es tan solo de 2-3% y para concentraciones

40¡tM la exactitudoscilaentreun 1-2%.

Fundamento

2RSNO+ Hg2~ —* Hg(RS»+ 2NO~ (1)

NO~ + Ar-NH
2 -> Ar-N2~ + H20 (2)

A? + Ar-N2~ -* Ar-N=N-Ar’. (3)

Como semuestraen las expresionesanteriores,la reaccióntienelugaren dospasos:

(1).- En un primer lugar, el grupoNO~ se desplazade los grupostiol mediante

reacciónconel ión mercurio.Estahidrólisisextremadamenterápidapuedeserexplicada

asumiendoqueestoscationesmetálicos,poseenaltaafinidadpor los sulfurosformando

una rápida y reversiblecoordinacióncon los 5-nitrosotiolesparaformar un complejo,

que permite que la lábil unión N-S sea entoncesaltamentesusceptibleal ataque

nucleofilico delas moléculasde agua:
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(2).-Bajo condicionesacídicas(HCL 0,5 mM ), el grupo NO~ reaccionacon

sulfanilamida(Ar-NH2).

(3)-Enun segundopaso,la sal de diazonio(queseformade modoequivalentea

los tionitritos) es acomplejadacon una amina aromática,N-(1-naftil)-etilendiamina

(Ar’) paraformarun intensocolor quesemide a 540 nm.

NHJ-1804 + + i%O
NH4SO3NH2 (1)

Hg~
RSNO-~HONO

(2)
Afl4H2HX

(ArN~N)~X +H20

La formaciónde sal de diazonio(2) esprácticamenteexclusivay muchomásrápidaque

la vía alternativa(1)289.

Reactivos:

SoluciónA: sulfanilamida1% en solución0,5 M HCl.

SoluciónB: la mismasoluciónA ala que sele añadeHgCI2 0,2%.

SoluciónC: solución0,02%de (N-(l-naftil)-etilendiaminadicloruroen HCl 0,5 M.

Tratamiento de la muestra:

Las muestrasextraídasen tubos vacutainercongel separadorerancentrifugadas

inmediatamentea 4000 rpm durante4 mm y eranprocesadasinmediatamente.

Se han hechopruebascon muestrasplasmáticasempleando EDTA-K~ como

anticoagulantecon el fin de prolongar la t1¡2 de los RSNOs, ya que éstosse ven

afectadosde maneramuy importantepor la presenciade metales,especialmentede

iones Cu
2~, que son queladospor el EDTA. Sin embargo,se observóque el EDIA

2+

reaccionabacon los componentesde la solución B, probablementequelandoHg y
formando un complejo coloreadoque absorbea la misma longitud de onda lo que

onginaunainterferenciaimportanteparala determinaciónde RSNOspor estemétodo.

También se han realizadomedicionesen plasmautilizando heparmnade litio como

anticoagulante.Sin embargo,no pudo ser aplicado por la apariciónde importantes
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interferenciaspor turbidez a pesarde que el plasmaera procesadoy separadodel

paquetede hematíesinmediatamente

Procedimiento:

Setomaun volumendemuestraquepuedeoscilarentre50 ¡.¿L y 1 mL al que se

le añadeun volumen equivalentede la solución A. Igualmente,se añadeun volumen

equivalentede soluciónB para el mismo volumen de muestra.Las dos mezclasse

dejanreaccionardurante5 minutosconel fin de quesecompletela formaciónde la sal

dediazonioy posteriormentese añadeun volumenequivalentede la soluciónC en cada

unade lasmezclas.Esto serealizaen todoslos puntosdemedida.

Cuandose añadela solución C se desarrollauna coloraciónque tiene lugar

debido a la formación del complejo azoico. El desarrollo del color es rápido,

generalmentese completaentre 3 y 5 minutos no aumentandosu intensidaden un

periododetiempoprolongado.Despuésde 8 minutosserealizanlas medicionesfrentea

un blanco de aguadestilada.Las medidasespectrofotométricasse han realizadoa una

longitud de onda de S4Onm en un espectrofotómetro(Hitachi U-2000 Nalca Warks

—modelo 121-0003— Tokio, Japón).La absorbanciadebidaa los RSNOssecuantifíca

mediante la diferencia de absorbanciade la mezcla con solución A menos la

absorbanciade mezclacon soluciónB.

Linealidad
Se ha comprobadoel comportamientolineal de este método, empleandopara

ello solucionesacuosascon concentracionescrecientesde nitrosoglutation(GSNO)

comoejemplodeRSNO.
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LINEALID AD; patronesacuososde GSNO

-4

[t!ibcuotL¿J

HgM 6: estudiodelinealidaddela reacciónde Savilleensolucionesacuosas de GSNO.

Así mismo se ha comprobadoque estareacciónse comportaigualmentede

forma lineal cuandola matriz empleadasonsueroshumanos.Para ello seha utilizado

un pooí de suerosde sujetossanosprocesados72h despuésde su extraccióncon el fin

de que se completela degradaciónde los posiblesRSNOsexistentesy seha añadido

cantidadescrecientesde GSNO.

LINEALIDAD: sueroshumanos+ patrón interno

o

r = 0,99
R2= 0,98015

5 10 15 20 25 30

Fis M 7: Estudiodelinealidadde la reacción
(RSNOs) ¡xM

deSavilleensueroshumanos+ OSNO.

Abs
3,5

3

2,5

2

1.5

0,5

o

.0,5

*

o 50 100 150 200 250

[GSNO uSMl

0,3

0,25

Abs
0,2

0,15

0,1

0,05

o

e
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Patrón interno

La determinaciónde RSNOsrequiereuna sensibilidadelevadadebidoa que las

concentracionesplasmáticasdeRSNOssondelordengmolar.Con el fin de incrementar

la sensibilidadseha utilizado un patróninterno.

El patrón interno (PI) es una solución acuosa de GSNO 5OgM (SIGMA-

N4148). Lat1¡2del GSNO en soluciónacuosaa pH 7,4 y 37
0C esdel ordende 159 h290.

Con el fin de aumentarsuestabilidadlas solucionesde GSNO se preparabanen medio

ácido (HCI 0,5 M) y se conservabanen alícuotas a -70a>C duranteun periodo no

superiora 2 semanas.Estassolucionessehan preservadode la luz en todo momento

paraevitarsu fotodescomposición.

El PI seañadeal volumende muestrade tal forma queseobtengauna seriede

concentracionescrecientes. La concentraciónde la muestra se calcula mediante

extrapolaciónde la recta obtenidasobre el eje de abscisascomo puedeverseen el

siguienteejemplo:

Cálculo de la concentración de una muestra

0,03

0,025

0,02

Abs 0,015

0,01

0,005

o

-0,005

Fig. M 8: Ejemplodel

0 2 4
RSNOs (gM]

cálculodela concentracióndeunamuestra.

r=0.9905
R20.9811
a=O.01 13
b=01J024

-4 -2 6

75



MATERIAL Y MÉTODOS

H) DETERMINACION DE NITRATOS Y NITRITOS

Se ha empleadoun analizadorNitric Oxide Analyzer NOATM 280 (Síevers

Instruments.BoulderUSA) que utiliza como señalla quimioluminiscenciaque genera

la reaccióndeNO conozono.El fUndamentodel métodoesel siguiente:

Reacción de auimiolum¡niscencia: NO + 03

La emisiónde luz que acompañala reacciónde ozono y oxigeno con gases

comoel NO, NO2, CO y 502 estádescritadesdelos añosseseinta
291.Seencontróqueel

oxigenoreaccionabacon todosestosgasesmientrasque el 03 reaccionabade manera

más eficaz con NO. Estas son las bases de la selectividad del ensayo de

quimioluminiscenciaparaladeterminacióndeNO. La reaccióndeNO con 03 lleva a la

formación de dióxido de nitrógeno,parte del cual se encontraráen estadoexcitado

(NO
2)291:

NO+03—>NO2

En estadoexcitado,los electronesson inestablesy disipanenergíapararecuperar

su original estadode estabilidad.El excesode energíadel N02* haceque tiendaa la

estabilizaciónpor la interaccióncon otrasmoléculasde gas(M) o la liberacióncomo

fotón:

N02* —> NO2 + hv

NO;+M -*N02+ M

La luz emitidaseencuentradentrodel espectroinfrarrojo (—‘ 640-3000nm) con

un pico de intensidada -4100 nm. Los fotomultiplicadoresempleadosparadetectarla

luz emitida, sonsensiblessolo paralongitudesde ondapor encimade 900 nm. Aunque

la sumade luz emitidapor la reacciónNO + 03 estáen el rangoaúnde 600-900nm es

suficiente para hacerdel ensayo de quimioluminiscenciauno de los métodosmás

sensiblesdisponible parala medidade NO.
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La reacción de quimioluminiscenciaes rápiday tiene lugar a una baja energía

de activación292. A diferenciadel NO, otrosóxidos de nitrógenocomo el dióxido de

nitrógeno,reaccionanmáslentamentey requierenunaenergíade activaciónmayor292.

Consecuentementelas señalesproducidaspor NO no seafectanpor NO
2, aúncuando

ésteseencuentreaconcentracioneselevadas
293.

En 1970, Fontijin, Sabadell y Ronco utilizaron estosprincipios teóricos para
293construirel primer analizadorde quimioluminiscenciaaplicablea la medidade NO

Ellos demostraronque la luz emitida era linealmenteproporcionalal contenidode NO

de la muestraen un amplio rango y queésteno erainterferidoporNO
2, CO2,CO, C204,

NH3, So2O H20
293.

Analizador de puimioluminiscencia

:

El esquemade funcionamientode estosinstrumentossesintetizaen el siguiente

esquema:

MUESTRA

emitida

Fig M 9: fimdamento básico del analizador de quin,ioluminiseencia

Consiste en una cubeta de reacción donde tiene lugar la reacción de

quimioluminiscencia,un detectorque mide la luz emitida y un integradorde señales.

Debido a las especialescaracterísticasde la reacciónNO + 03 se requierenalgunos

requisitosadicionales:

• Folomuláplicador:

Como el N0
2 emite una luz infrarroja relativamentedébil, el detectorde elección

para la reacciónNO + 03 es un fotomultiplicador, debido a su sensibilidada niveles

bajosde luz en el espectroinfrarrojo. En el fotomultiplicador, los fotonesgolpeanuna

superficiefotosensibley el impactolibera electronesque sonaceleradosporun campo

eléctricoaunasuperficiesensiblea los electrones.Cadaimpactodeun electróncausala

emisión de varios electronesdesdeel primer dínodo hastael segundo.Este paso es

eléotñca
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repetidovariasvecesy finalmentelos electronessonatraídoshaciael elementoterminal

cargadoeléctricamente,el ánodo. La amplificación de esta cascadaes del orden de

millones de electronesal ánodo por cada electrón emitido desde la superficie

fotosensible294.

Además de su elevada sensibilidad, otra ventaja del fotomultiplicador frente al

detectorde luz convencional es la estabilidadde la corrientede fondo. A pesarde

ello, existenfactoresquepuedenalterarlocomo la temperatura,la luz y el voltajede las

condicionesbasales.

• Temperatura:

La corrientede fondodel fotomultiplicadoresfUertementedependientedela T8,

seduplicapor cada100 C que seincrementela El’ 294 Parareducirdichomido de fondo

esteanalizadorde quimioluminiscenciaestáequipadoconun sistemade enfriamiento

quemantienela T8 del fotomultiplicadora-200C.

• Vacío:

Es esencialparael correctofuncionamientode la técnicaque semantengauna

presiónreducida de 1-15mniHg debidoalo siguiente:

- Evacúalos gasesque puedenabsorberenergíade especiesexcitadasde NO
2’,

dandocomoresultadomásmoléculasdeNO2’ queemitenluz.

- El vacio estabiliza el NO eliminando oxígeno. El oxígeno rápidamente

convierteelNO aNO2 quenoproduceluz medibleencontactocon el ozono
293.

- El gradientede presiónsirve como fuerzaque conducela muestraa la cubeta

de reacción.

• Flujo degas:

Paraobtenerresultadosóptimos, tanto el flujo de muestracomo el de gasde

ozono debeser constante294.El flujo de gas a través del generadorde ozono se fija

medianteel uso de un compresor,aire más seco que aire ambiental295. El ozonoes
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aportadoen exceso,por lo que su consumopor la reaccióncon el NO esdespreciable.

El flujo de inyección de muestra puede influir, por lo que cada una de la

determinacionesse realizabaporduplicado con el fin de confirmar que esteefectono

teníalugar.

• Integración de la señal:

El instrumentodispone de un contadorde fotones integradoen el cual el usuario

puededefinir los intervalosde tiempo. Estaintegraciónpermitemedir la intensidadde

la señal.El cálculoserealizaconsiderandolas áreasbajo la curva.

Esauema del analizador de puimioluminiscencia

:

Fin M 10: Escuema del analizador de pusnuolun,m,soencsa Los nitratos y nitritos reaccionan ccti el ozono y la setial

quimioluminiscente que se emite esintegrada por una computadora que calaña la concentración a través de las áreas de los picos

obtenidos. PMT: fotomultiplicador, IR: infrarrojo

Eliminación

Válvula

mwce ion

de n~uestra

Medidor de flujo

(opcional)

anhjento

Filtro dc IR
Mrt

Computadora para
miegar la señal
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Anlicación tiara muestras liquidas

:

A temperaturaambienteel NO tiene un coeficiente de partición 20. Esto

significaque en un sistemaque contieneambos,gasy fluido, existeunaproporciónde

gas 20 vecessuperiora la de líquido. Consecuentemente,cuando un especimende

fluido corporal (no sometidain vivo al contactocon la fase gaseosa)es introducidoen

un sistemaen el queel gaspredominasobreel líquido y esaspiradoen el analizadorde

quimioluminiscencia,el NO que contienela muestraescapaala fasegaseosamediante

aceleraciónde la especielíquida con un flujo constantede un gasinerte(ennuestrocaso

el N2). El flujo de gasse mantieneconstanteen unvalor — 8-10 mL/mm medianteuna

válvulareguladora,lo quepermiteobtenerresultadosóptimos.

La muestrasometidaa un agentereductor a pH ácido, los NOj y seconvierten

en NO
296. El procesoglobalque tienelugar, seresumeen la siguienteecuación:

NOj+2H> +¿ -*NO+H
20

En condicionesmás drásticasde reducción, no solo los nitritos sufren esta

reacciónsino quetambiénlos nitratos.

NO3+4H~+3¿ ->NO+H20

Paraalcanzarestascondicionesse ha utilizado como agentereductortricloruro

de Vanadio III. A temperaturaelevada(90
0C), el vanadio es capaz de reducir N0

3,

permitiendoladeterminaciónconjuntade estasespecies.

El cálculo de las concentracionesserealizaa travésde una recta de calibrado

realizadacon solucionesacuosasde concentracionesconocidasde nitritos y nitratos.

Debido a la linealidad de la técnica, podemosobtenervalores de concentraciones

medianteextrapolaciónendicharectade calibrado.

La medidade nitratos y nitritos por quimioluminiscenciaes probablementeel

métodomássensibledisponibleen la actualidad
296.Lasseñalesno sevenafectadaspor

nitro y nitrosocompuestos2~. LaNM-nitro-L-arginina y los nitrosotioles también

producenseñalesquimioluminiscentescon los reactivosempleadospara los nitratosy
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nitritos297. Por lo tanto, medianteestátécnicaesposible evaluartodos los productos

finalesde laproduccióndeNO.

1) OTRAS DETERMINACIONES BIOQUIMICAS -__________________

Ademásde la medidade nitratos,nitritos y nitrosotiolesserealizaronuna serie

de determinacionesde caráctergeneral con el fin de monitorizar los cambios

bioquímicosproducidosporla sepsis.

Las pruebasbioquímicascuyosmétodosanalíticossedescribena continuación

han sido realizadas en un autoanalizadorautomático Hitachi 747 (Boebringer

Mannheim),con la excepcióndel lactato que seha realizadoen un analizadorCobas

Íntegra (Roche-Suiza):

Urato: Se ha medido ácido úrico sérico como parámetro,junto con urea y

creatinina,queseelevaen casode fallo renaly acidosismetabólica.El testempleado

esun métodocolorimétricoenzimático298con el siguientefundamento:
uricasa

urato+ 2H
20+02 —* alantoina+ CO2+ H202

POD

H202+ TBHB* + 4-amínofenazona—* colorantede quinonimina+ 2 H,O + Hbr

AIan¡na-am¡notransferasa(ALT): Parámetro especifico de lesión hepática. El

métodoutilizado ha sido el “Método standardoptimado”de la DeutscheGesellschaft

ifir KlinischeChemie
299cuyo fUndamentoesel siguiente:

a-cetoglutarato+ L-alaninaS4TL-glutamato+ piruvato

Piruvato+ NADH + ~ LDH lactato+ NAD~

• Aspartatoanilnotransíerasa(AST): Susnivelesplasmáticosaumentanen caso

de fallo hepático, oclusión vascular mesentéricay otras alteraciones de origen

extrahepático.El métodoutilizado parasu determinaciónha sido el “Método standard

optimado” de la DeutscheGesellschaftflir KlinischeChemie299cuyo fundamentoesel

siguiente:

AST

a-cetoglutarato+ L-aspaitato <-* L-glutamato+ oxalacetato

Oxalacetato+ NADH + H~ ‘~Wltmaíato+ NAD~
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Tambiénesdeutilidad paraestimarel tipo de lesión hepáticael cocienteAST/ALT ya

que éste se incrementa en caso de colestasis intrahepática y desciende en la

extrahepática.

• Bilirrubina Directa(BD): Indicadorde lesiónhepatobiliarfundamentalmente

de tipo obstructivo. Se ha utilizado el métodode Jendrassit0que se basa en la

formaciónde un coloranteazoicoquetienelugarcuandola bilirrubina directareacciona

conácidosulfanílicodiazotado.

• Bilirrubina Total (BT): Es igualmenteun indicador de lesión hepatobiliar. Un

incrementopronunciadode BT sin queéstede acompañede un aumentoparalelodeBD

es indicativo de alteración hepatocelularmás que de obstrucciónextrahepática.El

métodoempleadoha sido el métodoDPD para la determinaciónde bilirrubina total30’

en el cual la bilirrubina total se copula con un compuestode diazonio a la

correspondienteazobilirrubina.Con un detergenteselibera labilirrubina indirecta.

• Calcio: Para determinar el calcio se ha utilizado el método o-cresofiakína-

complexonct2que seflindamentaen la formaciónde un complejovioletacuyamáxima

absorciónocurre auna longitud de ondade S4ónm.,cuandoel calcio reaccionacon o-

cresofialeina-complexonaen soluciónalcalina.

• Creatinina: Sus niveles aumentan en caso de fallo renal agudo,

alteraciónque puedeproducirseen casosgravesde shocksépticoy en síndromede fallo

multiorgánico. Se ha medido por el método de Jaifé mod4ficado, cinético sin

desproteinización segúnel cual la creatininaformaun complejocoloreadoconácido

pícrico y semidela velocidaddedesarrollodel color aunalongitud de ondade 505 nm

como punto de máxima absorcióny a 570 nm en el que apareceotro máximo de

absorbanciasecundario.

• Fósforoinorgánico: Aumentasu concentraciónséricaen alteracionesde tipo

isquémico,si seelevaporenzimadel25% del nivel basalpuedeser indicativo de lesión

intestinal aguda, fallo renal agudo y acidosismetabólica.El método empleadoes la

“reacción de molibdato” ~ basadoenla formacióndeun complejo de fosfomolibdato

de amonioensoluciónácida.
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• Glucosa: El métodoempleadoesel denominado como “hexocinasalGúP-DH”305

basadoen la medidadel cambiode absorbanciadebidoalas reaccionesacopladas:

HK
Glucosa+ ATP —* G6P+ ADP

43.6PDH

061>+ NADP —* gluconato-6-P+ NADPH +

• Lry-Glutamiitransferasa(yGT): Indicador no especifico de colestasis.El test

empleadomide laactividadenzimáticamediantela siguienteracción306:
Y-GT

L-y-Glutamil-3-carbaxi-4-nitroanilida+ glicilglina —* L-y-Glutamilglicilglicina + 5-
amino-2-nitrobenzoato

• Lactato plasmático: Indicador de hipoxia tisular. El método empleadoes una

modificacióndel métododeMarbachy Weil307 cuyo fundamentoesel siguiente:
LDI-I

L-lactato+ NAD -> Piruvato+ NADH (ir)

La absorbanciadel NADH esproporcionalal lactatoexistenteen la muestra.

• Lactatodesbidrogenasa(LOR): Sehautilizado el “método standaroptimado” de

laDeutscheGesellschaftfiAr KlinischeChemie308basadoen el siguienteequilibrio:

LOH
Piruvato+ NAUN + ir c~ lactato+ NAD~

• Triglicéridos(TG): La hipertrigliceridemia es una de las características

metabólicasde la sepsisdebido a la importantedemandaenergéticaque implica

movilización de grasas.Se determinamediantehidrólisis enzimáticade los TO y

posterior deteccióndel subsiguienteglicerol formado(reaccióncolorimétrica)309:

lipasa
TO + 3H

20 —* glicerol + 3RCOOH
GK

glicerol + ATP —+ glicerol-3-fosfato+ ADP
GPO

glicerol-3-fosfato+ O?—÷dihidroxiacetona-fbstko+ H202
peroxidasa

H202+4-aminofenazona+4-clorofenol--*4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona+2H20+ HCl

• Urea: Esteparámetrosealteraen múltiplespatologíasentrelas quedestacanlas

alteracioneshepáticasy renales.El métodoempleadoesel descritoporNeumann
310que

se basaen el principio esquematizadoacontinuación:
ureasa

Urea+ H
20 —4~ 2N1{4~ + CO2

OLDH
2 a-cetoglutarato+2NH< +2NADH -* 2 L-glutamato+ 2NAD

4 + H
20
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J) AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE HEMOGLOB¡NA~

Se extrae sangre arterial procedentedel ventrículo izquierdo en animales

anestesiadosutilizando citratocomo anticoagulante.Seaislael paquetedehematíespor

centrifugacióna 800g durante10 mm y se lavacon suerofisiológico; esteprocesode

centrifugadoy lavadoserealiza tres vecesconsecutivas.Posteriormentelos hematíes

son lisados adicionandoagua desionizadaen una proporción 4 veces superior al

volumendel paqueteeritrocitario. Inmediatamente,la hemoglobinasepurifica mediante

supasoatravésde columnasSephadexG-25253.Puestoquela soluciónde hemoglobina

resultanteeshipotónica, seañadesolución saturadade cloruro sódico hastaobtener

isotonicidad. Las medidas de osmolaridad se realizan por medida del descenso

crioscópico en un analizador 3M0 micro-osmometer Advanced-Instruments,

Massachusetts,USA.

Puestoque la mayorpartede las reaccionesde transnitrosilacióndel equilibrio

del glutationcon la SNOHb tienen lugar predominantementecon SNO-Hb(Fem)más

que con SNO-Hb(Feu);es importantela determinacióndel tipo de lib administrada.

Paraello, sehautilizado unCoximetroSynthesis25, InstrumentationLaboratory,Cidra,

PuertoRico.

K) ESTUDIO INMUNOHISTOQU¡MICO

La técnicautilizadapermitevisualizaren tejidos fijadosen parafinala presencia

denitrotirosina,lo quepermiteestimarla toxicidadtisular mediadaporONOOI

Fundamentodela técnica

:

La nitrotirosina tisular (antigeno=Ag)se une específicamenteal anticuerpo

primario anticuerpo antinitrotirosina (Upstate Biotecnology, Antinitrotyrosine

polyclonal: 06-284).Una vez producidala unión, el anticuerposecundarioseune al

anticuerpoprimario por una zona diferentea la que fija el antígeno.Esteanticuerpo

secundarioes afin al complejo biotina-estreptavidina-peroxidasa,de tal forma que al
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añadirun coloranteen su estadoreducido (incoloro) éstese oxida produciendouna

coloraciónde color marrón-pardo.

Cromógeno
Oxidado
(Marrón)

Biotina H20+1/2 02

Estreptavidina Cromógenoñ Peroxidasa Reducido
(incoloro)

H2Q
Fig M 11: Esquemadel fundamentodelmétodoinmunobistoquímico.Ag =antígeno,Ac 1~z~
anticuerpopnmano,Ac 20=anticuerposecundario.

Procedimiento

:

Sehantomadomuestrasde:

• Segmentode intestinodelgado.

• Biopsiade pulmónderecho.

• Biopsiade hígado.

• Biopsia de riñón derecho.

Todaslas muestrasfueronfijadasen formaldehídoal 5% y la inclusiónserealizó

en parafina;posteriormenteserealizaroncortesde 4 micrasde espesor.

Antesde procedera la tinción inmunohistoquimicase hanrealizadopruebascon

la finalidad de hallar la concentraciónde anticuerpoprimario óptima. Estaspruebasse

han realizadocomparandodiferentesconcentracionesde anticuerpocon muestrasde

tejido obtenidas al comienzo del experimento sometiéndolasa concentraciones

decrecienteshasta que el resultado friera negativo. Una vez halladas dichas

concentraciones,las muestrasde cadauno de los tejidos junto con los controles

negativoshan sido procesadastodasa la vez, con el fin de evitarheterogeneidaden la

tinción.
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Las muestrasse han desparafinadomedianteinmersionessucesivasdel tejido en

xileno. El procedimiento inmunohistoquimico se ha realizado en un analizador

automáticoTechMateHorizon, DAKO, Lii. Biosystemsquerealizalos procesosde:

10. Hidratación.

20. Bloqueode peroxidadasendógenas.
30, Incubaciónpreviaconsueronormal.

40 Incubacióncon el anticuerpoprimario.

?. Incubaciónconanticuerposecundario.

60. Aplicacióndel complejoAvidina-Biotina.

70 Tincióncon cromógeno.

Una vez realizadala técnica, las muestrasde tejido han sido observadascon un

microscopioóptico. Pararealizarcomparacionesen el gradode tinción de los diferentes

grupos, se han establecidopreviamenteuna serie de criterios para cadauno de los

tejidosquesedetallarána continuación.

Simultáneamente,se ha realizado un estudio histológico utilizando la tinción

hematoxilina-eosinaparavalorar alteracioneshistológicas.

Criteriosparaevaluarelgradode tinción y lesión tisular:

• Intestino:

EvaluaciónhistolóQica

:

O Mucosanormal.

1 = Vacuolasen el espaciosubepitelialen lapuntade las vellosidades.

II = Espaciosubepitelialqueafectaal25%de la vellosidad.

III = Espaciosubepitelialqueafectaal 50%de la vellosidad.

IV = Espaciosubepitelialqueafectaal 75%dela vellosidad.

y Vellosidaddenudada.

VI = Afectacióndevellosidadesy criptas.

VII = Afectacióndetodala mucosa,

VIII = Afectacióndetodala pared.
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Nitrotirosína

:

O = No Unción.

1 = unciónlevey/o focalen citoplasma.

2 = Tinción moderadaen todo el citoplasma.

3 = Tinción severaentodo el citoplasma.

El estudioseharealizadoen:

- 50 célulasganglionaresde los plexossubmucososy mioentéricos.

- Epitelio de revestimientosuperficial o de las criptas en 5 vellosidades

intersticiales.

- Célulasmuscularesde lacapamuscularde las arterias.

- Endotelioenlos capilares.

Todoslos resultadosobtenidosse hanexpresadoen tanto por 3, con el fin de poder

establecercomparacionesentrelos diferentestiposcelulares.

• Pulmón:

Seha evaluado:

- Contenidoalveolar: presenciade leucocitospolimorfonucleares,hematíes,

histocitosy existenciade edema.

- Tabiques alveolares: dilatación capilar, presencia de edema y células

inflamatorias.

La graduaciónha sido: O = no lesión,1 = lesiónleve, II = lesiónmoderada,III = lesión

severa.

• Hígado:

Evaluaciónhistológica

:

- Congestión:dilataciónsinusoidaly devenacentral: O = no lesión,1 = lesión

leve,II = lesiónmoderada,III = lesiónsevera.

- Presenciade polimorfonucleares:O no presencia,1 = cantidadpequeña,1W

cantidadmoderada.

- Necrosisdel hepatocito: O = no necrosis,1 = necrosisfocal, II = necrosis

moderada,III = necrosissevera.

- Presenciade trombos: O = no existen,1 escasos(de 1-3 vasos), II =

moderados(de 4-6vasos),III = severo(másde 7 vasos).
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La graduaciónha sido: O = no lesión, 1 = lesiónleve, II = lesiónmoderada,III = lesión

severa.

Nitrotirosina

:

Seha estudiadola tinción en hepatocitosy célulasepitelialesde los conductos,las

células de Kupffer, las células muscularesde los vasosy las células inflamatorias.La

valoración de la positividad ha sido: O = no tinción, 1 = tinción leve, II = tinción

moderada,III = tinción severa.

• Riñón

Sehanvaloradolas lesionesen glomérulos,túbulosdel intersticioy vasos

1) ANÁLISIS ESTADÍSTICO ______

El estudioestadísticoempleadoesun análisisde la varianza(ANOVA) paraun

modelodemedidasrepetidasdeacuerdocon un modelocon un factorintraserie(ej: las

tres dosis de lib) y dos factoresentre series: tratamientocon Hb (incluyendo dos

niveles: tratados-notratados)y sepsisincluyendodosniveles(sepsis-no sepsis).

- Hiyótesisnula: las muestrasestudiadaspresentanigualdadde mediasparala variable

dependiente.

- Estadísticode contraste:Seha utilizado el “estadísticoF” como criterio diferenciador

entrelos grupos.Si el valorp asociadoal estadísticode contrasteesmenorquea se ha

rechazadolahipótesisnulacon un nivel de significacióna.

- Nivel de significacióna: p=O,05 para las diferenciassignificativasy NS paralas no

significativas.

La diferencia entre los gruposse ha confirmadomediantela pruebade t de

Studentparadatosno pareadoscon la pruebade correccióndeBonferroni.

El test de Fisher se ha utilizado para determinar qué punto particular difería

significativamentedel valorbasalenmedidasrepetidasANOVA.
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2. MODELO CIJNICO DE SEPSIS GRAVE Y SHOCI< SÉPTICO

En el estudioclínico seestima la validez de los nivelesde nitrosotiolescomo

parámetropotencialmenteútil paramonitorizarpacientessépticosen los cualese] NO y

sus productosderivadosson mediadoresresponsablesdel deteriorohemodinámicoy

celular. Sehanestudiadopacientescon diferentegradode evoluciónsépticaatendiendo

acriteriostantohemodinámicos,hematológicosy bioquímicos.

A. Pacientesy criteriosde inclusión

• SEPSIS:12 enfermosafectadosde sepsisquecumplíanlos criteriosde presenciade

un foco infeccioso conocido(por ejemplo: neumonía,peritonitis, etc.) así como la

constataciónde tres de los siguientes signos: taquicardia (>90 latidos/mm en

ausencia de bloqueo beta-adrenérgico),taquipnea (>20 respiraciones/mm o

necesidadde ventilación mecánica),fiebre o hipotermia (temperatura>38,30 o

<35.60), leucocitosiso leucopenia(>16000células/mm3o <4000células/mm3).La

calificación de “grave” viene determinadapor la presenciade al menosuno de los

siguientescriterios de perfusióninadecuadade órganos:relaciónPaO
2/FiO2<280

(sin otraenfermedadpulmonaro cardíacaque lo explique), oliguria (<0,5 ml/kg.hr

duranteal menos1 hora),o hiperlactatemia(>2 minol¡L).

• SHOCK SÉPTICO: 15 enfermos afectadosde shock séptico. Estos enfermos

reuníanlos criteriosparaeldiagnósticode sepsisgravedefinidospreviamente,junto

con la existenciade shock circulatorio caracterizadopor presiónarterial sistólica

<90 mm Hg, o 40 mm Hg por debajo del valor basal que no respondíaa la

administraciónde líquidosy precisabantratamientocon agentespresores.

• SROCK CARDIOGENICO: 3 enfermosafectadosde shockcardiogénicoen los

que el origende shockcirculatoriono erainfeccioso.

• GRUPOCONTROL: 14 sujetossanos.
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B. Protocolodeestudioen la sepsiscl¡nica

En todos los enfermosse determinabanlos nivelesde nitrosotiolesen el momento

del ingreso o bien cuandoéstoseran diagnosticadosde sepsiso shocksépticoen la

Unidadde CuidadosIntensivos.

En el momentode la toma de muestrapara la determinaciónde RSNOs,se

realizabaun estudiohemodinámicoque incluía la medidade la PAM, la PAP y el IC.

Igualmentese realizabaun estudiode disflinción de órganosparael cual seestablecían

los siguientescriterios:

- Disfunciónpulmonar:pOjFiO2 <200

- Disflinción hepática:bilirrubina total > 2 mg/dL.

- Disfuncióngastrointestinal:no toleranciaa la nutrición parenteral.

- Distbnciónhematológica:

a) Tiempode protrombina<50%

b) Tiempode cefalina>50 sg.

c) Número deplaquetas:< 100.000plaquetas/gL.
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RESULTADOS

Como seha comentadoen apartadosprevios, en esteexperimentose han realizado

medidasde diversosparámetros,con la finalidad de estudiarel comportamientode la

sepsis,fundamentalmenteen aspectoscomo la producciónde NO y el desarrollo de

acidosisintramucosa;la acciónde la Hb como potencialresucitadordel shocky el QSH

comomoléculaque interaccionacon el NO y la Hb. Por ello, los resultadosobtenidos

puedenenglobarseen cinco grandesbloques cadauno de ellos correspondientea los

objetivosfundamentalesde esteestudio:

• Cambiosproducidosporla sepsis:

- Efectoshemodinámicos.

- Cambiosbioquimícos.

- Estimadoresde laproduccióndeNO.

• El dañotisular mediadopor0N00 en la sepsis

• Efectosde laHb frentearesucitaciónfluidica convencional.

- Valoraciónde la lesióntisular generadaporla lib

• Efecto dosis-respuestade la lib.

• Repercusiónvascularde la interacciónHb-GSHencuantoafinidadporel NO.

1. EFECTOSDE LA SEPSIS

El diseñode nuestroexperimentotienecomo uno de sus objetivos el reproducirun

estadode sepsis,de tal forma que se cumplan los criterios diagnósticosexpuestosen el

apanadode la introducción. Para ello se ha realizado un estudio hemodinémico,

bioquímico y hematológicode las alteracionesproducidas. Además de los criterios

diagnósticos,se han valorado otros aspectosde relevanciaen la patologíasépticaque

tienen relación directa con la finalidad de este estudio como son: la estimaciónde la

producciónde NO, la valoracióndel dañomediadopor0N00 y la acidosisintramucosa.

1.1) EVOLUCiÓN HEMODINÁMIGA DE LA SEPS1S

A) FRECUENCIA CARDIACA (FC)

Durante el tiempo en el que transcurreel experimentose observa un cambio
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significativo en la evolución en los valoresmediosde FC (Tiempo: p = 0,003). Como

puedeobservarseen la figura, la sepsisprovocaun incrementosignificativo de la FC

(Tiempo * sepsis:p<O,OOOl). La diferenciaobservadaen el comportamientodel grupo

sépticocon respectoal control es significativa en la tercerahora de la evolución (p =

0,0419).

EVOLUCIÓNDE LA FRECUENCIACARDIACA

160

E

o

II

140

120

loo
Q CONTROL
o

FogRl Cambios Que exoorima,ta la FC durante la evoluejónséntien: Se observaque la FC sufre un ineremento
en elgrupo séptieoB

E) PRESIÓN ARTERIAL MEDIA (PAM)

La PAM experimentacambiossignificativosdurantelas cuatrohorasde evolución

(Tiempo:p<O,000I).La variaciónquetienelugaren el gruposépticoessignificativamente

diferentede la del grupocontrol(Tiempo * sepsis:p < 0,0001). En el gruposépticotiene

lugar un intensoy progresivodescensode PAM, siendo máximo en la cuartahora. La

diferenciacon respectoal grupo control es significativa a partir una hora posteriora la

inducciónde la sepsis(hora 1: p=O,04)y se mantieneestadiferenciasignificativa durante

las horasposterioresde evolución.

0 0.5 1 2 3 4

Tiempo (horas)
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EVOLUCIÓN de la PRESIÓN ARTERIAL MEDIA

Fig Rl: Cambiosqueex~edmatala PAM durante la evolución séntica: Se observaquela

significativo (~) a, elgrupo séptico]apartir de la primerahora de evolución.

PAM sufre un desemso

C) PRESIÓN ARTERIAL PULMONAR (PAP)

Al igual que sucedecon la PAM, duranteel desarrollodel modelo experimentalse

producenmodificacionessignificativas de la PAP (p’tO,OOOl). En el grupo séptico se

producencambiosque difierensignificativamentedel grupocontrol, enel cual los valores

mediosde PAP semantienenconstantes.Al comienzodel experimentoel grupo séptico

presentaunamediade PAP de 20 8 + 605 mml-Ig que seincrementabruscamentea 41,47

+ 12,4 mmiHg durante la infusión del inóculo <hora 0,5: p<O,OOOl). Este importante

aumentono se mantieneen esosvaloresunavez finalizadala infusiónbacteriana,sino que

despuésde una hora la PAP desciende,a pesarde lo cual presentaunos valoresmedios

significativamentesuperiores(ver anexoestadístico)a los correspondientesen el grupo

control. En las tres últimas horas del transcurso del proceso séptico se observa un

incrementoprogresivode la PAP.

Ile

lío

100

E
E

90

80

70

80

50

O CONTROL

SEPSIS

o 0.5 1 2 4

Tiempo (horas)
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PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR

*

*
*

1

*

3

*

o CONTROL
O SEPSIE

42

Tiempo (horas)

Fig RS: Cambios Que experimente la PA?durante la evolución sú,tica: Seobservaquela PM sufreun

importante incremento en el momentode la infusión séptica(hora 0,5) y semantiene en valores
significativamente superiores (*) oi el grupo séptico].

O) INDICE CARDIACO (IC)

En nuestro modelo experimentalla sepsis no induce alteracionessignificativas

sobrelos valoresmediosde IC (Tiempo * sepsis:p NS).

EVOLUCIÓN del INDICE CARDIACO
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NgR’4: Cambiosmac experimaxta la IC durante la evolución sá,tica: Seobservaque cliC no sufre cambios

signifleativos en la sepsisEl
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E) RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA (RVS)

La RVS experimentacambiossignificativos a lo largo del experimento Como

podemosobservaren la figura, el comportamientoquesufre la RVS en e] gruposéptico

difiere sustancialmentede la del grupo control (Tiempo sepsis: p = 0,01). En el grupo

sépticoinicialmenteseobservauna ciertatendenciaaunqueno significativaal incremento

de la RVS coincidentecon el momento de la infusión bacteriana.Posteriormente,se

produceun descenso significativo de la RVS que se mantienehasta el final del

experimento,siendosignificativaslas diferenciascon respectoal grupocontrolen la hora2

y 3 de evolucion.

RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA

3

1
Ee

2,5

2

1.5

.5

o

E
SE PSIS

Tiaopo (horas>I

Fig RS: Cambios queexperimente la RVM durante la evolución séptica: Seobservaquela RVM desciendeen la

sq,sisEl siendosignificativas las diferencias () durante las horas 2 y 3 de evolución.

F) FLUJO MESENTÉRICO (Qmes)

La sepsisproduceuna intensadisminucióndel Qmes(Tiempo*sepsis:p = 0,0001).

Estadiferenciacon respectoal grupo control comienzaa manifestarsedesdeel momento

de la infusión bacteriana(hora 0,5 p = 0,001) y el descensoseacentúaprogresivamentea

lo largodel procesoséptico.Comopuedeobservarseen la figura, durantelashoras1,2,3 y

4 de evolución,las diferenciasentreambosgruposson estadísticamentesignificativas(ver

anexo estadístico).Es decir, el Qmes comienzaa descenderdesdeque se producela

0,5 1 2
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infusión del inóculo.

EVOLUCIÓNDEL FLUJO MESENTÉRICO

11

10 —

00

9-

-3
E

8—

7—

5—

A

1~

o

1
*

0.5

*

*

2

Fig Ra Cambios Que exnerimentael Ornes durante la evoluciónséetiea: Se observaqueel Qmesdesciendede

manera significativa (*) desdeel momentode la inducción de la sepsis[(0,5 horas).

G) FLUJO PORTAL (Qp)

De forma análogaa lo que sucedecon el Qmes,la sepsisproduceun descenso

significativo del Qp (Tiempo * sepsis: p==O,OOO1). Estadiferenciacon respectoal grupo

control es significativa apartir del momentode la infUsión bacteriana(ver significaciones

en el anexoestadistico).En elgruposépticoseproduceun descensoen el Qp de 16 12 +

2,04mL/mm/kg a9,3 ±2,2 mL/mm/kg en el momentofinal deltranscursode la sepsis.

*
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*

43
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EVOLUCIÓN del FlUJO PORTAL

1~
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Fig R7: Cambios queexperimon elOp durante la evolución séntica: Seobservaqueel Oj~ desciendede manera

significativa (*) desdeeí momentode la inducción de la sepsis[(0,5 horas).

G> DISTRIBUCIÓN DE FLUJO MESENTÉRICO (% respecto al flujo total)

La proporciónde flujo total quecorrespondeala arteriamesentéricasufrea lo largo

delperiodosépticovariacionescasi significativas(tiempo * sepsis:pO,056).En la figura

podemosobservarque a lo largodel desarrollosépticoen los que existendiferenciasen la

ratioQmes/Qtotal.

EVOLUCIÓN de la DISTRIBUCIÓN del FLUJO MESENTÉRICO

20

‘a
¾
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EJ ssps¡o

Fig R8: Cambios que exnerimenta la ratio On,es/Ototaldurante la evoluciónséptica: La ratio Qmes/Qtotal

experimenta cambiospróximos a la significacióndurante la sepais[j.
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M> DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL (% respecto al flujo total>

La proporciónde flujo total que correspondea la venaportano sufrea lo largodel

periodosépticovariacionessignificativas(tiempo * sepsis:p = NS).

EVOLUCIÓNDEL %QP

35

o/o
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SEPSIS

Fig 119: cambios Que experimente la ratio Oo/Ototal durante la evoluciónséptica: Se observaquela rato

Qp/Qtotal experionentacambios significativos durante la sepoisfl

1> RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA

La RVM experimentacambiossignificativosdurantela evolución(Tiempo * RVM:

p = 0,0001). En el grupo sépticose observa inicialmente un incrementode la RVM

coincidentecon el momentode la infusiónbacteriana(0,5horas)alcanzandovalores1,68

+ 1,3 mmHg/mL/min*kg y posteriormentese produce un descensoimportante hasta

valores de 1,26 + 04 mnlHg/mL/min*kg quesemantienenhastael final delexperimento.

0,5 1 2 3

Tiempo (horas)
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RESISTENCIA MESENTÉRICA

U CONTROL

EJ

Fig RIO: Cambiosque experimenta la rutio RVM durante la evoluciónséptica: Seobservaque la evoluciónde la

sq,sis[difiere de la del grupo control fl. En el primer per odo de evQlucIQn seincremmtn y despuésdesciende.

Los efectoshemodinámicosprovocadospor la sepsispuedensintetizarseen lo siguiente:

27,5

2$

o,

~ 22,5

E
~ 20
1’
~ 17.5

E
E ~

12,5

10

7,5

5
0 0.5 1 2

Tiempo <horas)

PERFIL MEMODINÁMICO DE ESTE MODELO DE SEPSIS:

• Incrementodela FC.

• Descensode JaPAM.

• Incrementode la PAP.

• Mantenimientodel IC.

• Incrementoinicial de la RVS con descensoen lasúltimashoras.

• Descensopronunciadode Qmesy Qp.

• Alteración en la distribuciónde Qp.

• Incrementoinicial de laRVM con descensoen lasúltimashoras.
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1.2) CAMBIOS BIOQIJJMICOS EN LA SEPSIS

A)pH
La acidosises una de las alteracionesmás relevantesen el enfermo séptico.En

nuestromodelo se ha monitorizadoel pH en estadobasaly despuésde una, tres y cuatro

horasdel inicio del estímuloséptico.El pH medio inicial en el grupo control ha sido de

7,41 + 0 05 y en el grupo séptico 7,41 + 0 02. A lo largo de las cuatro horasdel

experimentose observaunadiferenciasignificativa en la evolución (Tiempo: pCO,O001).

Esta evolución es significativamentediferenteen el caso del grupo séptico(Tiempo *

sepsis:p<O,OOOi), dondeseobservaun descensodel pH medio de 7,41 + 0 0] al comienzo

delexperimentohasta7 13 + 0 03 en lacuartahora.

pHarteriel

pH
7.5

7,4 —

7.3 —

7.2 —

7,1 —

Co’ TROj.

SEPSIS

Fia Rl 1: Cambiosque experimenteelpH ajierial durante la evoluciónséntica: Se observaque elpH desciendeen

la sepsis(.); siendosignificativa la diferencia (4) con respetoal gnhpo control (1]) a partir de la primera hora.

B) LACTATEMIA

Al comienzodel experimentoel grupocontrol presentabanunosvaloresmediosde

1,95 + 04 mmol/L y el grupo séptico 1,8 + 0 2 mmol/L. Seobservauna variaciónde la

lactatemiaa lo largo de las cuatrohorasdel experimento(Tiempo:pc0,0001).En el grupo

sépticoestaevolución es significativamentediferentea la del grupo control (Tiempo *

sepsis:p<O,OOOi),de tal forma quela lactatemiamediafinal en el grupocontrolesde 1,87

pH; ~O.OOÚ,

pH • Hpsi.: ~rO,OOO3

2 3 4

Tiempo (hons)

lo’
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+ 0,45 mmol/L mientrasque en el grupo sépticoesde 4 4 + 1,2. Estadiferenciaentre el

grupocontrol y el sépticoessignificativa en la tercera(p=O,02)y cuartahora(p<O,OOO1)

del experimento.

LACTATEMIA

6—

5.5—.

5—

4.5 —

4—

3.5—

3—

2,5 —

2...

1,5,....

Leer p<O.OO5

Latí • sejieis; p<O.OOI

o
tiempo (horas)

Fia 1112: Cambios que experimentela [adatemiadurante la evolución séptica:Seobservaque seincremente en la

sepsis(.); siendosignificativa la diferencia (4) con respedoal grupo control (D) a pastir de la primera hora.

C) TRIGLICERIDEMIA

Se ha observadouna diferenciasignificativa en las concentracionesde 10 en el

transcursodel experimento(Tiempo: p~O.OOO2).El gruposépticopresentaun incremento

signifcativo de la trigliceridemia con respectoal grupo control (Tiempo * sepsis:

p=O,OOl1). Las concentracionesmediasbasalesdel grupocontroly sépticoson 26 6 + 7 3

mg/dL y 20 16 + 5 8 mg/dL respectivamente.Despuésde cuatrohorasde evolución la

concentraciónséricaen el grupocontrolfue de 27,5 + 12 7 mg/dL mientrasqueen el grupo

sépticoascendióa 37,75 + 8 49 mg/dL. Estadiferenciaentreambosgruposessignificativa

a lahorauno de evolución(p=O,O37)y en la horacuatro(p=O,013).

3 4
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TRJGLKEWDEML’~

*

TG seais: noeI

- - CONTROL

•

Fig Ri3: Cambios que experimenta la tri2liceridemia durante la evoluctónséptica: Se observaque seinerementa

en la sepsis(.), soeo,dosígnmficatova la diferencia (*) con respectoal grupo control ([II) col la cuarta hora.

D> GLUCEMIA

No se observancambiossignificativos en la glucemia durante la evolución del

experimento(Tiempo: p NS). Tampocoexistediferenciasignificativaen la evoluciónde la

glucemiaentreel grupocontrol y el gruposéptico(Tiempo * sepsis:p NS).

GLUCEMIA

p NS

*hJ&etISN:pNS

—9 .1..

,

170—

150-
E —

130-

110—

90-

70 —

50-

30
o 2

CONTROL

~ EFESIO

3

trepe (une)

Fis R14: Cambios caeexperimenta la olucemia durante la evolución séptica: No seobservan incrementos

significativos os la scpsis (.).
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O CREAJiNINA

La creatininaséricaaumentade formasignificativaa lo largodel experimentoen el

grupo séptico(Tiempo * sepsis:p=0,0095).El incrementoque seproducees de 063 +

0,08 mg/dL al inicio del experimentoa 0 68 + 0 09 mg/dL al final, mientrasque en el

grupocontrolseproduceun descensode 0,68 + 0 08 mg/dL a 0 65 + 0 09 mg/dL.

CREATININA SÉRICA

0,5 —

0.75—
E

0,7 —

0,65 —

0,6 —

0,55 —

0 2 3 4

Ileupo ÚiflS)

g) URATO

Los nivelesde concentraciónséricadeuratosufrenunavariaciónsignificativa a lo

largodel tiempode transcursodel experimento(Tiempo: p<O,OOOl).En elgruposépticoel

urato aumenta significativamentecon respecto al grupo control (Tiempo * sepsis:

pcO,OOO1). Esta diferenciaentre el grupocontrol frente al sépticoes significativa en la

cuartahorade evolución(pO,OO2).
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cOÑTRo.

t ~~~~~

f) UREA

La ureano varía significativamenteal lo largo de la evolucióndel experimento(p

NS). No seobservandiferenciassignificativasen la evoluciónde la ureaen función de la

presenciao no de sepsis(p = 0,08). La urea basal en el grupo control fue de 17 + 2 1

mg/dL evolucionandoa 15 5 + 1,7 mg/dL al final de la evolución.En el gruposépticoel

cambioqueseproduceesde 17,0 + 27 a 169+ 1 9 mg/dL.

UREA

g> PROTEÍNAS TOTALES (P~

Durantela evolucióndel experimentola concentraciónde proteínastotalesséricas

URATO

*
0,25

mgl dL 0.23

0,17

O,’,

0,13

0,I

0,08

0,05

0.03

0
2 3

Tiempo (loores)

UREA: o NS
TJRaA fiepee pNS

m~dl,

20

le

‘2

CONTROL

OFF13 lO

T¡wvo)horas)
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sufrenun descensosignificativo (p < 0,0001). Como puedeobservarseen la figura, la

variaciónen ambosgruposocurrede un modo similar; en efecto,la interacciónevolución *

sepsisno essignificativa (p = 0,51). Las concentraciones halladas en el grupo control al

inicio del experimentofUeron de 3,99 + 1 05 mg/dL que descendierona 3,16 + 0 50

mg/dL. En el gruposépticolos valoreshalladosen el momentobasalfueron de 3 18 + 0 5

mg/dL quevariarona2 48 + 0 24 mg/dL en lahoracuatrode evolución.

PROTEíNAS SÉRICAS TOTALES ALBÚMINA SÉRICA

PT: p<O.QOI

PT e sepejo: NS

o

O 2 3

Tiempo <horco)

2 .3-

2~

le.

le-

‘4.

l.3

te—

e e

AIb: p<O.OOI

AIh * oepsio: NS

h>ALBOMINA

Deunaformasimilar a lo quesucedeen lavariaciónque sufrenlasproteínastotales

a lo largo de la evolución, la concentración de albúmina sérica disminuye

significativamentedurante el tiempo de desarrollodel experimento(p<O,OOO1). Esta

variación ocurre de forma análogaen ambos grupos(Tiempo * sepsis: p = NS). La

albúminabasalen el grupocontrolfue de 1 59 + 0 5 mg/dL quecambiaa 1 24 + 0,4 mg/dL

al final del experimento.En el grupo sépticoel cambio que seproduceesde 1 34 + 0 6

mg/dL al comienzo del experimentoa 1 0 + 0 4 mg/dL despuésde cuatro horas de

evoluciónséptica.

1) BILIRRUBINA TOTAL (BT)

La bilirrubina total sufrealteracionesen el transcursodelexperimento(Tiempo: p <

5,5—

5—

— 4.5—
O-

4—

3,5—

3—

3.5 —

-(½ CONTROL

SE PS lO

4 O 2 3

Tiempo <horas)

4
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0,0001). La evolución que seobservano se diferenciaestadísticamentesignificativa en

función de la presenciade sepsiso no (Tiempo * sepsis: p = NS). Las concentraciones

halladasen el grupocontrol al inicio del experimentofueronde 0 2 + 0,06 mg/dL que se

incrementarona 0,293 + 0 1 mg/dL. En el grupo séptico los valores hallados en el

momentobasalfueron de 0 2 + 0,03 mg/dL que variarona 0 33 + O 08 mg/dL en la hora

cuatrodeevolución.

B$I.IRRU RINA TOTAL RILIRRUBINA DIRECTA

0.25—

0.2—

u.’’—

0.5—

1 2 a

ps (torteO

1) BILIRRUBINA DIRECTA (BD)

La bilirrubina sufrevariaciónsignificativaa lo largo del transcursodel experimento

(Tiempo: p = 0,003). En el grupo séptico el incremento que se produce es

significativamentediferente al del grupo control (Tiempo * sepsis: p = 0,006). La

concentraciónmediade bilirrubinadirectaen el grupocontrol en el momentobasalesde

0,13 + 004 mg/dL que comopuedeapreciarseen la figura apenassufrevariación siendo

la concentraciónen el momentofinal de 0 14 + 0,03 mg/dL. Sin embargo,en el grupo

sépticola variaciónesde 0 12 + 0,05mg/dL a 0,19 + 009mg/dL.

L) y GLUTAMILTRANSFERASA <y-GT)

La y-GT experimentavariación significativa a lo largo del experimento(p =

0.4 —

0.05 —

0.3 —

nao —

O.’, —

0.1

015: p—O.
0O3

BU ~psis: p=O.O0c

2 a 4

Tiempo (horas)
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0,0004). La y-Uf experimentavariaciónsignificativaen la sepsis(p = 0,0004). A lo largo

del procesosépticoseproduceunavariaciónde 12 9 + 116 Uit hastauna actividadfinal

de2l 4+72U/L.

1-aannl Tramlerasa

25—

24—

22—

20—

18

le —

14 —

12 —

o

743U p

4~l

Fin R20: Cambios a’ la adividad de v-OT durante la sensis: En el grupo séptico (.), se observa un

incremento significativo.

M> LACTATODESÍ-IIDROGENASA (LDH)

La actividadde laLDH sufreun incrementosignificativo durantela sepsis(Tiempo

* sepsis: p = 0,009), pasandode unos valores de 668 ±183,5 Uit al comienzodel

experimento,hastaun valor de 903 ±412 Uit a las cuatrohoras.Como puedeobservarse

en la figura R23, apesarde que la variabilidadinterindividuales importante,los cambios

quese producenson significativos.

2 3 4

108



RESULTADOS

LDH

13~

1200
D

1100

Icen

900

$00

700

600

500

400

300

Tiempo <litas)

Fin R21~Cambios os 1. actividad de 1.011 durante la sevsis:En el grupo séptico (.) se observa un

incremento significativo.

N) ASPARTATOAMINOTRANSFERASA (AS’P

El enzimaAST incrementade formaimportantesu actividaddurantela sepsís(AST

* sepsis:p = 0,0001). Como puedeobservarseen la figura la actividad de la AST se

incrementade unvalor mediode23 4 + 4 ‘7 Uit al inicio delexperimentohastaun valor de

45,5 + 12 19 Uit al final de éste.

AST

*2 —

20 —

01.55,

Fie 1122: Cambios en la adividad de 48T durante la sensis: Se observan cambios significativos en el

comportamiento del grupo séptico (.).

LDH: p—O.Ol 2

LDH “,“‘ir
000’

ASTI PESOS’

AST..p.i.: p<e.ooI
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Ñ> FOSFATASA ALCALINA

La sepsisinduceun incrementosignificativo en la actividadde la fosfatasaalcalina

sérica(Fosfatasaalcalina * sepsis: p=O,OOOI). Esta tendenciaal incrementocomienzaa

manifestarsedesdelas fasesinicialesde la sepsis.

FOSFATASAALCALINA

ssoJ
-4

335

310.

2*5.

2*0.

236

210 -

485.

2 3 4

(Son:)

Fig R23: Cambios en la actividad de fosfatas. alcalina durante la sensis: Se observan cambios

significativosen el comportamientodel grupo séptico(.).

O> FOSFATEMIA

En el procesoséptico se observaun importanteincrementode la concentración

séricade fosfato(Tiempo * sepsis:p <0,0001). Como se observaen la figura la fosfatemia

varíaen el gruposépticodesdeun valor inicial de 5,2 ±0,5 mmol/dLhastaunvalor final de

7,7 ±0,3 mmol/dL.Mientrasqueen el grupocontrolno seobservanvariaciones.

FOSFA TEUIA

8,5—

8—

8 7,5—
E

7—

8,5..

e—

Sa —

5—

— . CONTROL

OFPOIO

¶ieapo (b 01 8 8)

Fia R24: Cambios en la fosfatemia durante la sensis:En el grupo séptico(.), seobservaun incremento

a lo largo de la evolución,que sehacesignificativo () en la hora cuatro.

Posean4coIrna
0 sopoR: pTO,tSOl

1

pi pEo.001
p.•.p,i.i poo.ooj
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P> CALCEMIA

A lo largo de la evolución del experimentono seobservancambiossignificativos

en la calcemiano existiendo diferenciassignificativasen el comportamientodel grupo

controly del gruposéptico.

CALCEM lA

O~:iepNO

4- 00005

Tiempo 5ors,)

Fia 1125: Cambios aI la caloemia durante la seusis: No se observan cambios significativos en el

comportamientodel grupo séptico(.),

Q> IÓN SODIO

La sepsisproduceun incrementosignificativo de la concentraciónséricadel ión

Na~ (Na~ * sepsis:p = 0,019). Comopuedeobservarseen la figura, en el grupocontrol la

concentraciónde Na~ se mantieneconstantedurante las cuatro horas de evolución,

mientrasqueen el gruposépticoseobservaun incrementosignificativoen lacuartahora.

Na~

150-

1
148-

140

138-

04?; p-423210

w

0 1

— — CE*JTROL

.4,.

<Son.)

Fin 1126: Cambios en el ión sodio durante la seosis: seobservaun incremento significativo () a’ el

grupo séptico(.).
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R> ION CLORURO

De forma análogaalo observadoen la variaciónde la concentraciónséricadel ión

Na~, la concentraciónde ión cloruro experimentaun incrementosignificativo en la sepsis

(CF * sepsis:p=0,OOO4).Esteincrementodifiere estadísticamenterespectoal grupocontrol

en la horacuatrode la evoluciónde ]a sepsís.

Cl

122
E

Fu, 1127: Cambios a’

—~ EF FF000

o 1 2 2 4
li..o Son,)

la crmncaitracion saica de ión clonno durante la . seusis: se observa un

incremento significativo (*) en elgn.poséptico(.).

5> ION POTASIO

La sepsisincrementade forma significativa la concentraciónde ión potasio(K~ *

sepsis: p=O,OOO4). Se produceun aumentode una concentraciónmediabasalde 2 78 +

0,25 mmol/L hastaunaconcentraciónfinal de 3 7 + 0,7mmol/L en lacuartahora.

4.20

1
3I75

3,5—

3,nt

3—

2,75~

— L. CONTROL

o~OO

o o o

Fia 1128: Cambios en la concentraciónsa’ca de potasio durante la seosis:seobservaun incremento

significativo (*) en el grupo séptico(.)

OIT plisO

O ~
4.j~of5o4

a

0; PoF.FOOI

IC~ ~K p-o~

1~
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T) LEUCOCITEMIA (WBC)

En nuestromodelo séptico se produce un importantedescensodel número de

leucocitos/nt en la circulación sistémíca(WBC * sepsis: p<O,O0O1). Como puede

observarseen la figura, la leucopeniatiene lugarya en la fase másprecozde la sepsis,a

partirde laprimerahoraposteriora la inducciónséptica.

LBJcx3alRM

le

le

14

12

lo
— CONTROL

e ~«:0<0000 4- F~NS
o — pEOoRl

e

4

0 1

Fia 1119: Cambios al número de leucocitos circulantes <W/BC~ durante la salsis: se observa un

incremento significativo (*) u, el grupo séptico(•7).

U) INDICADOR BIOQUÍMICO DE MIPOPERFUSIÓN REGIONAL: pCO2¡ - pCOia (ApCO2).

Seha medidola pCO2ontraluminal en dossegmentosintestinalesdiferentes:el yeyuno

proximal y el íleon distal. En ambos segmentosse observaque la sepsisproduce un

aumentosignificativo del incrementoPCO2inÚaluminal - pCO2arterial (ApCO2 * sepsis:p<O,OOl

en ambos segmentos).En el tramo proxímal se produceuna variación de 10 03 + 3 7

mmHg al inicio del experimentohastaun valor de 43 7 + 7,4 mmHg en la hora cuatro.

Sin embargo,como puedeobservarseen la figura RIO, el comportamientode ambos

segmentosesdiferente.Al comienzodel experimento,el íleon distal partede unosvalores

mediosde ApCO2 superioresa los del yeyunoproximal (la diferenciaesestadisticamente

significativa: p = 0,004). Tambiénesdiferentela evolucióndel segmentoproximal a la del

yeyunodistal ya que en el fragmentodistal el ApCO2 a comienzaa incrementarsea partir

de la hora tres (siendo estadísticamentesignificativa la diferenciacon respectoal grupo

control).Porel contrarioen el tramoproximalestadiferenciaessignificativaa partir de la

2 3 4

T~a,ioo Oso.)
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cuartahora. Por lo tanto,el ApCOi se manifiestade maneramásprecozen el íleon distal

que en el duodenoproximal. Además,el incrementoque tiene lugar en el íleon distal es

cuantitativamentemás importante (diferencia significativa: p = 0,05), que el que se

produceen el fragmentoproximal.

pCO2i•pCO2a

YEYUNO PROXIMAt 5L!ON DSSTAL

OF — , —.

~o —~ 1 ;~: : p<(lQ(l

1 — 1 P00aff M00011 PG0m • iopais; p<O.OOl

70 70 —
¡ 00 oF

O

<O — OF

lo ,— 4<

aO — a)

20 20

0 2 3 4 0 0 2 3 4

Ti*ooopo Ostros> Titibpo <hotos)

Ejaura R30.- Variacióndel incrementonCO~~.-~ ~(ApCO~
Valores de incremento de pCO, a ¡o largo de la evolución séptica,en estado basal (tiempo=O) y después de 1, 3 y 4
horas posteriores a la inducción de la sepsis en ambos tramos intestinales.

*: diferencia estadisticames,tesignificativa con respectoal grupo control.
•: grupo séptico
E grupo control

V) PARÁMETROS ESTIMADORES DE LA PRODUCCIÓN DE Oxino NiTRICO~

1.- RSNOs

Las concentracionesbasalesmediasde RSNOshalladasen los cerdosestudiados

hansido de 115 + 07 gM en el grupocontrol y 1 33 + 0 57 pM en el grupo séptico.La

evoluciónquesufreesteparámetroa lo largodel experimentodifiere significativamenteen

presenciade sepsis (RSNOs * sepsis: p<O,OOOl). La sepsis produce un importante

incrementode la concentraciónséricade nitrosotiolesllegándosea alcanzara las cuatro

horasde evoluciónunaconcentraciónmediade 4,47 + 0 7 uM, esdecir másde tres veces

la concentracióninicial. Como seobservaen la figura esteincrementono seproduceen la
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faseinicial de la sepsis.

RSNO’s

R5NO’s: p.crO,O0O1

RSNO’s • Sepsis: p<O,OOOI

— CONTROL

—.•-- SEPSIS

Hg. 3!: VariacióndeRSNOsdurante¡asepsis.

2.• NITRATOS Y NITRITOS.

En este modelo de sepsís no se produce un incremento significativo de la

concentraciónde nitratos y nitritos, si bien seobservaciertatendenciaal incrementoen la

cuartahora.

NITRATOS Y NITRITOS

Nitratos y nitriteo; p NS

Nitritos y montos
0selais p NS
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Hg. 32:Variacióndenitratosy nitritos durantela sepsis.
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Los cambiosbioquímicosy hematológicosqueseproducenen la sepsisseresumen

en el siguientecuadro?

CAMBIOS BIOQUÍMICOS Y HEMATOLÓGICOS

Las alteracionesbioquímicasy hematológicaspuedensintetizarseen lo

siguiente:

• Indicadoresde caráctermetabólico:4- pH arterial,4’ lactato,4’ TG, 4’ urato, sín

cambiosen laglucemía.

• Indicadoresde funciónrenal: 4’ urato,sin cambiosen la creatininay enurea.

• Marcadoreshepáticos:4’ BT, 4’ BD, ty-UGT, 4’ LDH, 4’ AS]?.

• Leucopeniasevera.

• Otros: 4’ ión fosfato,4’ Nat 4’cí, 4’ Kt4’ fosfatasaalcalina.

Indicadoresdealteracionesde tipo regional:

• 4’ ApCO2 en yeyunoproximal y íleon distal, siendomáspronunciadoy precoz

en el ileon distal.

Indicadoresde laproduccióndeNO:

• 4’ RSNOsa las cuatrohorasde la inducciónséptica.
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2. EFECTOS HEMODINÁMICOS DE LA HEMOGLOBINA

Para conocerlas accionesde la Hb se ha estudiadoel efecto que ésta produce

mediantela comparaciónde los parámetroshemodinámicosentreaquellosanimalesque

recibían la infusión de Hb y aquellosque no la recibíantanto en el caso de animales

control como en los sépticos.Las medidashemodinámicasse realizanen la cuartahorade

evolución (justo antes del comienzo de la infusión, representadoen las figuras como

“previo”) y 45 minutosdespués(45). De estaforma podemosasegurarque los efectos

observadosno se debena la evolución de la sepsis en ese tiempo. En un apartado

posterior,“relacióndosis-respuestade la Hb”, seestudiarála diferenciaentreel efectode

laHb en el grupocontroly sépticoparalas diferentesdosisadministradas.

A) Acción de la 1-Ib sobre la FRECUENCIA CARDIACA

La Hb no producecambiosen laFC (Tiempo * Hb: p NS) y esteefectono difiere

en funciónde lapresenciade sepsiso no (Tiempo * sepsis* Hb: p NS) (ConsultarAnexo).

El grupocontrol que no recibeNt presentaunafrecuenciacardiacapreviade 134 6 + 72

latidos/mm quea los 45’ esde 138 8 + 7 6 latidos/mm;el querecibeHb partíade unaFC

mediade 127 8 + 18 2 latidos/mm que despuésde la Hb es de 122,6 + 36 6 latidos/mm.

Aunqueel efectoglobal de laHb no essignificativo, en la gráfica podemosobservarquela

Hb produce,tantoen el grupocontrolcomoen el séptico,cierto descensode la FC.

Efecto de la Hb sobre la FRECUENCIA CARDIACA
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Fia 1133: Acción de la Hb sobre la FC: la Mb (gris oscuro)no produce cambios significativosen la PC frente al gnlpo no tratado (gris
claro). Los efectoscomparadoshan sido la FC antesde la administración de Hb <previo) frente a la existentedespuésde 45’.
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SE PS ¡8

B) Acción de la Mb sobre la PRESIÓN ARTERIAL MEDIA

La Hb produceun intensoefectohipertensor(tiempo * lib: p<O,OOOl). En el grupo

control la PAM se incrementade 118±5,8 mm.Hg a 126,8 + 13 2 mmHg, esdecir, un

incrementodel 7,4%.En el grupo sépticoesteaumentoessuperiorya que sepasade una

PAM de75,8±1399mmHg a unaPAM de 113,3 + 176 un incrementodel 49,45%.De

hechoel efectode la lib essignificativamentediferentedependiendode la existenciade

sepsis(Tiempo * lib * sepsis:p<OOOOI). [La diferenciade los efectosde la lib en los

diferentes grupos (control y el séptico) se detallarán posteriormenteen el apartado

siguiente].Porel contrario, los gruposque no recibenlib no sufrenapenasvariaciónya

queel grupocontrolpasadeunaPAM de 105 8 + 5,4 mmHg a 108 3 + 2,3 mmflg y en el

gruposépticodesciendela PAM comoconsecuenciade la evoluciónsépticade67 3 + 8 3

mmHga 54,3 + 21 9 mmHg.

Efecto de la Mb sobre la
PRESIÓN ARTERIAL
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Pie R34: Acción de la Hb sobre la PAM: la Mb (gris osenro) produce un incremento significativo en la PA.MR tanto en el gn.poséptico
como no séptico(control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectoscomparadoshan sido la PAM antesde la administración de
Mb (previo) frente a la existentedespuésde 45’.

C> Efecto de la Hb sobre la PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR

La Hb provocaunaumentosignificativo de la PAP (Tiempo * Hb: p<0,0001). Este

efectosemanifiestatantoen el grupo controlcomoen el séptico,no existiendodiferencias

en esteincrementoen funciónde quehayasepsiso no (tiempo * Hb * sepsis:p NS). En el

PREVIO 46’ PREViO 45’
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grupocontrolel incrementoesde 16,6 ±2,4mmHg a 32,5±7,2 mmiHg, prácticamentese

duplicay enel gruposépticopasade 30,3±2,9 mmiHg a 45,3 + 2 6 mniHg (un incremento

del49,45%).Por el contrariola variaciónqueexisteen los gruposqueno recibenHb esde

19,8±4,8mniHg a 18,3 ±2,25mmflg en el grupocontroly de 36 + 1 7 a40,3 ±8,6mmHg

en el gruposéptico.

Efecto de la Hb sobre la

PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR
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Pie 1135: Acción de la Mb sobre la PAP: la Hb (gris osa.ro) produce un incremento significativo en la PAP, tanto a, el grupo séptico
comono séptico(control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectoscomparadoshato sido la PAP antesde la administración de
Mb (previo) frente a la existentedespuésdc 45’.

D) Acción de la Mb sobre el INDICE CARDIACO

La lib produceun importantedescensodel IC (Tiempo * lib: p 0,0004). Este

hecho se producetanto en el grupo control como en el grupo séptico, sin que exista

diferenciasignificativaen la evoluciónqueexperimentanambosgruposconla Hb (Tiempo

* lib * sepsis).En el grupocontrolel IC desciendede 63 1 + 8,1 mL/mm/kg a 36 8 + 907

mL/mm/kg (41,6%) y en el grupo séptico de 62 4 + 367 mL/mm/kg a 35,7 + 196

mL/mm/kg (42,7%).Por el contrario, en el grupocontrol queno recibelib el IC no sufte

apenasvariación, de 67 1 ±72 a 66 9 + 8,6 mL/mm/kg y en el gruposépticola variación

es de 54,3 + 23 5 nit/min/kg a 47 ±31,2 mL/min/kg, cambio muy inferior a la que se

produceenlos animalesquerecibenlib.

PREVIO 45’ PREVIO 450 PREVIO 45 PREVIO 45
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Efecto de la H b sobre el INDICE CARDIACO

CONTROL 5 El’ 6 lA
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Fia Ril6: Acción ¿cíaMb sobre el IC: la Mb (gris oscuro)produce un descensosignificativo del IC, tanto en el grapo sépticocomooso
séptico(control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectoscomparadoshan sidoel IC antesde la administración de lib (previo)
frenteal existentedespuésJetS’.

E) Efecto de la Hb sobre la RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA

La lib provocaun aumentosignificativo de la RVS (Tiempo * Hb: p<O,OOOl). El

íncrementodel grupocontrolesde 1 8 + 0,3 a3,44±1,1 (91,1 %) yen el gruposépticode

1,4 + 0 7 a 3,9 ±2,3 (178%). Esteincrementoen la RVS no difiere entreel grupocontrol

y el séptico(Tiempo * lib * sepsis:p NS). Como puedeverseen la figura, en los grupos

que no hanrecibidolib no seproduceincremento.

Efecto de la Hb sobre la
RESiSTENCIA VASCULAR SiSTÉMICA
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Nt R37: Acción de la Mb sobre la RX<M: la 111, (gris oscuro)produce un incremento significativo u, la RvM, tanto en el grupo séptico
comono séptico<control), frenteal grupo no tratado(gris claro). Los efectoscx~omparadoshan sido la RVMantesdeisadministración de
Hb (previo) frente a la existentedespuésde 45’.
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F) Acción sobre el FLUJO MESENTÉRICO

La lib provocaun marcadodescensodel Qmes(Tiempo * lib: p<0,OOOl) tantoen

el grupocontrol como en el gruposéptico.Como puedeverseen la figura esteefecto se

manifiestade formaanálogaen ambosgrupos,de hecho,no essignificativo la presenciade

sepsiso no en el descensode flujo queproducela lib (Tiempo * sepsis* lib: p NS).

Efecto de la 1-Ib sobre el FLUJO MESENTÉRICO
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Fia 1138: Acción de la lib sobre el Omes: la lib (gris oscuro) produce un descensosignificativo del Qmes,tanto en el grupo séptico
comono séptico<control), frente al grupo notratado (gris claro). Los efectoscomparadoshan sidoel Qmesantesde la administración de
Mb (previo) frente al existentedespuésde 45’

G) Efecto sobre la RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA.

La Hb produceun incrementosignificativo en la resistenciavascularmesentérica

(Tiempo * lib: p= 0,004). En el grupocontrol se observaun incrementode unaRVM de

22 + 96 mmlig/mL/min*kg a 61 3 + 64,1 mmHg/mL/min*kg. En el grupo sépticoel

incrementoesde 14 ±2,12mnilig/mL/min*kg a35 3 + 2 4 mmlig/mL/min*kg.

PREVIO 45’ PREVIO 45’ PREVIO 45’ PREVIO 45’
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Efecto de la Hb sobre Ii

RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
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Fin 109: Acoión de la Hb sobre la RvM: la Mb (gris oscuro) produce un descensosignificativo de la RVM, tanto a, el grupo séptico
comono séptico(control), frente al g~.ponotratado (gris claro). Los efectoscomparadoshan sido la RvM antesde la administración de
lib (previo) frente al existentedespuésde 45’.

H) Efecto de la hemoglobina sobre el FLUJO PORTAL

De una forma similar a lo que ocurre con el Qmes, la lib produceun marcado

descensodel Qp (Tiempo * lib: p<O,OOO1). No existediferencia significativa entreel

efectoqueprovocala lib sobreel grupo controly el grupo séptico(Tiempo * lib * sepsis:

p NS). En el grupo controlque recibelib el flujo portal medio disminuyede 12 39 + 4 6

mL/mm/kg a 7 8 + 3,7 mL/mm/kg y en el gruposépticode 103 + 2 8 mL/mm/kg a 6,1±

3,1 mL/mm/kg (40,7%).

Efecto de la Hb sobre el FLUJO PORTAL
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Fin R40: Acción de la Mb sobre el Op: la lib (gris oscuro)produce un descensosignificativo del
0s.tanto en el grupo sépticocomo no

séptico(control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectoscomparados han sido el Qones antes de la administración de lib
(previo) frente al existentedespuésde 45’.
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1) Efecto de la Mb sobre la REDISTRIBUCIÓN DE FLUJO

a) Efecto sobre la radio: Qmes/IC.

La Hb no produceningún cambio en el porcentajede Qmescon respectoal total

(Tiempo * lib: p NS). Estehecho sucedetanto en el grupo sépticocomo en el grupo

control(Tiempo * 11’o * sepsis:p NS).

Efecto de la FI b sobre el INDICE de FLUJO MESENTÉRICO

20
20

0/0

1<

Fi~ Rl 1: Acción de la lib sobre la ratio Omes/IC: la lib <gris oscuro) no produce cambiossrgniflcatovos a, este paránsdro, tanto en el
grupo sépticocomo no séptico<control), fi-ente al grapo no tratado (gris claro). Los efectoscomparadoshansido el Qrnes/IC antesde la
administración de Hb (previo) frente aJ existentedespuésde 45’.

b) Efecto sobrela ratio: Qp/IC.

La lib no produceningún cambio en el porcentajede Qp con respectoal total

(Tiempo * lib: p NS). Estehechosucedetanto en el grupo sépticocomo en el grupo

control(Tiempo * lib * sepsis:p NS).

Efecto dela Hb sobre eIINDICE de FLUJO PORTAL
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Fia R42: Acción de la lib sobre la ratio Oo/K: la lib (gris oscuro) no produce cambios significativos en esteparúmdro, tanto en el
grupo sépticocomo no séptico(control), frente al grupo no tratado (gris claro). Los efectoscomparadoshan sido el Qp/IC antes de la
administración de lib (previo) frente al existentedespuésde 45’.
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Los efectoshemodinámicosobservadosen los animalesa los que se les administra

lii, frentea los animalesno tratados,puedenresumirseen la siguientetabla:

EFECTOS HEMODINÁMICOS de la Hb:

• ACCIONES SISTÉMICAS:

— No altera:FC, IC.
— 4’PAM.
—4’ PAl’.

4’RVS.

• EFECTOS REGIONALES:

— .4- Qmescon 1’ RVM.
-

4-Qp.
— No producecambiosen: Qmes/ICy Qp/IC.
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3. EFECTO DOSIS-RESPUESTA de la HEMOGLOBINA

En el apartado anterior se han expuesto los efectos netos que produce la

administracióndeHb, frenteala evoluciónque sufrenlos animalesen esemismo periodo

de tiempo cuando éstosno son tratados.En estanuevasecciónse van a exponer las

accioneshemodinámicasde la lib desglosadaspara cadauna de las dosisadministradas

comparandoel comportamientoen el grupo sépticofrenteal control.

A) EFECTO sobre la FRECUENCIA CARDIACA

La lib produceun descensosignificativo en la FC (p = 0,0002). Estaacciónafecta

de unaformaanálogaen el grupocontroly en el séptico(Tiempo * sepsis:p = 0,12). En el

grupocontrolla FCbasalde 127 8 + 18 1 latidos/mm pasaa 94 2 + 33 5 latidos/mm tras la

primera dosis de lib (este descenso es estadísticamentesignificativo: p = 0,01).

Posterionnenteestedescensono semantienedetal formaqueenlas dosisposterioresno es

significativo el descensode FC, ni respectoa la basalni con respectoa las dosisprevias.

Es decir, el efecto sobrela FC no es dosis-dependienteen el grupo control. En el grupo

séptico se produceigualmenteun descensosignificativo de la FC en la primera dosis

(p=O,03), esteefecto no semantieneposteriormente,ya que la FC paralas dosisde 200 y

400 mg/kg/h no varíasignificativamentecon respectoa la basal.Sin embargo,el cambio

que se produceglobalmenteen el grupo sépticoes significativo (p = 0,006)aunqueno

dosis-dependiente.

FRECUENCIACARDIACA
Efecto dosis-respuesta de la Hb
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Fia R43: Acción de las diferentesdosisde Mb sobrela FC: La Mb produce un descensosignificativo de la FC,

tanto en el g~o caotrol <U> corno en el séptico (.).
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B) EFECTO SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL

La lib produceun intenso incrementode la PAM (p <0,0001). Sin embargo,esta

acción se manifiestade forma muy diferente en ambos grupos (Tiempo * sepsis:

pCO,OOO1). Analizando la diferencia entre los dos grupos, ésta es estadísticamente

significativaen el momentoprevio a la infusión (obviamentepor el efecto de la sepsis)y

en las dosisde 100 y 200mg/kg/h, sin embargoen el momentode la dosis400 mg/kg/fr la

PAM alcanzalos valoresmuy próximosa los del grupo control en estadoprevio lo que

ponede manifiestoquela lib secomportacomo un resucitadoreficazrestaurandola PAN!

a valoresde animalesno sépticos.El efectode la Hb parala PAM si esdependientede la

dosisya que en el grupo sépticoseobservacomo en la primeradosishay un incremento

significativo respectoa la basal(p: -~ 0,0006)y en el momentode la dosisde 200 mg/kg/Ii

el incrementode la PAM también es significativo con respectoa la dosis previa (p:-~

0,0006).Estomuestraqueaunqueel efectosobrela PAM esdosis-dependienteparadosis

bajas,no llegaaproduciraumentosde laPAM avaloresque superende maneraimportante

¡a normalidad,lo quesuponeunaventajaimportanteterapéutica.

PRESIOIl ARTERIAL MEDIA
Efecto dosis-respuesta de la Hb
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Fig R44: Acción de las diferentesdosisde lib sobrela PAM: La lib produce un incrementosignificativo de la

PAM. Este inaesnentoesmás acoo,sadoen el grupo séptico(.).

<8) diferencia estadisticamentesigmfscatovafrente al grupo séptico.

(+) = diferencia estadisticamentesognofocativa con la PAM previa a la administración de lib.
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B> ACCIÓN sobre la PRESIÓN en la ARTERIA PULMONAR

La lib produceun incrementoimportantede la PAP (lib: p <0,0001).Como puede

aprecíarseen la figura este incrementoocurrede maneraparalelaen ambosgrupos.De

hecho, la influencia en la evolución de la PAP no es significativamentediferente en

función de la presenciao no se sepsis(lib * sepsis: p = 0,2805). En el grupo control

provocaun incrementosignificativo dela PAP (p = 0,0008).Esteefecto,comopuedeverse

en la figura esprogresivo,si bientan solo en el momentode la dosismáximaalcanzaun

nivel estadisticamentesignificativo con respectoal basal(p = 0,0204).En el gruposéptico

el efectoesanálogo,separtede unaPAP previade 30,3 mmHg alcanzadaa lo largo de las

cuatrohorasde evoluciónsépticay en un periodode 45’ de administraciónde lib llega a

45,3 mmMg (p <0,0001).Estevalor se alcanzaprogresivamentea medidaque aumentala

dosisde Hb, si bien la diferenciano essignificativa con respectoal valor basalhastala

dosismáxima(p 0,0006).
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Fi~ R45: Acción de lasdiferentesdosisde lib sobrela PM: La lib produce un incrementosignificativo de la
PAP, tanto en elgrupo control <~> como en el séptico(si>.

D) ACCIÓN SOBRE EL INDICE CARDIACO

La lib produceun descensosignificativo (p < 0,0001) del IC. Como puede

observarseen la figura, estedescensotiene lugar tanto en el grupo sépticocomo en el

grupocontrol(lib * sepsis:p NS). La lib comienzaa ejercersu efectosobreel IC a dosis

1

‘7.

Mb: p*WtXIOI

Hb
8selOsis:p0,2205
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de 100 y 200 mg/mL/kg en los animalescontrol, observándosediferenciassignificativas

con respectoal IC que presentabanpreviamente.En los animalessépticosseobservauna

tendenciaal descensomenospronunciada,tan solo en la última dosissealcanzanvalores

de IC diferenciablesde los quepresentabapreviosa laadministracióndelib.

INDICE CARDIACO
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Fia R46: Acción de las dif&aotes dosisde Mli sobreel iC: La Mb produce cm descensosignifi~tivo del lO,

tanto a, el grupo control (~) como al el séptico (.).

E) ACCIÓN de la Mb en la RVS

La lib produce un incrementosignificativo de la RVS (lib: p <0,0001).Este

incrementose produce~nel gruposéptico(lib: p 0,001)y en el grupocontrol (lib: p =

0,0002), no existiendodiferenciassignificativasen el comportamientodependiendode la

presenciade sepsis (Hb * sepsis: p NS). Como puedeobservarseen la figura R47, el

incrementorespectoa lamedidapreviaessignificativo (+) apartir de la primeradosis.

RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA
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Fin R47: Acciónde las diferentesdosisde lib sobre la RV5: La lib produce un incremento significativo de la

RVS,tantoen el grupo control (~)comoene1sÉptico(.). Apaitirdelaprimerañosis eJincremmto~

significativo con respedoa la medi4aprevia a la administración de Mb (+).
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F> EFECTOS DE LA Hb SOBRE EL Qmes.

La lib provocaun descensosignificativo del Qmes(lib: p<0,OOO1). Sin embargo,

el comportamientodel gruposépticono esel mismoque el del grupocontrol(lib * sepsis:

p<0,0001). En el grupocontrol se produceun descensosignificativo parala dosis de 100

mg/kg/h y para dosissuperioressemantienedicho descenso.Sin embargo,en el grupo

séptico el descensoes paulatino, siendo estadísticamentesignificativa la diferenciacon

respectoalamedidade fiosis O (+) paraladosificaciónde 400 mg/kg/h.

FLUJO MESENTÉRICO
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FiE R48: Acción dc las diferentesdosis de lib sobre el Ornes: La lib produce un descensosi~,iflcativo del
Qmes,tanto en el grupo control (~) como en el séptico(si>. En elgrupo control el descenso,con respectoa la

medida previa a la administración de Hb. es significativo (+) a partir de la primera dosis.
(8): diferencia significativa con respedoal grupo control

G) ACCIÓN DE LA Hb SOBRE LA RVM.

La lib producein incrementosignificativo en la RVM (lib: p = 0,0025). Este

comportamientono difiere dependiendode la presenciade sepsis(Hb * sepsis: p NS).

Como puedeobservarseen la figura, al igual que sucedecon el Qmes,la variaciónen el

grupocontrol seproducedesdela dosisde 100 mg/kg/h, mientrasque en el gruposéptico

el incrementoesmáximoparaladosisde 400 mg/kg/h.
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RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA
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Fin 1149: Acciónde lasdiferentesdosisde lib sobrela RvM: La lib produce un incremento siguificatN~ de la

RVM tanto en el grupo control (U) comoen elséptico(s).

H> EFECTOS DE LA HB SOBRE EL Qp.

La liii provocaun descensosignificativo del Qp (lib: p<O,OOOl). Sin embargo,el

comportamientodel gruposépticono esel mismo que el del grupocontrol (lib * sepsis:

po=0,02). En el grupo control seproduceun descensosignificativo parala dosisde 100

mgfkg/h y paradosis superioresse mantienedicho descenso.Sin embargo,en el grupo

sépticoel descensoes paulatino, siendo estadísticamentesignificativa la diferenciacon

respectoala medidade dosisO (+) parala dosificaciónde 200 y 400 mg/kg/h.

FUlJO VENA PORTA
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Fin R50: Acción de las diferentesdosisde Mb sobre el Oo: La lib produce undescensosignificativo del Qp,

tanto en el grupo control (U) como en el séptico (.). En el grupo control el descenso,con rewedo a la

medida previa a la administración de lib, essignificativo (o-) a partir deis primera dosis.
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1) EFECTO DE LA Hb sobre la RAllO QmesIlC.

LaHb no producecambiossignificativosen la rañoQmes/.IC(Hb: p NS); es

decir, no afectaa la distribucióndeflujo anivel de la arteriamesentérica.

VARIACIÓN de It RATIO Om.u¡ IC
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Fig RS 1: Acción de las diferentesdosisdc lib sobre la ratio Omes/le: La lib no produce cambios
significativos,tanto en elgrupo control (~) como en el séptico(.).

J) EFECTO DE LA Mb sobre la RATIO QpIIC.

La lib no producecambiossignificativos en la ratio Qp/IC (lib: p NS); es

decir,no afectaa ladistribuciónde flujo anivel de Javenaporta.
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Fig 1152: Acción de las diferentesdosisde lib sobre la ratio Oo/IC: La Hb no produce cambios significativos,

tanto en el grupo control (~) como en el séptico (si>.
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Los efectosde la Hb que sehanexpuestoenesteapartadopuedenresumirseen:

EFECTO DOSIS-RESPUESTA de la Hb

1 • EFECTOS SISTÉMICOS:

— tPA.M dosis-dependienteen el grupo séptico, alcanzándoseun valor
equiparableal del gruponosépticoantesdeadministrarlib.

— 1’ PAP dosis-dependiente,tantoen el grupocontrolcomo en el séptico.
— 4- IC dosis-dependienteen ambosgrupos.

¡ • ACCIONES REGIONALES:

j

- tRVM.

• sepsis: el descensoessignificativo paralas dosisde 200 y
mg/kg/Ii.

• control: el descensoseproducecon la dosismásbaja.

— No se producencambiosen las ratios referentesa distribuciónde flujo:
Qmes/ICy Qp/IC.

— 4- Qmes:
• sepsis:el descensoessignificativo paraladosis400mg/kg/h.
• control: el descensoseproducecon la dosismásbaja.

400
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EFECTOS HEMODINÁMICOS del QSH

Como ya se ha expuestoen apartadosprevios, el objetivo fundamentalde este

trabajoestestarla hipótesisde que el QSli, como moléculaintraeritrocitariaque contiene

grupostiol, puede“competir” con la Hb por el NO. Estesupuestosebasaen el hechode

quepartedel NO queseunea la Hb lo hacea travésde los grupos—SH de las cisteinasque

contienela lib. Paracomprobarsi el GSH “compite” con la Hb por el NO, vamosa

comprobarsi ésteescapazde revertirlas accioneshemodinámicasde la lib.

A) EFECTO del GSH sobre la PRESIÓN ARTERIAL MEDIA

El GSH no producecambiossignificativossobrela presiónarterial (GSH: p NS). Esta

ausenciade cambiostiene lugar tanto en animalestratadoscon lib (GSH * lib: p NS)

como en los no tratados(GSH * Hb: p NS). El grupono sépticotratadocon lib poseeun

valor medio de PAM de 137,6 + 92 mm}{g que semantieneen un valor de 137 5 + 73

mmlig tras la infusión del glutation. De una forma similar sucedeen el grupo séptico

tratadoconlib; el valorde PAM previo fue de 123 + 13 5 mmiHg y 1343 + 290 mniiHg al

minuto de la infusión de glutation.El glutationpor lo tantono revierteel efectohipertensor

de la lib y como puedeverseen la figura R53 tampocotiene efectossobrela PMvI en

ausenciade ésta.

Efecto del GSM sobre la PRESIÓN ARTERIAL
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Fha R53.-Efectosdel GSli sobre la PAM: el GSHno produce cambios significativos en ninguno de los grupos estudiados. Los efectos

comparados han sido los valores que presentabanantes del bolo de 05ff (previo) y los observados al minuto de su administración

(GSH7I.
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C> EFECTO del GSH sobre la PAP

El glutation no producecanibios significativos sobre la presión de la arteria

pulmonar(GSH: p NS). Este efectotiene lugar tanto en los animalesque recibenlib (p

NS) como en aquellosno tratados(p NS). El glutation no reviertepor lo tanto el efecto

hipertensordela lib en el pulmónni ejerceningúnefectosignificativo en ausenciade ésta.

Efecto del GSH sobre la PRESIÓN de la ARTERIA PULMONAR
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Fia R54.- Efectosdel OSH sobrela PA?: el GSli no produce cambios significativos en niaguno de los grupos estudiados. Los efectos

comparadoshan sido los valores que presentabanantes del bolo de 65ff (previo) y los observados al minuto de su adn,inistración

(GSli).

D) ACCION sobre el INDICE-CARDIACO

El glutation produceun leve pero significativo incrementodel IC los animales

tratadoscon lib (GSHp: 0,0041).Esteefecto,comopuedeobservarseen la figura, se debe

al incrementoquesetiene lugarenel gruposéptico(de 53,4 + en 0 8 mL/mm/kg a 62,0 ±

5,2 mL/min/kg) (GSH * sepsis: p = 0,016). El incremento del IC junto con el

mantenimientode la PAM puede generarun cierto descenso,aunque no llega a ser

significativo, dela elevadaresistenciavascularinducidaporla Hb. En cambio,en el grupo

que no recibeHb no se producencambiossignificativosen el indicecardiaco(&SH: p NS)

ni existeinteracciónentreel efectodel GSH y la sepsis(GSli * sepsis:p NS); esdecir, el

GSH se comportade maneraanálogatanto en el grupo control como en el séptico.En el

grupo control que no recibeHb el glutation mantieneel IC, el valor medio de IC pasade

79 1 + 13 7 mljmin/kg a79,4±13,6 mL/mm/kg. En el gruposépticotampocotienenlugar

cambiosen el IC.

CONTROL
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Efecto deI GB Ii sobre •I INDICE CARDIACO
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Fha 1155.- Efectos del 05ff sobre el IC: el 05ff produce cambios levespero significativos al séptico tratado cao Hb. Los efectos

comparadoshan sidolos quepresentabanantesdel bolode GSli (previo) y los observados al minuto de su administración (GSM).

E) EFECTOS del GSH sobre la RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA

El glutation no producecambiossignificativosen la resistenciavascularsístémica

tanto en los grupostratadospreviamentecon lib (GSH: p NS), como en aquellosque no

recibierontratamiento(GSH: p NS). Sin embargo,aunqueno essignificativa la variación,

seobservaunaciertatendenciaal descensode la RVS en los animalestratadoscon lib. El

efectodel glutation sobrela RVS no dependede la presenciade sepsisni en los animales

tratadosni en aquellosqueno recibenlib (recibenlib: GSH * sepsis:p NS y en los queno

sometidosatratamiento:GSH * sepsis:p NS).

Efacto del GSK sobre ji RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA

CONTROL

2

SE PSIS

Fha R56.- Efectosdel GSli sobre la RVS: el GSHno produce cambios significativos a, ninguno de los grupos estudiados.Los efectos

comparadoshan sidolos quepresentabanantesdel bolo de GSM (previo) y los observados al minuto de suadministración (GSH).
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F) EFECTO del GLUTATION sobre FLUJO MESENTÉRICO

El GSH produceun incrementosignificativo en el flujo mesentérico(p < 0,0001).Este

efecto,esfuertementedependientede la administraciónconcomitantede lib (GSH * lib: p

= 0,0004).

a) GrupodeanimalestratadosconHb

Comopuedeobservarseen la figura R57, en los animalestratadoscon Hb el GSli produce

un incrementointensodel flujo mesentérico(GSH: p = 0,0005):

- Grupo no séptico tratado con Hb: en el grupo control el aumento de flujo

mesentéricomediofue de4,0 + 1 8 miL/mm/kg a 7 8 + 0 8 mL/mm/kg. Esteincremento

sitúalos nivelesde flujo mesentéricoen valorespróximosa los correspondientesa los

flujos de los animalesno recibenlib. Es decir, sealcanzaun flujo mesentéricomedio

posterioral glutation (7,7±0,8 mL/mm) comparableal del flujo control que no recibe

lib (7,0+ 1 6 mL/mm). Estehechorevelaqueel GSH escapazde revertirel efectode

la lib como sustanciaque provoca una disminución en el flujo de la región

mesentérica.

- Gruposépticocon Hb: el cambioqueseprodujo en el flujo mesentéricofue de 3 2 +

0,9 mL/mm/kg a 6 4 + 2,5 mL/mm/kg. Este incremento producido por la

administraciónde GSli conducea un valor deflujo (6,4±2,51 nfL/minlkg) superioral

correspondienteal gruposépticoque no recibelib (4,12 + 1 2 mL/min/kg). Esto pone

de manifiestoque, a diferenciade lo que ocurreen el grupo control, el GSH no solo

aumentael flujo revirtiendoel efectode la lib sino queaúnlo incrementamás.

b) Grupo de animalesNO tratados con Hb

En los animalesno tratados con Hb el GSH no produceglobalmentemodificaciones

significativasen el flujo mesentérico(GSH: p NS). Sin embargo,cabedestacarque en el

gruposépticoel GSli produceun incrementode flujo de un valor medio previo de 4 1 +

1,2 mL/mm/kg hastaun valor medio de 4 9 + 0,3 nit/min/kg. Este comportamiento
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diferencialdel gruposépticocon respectoal grupocontrol no llega a serestadísticamente

significativo (GSH * sepsis: p=O,O65), pero sí es relevanteya que la variación que se

produceen el grupocontrolesprácticamenteinexistente(de 7 01 + 1 6 mL/mm/kg a 7,003

+ 1,6 mL/niin/kg).

Efecto del GSH sobre .l FLUJO MESENTÉRICO
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Fha R57,- EfectosdeI 0811 sobreel Ornes: El 0811 produce un importante incremento del Qmes es, los animales tratados con lib

(p=O,0005), revirtiesido el efecto de la lib.. Los efectoscomparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de 0511

(previo) y los observados al minuto de suadministración (05H).

G> EFECTO DEL GLUTATION SOBRE EL FLUJO PORTAL

El GSli produceun incrementosignificativo del flujo portal (GSH: p<O,OOO1). Este

efectoesintensamentedependientede que¡os animaleshayansido tratadoscon lib (GSli

* lib: p<O,OOOl).

a) GrupodeanimalestratadosconKb

El glutationproduceun aumentosignificativo del flujo portal (GSH: p<0,OOOl) en ambos

grupos,no dependiendode la presenciade sepsis(GSH * sepsis:p 0,1535).

- Grupo control con Hb: Este grupo presentaun flujo portal medio antes de la

administraciónde GSHde 5 3 + 0 4 mIL/mili/kg queporefectodel GSH pasaaun flujo

prevF 6814 previo GSH
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portalmedio de 13,4+ 4 6 mL/mm/kg. Esteincrementoimplica alcanzarun flujo portal

medio comparableal del grupocontrolqueno recibeHb (13 3 + 3 7 mL/min/kg). Este

hechoponedemanifiestoqueel GSHescapazde revertiren sutotalidadelefectode la

lib sobreel flujo portal.

- Grupo séptico con Hb: El flujo portal medio que precedeal bolo de glutationesen

estegrupode 5 2 + 3,4 mL/mm/kg quepor laaccióndel GSli seincrementaaun valor

medio de 10 3 + 4 5 mt/mm/kg . Estevalor alcanzadode flujo medioportalessuperior

al correspondientedel gruposépticoqueno recibelib (7,8 + 0 6 mL/min/kg); esdecir,

el GSH no solo reviertelos efectosde la Hb sobreel flujo portal sino queocasionaun

flujo portal mediomayor.

a) Grupo de animales NO tratados con llb

En estegrupose observaun comportamientodiferencialdependiendode la existencia

desepsis(GSH * sepsis:p = 0,03).

-Grupo control Como puedeobservarseen la figura, el GSH no producevariaciónen

este grupo en el flujo portal medio. La media de flujo portal que precedíaa la

administracióndel GSH erade 13 3 + 3,7 mL/mm/kg y trasel GSH no sufrevariación

ya que el valor mediofue de 13 4 + 3 9 mL/mm/kg.

-Gruposéptico.A diferenciade lo que sucedeen el grupocontrol, en el grupo séptico

el GSH produceun incrementosignificativo (p = 0,05) del flujo portal medio. El

incrementoque seproduceesde unvalormediode flujo portal de 7,8 + 06mL/mm/kg

a 93+1,lmL/min/kg.
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Efecto del GSH sobre ~I FLUJO PORTAL
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Fha R58.-Efectosdel GSHsobre el Os,: El GSli produce un importante incremento del Qp a, los animalestratados con nl, (p<O,OOOI),

revirtiendo el efecto de la Hb.. Los efectos comparados han sido los valores que presentaban antes del bolo de GSH (previo) y los

observados al minuto de su administración (GSH).

H> EFECTO del GSH sobre la RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA

El GSH produceglobalmenteun descensosignificativo de la resistenciamesentérica

(GSH: p = 0,0018). Este efecto es fuertemente dependientede que haya existido

tratamientocon lib (CJSH * Hb: p 0,006).

a) Grupode animalestratados con Hb

En estegrupoel GSH produceun descensosignificativo de la resistenciavascularen el

lechomesentérico(GSH: p = 0,0067).Esteefectotienelugarde formaanálogatantoen el

grupo control como en el séptico, no existiendo diferencias significativas entre el

comportamientoquepresentanambosgrupos(GSH* sepsis:p NS).

- grupo control con Hb. En estegrupo el GSli produceun descensode resistencia

vascularmesentéricamediade un valor medio de 42,1 + 19 8 mmlig/mL/min*kg a

17 6 + 2,1 mmlig/mL/min*kg. Este descenso sitúa el valor de la resistencia

mesentéricaen un valor próximo al del grupo control que no recibelIb (15 3 + 3 7

SEPSIS20 —
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mmHg/mL/min*kg); esdecir, el QSH revierteprácticamenteen su totalidad el efecto

delaHb sobrela resistenciamesentérica

- Grupo séptico con Kb. En el grupo séptico el GSH produce un descensode la

resistenciavascularmesentéricade un valor previo de42 7 + 20 1 mmiHg/mL/mmn*kg

a 24 8 + 12,24 mnllig/mL/mmn*kg. Este valor de RVM alcanzadopor el efecto del

GSH próximo al valor del grupo sépticoqueno recibe lib.

a) Efecto sobrelos animalesque NO reciben Kb

Enestegrupoel 05Ffno producecambiossignificativosenlaRVM (GSH: p NS). Este

hechoocurrede maneraanálogaen el grupocontroly en el séptico(GSH * sepsis:p NS).

Tan solo en el gruposépticose observaun pequeñodescensoen la RVM de 17,41 + 7 8 a

14 7 + 4 3 mmlig/mL/mmn*kg, que no llega a ser estadisticamentesignificativo.

Efecto del GSH sobre la RESISTENCIA MESENTÉRICA
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Fha R59.- Efectos del GSH sobre la RVM: El 0511 produce un impostantedescensode la RVM en los animales tratados con Mb

~~=O,OO59>,revirtiendo elefecto de la MS. Los efectoscomparadoshansido los valores quepresentaban antes del bolo de (isil @e~io)
y los observados al minuto de su administración (0511).

CONTROL SEPSIS

prnb 0511
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1) EFECTOS del GSH sobre la DISTRIBUCIÓN de FLUJO

a> Acción sobre la ratio QmesIIC

El 0514 produceun importanteincrementosobre el porcentajede Qmes con

respectoal flujo total (GSH: p=O,O02);es decir, el GSH alterala distribuciónde flujo

puesto que incrementala proporción de flujo total correspondientea la arteria

mesentérica.Como puedeobservarseen la figura R60, este efecto sucedeen los

animalestratadoscon Hb (GSH * Hb: p = 0,0065).

Efecto deIGSN sobre la el INDICE Qnoes LIC
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Fha R60.- Efectos del 0511 sobrela ratio Ornes/lO: El 0511 produce un ionpoflantc incremento de la ratio Qmes/IC en los animales

tratados con Mb (p
0,OOdS). Los efectos comparadoshan sido los valores que presentaban antesdel bolo de 0811 (previo) y los

observados al minuto de su administración (0811).

b> Acción sobre la vatio QpIlC

El OSII produceun importanteincrementosobreel porcentajede Qp con respectoal

flujo total (GSH: p=0,0026);es decir, el GSH alterala distribuciónde flujo puestoque

Incrementala proporciónde flujo total correspondientea la arteria mesentérica.Como

puedeobservarseen la figura Rál, esteefecto sucedeen los animalestratadoscon Hb

(0514* lib: p <0,0001).
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Efecto del GSM sobre la el INDICE Oportal líO
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Fha R6i.- Efectosdel 0811 sobrela ratio Oo/IC: El 0811 produce un importante incremento de la ratio Qp/iC en los animalestratados

con Mb (p<O,OOOi). Los efectoscomparadoshansido los valores que presentabanantesdel bolo de 0811(previo) y los observados al

minuto de su administración (0811).

Síntesisde las accionesobservadas:

CONTROL SEPSIS0/o

r.~t GSK —t GSH p.t 0814

EFECTOS HEMODINÁMICOS del GSH

• EFECTOS SISTÉMICOS:

— No alterala PAM.
— No alterala PAP.
— No alterael IC (tan solo de forma muy leve en los animalessépticos

tratadoscon lib).
— NoalteralaRVS.

• EFECTOS REGIONALES:

— t Qmesen animalestratadoscon lib y de modo más moderadoen
animalessépticosqueno recibenlib.

— 1’ Qp en animalestratadoscon lib y de modo más moderadoen
animalessépticosqueno recibenHb.

— .4- RVM en animalestratadosconlib.
¡ — t ratio Qmes/ICenanimalestratadosconlib.

— t ratio Qp/IC en animalestratadoscon lib.
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1 ANÁLISIS HISTOLÓGICO

Seha realizadoun estudiode los efectosde la sepsisy del tratamientoconHb en

diferentestejidos. Como seexponeenelapartadode materialy métodos,ésteestudiose

hacentradoen dosaspectos:

- Análisis anatomopatológicopormicroscopiaópticacon tinción hematoxilina-eosina.

- Estudioinmunohistoquimicoparamedirla formaciónde nitrotirosina.

Paraestablecerunarelacióncomparativaentrelos diferentesgrupossehanestablecido

unaseriede criteriosque sedetallanen el apartadode materialy métodos.

1.- ESTUDIO DEL INTESTINO DELGADO

A) TINCIÓN MEMATOXILINA EOSINA (microscopia óptica):

El grado de lesión tisular observadoha sido muy leve en todos los grupos,ya

que clasificandoel gradode lesión en una escalade O a 8, ningúngrupo sobrepasaun

valor medio de 0 67 + 0,3. Seobservanpequeñasdiferenciasen las manifestacionesde

lesióntisular del intestinodelgadoen los diferentesgrupos.Comopodemosobservaren

la figura, el grupo control no presentalesionestisulares,mientras que los animales

sépticospresentanun mayor grado de lesión al igual que sucedeen los animales

tratadoscon Lib. La diferenciaque seobservaentreel grupocontrol y el grupocontrol

tratadocon lib escasi significativa.

¡

WJIRO WJlPa+Ft S~SJS S~SlS4¡,

FigR-62: Estudiohistoló2ico del intestinodelaodo.Se observa una difawcia significativa m los daños
queproducela sepsiscon re~~edoal wupocontrol.

FWICIE&XWIA ÓPTiCA DEL INTESI1IC
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6) ESTUDIO INMUNOMISTOQUIMICO: NITROTIROSINAL

Se ha evaluadoel gradode tinciónen diferentestipos celularesdel intestinodelgado.

célulasepiteliales:

La Hb produceen el grupo control un importanteincrementoen el grado de

tinción. Igualmente, la sepsis provocaun aumento de la tinción muy notable. Sin

embargo,en el gruposépticola Hb secomportade modo diferenteya que en estecaso

la lib produceun descensoenel gradodetinción alcanzándoseunvalor similar al del

grupocontrolno tratado.

¡

CC*4TR~. CO@JTROL + Hb SEPSIS SEPSIS+ Mb

Fig R-63. Expresióntisular dcnitrotirosina al lascélulasq,itelialesdelintestinodelgado.

NITROTIROSINA EN CÉLULAS EPITEUALES DEL
INTESTINO DELGADO

pcO.OOl U) pcO,OQ1 U)
p<O,OO1 U) p.cO,CO1 (*)
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• células ganglionares:

En estetipo celular se observanimportantesdiferenciasentre los grupos, en

cuantoal gradodetinción observado.En ningún casocontrol seobservótinción severa

mientrasque en el casode la sepsisel gradode tinción erade moderadoasevero.Como

seve en la figura, el gradode tinción en el grupocontrol esbajo (1,3 ±0,1) mientras

que en el grupocontroltratadoconHb esgradode tinción seincrementade un modo

importante.La sepsisproduceun incrementosignificativo del grado de tinción con

respectoal grupocontrol. Porel contrario,la lib pareceaminorarel gradode tinciónen

la sepsisya que se produceun descensocasi significativo (p 0,06) en el grado de

tincióncon respectoal gruposépticono tratado.

8 2

o,
•0
o
a

CONTROL CONTROL + Mb SEPSIS SEPS~S + Mb

FigR-64. Expresióntisular denitrotirosinaenlascélulasgangjionaresdelintestinodelgado.

NITROTIROSINA EN CÉLULAS GANGLIONARES

p=O,
0032 0) p=Q,O6
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NITROTIROSINA EN EL INTESTINO DELGADO

p=O,OOOS e> p=O,02 C>
p=O0022 U’)

1

CONTROL CONTROL .eHb SEPSIS SEPSIS ~Hb

HgR-66. Expresi~ tisulordenitrotirosinaenelcómputoglobal detodoslos tipos collaresdel intestinodelgado.

2.- ESTUDIOHEPÁTICO _____

A) TINCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA (microscopia óptica):

Al contrariode lo observadoen el intestinodelgado,el estudiohistológicodel

hígado realizado con tinción hematoxilina-eosinarevela que existen diferencias

significativasentreel grupocontrol y el grupo séptico.Como puedeobservarseen la

figura, la lib produceuna cierto incrementoen el grado de lesión de los animales

control,aunque no esestadísticamentesignificativo.

‘o,
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Fig R.67:Estudiodela histologíah~ática.La sepsis increnjentaelgradodelesión de forma significativa.
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6) ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO: NITROTIROSINA

En el hígadono se observandiferenciassignificativasen el gradodetinción de

los diferentesgruposestudiados.

NITROTIROSINA EN HIGADO
2,5

2

1

~ 15

0,5

CONTROL CONTROL+ Mb

FigR-68. Expresióntisular denitrotirosinaen hígado.

1

i- ESTUDIO RENAL

A) UNCIÓN HEMATOXILINA-EOSINA (microscopia óptica):

No sehanobservadolesionesmorfológicasen ningunodelos gruposestudiados

8) ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO: NITROTIROSINA

En los animales sépticosse produce in incrementoen el grado de tinción

próximo a la significación estadística(p=O,O6). En este caso la lib no parece

incrementarel gradode tinción en el grupocontrol, ni tampocoejerceningún efectoen

el gruposéptico.

SEPSIS SEPSLS i-Hb
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RESULTADOS

NITROTIROSINA RENAL

1,6

1,6
o,

o 1,4

0~ 1,2

0,6

0,6

0,4

0,2

Fíg R-69 Expresióntisulardenitrotirosinaw riñón.

4.- ESTUDIO PULMONAR _____

En el pulmón no se observandiferenciassignificativasen el grado de lesión

tisular entrelos diferentesgrupos.El gradode lesiónen todosellosespequeflo.

ESTUDIO HISTOLÓGICO DEL PULMÓN

‘9

1

01

T

Fig 70. Estudiohistológicopulmonar>

Encuantoala nitrotirosina, en nuestromodelono hemoshalladopositividaden

ningunode los animalesestudiados.

CONTROL CONTROL+Hb SERSIS SEPSIS +Hb

CONTROL CONTROL+ It s~psIs SEPSIS.Mb
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RESULTADOS

SEPSIS HUMANA

Se ha medido la concentraciónsérica de RSNOs

shockséptico, sepsis,shockcardiogénicoy en individuos

Los criteriosde inclusiónparacadauno de los gruposseha

en humanosque padecían

sanoscomo grupocontrol.

detalladopreviamenteen el

apartadode materialy métodos.

RSNOs
Existen diferencias significativas en los valores de RSNOs hallados en los

diferentesgrupos.Los gruposde personasque estabanafectadaspor algún tipo de

infeccióny ademáscumplíanel restode los criteriosde sepsisteníanlos nivelesde

RSNOssignificativamentesuperioresal grupo control y al grupode enfermosque

padecíande shock cardiogénico.También se observandiferenciassignificativas

entrelos pacientessépticosqueno precisabanadministracióndedrogasvasoactivas

(sepsis)y aquellosque presentabanfracasohemodinámico(necesidadde drogas

vasoactivas:shockséptico).

lo

j.

8

e

4

2

o

GONTR2L SHOCK sEpgS SHOCK
GARDIOGÉMCO sÉpTico

Ele Ru - Concentracionesde RSNOsen diferentespatologíashumanas.C=control, S~sepsis,SC~
shociccardiogáxico,SSrSo&s~,tico.

RSN(X en HUMANOS

C.’SS: p <

SC/SS:p1Z009(*

)

5(18: p 0,07 8/88: p = 0,003 (~)
_____________ O
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RESULTADOS

Por lo tanto, existeuna relación directa entre los niveles de RSNOsy la

presenciao no de infección.Tambiénseobservaun incrementoen su concentraciónen

funcióndelgradode afectaciónvascularde la sepsis.
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ANEXOESTADÍSTICO

ANEXO

ANÁLISIS ESTADISTIGO

Enesteapartadosevan amostrartodos los cálculosquesehan efectuadoparala

obtenciónde resultados.Las tablasque muestranel análisis de la varianzaobtenido,

expresanlos siguientesvalores:

gí: gradosde libertad.
SC: sumade cuadrados.
MC: mediade cuadrados.
F: estadísticodecontrasteF.
p: significaciónestadística.

C: control.
5: sepsis.
C + lib: controltratadocon lib.
5 + Hb: sepsistratadacon lib.

1.. EVOLUCIóN HEMODINÁMICA DE LA SEPSIS

A) Frecuencia Cardiaca

Análisis de la Varíanza: Evolución de la FC

seps¡s
Error intragmpo
Tiempo
Tiempo * sepsis

Error intragrupo

sc Sc F p
1 28.444 28.444 018 08955-~fl ~447,889 J&it2~..

~ZA~L. 3740
939244 5976

5 , 29~.~33 00036

5 4696.222 <~1

110 17289,111 157174

Valores MedIos de FC
(Control — Sepsis)

Media OS ES

12~~

12 fl~j7 17~7 4996

12 J22A11 22289 6434

12 JL7~ iLi~ 4958

12 J~j§§~ 14222 ~

3.~

12 ~ J~fl .....§22~

12fl~7fl~

12 fl~ ~

12 j~~Q37 .~L ~

12 JAL21~ ~ 5370

o, FOD

O, FC-XY
o, rol
O, F02
O, FC3
O, F04
5, FOD
6, FC-3J
8, FOl

6, F02

s, F03
6, F04
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ANEXO ESTADÍSTICO

Test de Bonferroni: Diferencia Sepsis - Control

HoraO: p =

Hora0,5: p
Hora 1: p =

Hora 2: p =

Hora 3:p=
Hora 4: p =

0,2650
= 0,0534
0,7690
0,3346
0,04198
0,1237

Análisis de la Varianza Evolución

Sepsís
Error intragrupo
Tiempo

Tiempo Sepsis

Error intragrupo

al
de la Presión Arterial Medía

SC MC F o
1 12750.174 12750.174 ]J~~

22 13123153 596507

5 6278,951 12567~0—~.
~

8~-~
J~fl~

COCUl-~-
s~L5 12499,618

110 16449,597

Valores Medías de PresIón ArterIal
<Control — Sepsis

\i Medias OS Err. Std.
12~~

12 112,~ e.am ~

~j~jj~j,
12Z~~

240412

Test de Bonferron¡: Diferencia Sepeis - Control

Hora 0: p = 0,4558
Hora 0,5: p r 0,6868
Hora 1: p = 0,04075
Hora 2: p <0,0001 S
Hora 3: p <0,0001 5
Hora 4: p <0,000 1 5

6) Presión Arterial Media

o, horno
C, hora 0,5
O, hora 1
O, hora 2
O, horaS
O, hora 4
6, horaO
6, hora 0,5
6, hora 1
8, hora 2
6, hora 3
5, hora 4

lis



ANEXO ESTADISTICO

C) Presión en Arteria Pulmonar

Análisis de la Varlanza: Evolución de la PAP

Sepsís
Error intragrupo
Tiempo

Tíempr Sepsis
Error intragrupo

al sc MC F o
1 6486,640 6466.840 flA~L <OCEl

22 1812683
5 1499,868 299974—~-

291,174

17026~-
18526

<OCfll-~-
~5 14S6,886

110 1938,087

Valores MedIos de PAP
<Control — Sepsis>

N Medías DS ES

12flfl~

12 fl~ 2.~7 O,~

12 fl~Q ~
~ 6052 1747
A~fl
27.~ 5.1~ 1.~

12

12

~.417j~j~

~ 4,271 1,~

12 ~d§Z .........IIZ§Z.. 1086

Test de Bonferroni: Diferencia Sepsis - Control

Hora 0: p= 0, 1295
Hora 0,5: p <0,0001 S
Hora 1: p <0,0001 5
Hora 2: p <0,0001 5
Hora 3: p <0,0001 $
1-Jora 4: p <0,0001 5

D) Indice Cardiaco (IC)

Análisis de la Varlanza: Evolución dello

DF

Sepsis

Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

so MC F o
1 236.331 236.331 ,,flJ~ Q§~12

22 26459,2~

5 2479895 4P69~ 1

125§

...QIA§
~5 1037.561 207512

110 18294,215

156

O, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
C, hora 2

O, hora 3
O, hora 4
5, hora O
5, hora 0,6
5, hora 1
8, hora 2
5, hora 3
S, hora 4



ANEXOESTADÍSTICO

Valores Medios del iC
(Control — Sepais>

N Media 0$ ES
12 flAZ! 3501 j~9~

.17Z±
S.237fl

534 8774 2533

282212 89163

12

761$1
12~~
12~j~

2J¶12

12 76811 35507

-~-

10250

-~

29,715 8,578

E) Flujo Mesentérico

Análisis de la Varlanza: Evolución del Flujo

Sepsis
Error

Tiempo
Tiempo * Sepeis
Error iritragrupo

Mesentérico
Sc MC F

1 89.931 ~j
22 181,956
5 85926 17I1§5

~
±

±2415 32543 A~
110 144,846

Valores Medios de Flujo Mesentérico
(Control — Sepsis)

N Media DS ES

-~-

-~-

-~-

—~-

—~-

-~

—~-

—a

—~-

-~-

~-

Test de Bonferroni: Diferencia Sepais - Control

Hora 0: p= 0,3334
Hora 0,5: p = 0,0011 S
(-lora 1:p=0,0113S
Hora 2: p = 0,0043 $
Hora 3: p = 0,0297 S

157

c, hora O
O, h45
O, hora 1
O, hora 2
O, hora 3
O, hora 4
8, hora O
8, h-O,5

8, hora 1
8, hora 2

8, hora 3

8, hora 4

O, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
O, flora 2
O, horas
O, hora 4
5, horao
5, hora 0,5
8, hora 1
6, hora 2
5, horaS
6, hora 4



ANEXOESTADÍSTICO

Hora 4: p = 0,0145 S

F) Flujo Portal

AnálIsis de la Varlanza: Evolución del flujo Portal

Ql SC
Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

MC F p
1 WB,789 ~ JjJ~ OOUSi

22 1205,584

5 488,536 ~7~797
~

47616 <0001
5 56676 §~Sj

110 225719

Valores Medios de Flujo Portal
(Control — Sepsls)

N Media DS ES

12 fl,~ 3776 1099
15312 3786 1~-~- —~- -~-
14,~ 4,~ 1,266

12

12 14415 4662 1346-~- —~- —~-
13522 A~

16.129~

11956 1691 0546

12

12

12 JJJ~j 31W 0915
~ 2718 0785

~ 2185 0631

~ 22tE 9,~7

12

12

12

(3) DistrIbución de Flujo Mesentérico <% respecto al IC)

Análisis de la VarUnza: % Flujo Mesentérico

Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

gí Sc MC F p

1 7.692 ~
22 1499.406

5 34,475 §~§~
Jfl~

6385

1083 9~fl7
5 70,790 fl~j

110 700,188

158

e,hora O
C, hora
Charal
O, hora 2

ChoraS
C,hora4 ¡
8, hora O
8, hora O,~
S,tioral
5, hora 2
8 hora 3
S,liora4



ANEXO ESTADÍSTICO

Valores MedIos de % Flujo Mesentérico
(Control — Sepeis>

N Medía OS ES

.—i~~-
~22Zfl.
~

2,~

0
0

07&J

JZQ1~
J4J~~
JIIa
flA~
fl~_2,3110.867
fl~ 2,101 0,~
J9L1§± ~ ,,,,,,,4J~
J9J~j. ..A§~L —~-~~-
§§j~ ~ 1219

1210.9915.4751,561

12

12

12

12 0,823

12

12

12

12

12

12 11.~ 7,~ 2.~

H) Distribución de Flujo Portal (% respecto al IC)

Análisis de la Varianza: Evolución
al

Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

del % Flujo Portal
Sc MC F

1 341.670 341.670 ~ 2~§..

22 4~,367

5 3(fl068 ~Qjff
26.~O

~flj
..J2~.5 133,449 Qfljj

110 1867,497 J~j

Valores Medios de % Flujo Portal

(Control — Sepsls)
N Media OS ES
12 2~~L

.flA4~L
~24~
21.flI

4
4
4.Bfl

JJQZa

JJ~L

1.~

12

12

12 6.~ ~fl

12 ,~J77§

rA§~.

J~7~

~

J~J~j

fl~

.
.

.

.......J9,~j
,,,,,,,,,,,,7~j

8.429

12 ~

12

12 2

217512

12 2.~

12 9,9622,881

159

C, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
O, hora 2
O, hora 3
C, hora 4
8, hora O
8, hora 0,5
5, hora 1
8, hora 2
8, hora 3
8, hora 4

O, hora O
O, hora 0,5
O, hora 1
O, hora 2
O, hora 3
O, hora 4
8, hora O
8, hora 0,5
5, hora 1
8, hora 2
8, hora 3
8, hora 4



ANEXO ESTADÍSTICO

1) Resistencia Mesentérica

Análisis de la Varianza: Resistencia Mesentérica
Ql SC MC F p

Sepsis
Error
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

1 9.966 9.956 ...JQZ§. 0 7831
22 2820,817

5 258,107 ,,j~J,,
~7~j

,~j
fi~§~

~
5 485.4~

110 1612,686

Valores Medios de ResistencIa Mesentérica
(Control — Sepsis)

N Media -Os ES
12~flfr

12~flfr

U fl~

U fl~

U

1.~ 0.478

4.~ 1.2w

G.n 1.826

6,~ 1,757

6,426 1.~

i~A~
~

1219,164

12 7,687 2,2fl
12 2.~ 0,789

6.827 1.971

,,,,,,,,ftQ~
7.~

,,,Z~fl

2,110

12 flflfl,

~

ft~_4.0811.189

14,294 3.518 1016

12

U

12

1) Resistencia Vascular Sistémica

ANOVA para RVS

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

al SC MC E
1 0.487 0.487 ,,Q~§ ,,,94~fl

22 18.268

5 1,041 92~.
~

W~2Zi
~

..A~2
Q,9j~,,5 2.840

110 21.306

Valores Medios de RVS
(Control — Sepsls>
N Media DS ES

12 JJ~~ QJ~ 0048

12~~

12 ~ ~ ,.....Q~.

12~~

12 ,JJ§fl 2§L 0083

12 1646 0816 flj,7~,
j~

12~~
12

160

C, horno
C, hora 0,5
O, hora 1
C, hora 2
C. hora 3
O, hora 4
5, hornO
S, hora 0,5
5, hora 1
8, hora 2
5, hora 3
5, hora 4

O, hora O
O, hora 0,5
C, hora 1
O, flora 2
O, hora 3
C, hora 4
8, horno
8, hora 0,5
5, hora 1

5, hora 2
5, hora 3
5, hora 4



ANEXO ESTADÍSTICO

K 2. CAMBIOS BIOQUÍMICOS EH LA SEPSIS

ANOVA para la vartacláo de la trlgllcsldemla
gí SC

Sepsis
Error iritragrupo
Tien-po
Tien-~o * Sepois

Error intagnipo

1 5,556 5,566 0,086 0,7723
22 1423,944 64,725

2 1388,083 694,042 10,561 0002
2 1054,361 527,181 8,022 0011

44 2891,556 65,717

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEP8IS, hora O
SEPS 16, hora 1
SEPSiS, hora 4

121 2&667 7303! 2.108!
12 2

27.~
~ 1246
12,6813.66112

12 ~J~L

29a

5890 17(X)

12 7256 ~

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo Sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F p
1 3,075 3.075 3,362 QC1604

22 20.1S3 915

2 21,947 10,973 140,153 c,IXLI
2 16,146 8,073 103,111 <(Ini

44 3,445 078

CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hora-O
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4

OS ES

I12I~fl~

I12ia~n~

¡w4 J~§ Q~ 0163

¡—a4 jfl 0573 9Jj~

jl2j 6.285 o,~ 0,201

j12I 7.7W O.~ 0,104

161

MC F p

Valores medios de Trigliceridemia
(Control — Sepsls>

N Media DS Ea. Std.

ANOVA para Fosfatemia

Valores medios de tos? temía

(Control — Sepais>
N Medía



ANEXOESTADÍSTICO

ANOVA para Calcenula

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempot Sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F p
0,210 0,210 0,287 0,5977

22 16,127 0,733
2 4,577 2,286 5.667 0,0065

2 1,184 O,~2 1,466 0,2419
44 17,768 0,404

CONTROL, hora
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSiS, hora 1
SEPSIS, hora 4

DS ES12 8925 ~

~Q~4

......QJrn...

015712 97~

12 8754 1189 ...SJ2~IL

12 8,489 0.635 0,183

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F p
1 2,920E-4 2,920E-4 0,015 0,9024

22 0,417 0,019
2 0,~ 0,002 1,078 0,3492

2 0,018 O,<XS 5,192 0,~
44 0,068 0,002

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4

ES

.2
U

~j o.~
0,~ 0,078

0.025
0,~
0.028

12 ~ 0,~.
0,~ ft~_12

162

Valores medios de Calcio
(Control — Sepsis)

N Media

ANOVA para creatinina

Valores medios de creatinina
(Sepais — Control)

N Media OS
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ANOVA para urea

8~
Error inlr~’upo

Tienpo
Tierrpo * Se~És

Error intr~vpo

u SC MC F p
1 2,347 2,347 0,199 0,6602

22 259,972 11,817
2 7,694 3,847 1,985 0,1495

2 10,381 5,181 2,673 0,0802

44 85,278 1,938

Valores medios de uremia
(Sepais — Control>

N Media DS ES
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4 12 ~ 3,147 0.~

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F p
1 5547,566 5647,566 3,712 0,0670

22 32881,944 1494,634

2 63,333 30,167 0,046 0,9547

2 2063,444 1030,222 1.583 0,2167
44 28627,222 ~,619

CONTROL, hora 0
CONTROL, hora 1

CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4

gí

OS ES

12 JI.§I~§L A~2~..ÁU§i

12 ~

~12

SC MC
Seps¡s
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error irtragrupo

1 72771,125 72771,125 21,470 OClUí

22 74567,528 3~9,4a3
2 49796,028 24899,014 46,293 <(Ini

2 42429.083 21214542 39,443 <aní

‘14 23665,566 537,854

163

ANOVA para glucemia

Valores medios de glucemia
(Sepsis — Control>

N Media

ANOVA para fosfatasa alcalina
F p
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CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hornO
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4

gí

ES

12 fl~a~ ~ JQ~

12~M~

12 ~ ~ 13061

12 ~ J%~79 5621

SC MC
Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Albúmina * sepsis
Error intragrupo

1 1,044 1,044 1,565 0,2241
22 14,660 0,667
2 1,435 0,718 37,482 <9321

2 1 ,750E-4 8,750E-5 ,CKE 0,~4
44 0,843 0,019

Valores medios de Albúmina

(Control — Sepsisj
N Media

CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSIS, hora.O
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4

OS ES
12 J.J§21 Q,~ 0151

12 -~ ~ 01

U 1.2~ O,~ ~fl
12j~~ 0,841¡ 0.1

12~A~t

W82[~fl

ANOVA para PT

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

1 7,796 7,796 6,562 0,0187

20 fl806 1,190

2 6,688 3,334 27,867 <,CXU1

2 161 0,081 0,674 0,5156

4786 0,120

164

Valores medios de Fosfatasa Alcalina
(Control — Sepais>
N Media OS

ANOVA para Albúmina
F p

gí SC MC F p
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CONTROL, hora-O
CONTROL, hora- 1
CONTROL, hora-4

SEPSIS, hora-bas
SEPSIS, hora-1
SEPSiS, hora-4

ES
12 3994 1061 9~

g~712 3604 0823
12 3167 0504 0146
10 3180 0524 ,flJ~

018610 3033 0596

U 2.4810.2470.078

ANOVA para BT

Sepsís
Error iritragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepais
Error intragrupo

DF SC MC F p
1 0,001 0,001 0,072 0,7916

22 0,246 0,011
2 0,103 0,062 13,562 <,(~1
2 0, 0,011 2,895 0,0~

44 0,1 0,004

Valores medías de Rílfrrublna
(Control — Sepsis)

CONTROL, hora-O
CONTROL, hora-1
CONTROL, flora-4
SEPSIS, hora-O
SEPSIS, hora-1
SEPSIS, hora-4

N Media OS ES
12 243 Q,~

0086~
0113

12 263 00241-~
~

9~

12
,

,

,

,g~

335

12 0033
12 00W

12 ~§

ANOVA para RO

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error iritragrupo

gP Sc MC F
1 0,([~ 0,CY~ 0,683 0,4173

6,639 0,0~

15~18 0,0DB

22 0,147 0,007
2 0,019 0,010

2 0,016 OflE44 0,063 0,001

165

Valores medios de proteínas totales séricas
($epsls — Control>

N Media OS
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Valores medios de BD
(Control — Sepsis)

CONTROL, hora~O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSiS, hora-O
SEPSIS, hora-1
SEPSIS, hora-4

N Media OS ES
12 gflj 9,Q~j Q,QJ~

120,138 ~

12 ~
12 0.081 ~

ANOVA para pH

Sepsis
Error intragrupa
Tiempo

Tiempot Sepsis
Error intragrupc

1 0,240 0,240 17,222 0,~4
22 0,307 0,014
3 0,375 0,125 36,294 «Ini
3 00,12 00,04 12,530 <,(XXJ1

68 0,227 o,CKX3

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 3
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 3
SEPSiS, hora 4

OS ES
12~~
12 ~ fl~ 001
122~fl
122~L~
12 ~ ftfl O
12 Á2~ O
122~W
l2flffl

Indicador bioquímico de hipoperfusión de la mucosa intestinal: pCO
2i - pCO2A

1. Segmento del yeyuno proximal

ANOVA para pCO2iP - pCO2a
gí SC MC F p

Sepsis
Error intragrupa
Tiempo
Tiempo * sepsis
Error intragrupo

1 1412.200 1412,200 14,056 0011

22 2210,aE 100,489
3 6290,506 2086,835 129,671 <CrOl

3 3116,314 1038,771 64,239 <,~1
68 1067,245 16,170

166

gí SC MC F p

Valores medios de pH

(Control — sepsis>
N Media
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Tabla de medias de pCO2p — pCO2a

(Sepsls — Control)

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, horaS
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSiS, hora 1
SEPSIS, hora 3
SEPSIS, hora 4

12 10483
— -~-

U fl~

12 ~

12fl~

12 10033

5964
—~-

5.~

1722
-~-

1.~

6,~ j~j
6,781 1.~

12 fl~
U

~7§7J
5.224 1,~

6,~ 1,915
12 .5~22~ 7~§~ 2161

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F

1 6567,042 ~
~6,14O

j7~ 9~
22 8495.073

3 10297626 3432543 ~
~3 9205471 ~ .-.=J~i

66 5742.107

Tabla de medías de pCO20 - pCO2a
(Control — sepsls>

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, horaS
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, flora 1
SEPSIS, horaS
SEPSiS, hora 4

Count Mean Std. Dcv. Std. Err.
12 fl~

1000812 Jj§~j
........JA=A ~a

Jfr~ 37~,
12 12567

12 19006

31.~12 31.~ fl~_
12~~

Comparación de los efectos de la sepsis en ambos segmentos:

• Existe diferencia significativa al comienzo del experimento dependiendo del segmento intestinal

considerado

ANOVA diferencia entre los dos segmento en la hora cero
SC MC F p

segmentojíl
Residual Lis

507,0001 507,0001 S,0801 Q,~42i
2568.637 saa~ol
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• Existediferenciaenel segmentointestinala considerar (proximal y distal) dentro de los animales

sépticos. Hora3

ANOVA para la diferencia entre los dos segmenteos en la hora 3
ci SC MC F o

Segmento 1
Residual 22 1

1834002 1 1834.002 1 12.8151 0.00171
3148.4721 143.1121

• Existe diferencia en el segmento intestinal a considerar(proximaly distal)dentrodelosanimales
sépticos.Hora4

ANOVA para la diferencia entre los dos segmentos en la hora cuatro

al SC MC F
Segmentol il

Residual 1 22 1

2088.800 ¡ 2088.800 1 6470 1 0.01851

7102.279 1 322.831 ¡

• Valor la variación que sufre el pCO
2i-pCQa entre la hora O y la hora 4, para cada uno de los

segmento en animales sépticos.

ANOVA varaición que existe entre la hora O y4 en función del segmento
pi SC MC F

Segmento
1 1 1

Residual 1 22 ¡
11856201 1185.8201 4058! 00563 1

6428.279 1 292.195 1

ANOVA para lactatemia

Sepsis
Error intragupo
Tiempo
Tiempot Sepsis
Error intragrupo

gí sc MC F p
1 15,248 15,24 24636 <CXLI

22 13,616 .619

3 22,036 7,345 33,465 <(XLI

3 24476 8,159 37,171 <,~1

66 14486 .219
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SC MC
1 0,221 0,221 1~27 0,3275

20 4,379 0,219

2 3,668 1,834 20,909 <00)1

2 1,661 0,825 9,412 0,0004
‘Kl 3,&E 0988

Mezas Table for k
Effect: Category br

CONTROL, hora 0
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O

SEPSIS, hora 1
SEPS!S, flora 4

ANOVA para la variación del CI’

DF

Sepsis ____

Error ntragnJpo ____

Tiempo ____

Tiempo Sepsis
Error intragrupo ____

k * Column 2
N Media DS ES
12 3017 .22.

.144
.

.04212 3,~

12 3217 310 089

12 22~
3.~

.~

12 .~ ~flj

22112 ~ ..j~

Sc MC
1 28.806 28.~ ~ 06127

20 2162,922

2 1041,909 ~

~

16955 <0001

2 592413 ~ ~
40 1229.011

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4

Valores medios de CF

(Control — Sepsis>

N Media OS ES
12110417 7465 2155

12 fl~ 4.731 1,~

12 .Jj2&§!.. ~J7~ 0782

10 J~7~ ~ —.i~

10 Jjfl~ W.2§§. 2§~

10 mJ~ .....AJZ~. fl~

ANOVA para la variación de Nt

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo

Tiempo sepais

Error intragrupo

al SC MC F p
1 205,578 206578

20 915,589 ‘15779 III
2 I39S~ ~

2

40 638.544 16964
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ANOVA para PC
gí

SepsÉ
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo Sepsis
Error intragrupo

E p

F p
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ANOVA para AM
gí SC MC F p

Sepsis
Error intragnJpo
Tiempo
Tiempo * Seps~
Error intragrupo

102,722 102,722 1,081 0,3142

22 2129,944 96,816

2 1843,~ 921 SE 27,584 <,CXIX)1

2 2040,444 1020,222 30,540 <,~I

44 1489,889 33,407

Valores medios de AST

(Control — Sepsis)

CONTROL, hora -O
CONTROL, hora-1
CONTROL, hora-4
SEPSiS, hora-O
SEPSPS, hora-1
SEPSIS, hora-4

N Media DS ES
12 .~&1L ,,7Jfl~ ..2QZ~

1226,6876,243 1,~

12 2§~ 5,667 1,~

12 4,7571,373

12 2M~
45,SE

5,~7 1,~

12 ~

ANOVA para ALT

Sepeis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis

Error intragnapo

1 46,722 46,722 .367 0,5402
22 2654,556 120,662

2 92,528 48,264 6,195 0,0043

2 3,528 1,784 0,236 0,7906

44 328,611 7,468

Valores medios de ALT
(Control — Sepsis)

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4

N Media DS ES
12 fl~ 7.728 2.231

12~~

12 ~ ~ 1.865

12 19833 fr
5.77612 fl~ 1,~
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ANOVA para y-gt

Sepsis
Error intragrupo
tiempo
Tiemp& Sepsis

Error intragrupo

sc MC F D

1 30.681 ~j 2~
22 581.306

2 289.778 J~§~
91.722

J4~
~

~j
000042 183.444

44 432.111 9821

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4

OS ES
12 I5.~ 1.414 o,~
12 14,~ 2,~ O,~

12 I5.~ -~

~

3614

j~
033612 fl~fl

1516712 1043

12 ~4¶ 7,267 2,~

ANOVA para LDII

Sepsis
Error íntmgrupo
Tiempo
Tiempo’ Sepsis
Error intragrupo

gI SC MC E p
1 166176.125 ~25

2a~§2~~i~
.j.~347

122285375

0,512 04820

1221 7147318.861
230366.694 4Q~

51381.—al 244530.750[~w[ 1047114,566 DO~
23798.068

CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4

SEPSiS, hora O
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, flora 4

Tabla de medias de LDH

(Sepsis-Control)

N Media SO
1 2Á868~583 413~2(~ 119,283

ES

12 815333 390,&~ 112769

431756 12463712 836917

12 ~,500 183.623 53.007

12 660600] 177951 51370

12 903,663 412.110. ff8.966
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AnMiSs de la ‘~Miaín pan Ieucocitenta
u

SqÉs
Era ¡nÚ~i~
TsTpo
1ieT~t S~s
Era infr~o

ANOVA para RSNO

sepsis

Error intragrupo

Tiempo

Tiempo * sepsis

Error intragrupo

a: NC

0.740 0.214

12 ,§~fr flJ~j 0103

12J~~

12 A~ 2,~ O.~

ANEXOESTADÍSTICO

F p

1 ~9,4S7 ZO,467 10,471 O,cX~8

22 77~~ 3~285
2 1~,394 83,197 9,~ 0,(XU5
2 349,447 174723 19,1CE -~~1

44 402,373 9,145

gl SC MC F P

1 42,473 AZ3~~2Z6sPPQi

36,969 i&~9
40,977 ÁQ

1A~8 2~g§6 flQQj

50.997 Á§J~99 ?L9L~sPPPi

40.128

22

2
2

4

Valores medios de RSNOs

(Control — sepsis>

N Media
CONTROL, hora O
CONTROL, hora 1
CONTROL, hora 4
SEPSIS, horan
SEPSIS, hora 1
SEPSIS, hora 4

DS ES

ANOVA para nitratos y nitritos

Sepsis
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

al sc MC F o

1 3535.938

_________

3535.936

~

~

Jfl§~Q~

3675 00703

~-L~ .~.

25 24728,636

2 159.383 9B~2A~
~2 376.404

50 4632.612
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3. EFECTOS HEMODINÁMICOS DE LA Hb

A) EFECTOS SOBRE LA FRECUENCIA CARDIACA

Análisis de la varianza: efecto de la Mb sobre la FC

gí SC

Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo * hb
Tiempot Sepsis * hb

Error intragrupo

1 88,021 ,§§~9~j
~

~j~§
J~a22I

~5j~j2

2
2

2&~
~

05527

1 58,521 06278
1 697688

1 105.021 ft~iflJ
20 4828,250

Valores Medios de Frecuencia Caridiaca
<Sepsis - Control 1 lib — Sin Hb~

C,Sin Hb, previo,
C,Sin Hb, 45’
C,Hb, previo
CHI,, 45’
S,Sin Hb,previo
S,Sin Hb, 45’
S,Hb, previo
S.Hb, 45’

M Media SO ES

6 j~J§~ 7679 3135

6ffi~

6 36,681 ~

6 139.W 11.~ 4.708

6 I45.~ ~fl

~

~

8.725

6 4~§~
jfl~~

JQJ9~

152826

B> EFECTO SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL

Análisis de la Varlanza; Efecto de la Hb sobre la PA

gí SC

Tiempo
Tiempot Sepsis
Tiempo * hb
Tiempo’ Sepsis hb
Error iritragrupo

963021 963021 ....212§±

~

L...~2I..

32~5
-~-

..2~A.
1056130021 130021

1 2422,521 1 2422.521 <00001

1 1463021 1463021 <00001-~--
20 904917 45248
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Valores medios de PAM
(Control-sepsls 1 SIn Hb-Hb)

C,Su~ lib, previo
C,Sin Hb, 45’
C,Hb, previo
CHI,, 45’
$,Sin Hb, previo
S,Sin Hb, 45’
S,Hb, previo
S,Hb, 45’

N Media DS ES
6 106833 8

8

8

8

8311

6 108333

6 Jjfr~
j3§§~.

67333

5
54256

8 33~
6 54333 21968 8977

6 UJJ2~~~ .J2AZL 7214

C) EFECTO SOBRE LA PRESIÓN DE LA ARTERIA PULMONAR

Análisis de la Varlariza: Efecto de la lib sobre la PAP

gí SC

Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo* It
Tiempo * Sepsis
Error intragrupo

1 33333 33333 1874 01862hb

Valores MedIos de PAP
(Control — Sepais ¡Sin Hb — Hb)

C,Sin Hb, previo
C,Sin Hb, 45’
C,Hb. previo
C,Hb, 45’
S,Sin Mb, previo
8,Sin Mb, 45’
S,Hb, previo
SMb, 45’

N Media DS ES
6 19833 4834 JJ~fl
6 18~ 7

7
7.204

6 fl~7
32.5006 2.941

6 36~ 1789 9¿~
..2J~4L

1,~
6 3

30,~

J~7
2.~6
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D) EFECTOSOBREEL INDICE CARDIACO

Análisis de la VarUnza: Efecto de la Hb sobre el IC

gí SC MC F p

Tiempo

Tiempot Sepsis
Tiempot Hb
Tiempo * Sepsis * Hb
Error intragrupo

2~J~§.1 2204.413 Q.413

JA§LQ2~.~

~

.396 0005.~-.
78011

0
088821.581

1 2002.911 0
09440-~-1 .395

20 1560.229

C,Sin Hb, previo
C,Sin Hb, 45’

CHI,, previo
C,Hb, 45’

S,Sin Hb, previo
S,Sin Hb, 45’
S,Hb, previo
S,Hb, 45’

ES
6 ,§j~4 ~ ........2~.

6 ~
~
~a
.~.rn.

8.105 3.~

6 3704
6 23.~ 9.612

6 ~ ..ZZ~.

635,743 ffi~ 8,017

E> EFECTO SOBRE EL FLUJO MESENTÉRICO

Análisis de la Varlanza: Efecto sobre el flujo Mesentérico

gí SC

Tiempo
Tiempot Sepsis
Tiempot Hb
Tiempot Sepsis * Hb

Error intragrupo

1 27fl16 27.016 3
3,~1 1.684 .

.Jj~j

fl¿~j

0.496

0.0820

1 17,429 ~J3~J
ft~1 0,2 74

20 9.924

C, Sin Hb, previo
O, Sin Hb, 45’
C, Hb, previo
C, Hb, 45’
5, Sin Hb, previo
5, Sin Hb, 45’
5, Hb, previo
5, Hb, 45’

ES
6 2A~ ...J.A& ........Q.~..

6 jJJ~

2,~

¿~jj

1,~6 0,~

6 ,~

~jJ~4

§~

~2Z

,

,J,Jfl

O.~

Q

QA~L.

0.201

6

6

6 0’~ 0,201
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9 EFECTO SOBRE EL FLUJO PORTAL

Análisis de la Varianza: Efecto sobre ci flujo Portal

gí SC MC F p

Tiempo
Tiempo Sepsis
Tiempo * Hb
Tiempo * Sepsis * Hb
Error intragrupo

1 76,W1 7~~[
~

~
~A§~L

..21A2§. O0002

1 2,398 0.4227

1 39,613 .
.9fl±. ~.837

20 71.582

Valores Medios de Flujo Portal
(Control — Sepsis ¡Sin Hb — lib>

N Media DS ES

C,Sin Hb, previe
C,Sin Hb, 45’
C, Hb, previo
O, Hb, 45’
S,Sin Hb, previo
5, Sin Hb, 46’
5, Hb, previo
5, Hb, 45’

6 JA.~2

flflQ

..........A.Q24
~

~
~
...........Q~
.Q~

.........Z§I.9
3113

1 643
6 1 251

6 .i2.~2
2M4
.X~2Z

1 896
6 1 513

6 ...Q21

0.276 .J.~22
..ifl2L7

6156

6 .......Á..i.t7

12718

G) EFECTO SOBRE LA VARIACIÓN DE DISTRIBUCIÓN DE FLUJO MESENTÉRICO

Análisis de la Varlanza: ratio de flujo mesentérico

gí SC MC

Tiempo
Tiempo * Sepsis
Tiempo’ Hb
Tiempo Sepsis * Hb
Error Intragrupo

1 3.562 ~j

~

~

0.002

J~¶
......L§Z±

~§~§

~1 4590

1 2137 flJ~
1 0.002 0001 09765

20 54.830 2,742
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Valores Medios del % de Flujo Mesentérico
(Control — Sepsls ¡Sin lib — lib>

N Media OS ES
6 Jj~~ ,t~fr 0741

6 %~
7,~

...1§~.
3,~

1087

6 1.572

6 J9~~
fl~¿
12260

6’414 ~flj

~~2~2ZZ

~

2.757

6 L~

.........i21~

6,~

6

611.926

14) EFECTO SOBRE LA DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL

Análisis de la Varianza: Variación del % de Flujo Portal

gí SC

Tiempo

Tiempo * Sepsis

Tiempo* Hb
Tiempo * Sepsis * Hb
Error intragrupo

1 8.656 f

fl~§§

~

.......2Aa

0652 04290

1 13,466 1014 9~2§L.
1 24403

1 2.423 flJ§~ .A§Z~
20 265,694

Valores medios de %Qp
(control-aepsls ¡Sin lib — lib>

N Media OS ES
2I.~ 5.~ 2.~

619.760 ~fl_

6 ~ ...1§~I 3119

619.65711.401 4~

6 2i2~& ,,J9~j ~
6 3~§ J3~ ¿2~

177

O, Sin lib, prev
O, Sin lIb, 45
C, lib, prev
O, Hb, 45’
5, Sin Hb, prev
5, Sib Hb, 45’
5, lib, prev
5, Hb, 45’

MC F p

O, Sin Hb. prev
O. Sin lib, 46~
O, Hb, previo
C, Hb, 45’

5, Sin Hb, prev
5, Sin lib. 46’
5, lib, previo
O, lib, 45’
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1) EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR SISTEMICA

ANOVA para la RVS

gí SC MC E p

Tiempo
Tiempo * sepsis

Tiempo * hb
Tiempo * sepsis~ Hb
Error intragrupo

1 10.622 10.622 2~§
,,,fl~
~

~fl

1 0.140 9J~9
,J4§~7

W~

9J~§7j
~9~j-1 14,88 7

1 1.250

20 9,215

Valores medios de RVS

(Control — sepsis ¡Sin lib — lib>

N Media DS ES
6 JJ~~ QJ~ ...........2~2

~

6 £~ 0,3260,133

8 3444 1133 0462-~- -~- —~-
642~fl

6~j~¿~

6 A...421 QJ~ 0326

6 3,~ 2,361 ~

J) EFECTO SOBRE LA RESISTENCIA MESENTÉRICA

ANOVA para Resistencia Mesentérica

gí

Tiempo
Tiempo * sepsis
Tiempo * lib
Tiempo * sepsist hb - - -

Error intragrupo

1 2677,771

1 349,336 ~Jfl~
~

.......1.54932¡......2 575

0,2684

1 28<fl771 00042

1 154.932 ,9J~§fl,

20 5390.270
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C, Sin Hb, prev
C, Sin lib, 45’
C. lib, previo
O, lib, 45’
5, Sin lib, prev
5, Sin Hb, 46’
5, lib, previo
5, lib, 45’
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4. EFECTO DOSIS-RESPUESTA DE LA HEMOGLOBINA

1.- ACCIÓN SOBRE LAFRECUENCIA CARDIACA

Al Efectosplobafes

ANOVA: efecto sobre la FC

Tiempo
Error intragrupo
Tiempo
Tiempo sepsis
Error intragrupo

al SC MC F o
1 3434. 083 3434. 083 0,968 0,3506

10 35857167

3 4548,917 1516.306 jjfl

......Z97§.3 1034.917 ~ J±2~§
30 4966,167

Valores medios de Frecuendia Cardiaca
Efecto dosIs-respuesta de la Hb ( sepsls — control)

N Media OS. ES
6 fl~

~J§~
ML~
122667

18,159 7.414

e ~
~6 fl

J,4~7j6 36861

6 J3§~§~
I24CXfl

3

30516

...J2I~L

~6

6 ~ ~j5~

B~ Efectos sobre ti grupo Control

:

ANOVA efecto de la lib sobre la FC en el grupo control
SC

Error
Hemoglobina
Error intragrupo

al MC F
1 1 16952.3331 3390.467 ¡

3 4012833 1337611 5419 00100

15 3702667 246844

t de Studentpara datos pareados:

- FC basal— FC dosis100: r0,0132
- FC dosis100 — dosis200: p = 0,056
- FC dosis200— dosis400:p = 0,0273
- FCbasal—dosis200:p=0,177
- FC basal— dosis400:p 0,677

C) Efectossobre el grupo Séptico

:

ANOVA efecto de la Hb sobre la FC en el grupo séptico

Error
Hemoglobina
Error intragrupo

al SC MC F
0

00063

11 16904.833 1 3780.967 1 1

3 1571 CliC 523667 6120

15 1283&XJ 65567

179

C,dosiso
O, dosis 10)’
O, dosis 20)

O, dosis 40)
5, dosisO
8, dosis 100
6, dosis 20)
6, dosis 40)
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de Studentparadatospareados:

- FC basal— FC dosis 100: p=0,0056

- FC dosis100— dosis200: p = 0,7494
- FC dosis200—dosis400: p = 0,3487
- FC basal— dosis200: p = 0,107
- FC basal— dosis400: p= 0,0549

2.- PRESIÓN ARTERIAL MEDIA

A> Efectos globales

ANOVA: efecto de la lib sobre la PAM

sepsis
Error intragrupo
Hb
Hb * sepsis
Error intragrupo

al SC MC
1 9240,750 6

607.375

J~± A~.

10 6073.750

3 3616,167 4
428917

J
J9~§,

<0(1)01

3 1286.750 -~

30 1176,583

Test de Bonferroni: diferencia SEPSIS-CONTROL

- basal: p<tO,000 1

- dosis 100: p = 0,0024
- dosis200:p=0,0l15

- dosis 400: p = 0,1656

Valores medios de Presión Arterial Media
Efecto dosis-respuesta de la lib (control — sepis>

N Media DS ES
6 ~ j§~~

6 14,~ 5.974

6 13.2865.425

6 ~ ...fl2~ ‘Afl~

6 ~ 5~
~ 7.2146 113,~

8) Efecto de la Mb sobre la PAM en el c¡ru~o control

ANOVA efecto de la lib sobre la PAM en el grupo control
SC

Error
Hb

Error intragrupo

al MC F
sI 2275.3751 465.0751
3 362125 127375 2208 01294

15 865125 57675

180

F D

C, dosis O
C, dosis 100
C, dosis 200
C, dosis 400
5, dosis O
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
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deStudentparadatos pareados:

- PA basal— FC dosis100: p = 0,0943
- PA dosis100 — dosis200:p = 0,8459
- PA dosis200— dosis400:p = 0,5927
- PAbasal—dosis200:¡r’0,1108
- PA basal— dosis400:r 0,0902

Cl Efecto de la Hb sobre la PAM en el pruDo seDtlco

ANOVA para el efecto de la lib sobre la PAM en el grupo séptico
SC MC

Subjeet
Tratamiento
Error intragrupo

Ql F o

1 SI 3798.3751 759.675I
3 45207~2 1506~31 72575 <00001

15 311458 20764

de Student para datos pareados:

- PAbasal— dosis 100: p<0,000l
- PA dosis 100 — dosis 200: p <0,0001
- PA dosis 200— dosis 400: p 0,0496
- PAbasal— dosis 200: p <0,0001

- PAbasal—dosis400:p<0,0001
- PA 100—dosis 400:

3.- ACCIÓN SOBRE LA PRESIÓN EN LA ARTERIA PULMONAR

Al Efectos alobales

ANOVA efecto de la lib sobre la PAP

sep
Error
Hb

Hbsepsis
Error intragrupo

gí SC F

1 1405,333 W~
10 1013.833

3 1524833 508.278 24535 ~
~3 83.167 27.722 ~

30 821,500

181
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Valores medios de PAP
Electo dosIs-respuesta de la lib (apis-control>

N Media SD ES
6 ~ ......=a 0989

6 ~§J~ 10464 .......A2Zi

6~ffi

6 ~ ~ ~

6 33,SE 2,510 j~

6 ~ 7167 2926
6 45.~ 2658 JJQ§~

BI Efectos sobre el grupo Control

:

ANOVA: Electo de la lib sobre la PAP en

Error
lib
Error intragrupo

el grupo control
SCal

SI 840.333!
MC

168.0671
F

3 831000 277000 9708 00008

15 428000 28533

t de Studentparadatospareados:

- PAPbasal— dosis lOO: p = 0,0753
- PAPdosis 100 — dosis 200:p = 0,0699

- PAPdosis 200—dosis 400: p = 0,1777
- PAPbasal — dosis 200: p = 0,0213
- PAPbasal — dosis400: p = 0,0034

Cl Efectos sobre .l pm~o SéDtico

:

ANOVA: Efecto de la Hb sobre la PAP en el grupo séptIco

Error
Hb

Error intragrupo

pi MC F

1 Si 173.5001 34,7001
3 777000 25900) 20078 <00001

15 193500 12~U

4.- EFECTO DE LA Hb SOBRE EL INDICE CARDIACO

Al Efectos alobales

ANOVA: Electo de la Hb sobre el IC

sepsis
Error
lib
Hb * sepis

Error intragrupo

al SC MC F D

1 96678 ,,,,,~7§ ,,fl,~ ~
10 14883.018

3 4527.969 1SE323 27 451 <00001

3 167.229 5
54963

jJ~j,4 ~
30 1649,496
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C,dosis0 ¡
C,dosisl00 ¡
C, dosis 200
C,dosis4tfl ¡
5, dosis O
5, dosis 100
5, dosis 200

5. dosis 40)
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Valores medios de IC
Electo dosIs-respuesta de la Mb sobre el iC

N Media OS ES
6 3

3

3

36806

,,,,§JJ~

,,,JflJ~

..J2L?~

9072

,

,,,jj~,

~

3704

6
6
6

6 ~

~j

47030

.....2§±22§.
24.937

9
9

9469
6

6 ,,,,,~Q
6 ~ 8.017

Rl Efectos sobre el prubo control

ANOVA electo de la lib sobre el IC en el grupo control
SC

Error
lib
Error intragrupo

al MC F
1 SI 1965.0631 393fl131

3 2482520 820840 120525 <0~1
15 102158 6811

—Test para datos pareados:

- ICbasal—IC dosis lOO:p<O,OOOL

- IC dosis 100 — dosis 200:p = 0,0042

- IC dosis200—dosis400: p = 0,1023

Cl Efectos sobre el wiwo séptico

ANOVA electo de la lib sobre el ICen el grupo séptIco

Error
Hb

Error intragrupo

pl SC MC F o

I sI 12917,9541 2583.6911
3 2232677 744226 7215 00032

15 1547338 103158

5.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR SISTÉMICA

A) Efectos globales

ANOVA para RVS

sepsis
Error intragrupo
lib
Hb * sepsis
Error intragrupo

SC MC F p

1 1296 ....,.J.2~ 02 0632

10 53,335

3 27796 9265 19663 .

..,.913 2750 ,QJ~j¿ J,JQ4j

30 14,136
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O, dosis O
O, dosis 100
O, dosis 20)
O, dosis 40)
5, dosis O
5, dosis 100
5, dosis 20)
5, dosis 40)



Valores medos de RVS

Efecto dosis respuesta de la lib <control — sepsls>
N Media OS ES

ANEXOESTADÍSTICO

0,326 0,133

6 ,fl~, ~ ,,fl¡~

6 1421 0799 0326

6 2023 0961 0
0,~62,647 1.~

6 3.~ 2.361 o.~

a> Efectos sobre el gruyocontrol

ANOVA para RVS

Error
lib
Error intragrupo

pi SC MC F
1sI 16.945! 3.389!

3 10344 3448 8&S 00015

16 6006 0401

Comparacionesmúltiples: “t” concorreccióndeBonferroni

- basal —dosis 100 = 0,0032x 6 = 0,0192
- dosis 100—dosis 200 = 0,1727x 6 1,0362
- dosis 200— dosis 400 = 0,7123 x 6 4,2738
- basal—dosis200=0,0411x6=O,2466

- basal—dosis400=0,005x6=0,03
- dosisíOo—dosis400=0,02x6=0,12

Cl Efectos sobre el grupo séDtco

ANOVA Tabie br rvs

Error
Hb
Error intragrupo

pl SC MC F
1sI 36.3901 7,2781
3 20202 6734 12427 00002

15 8128 0542

Comparacionesmúltiples: “t” con corrección deBonferroni

- basal— dosis100 = 0,0007x 6 = 0,0042
- dosis 100—dosis200 = 0,0201x 6 = 0,1206
- dosis 200—dosis 400 = 0,0282 x 6 = 0,1692
- basal — dosis 200= 0,0045 x 6 = 0,027
- basal — dosis 400= 0,0137 x 6 = 0,0822

- dosis 100—dosis 400 = 0,0253x6 = 0,1518

184

C. previo
C, 100
C, 200

C, 400
5, previo
S,100

8,20)

8,400
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5.- EFECTOS DE LA HEMOGLOBINA SOBRE EL FLUJO MESENTÉRICO/Kg

A> Efectos alobales

ANOVA efecto de la lib sobre el flujo mesentérIco

sepsis

Error
Hb

Hb’ sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F p
1 10,495 ,,,J9~

&022
1743 ~

10 60.223

3 46.220 15.073 j
jj~j

5Q~1

<000013 17.700 5,90)

30 15147

Tendc Bonferroni;diferencia SEPSIS-CONTROL

- dosis 100: p = 0,0164
- dosis 200:p = 0,0344
- dosis 400: p NS

Valores medIos de Flujo mesentérleolkg
Efecto dosis respuesta de la lib (sepsis-control)

N Medias DE ES
6 6118 221j ,,,9~

6 ~ ,,,JJ7~ ,,,9.7~

6
6 ~ 0493 0201

5,47 1’~ 0,~

6 J~§~ ,,9~ ~

6 3217 ,,,,,~ 0201

B) Efectos soare el ampo control

ANOVA efecto de la lib sobre el Qmes en el grupo control
SC

Error
lib

Error iritragrupo

pl MC F
1sI
3

54.6221 10,9241

15

42~O

10569

14317

704

20339 <00001

—Testparadatospareados:

- Qmesbasal— dosis100: p = 0,0054x 6 = 0,0324

- Qmesdosis100 — dosis200: p = 0,7059x 6 4,23
- Qmes dosis200— dosis400: p = 0,2843x 6 = 1,7058
- Qntesbasal—dosis200:p=0,0060x6=0,036
- Qmes basal -‘dosis 400: p = 0,0056x 6 = 0,0336
- Qmes100— dosis 400: p= 0,148x 6 = 0,888

dosis O
C, dosis 100
C, dosis 200
0, dosis 40)
5, dosis O
8, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
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Cl Efectossobre el nuco Séptico

:

ANOVA efecto de la Mb sobre el Qmes en el grupo séptico
sc

Error
lib
Error intragrupo

Ql MC F
1st s.wí 1 1.120

3 19970 6657 21 761 <t~1

15 4588 306

de Studentpara datos pareados:

- Qmesbasal— dosis 100: p = 0,7534x 6 = 4,52
- Qmesdosis100 — dosis200:p = 0,0005 x 6 = 0,003

- Qmesdosis200— dosis400: p = 0,0007 x 6 = 0,0021
- Qmesbasal — dosis200: p = 0,0288x 6 = 0,1728
- Qmes basal — dosis 400: p = 0,0084x 6 = 0,0504
- Qmes100 — dosis 400: p = 0,0049x 6 = 0,0294

6.- EFECTOS DE LA HEMOGLOBINA EN EL FLUJO PORTAL/Kg

a> Efectos alobales

ANOVA efecto de la lib sobre el Qp¡kg

Sepsis
Error
Hb
Hb * sepeis
Error intragrupo

al SC MC F o
1 3392 3

36856

~j 07737

10 366567

3 120.765 40255 18823 <00001

3 24.422 8.141 ~ Q9~j
30 64,157

TestdeBonferroní:diferencia SEPSIS-CONTROL

- basal:p=0,3711
- dosis 100:p = 0,4059
- dosis200: p = 0,8976
- dosis400: p = 0,4071

Valores medIos de Qp¡kg
Electo dosis-respuesta de la lib (control-sepis>

N Media OS ES

6 12392 4645 1896

e §

§I~~

j~

jft~j¿,

~

.

.IJ§Z~.

,,.....flfl.

~6

6

e .2~i.Q
~

3,019

1147

6 1070

1,~

6 6155 3113 .~I2ZL
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C, dosis O
C,dosis 100 ¡
C, dosis 200
C, dosis 400
5, dosisO
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 40)
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8> Efectos sobre el gruyo control

ANOVA efecto de la lib sobre el Op/kg en el grupo control

Error
Hb
Error intragrupo

pl SC MC E
¡ sI 252.7041 50.541!

3 64614 28205 13171 00002

15 32121 2141

deStudentparadatospareados:

- O~basal— dosis100: p = 0,0117x6 = 0,0702
- Qp dosis100— dosis200: p = 0,5901 x 6 = 3.5406
- Os dosis 200-’ dosis406: p = 0,4323x 6 = 2.5938
- O~ basal — dosis200:p = 0,0116x 6 = 0,0696
- Qp basa]—dosis400:p=0,0153x6=0,0918

- Os 100 — dosis400: p = 0,836x 6 = 5,016

Dl Efectos sobre el anioo séDtlco

ANOVA efecto de la lib sobre el Qplkg en el grupo control

Error
lib
Error intragrupo

pl SC MC E

1sI 135.8531 27.1711
3 60573 20191 9454 0~

15 32036 2136

de Student para datos pareados:

- Osbasal— dosis 100: p=0,5169x6= 3,10
- Osdosis 100—dosis 200: p 0,1327 x 6 = 0,7962

- Os dosis 200—dosis 400: p=O’O2?8x6 = 0,1668
- Qpbasal — dosis 200: p = 0,0022x 6 = 0,0132
- Qp basal — dosis 400: p = 0,0004x 6 = 0,0024
- Q 100—dosis 400: p = 0,0006x 6 = 0,0036

7.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL

bí Efectos globales

:

ANOVA efecto de la lib sobre el Indice QpflC x 100
nL SC

sepsis
Error
Hb
lib * sepsis
Error intragrupo

MC F o
1 116A12 ,, J,i.6 412,

~

17.076

,,02§7 ~

10 4364,947

3 51228 1&~ ,,,,,,.Q¿~
~3 24.903 8.301 ........,,Q2~

30 319,252
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Valores medios del QpflC x 100
Efecto dosis-respuesta de la lib (sepsls-controlj

N Media OS ES
O, dosis O
O, dosis 100

O, dosis 200
O, dosis 40)
5, dosisfl
5, dosis 100

5, dosis 200
5, dosis 400

b> Efecto sobre el tItIlo~rtal en el gruoo control

ANOVA para el % de Oportal

Error
Hb

Error intragrupo

pl SC MC F
1sI 779.9531 155.9911

3 51083 17028 1946 01657

15 1313V 8756

o> EfectO sobre el flujo yortal en el primo séotico

ANOVA para el % de Qportal
Ql SC MC F

1 sI 3584.9941 resmí
3 26048 8349 666 05866

15 187931 12529

8.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA DISTRIBUCIÓN DE FLUJO PORTAL

Al Efectos globales de la Hb sobre la distribución de flujo mesentérico

ANOVA para %Qmes

Tiempo
Error
Hb

lib * sepsis
Error intragrupo

gí SC MC F 1’1’! 292.~ ~ 1 782 2116~10¡ 16~,423 163,942
12.816 4.272 ,,j,flj ,,,,9J~7U-al 37.649 12.550 ,%~7j ,,Q~§L.~J 114.987

Tcst deBonferroní:diferenciaSEPSIS-CONTROL

- previo: p = 0,4613
- dosis100: p 0,1062

l88

Error
Hb
Error intrgrupo
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- dosis 200: p = 0,2185
- dosis 400: p = 0,2398

Valores medios %Qmes
Electo dosis respuesta de la lib (sepsis — control>

N Media DS ES
6 ~ ~

6 ,.Á~L ~ 1772

6 79~ ....A§~. JJ~7~,

6~fl

6 fl~j -~ A~

6 fl~j ,..%~ I~j

6 JflZ§ ,,§¿~, 2757

B) Efectos sobre el grupo control

ANOVA para 1W mes

Error
Hb

Error intragrupo

C) Efectos sobre el grupo séptico

ANOVA para %Qmes

Error
Hb
Error intragrupo

pl SC MC F
¡ sI 1741411 34.8281

3 27717 9239 1788 01927

15 77522 5168

pl SC MC F 0
¡ sI 1465.2821 293.066!

3 22748 7583 3036 00619

15 37485 2496

9.- EFECTO DE LA HEMOGLOBINA SOBRE LA RESISTENCIA VASCULAR MESENTÉRICA

a> Efectos globales

ANOVA para RVM

sepSiS
Error
Hb
libt sepsis
Error intragrupo

SC MC F o
1 9865,668 9665666

—~
~

2012,203

3530
~-

00897
-~-

10 27950.865

3 6036.609 5992-~
.2~

00025-~
,QJ~,2261.926 .,,,..2~SI§..

~10075.200
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C, dosis O

C, dosis 100
C, dosis 200
C, dosis 400
5. dosis O
5, dosis 100
5, dosis 200
5, dosis 400
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Valores medios de RVM
Efecto dosis respuesta de lib (sepsls — control)

N Media OS ES
6 22.~ g~ 3945

~ ~ ....24ZS.

~ ,,,,,,,flfl.L ,,fl,7~j

61272 ,,,,,,,J§JQj ..J.~§2L

fl~_2.1260,866

J.7J~Z, ,~75, 1337

JA~ 1096

~ ~

6
6

6

6
6

6

6

b) Efecto sobre le aruco control

ANOVA para RVM

Error
lib
Error intragrupo

pl SC MC r
1sI 27899.772! 5879.954!

3 6760271 2253424 3385 00.461

15 9985936 665729

cl Efecto sobre el aruco séptico

ANOVA para la RVM

Error
Hb
Error intragrupo

pl SC MC E
¡ SI 51.CS3I 10.2191

3 1538265 512755 86164 <0001

15 69264 5951

190

O, dosis O
C, dosis 10)
C, dosis 200
O, dosis 400
5, dosisO
6, dosis 100,
6, dosis 200
8, dosis 400
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5. EFECTOS HEMODINAMICOSDEL GSH

1.. EFECTO DEL GSH SOBRE LA PRESIÓN ARTERIAL

ANOVA: efecto del GSH sobre la PAM

gí SC MC F p

tiempo
tiempo * sepsis
tiempo * hb
tiempo * sepsis * lib
Error intragrupo

.SÉi¡IA.1 126.750 126.750 ........2&iL

j~

~

~

1 341.333 341.333

1 65,333 2

2,083

02691

1 2.083

20 968,500 48425

a) Efecto del glutationsobrelosanimales que no reciben Hb

ANOVA el efecto del GSH sobre la PAM
al

sepsis

Error
0511
GSH sepsis
Error intragrupo

SC MC F o
1 6922.042 5

5
5042

J7~j~ ...9J~2I,..
10 3482.083

5,042 433 05263

145.042 ~ ,j~ ,,,Q~
10 116.417

DS ES
6 j9~~ ~ 1769

6 .~2 ....§.~i. ~

6 121§§1 9266 3783

7.~ 3,~

6

6

6 ~ fl
1~ 5532

6 ~ ~ ,2AJ§~I

b) Efecto del glutation sobre los animales que reciben Hb

ANOVA efecto del GSII sobre la PAM

sepsis
Error
GSH

GSH sepsis
Error intragrupo

gí SC MC
1 477,042 477 042 ft~

10 4960.083 498008

1 108.375 ,,,,Jfl§Ja
~

84408

JJ~§j
~

Q~§
008831 301.042

10 844,083

191

Valores medios de PAM
(Control — sepsls ¡Sin lib — lib>

N Media
C, sin lib, pre
C, sin lib, pos1
C, lib, pre
0, lib, post
5, sin lib, pre

5, sin Hb, posl
8, 1-Ib, pre
8, lib, post
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2.- EFECTO DEL GLUTATION SOBRE LA ¡‘AP

ANOVA efecto del GSI’I sobre la PAP

gí SC MC F p

GSH
GSI’I sepsis
GSH * >~

GSH * sepsit * It
Error intrasujeto

1 8.333 ,

,

,,=~

12.000

fl.Z~L
~

2114

04025

1 60,750 00317

1 24083 01615

1 12.000 ,,j~ ,,.flJ~jfl,.

20 227,833 flJ~~

Valores medios de PAP
<Control — sepsls ¡SIn Kb — Kb>

N Medie OS ES
6 17000 2191 ,,fl,~,

6 3

34167

...JAaL

5565

.2JgIQ

22726
6 38000 2~§A

,,,...2~.

5610

.

......,I~

22W

6 ,5i..~.
~j~7¿6

6 ~ 7.967 ..22§2.

a) Efecto del glutation en los animales que NO reciben lib

ANOVA efecto del GSM sobre la PAP

sepsis
Error
GSH
GSH * sepsis

Error intragrupo

ql SC MC F
1 2970,375 ,~79~7j

39275
~ ,~9~u1

10 392,750

1 30,375 30,375 1,576 023

1 q375 p~ 9~§§. Q~L

10 192,750

b) Efectodel glutationen losanimalesquereciben lib

ANOVA efecto del GSH sobre le PAP

sepsIs

Error
GSH
GSH* sepsis

Error intragrupo

ql SC MC F
1 287.042~ 287.042 3363

10 848,417 84842

A~Z

1 2.042 2.042 ...,.....fl.22

,,,¶~

0
00011 63.375 ~

10 ~.CS3

192

C, Sin Hb, pre
C, Sin Hb, post
C, Hb, pro
C, lib, post
5, Sin Hb, pre
5, Sin lib, post
5, Kb, pro
5, Hb, post
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3.- EFECTO DEL GLUTATION SOBRE EL INDICE CARDIACO

ANOVA para el efecto del 05K sobre el It

gí SC MC F p

GSli
GSli
GSH
GSH

* sepsis

* lib
*sepsis*hb

Error intragrupo

1 147301 47 301

j~

~

fl~

.9220

~7~L

~

ffi~,

J

J92§A

,,...
4~j,

3841

1 92046

1 22,417

1 12.650

20 319,529

Valores medIos de IC
(Control — sepsis ¡ SIn Mb — Hb)

N Media SO ES
6 79061 ....fl.Z?2.

13668—~-
~

.......§.~

5580
—~-

,,±QJj

5.057

6 79455

6 ~

6 ~j

665,472 16,3~ 6,~

e ~

6 ~

6 62033

~

~

~

8188

~j,
.....22&

a) Efecto del glutation sobre los animales que NOreciben Hb

ANOVA para el efecto del GSM sobre el It

se psis
Error
05K
OSH * sepsis
Error intragrupo

al SC MC F 1’
1 841 901 ~jJ~

....,,S12¶

27.395

j~

lO 5012)84

1 27.395 .....QI.2rn..
Q~f

~

1 18.225 W~

10 215,657

b) Efecto del glutation sobre los animales que reciben lib

ANOVA para el efecto del 08K sobre el It

sePsIs
Error
05K
08K * sep
Error intragrupo

gí SC MC r 0
.....,,AIZ1~

~

142.3231 142.323

86471 ....,..§§Afl..

103872

1 4177,068 26765 000)4

10 1580.822

1 .J~Jfl2,
~

~J~u1

1

10

193

C, Sin Kb, pre
C, Sin Hb, post
C, Hb, pre
O, lib, post
8, Sin Hb, pre
6, Sin Kb, post
6, Hb, pre
6, lib, post
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4,-EFECTOSDEL GLUTATION SOBRELA RESISTENCIAVASCULAR SISTEMICA

ANOVA para los efectos del GSM sobre la RVS

SC MC F p

GSH

GSK * sepsis

GSK * hb
GSH * sepsis * lib
Error intragrupo

1 0.111 0,111 ~ Q~§~
1 0,~ fl,~

,,,,,,,,,,,9J~
~

1 0,128 .
.......Q~L

0
076591 0.008

20 1,664

DS ES
6 J¿7~‘,,,,,,,,,9J~. 0075

6 .A1§~..
4.~

,,,,,,,JJ~

j~

,,,,,QJ~

Q§~
0.~6

6 .&21§ 0068

6 ~ 0.169 0.~

a)Efectodelglutationsobrelosanimalesqueno recibenlib

ANOVA para el efecto del GSH sobre la RVS

sepsis
Error
GSH

GSK sepsis
Error intragrupo

SC MC F p
1 0.5141 Q§14

10 1,017

j~7

1 3.001 E-4 3,001E-4 ,,,,ftQj~ ,,,,,Q,
1 0.023> ~

0,1 001610

b) Efecto del glutation en los animales que reciben Hb

ANOVA para el efecto del GSH sobre la RVS

sepsis
Error
05K
05K * sepsis

Error intragrupo

gí SC Mt~ F o
1 31,289 ~g

22.048

JAJ21 ~
10

1 0.234 ~

0.0751 Q,9~

1,5061 0151

~
1 .........QA~ 0497

10

194

Valores medios de RVS
¡Control — sepais ¡Sin Hb — Mb>

N Media
O, Sin Kb, pre
O, Sin lib, post
0, Kb, pre
0, lib, post
5, Sin lib, pre
5, Sin lib, post
5, lib,

6, Hb, post
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5.- EFECTO DEL GLUTATION SOBRE EL FLUJO MESENTÉRICO

ANOVA pare el efecto del GSH sobre Ornes

gí SC MC Ir ~3

1 45,156 ,,~j§§
0046

29260 <00001

1 0,046 0030 08640

1 28.119 J
Jj~

1543

J~~Q
,.,.....±2j2,

0~4

1 1573 03248

20 30866

Valores medios de Qnes
<Control— sepsís ¡SIn lib — lib>

N Media OS ES
C, Sin Kb, pre
C, Sin Kb, post
C, lib, pre
C, Kb, post
5, Sin Kb, pre
8, Sin Hb, post
5. Hb. pre
5, Kb, post

a) Efecto del glutation en los animales que no reciben Hb

ANOVA del efecto del GSH sobre el Ornes

sepsms

Error
08K
OSH*sepsis
Error intragrupo

al SC MC E o
1 36,492 36492 10966 9~j

10 33,279

1 1.004 1.004 3.~ ~7~Z
Q~1 1080 1080fl

0,25210 2,518

b) Efectos del glutation sobre los animales que recibenMb

ANOVA para el efecto del GSH sobre el Qnes

sepsis
Errar
08K
05K * sepeis

Error intragrupo

al SC MC It o
1 7,388 ..Áa~ ..,22~. 01286

10 26,911

1 72.270 3fl7Q
0539

0
01901 0539 06720

10 28,348 2.836

195

08K
GSH * septis
05K * hb
05K * sep * It
Error intrgrupo
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6.- EFECTOS DEL GLUTATION SOBRE EL FLUJO PORTAL

ANOVA para el efecto del GSM sobre el Op

gí SC MC F p

GSK
05K * sepsis
GSK * lib
05K * sepsis * lib
Error intragrupo

1 161.051 161.051 ,
,,fl~j-

~
~

9
9J4~j31 1,723 ~j¿fl

...j21.,gZ1
,,J,~fl

2,918

1 1 01 .871

1 13,926 ....Q9~I9..
20 58,369

Valores medios de Op
(Control — sepsls ¡SIn lIb — Kb>

N Media OS ES
6fl~jj~

6 ~ ~J~j ~
6 §J~~ .......2A2§ .—Q.1Z~

6 ~j 4,617 1,~

6 7,~ 0,~ 0.260

6 9,~ 1,1580,473

65,200 3,~ 1,~

6 j~j 4.547 I.~

a) Efecto del glutationenlosanimalesqueNO recibenMb

ANOVA para el efecto del GSH sobre el Op

sepsis
Error
GSK
05K * sepsis
Error intragrupo

SC MC
1 137,901 ...flL~L

15.055
...%I~ ~9Qj~§

10 150.547

1 3.373 3.373 ,,,,,ft~
~

,9JQ~Q
1 2926

10 5,036 ~j

- Efecto en los animales sécticos

ANaVA Tale br lqport

Error

05K
Error intragrupo

pl SC MC E
1 5! 3.8711 0.7741

1 6291 6291 6456 00518

6 4873 09
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1,) Efectodel glutationenlos animalesquerecibenHb

ANOVA para el efecto del GSH sobre el Cap
ql

se psis
Error
05K
05K * Sepsis
Error intragnipo

SC MC —p
16.239 16239 753 04057

[n4 215,523
259.548

..2i,.~,

259.548 48665 <00001
12224 ,J~J~j .,fl~§ QJ~5

[IDI 53.334

7.- EFECTODEL GLUTATION SOBRELA RESISTENCIAMESENTERICA

ANOVA para el efecto del GSh sore la RVM
o,

sepsis
It
sepsis * hb
Error

05K
GSH sepsis
08K * hb
05K * sepsis * hb
Error intragrupo

Sc MC E’ O

[i

[.1

71.8181 71,8161,~~~
— 3181 551 3181 561 1 22,154

..9~§Z§
00001

1 26,672 ~ ,9j§§ .....9§Zi.I

20 2872,244

1 1564961 1564,961 Q

QJ~~

,,~,
9~

00018

14,571 14571 .,,9.7212
000591 1148,165 1148165

1 56.558 ~§~§L Q,~j§

20 2414.916

Valores medios de RVM
(Control — sepsls ¡ sin Hb — lib)

N Media DS ES
6 15.~ 3,752 I,~

6 J

J
J7~

17412

3,~ 1.~

6

6 7
7824

3
31946

6 14.~ 4,~ 1.~

6 .SI.?~, ,~fl§

~ 12247
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a) Efecto del glutation sobre los animales que no reciben lib

ANOVA para el efecto del GSM sobre IaRVM

se~
Error
05K

GSH sepsis
Error intrasujeto

al Sc MC E’
1 5478 ~A2!..

44.645
,,,flJfl ,,,,9¿~

10 446.462
1 16.103 16103 ,,jft~

,9~

...nanm

.9.~1 6,857 ..§A2.
887210 88,719

ti) Efectodel glutationsobrelosanimalesquerecibenlib

ANOVA para el efecto del GSH sobre la RVM

sepsis
Error
05K
GSK * sepsis
Error intragrupo

al SC MC Ir o
1 93,012 93012 0383 05496

10 2425.792 242579

1 2697.024 2697,024 11 594 .....A~?
9flfl§1 64,271 ....§42fl.. ...........Q21§

10 2326,197

8.-EFECTODEL GLUTATION SOBRELA REDISTRIBUCIÓNDE FLUJO

A) Redistribución al nivel mesentérico

ANOVA para el efecto del 05K sobre la varIación de %Qmes

gí SC MC

05K

08K
05K
05K

* sepeis
* hb

* sepsis *

Error intragrupo

1 344996 344996 11 770 00026

1 84,320 84320 2877 flJ~~
Q,~
00463

1 271,067 1

133691

,,%g~§,,

45611 133,691

20 586,219

Valores medios de Ones
<Control — sepsls¡ Sin Kb — lib>

N Media DS ES
6 i1&

j9~~
12,~

......2§fl..

.,,.......ZflL.
1,~

JJ~§
11176

6

6 28883 1
1396

5944

6 6345 570

6 7641~-
j~

10135

2045—~-
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~

835-~-
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6

6
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- Efectodel GSH enlos animalesqueno recibenlib:

ANOVA para el efecto del GSH sobre la varIación del Ornes
Ql SC

sepsis
Error

08K
GSK * sepeis

Error intragrupo

MC Ir 13

1 27,290 9

908310 90.826

2227 .....................222Z
~

,,,,,,,j4~j

j
j~

fl~77j
-~2,832

ío iqesí

- Efecto del glutation sobre los animales que reciben lib:

ANOVA para el efecto del GSh sobre la varIación de 1Wmes
gí SC

sepsis
Error
GSH
05K sepels
Error intragrupo

MC Ir 13
1 976,82 7 5

57.812
~ ,Q~gj

10 578,121

1 613.826 613.826 ,,J9~j
..AZfl

00082

1 215.179 ~j~Jfl ~
10 569,366

B) Redistribución al nivel portal

ANOVA para el efecto del GSH sobre la variación de %Qp

gí SC

1 863,164 863164
-~-

j~

~4~§

~

36808
~-
~a

~j

j3~j

<0001

1 164.099

1 654,588

1 279,964 ~
20 444,835

Valores medios de Cap
¡Control — sepsls ¡Sin

C, Sin Kb, pre
C, Sin Kb, post
0, Kb, pre
0, Kb, post
5, Sin Hb, pre
5, Sin Hb, post
5, Kb, pre
5, Kb, post

Kb — Kb>
N Media DS ES

6 fl~ 6,~ 2.841

6 1
14,~ 5,757
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Efectos del GSH en el grupo que no recibe lii,

ANOVA para el efecto del OSil sobre la variacIón de %Qp
gí SC

sepsis
Error
05K
08K * sepsis

Error intragrupo

MC Ir p
1 84.583 §

§~§

~

7.691

j
2~ 9~

10 529.361

1 7.200
1 7.691 JJ7~j 02105

10 42,954 4295

- Efectos en el grupoquerecibenMb

ANOVA para el efecto del GSh sobre

sepsis
Error
06K
05K * sepsis
Error iritragrupo

al

la variación de %Qp
SC MC r

1 2053,877 ..............~AZ2..
111827

~ ,,,,,,flJ~],§

10 1118.268

1 1510.562 1510.552 2L~§L
,J9§~,,

...QJ~i

~1 436,371 436371

10 401,881 40,188
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CRÍTICA AL MÉTODO:

El modelo empleadopuedecuestionarsedesdevarios puntos de vista: podría

pensarseque el diseñoexperimentalaplicadono esválido, que las técnicasutilizadas

paracadauna de las medicionesson inadecuadaso bien que el tratamientoestadístico

no esel indicado, Porello, vamosaanalizarcadauno deestosaspectosconla finalidad

de quela valoraciónfinal de resultadosseaapropiada.

1 - EL DISEÑO EXPERIMENTAL NO ES ADECUADO

1.1) —

El diseño aplicadoen el modelo de sepsisanimal se basaen el estudio de las

variables antesy despuésdeunadeterminadaexposición,en estecasola infusión de E.

cok. Este diseño presenta la ventajade evitar factoresde confusión asociadosa la

variabilidad interindividual que no puedenmedirse ni controlarse de ningún modo

(ejemplo:variación genética...); es decir, cadaindividuo actúa como su propio control.

Por consiguiente, se logra una mayor precisión estadísticay se requirieren menos
311

sujetos que con un estudio de gruposindependientes . Las desventajasque puede

presentarestetipo de diseño,como el control de circunstanciasexternasa lo largo del

experimento (es decir, si los cambios se debenal tratamientoo bien son fruto de la

evolución) se han subsanadomediantela comparación paralelacon un grupo control.

De esta forma se controlan terceras variables que puedentener lugar a lo largo del

experimento. Los grupossometidosa estudio son muy homogéneosentre si, lo que

puedecomprobarse en el hechode que las medidashemodinámicasy bioquímicasantes

del estímulo sépticoeranmuy similares en ambosgruposy las desviacionesestándar

obtenidasno son elevadas,Por lo tanto, el diseño experimental aplicado permite

apreciarcon una elevadasensibilidadlos cambiosque puedenproducirsey además,al

introducir un grupo control, severifica que dichoscambiosno tienen lugar por otros

factoresexternos,puestoque lo único que diferenciaa cadauno de los gruposes la

existenciao no de estimuloséptico(animalescontroly animalessépticos)o queesténo

no sometidosa unadeterminadaintervención(recibir Nt frenteano recibir lib). Por lo
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tanto pensamosque el diseñoexperimentalaplicado es adecuadopara el objetivo del

presenteestudio.

A) ¿POR QUÉ ESTA ESPECIE ANIMAL?

El modeloempleadoha sidoun modeloporcinoconel fin de reproduciren lo posible

un estado equiparablea la sepsishumana. Además,esteanimal permite de un modo

fiable el estudio de flujos regionales,puestoque los animales de pequeñotamaño

dificultan extraordinariamenteestatécnicarestándolefiabilidad. Las razonesde la falta

de correlaciónentrelos modelosanimalesy la situaciónclínica incluye varios factores

como la complejidaddel estadode la enfermedad,la variabilidad de la población de

pacientesy el modeloexperimentalanimal empleado.

Cuandosemanejanmodelosanimalescon el fin de establecerun cierto paralelismo

con la especie humana, hay que tener en cuenta las limitaciones del modelo a

seleccionar.Se han utilizado como modelos de sepsis animal ratas, perros y otras

especies;aunquelas respuestasfisiológicas de cerdosy chimpancésparecenser más

similaresa las humanas312,A pesarde ello, hay que teneren cuentaque el modelo

porcinoseleccionadopresentalimitaciones:

a) Es precisousarlocon precauciónen parámetrosrelacionadoscon la PAiP o el

aclaramientodel sistemadelretículoendotelial(RES), ya en estosanimales,a

diferenciade los humanos,el RES es predominanteen la región pulmonar

debidoa Jos macrófagosintravasculares3t3,Esto produceunarespuestade la

PAP queno seobservaen humanos.

1’) En cuantoala sensibilidadala endotoxina,fluctúa muchodependiendode la

especie, tan solo e] chimpancépresenta una sensibilidad similar a la

humana314.Poresto,esprecisoadecuarla dosisde tal forma queseacapazde

inducir “respuestaséptica”.

U) ¿EXISTEN VARIABLES DE CONFUSIÓN EN NUESTRO MODELO?

Una “variable de confusión” es un factor relacionado causalmenteCon el

desarrollodel procesoy asociadocon la exposición;no es unaconsecuenciade dicha

exposición. Estas variables distorsionanla interacciónentre las variables de interés
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pudiendo ori,ginar una aparentepero falsa relación causal.Lo más deseablepara la

aboliciónde estasvariablesde confusiónes el control de éstasen el diseñodel estudio

medianteexclusiónde individuosen condicionesde comorbilidado porrandomizacíon,

En el modelo de sepsisanimal que se ha desarrolladose han seleccionadolos

individuos con el fin de evitar falsas relacionescausalesmotivadaspor el efecto de

variablesde confusión.En estemodelo, las variablesde confusiónconsideradashan

sido:

Edad y peso:Todos los modelospredictoresde mortalidadempleadosen Unidades

de CuidadosIntensivos deben ser ajustadosen función de la edad315. De forma

análogaa ¡a edad,el pesoha sido controladomedianteselecciónde animalescuyo

pesovaria entre26 y 32 kg. En cualquiercaso, las dosis administradashan sido

siempreajustadasen funcióndel peso.

Enfermedadespreexistentes:Esta circunstanciapuede llegar a incrementarla

mortalidady el grado de lesión de un modo incluso más importanteque la edad316.

Todos los animalesempleadosen esteestudioson sanos.Paragarantizarestehecho

se ha realizado una valoración intra-individual ya que se lleva a cabo una

comparaciónde los diversos parámetrosantesy despuésde ser sometidosa la

agresiónséptica. En los resultadosse puede comprobarcomo la población de

animalesestudiadospresentanunascondicionesbasalesmuy similaresentresí, ya

que las desviacionesstandardobtenidaspara la mayoría de los parámetrosson

pequeñas.Además,antesdel estudiohemodinámicoy bioquímicocompletoal inicio

del experimento,los animaleserancontroladosy estabilizadosmedianteventilación

mecánicay resucitacióncon fluidos, queeranajustadosconvenientementeen función

de los resultadosobtenidosen una gasometríaarterial realizadaantesdel comienzo

del experimentopropiamentedicho. De estaforma, sepodiacontrolarque el estado

basalmetabólicoy respiratoriode los animalesfuera muy similar, Al tratarsede un

estudiocon un grupo control al que se sometea las mismascircunstanciasque los

animales sépticos, se compruebaque la evolución en los grupos sépticos es

sustancialmentediferentea los controles(verresultados).
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C) ¿ES APROPIADO EL ESTIMULO SÉPTICO EMPLEADO?

1.-Agenteinfeccioso

:

Uno de los factoresmásrelevantesen el desarrollodemodelosde sepsisanimal

esla seleccióndel agenteinfeccioso.Es importanteque, en la medidaque seaposible,

refleje una determinadapresentaciónclínica; hay que considerarla idoneidad de la

bacteria,ladosis,la ruta,y la duraciónde su administración:
169• En general,las infeccionespor gérmenesGram-negativoson más virulentas y

suponenel 40% de los casosde sepsisclínicas317;por estemotivo, E. Cali esuna

bacteriade interésclínico.

• Dosis y ruta. La respuestafisiológica a una infusión rápida de inóculo rico en

bacteriasvirulentases similar a la observadapor un bolo de endotoxina312.Por este

motivo seha optadopor infundir durante30’ un inóculo cuya concentraciónbacteriana

erade 1,5 x 108 UFC/niL de E. cali que seadministrabaporvía venosa.

• Duración de la administración.Una vez seleccionadoel agenteinfeccioso hay que

considerarque el inóculo seaapropiadoen cuanto a la repetibilidad del recuento

bacteriano,el grado de crecimientoy la liberación de toxinas, ya que todos estos

factorespuedencontribuir a la variabilidadindividual. Anteriormentese ha demostrado

que el inóculo es contanteparaestosparámetrosen todoslos experimentosrealizados

(ver materialy métodos).

2.-Estimaciónde Ja dosisbacteriana

:

Nuestro grupo posee experiencia previa con un modelo similar de sepsis

inducidamediantela infusión de E. cok vivos en ovejas. El presentemodelo de sepsis

porcinaestábasadoen el modelo previo de ovejas.Experimentospiloto hanidentificado

que serequiereunadosissimilar paraproducirel deteriorohemodinámicoy bioquímico

característicode la sepsis.La dosisutilizadaen el modelo ovino (1,5mL de inóculolkg

con un inóculo de concentración1,5 x io~ UFC/mL) originauna situación de acidosis

metabólica e hiperlactatemia junto con cambios hemodinámicos sistémicos y

regionales:origina hipotensiónsistémica, hipertensiónpulmonar, disminución global

de los flujos regionales (Qm y Qp), acidosis, hiperlactatemiay leucopenia(ver
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discusión de resultados).Por tanto, pensamosque nuestro modelo reproducelos

cambioshemodinámicosy metabólicoscaracterísticosde la sepsis.

1.2) SFPSIS fJIJMAA.TA

Uno de los principales inconvenientesque se puede hallar en un diseño

experimentalcuyo objetivo es estudiarla variación de un parámetroen fUnción de la

existenciade una determinadapatología(en este caso los niveles de RSNOs en la

sepsis), es el establecerde maneraprecisalos criterios diagnósticosque garanticenla

presenciade enfermedad,En el caso de este estudio los pacientesque han sido

consideradoscomo sépticoscumplenlos criterios de sepsisdetalladosen el apartadode

introduccióny en el de material y métodos.Y aquellosque han sido englobadosen el

grupode pacientescon shocksépticoson aquellosque ademásde cumplir los criterios

de sepis,requeríanel empleode unao variasdrogasvasoactivas.Ademássehantenido

en cuentacriteriosde fallo orgánicocon el fin de establecerel gradode afectacióndel

enfermo.

En el estudiode sepsishumanade casosy controlesno ha podido aplicarsela

comparaciónprey postexposiciónala infecciónpor razonesobvias;aunquesí han sido

valoradoslos nivelesde RSNOsduranteel estadode shocky una vez resueltoéste,en

aquellosindividuosen los que seresolvióel shock,

2.- NO SON VÁLIDOS los EStiMADORES de SÍNTESiS de NOJ

El metabolito del NO mas ampliamentedifundido para la estimaciónde la

producciónde óxido nítrico ha sido la medida de nitratos y nitritos, Se ha hallado

correlaciónentrelos nivelesdenitratosy nitritos y la evolucióne incluso la mortalidad

en la sepsis318. A pesar de ser los metabolitos más establesdel NO, existen

inconvenientesparala instauraciónde los nitratosy nitritoscomo parámetrosválidosen

la monitorizacióny consiguienteintervenciónen estadosfisiopatológicosrelacionados

conla hiperproducciónde NO:

• Influenciade la ingestadenitratos,Es poco probableque estehechosearelevanteen

nuestroestudioya que la concentraciónde estassustanciasen el aguade bebidano
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319

contaminadaestágeneralmentepordebajode lOmg/L , por lo que la ingestadebe

sermuy importanteparaque afectela concentraciónplasmática.De igual modo, en

estemodelono hay queconsiderarel consumode vegetalesricos en nitratoscomo la

lechugao espinacas320.Por otra parte,el diseñodel estudioevita esteproblemaal

considerarlas variacionesantes y despuésdel estimulo séptico, por lo que se

observanlos cambiosqueseproducendebidosa la inducciónséptica.

• Los nitratos y nitritos son eliminados por vía renal. Este hecho conlíeva que

enfermoscon insuficienciarenalpresentenniveleselevadosde nitratosy nitritos sin

quenecesariamenteimpliqueunasobreproduccióndeNO. Estacircunstanciade fallo

renal es un síntoma muy frecuente en pacientessépticos. Para una estimación

correctaseríanecesariovalorarconjuntamentelos nivelesplasmáticosy la excreción

urinarialo querequierela recoleccióndeorinade 24k con un agentebactericidapara

evitar la producciónbacterianade nitritos.

• En estadosde bacteriemiano son valorables los nitritos ya que determinadas

bacteriasson capacesde producirlos, lo que resta especificidada la medida de

nitratos y nitritos, Sin embargo,estefactor no debe ser consideradoen nuestro

modeloya quela bacteriaadministrada,E. coil, no escapazde generarnitritos como

productometabólico.

• La vida mediareal de los nitratosy nitritos iii vivo no esconocidaconexactitud,por

lo que la obtención intermitentede muestraspuedeno ser representativode la

producciónde NO atiemporeal.

Los nitrosotiolessoncompuestosqueen principio no seven influenciadosporla

dietay al teneruna ti¡
2 máscorta(la máximaestimaciónde la t1~ de la nitrosoalbúmina

ha sido de 24h
241)permitevalorarla producciónde NO atiemporeal. Recientementese

hahalladoque en enfermossépticossus nivelesaumentanen orina321,La aplicabilidad

de la medida de nitrosotioles en orina es cuestionableya que la nitrosoalbúmina,

nitrosotiol predominanteen plasma(~.~8O%)222no es filtrado por el riñón en sujetos

sanosdebidoal elevadopesomolecularde la albúmina.Esto implica que en onnatan

solo cabria esperar la presencia de nitrosotioles de bajo peso molecular, lo que

representatan solo una pequeñafracción (—20%) de los presentesen plasma,

probablementea unaconcentraciónpor debajode la mínimaconcentracióndetectable

por esta técnica; por lo que nosotroshemos analizadola concentraciónsérica de
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RSNOs.

La estimaciónde metahemoglobinaha sido consideradacomo posibleparámetro

indicador de la producciónde NO. Una de las interaccionesque sufre el NO es su

reacción con la deoxihemoglobina para formar nitrosil-hemoglobina322 cuya

descomposiciónconduce a la formación de metahemoglobina.Sin embargo, la

metahemoglobinaesdegradadacasi instantáneamentepor la metahemoglobin-reductasa

fisiológica323’324lo queteóricamentedesaconsejariaeste método,a pesarde lo cualse
325

hanhalladoniveleselevadosen niñossépticos

Por lo tanto,teniendoen cuentatodosestosaspectos,los RSNOsaparecencomo

parámetroque apriori presentaimportantesventajasfrente a la medidade nitratos y

nitritos; si bien no existe aún experienciasobre la asociaciónde sus niveles con

patologíasconcretas.Ya secomentarácondetalleen la discusiónde resultadosqueéste

es el primer trabajo que pone de manifiesto que en la sepsisy en el shockséptico

clínicos se produce un incrementode la concentraciónde RSNOs, Este incremento

también sucede en el modelo animal; en el cual, debido a las característicasdel

experimento,los nitratosy nitritos tambiénpuedenserun parámetroválido.

3.- LA NITROnROSINA COMO BIOINDICADOR de la LESIÓN MEDIADA porONO& —

La propuestade los peroxinitritos como moléculasque contribuyen al daño

tisular cadavez está cobrando mayor importancia. La evidenciamayoritariamente

aceptadapara demostrareste hecho, es el hallazgo de niveles incrementadosde

nitrotirosina, lo que implica asumir que la formación de nitrotirosina es un marcador

específicode la producciónde ONQO’. Halliwell326 ha realizadorecientementeuna

revisión de este supuestoy consideraque si bien la mayor parte de la nitrotirosina

existenteesconsecuenciade la reacciónde los peroxinitritos con las aminasproteicas,

hay queconsiderarque la nitración de proteinaspuedeestaroriginadaademásporotras

especies.
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Otrasreaccionesquehipotéticamentepuedengenerar“3-nitrotirosina

”

• Óxidonítrico: Noesunhechoprobadoperoesunaposibilidadfactiblequeel ataque

de los radicales libres generadosen los procesosde inflamación provoque la

conversiónde tirosina en Tyr-O, que seguidade la adiciónde NO puedagenerar

nitrotirosina326.Estanitraciónproteicapuedeimplicar pérdidade flincionalidad y

porlo tanto lesiónmediadaporNO.

• Dióxido de nitrógena Las fuenteshabitualesde NOj son el humo del tabacoy

determinadascondicionesambientales3”que no tienenlugaren nuestroexperimento.

Su producciónendógenaesminoritariay su origenpuedeserla oxidación de NO,

oxidacióndeNOI y quizáONGO’ a pH fisiológico; todosellasespeciesrelacionadas

con la produccióndeNO326.

• Ácido nitroso. Fisiológicamentesu formaciónespoco probable,tan solo podría

tenerlugaren tejidos con un pHbajocomoel estómago328.

• NO?CL Se estáestudiandola posibilidadde que el ácidohipoclorosogeneradoen

los procesosde inflamaciónpor los neutrófilosactivados,puedareaccionarconNO
2’

generandQNO2CI capazde interaccionarcontirosina
329.

• Mieloperoxidasa. Es posibleque el sistemamieloperoxidasalHzO
2oxide la tirosína

aradical-tirosinapudiendoasíreaccionarconNO2’ paraformarnitrotirosina’
68,pero

nuevamenteno estáprobadoqueestehechotengalugar in vivo,

Según los conocimientosque existenactualmentesobrela especificidadde la

nitrotirosina, se puedeconcluir que en las condicionesexperimentalesde nuestro

estudio,los peroxinitritossonel origenfundamentalde la formacióndenitrotirosina,ya

queno seda unaatmósferarica enNO
2 y no seha probadoqueexistanotrasreacciones

que conduzcana la formación de nitrotirosina in vivo. Sin embargo,no hay que

descartarque en un futuro puedan surgir otras posibles fuentes, si bien todas las

consideradashasta el momento, están relacionadascon el NO o alguno de sus

metabolitos,porlo queindicaríanigualmentelesiónmediadaporNO.
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Por este motivo hemos consideradoque la tinción inmunohistoquimicade

nitrotirosinaesun indicadorválido paraestimarla lesióntisular mediadapor0N00 y

debidoal escasonúmerode estudiosrealizadosen modelosde sepsisagudas,pensamos

quepuedeserde extraordinariarelevanciaestadeterminaciónparacomprenderaspectos

fisiopatológicosde la sepsis.

4.- NO SE HA CONSIDERADO QUÉ FACTORES INFLUYEN en los EFECTOS de la lib

Una de las cuestionesque puedenplantearseal considerarla validez de los

resultadosobtenidos,es que no sehayantenido en cuentauna serie de factoresque

puedenalteraro de algún modo influir en la respuestahemodiriámicade la Hb como

son: la propiaelaboraciónde la soluciónde Hb, el gradodeoxigenacióndeésta(puesto

que de ello dependeel tipo de interacciónconel NO) y la dosisaadministrar.

2.1)PROCESO DE AISLAMIENTO DE Mb

Se ha demostradoque las solucionesde hemoglobinaposeenciertaspropiedades
330comopotencialesresucitadoresen el shock . Estassolucionestienenla ventajade que

son fácilmente almacenablesy poseen una presión coloidosmótica similar a la

albúmina273y a la del dextrano-70285lo quepuedesuponerun efectobeneficiosodurante

la resucitación. Sin embargo,existen diversos efectos indeseablesque pueden ser

atribuiblesalapreparacióndedichadisolucton:

1. Puesto que el agente lisante de hematíeses el agua, la solución resultantees

hipotónicaconrespectoal plasmacon la consecuenteacciónhemolizante,Paraevitar

este problemala solución obtenida ha sido osmóticamentecompensadacon una

soluciónsaturadade clorurosódico.

2. El mayorpeligro de las solucionesde hemoglobinaesla presenciade antígenosdel

tipo ARO que puedenprovocaruna grave reacciónhemolitica transfi.isional. Sin

embargo,al perdersu integridadla membranadel hematíe,estacapacidadantigénica

disminuyereduciéndoseaunapequeñahemólisis,
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3. Los tetrámerosde hemoglobinase disocian en monómerosy dímeros que son

excretadospor vía renal. La dosis administradaestá pensadaen función de su

potencialfarmacológicocon el fin de alcanzaren cadacasoun efectomáximo aún

teniendoen cuentaque poseeun metabolismo.

4. La dificultad final asociadaa las solucionesde hemoglobinaesel incrementode la

afinidad de la hemoglobinapor el oxígenodebidoa la pérdidadel efecto del 2,3-

difosfogliceratoque en circunstanciasfisiológicas reducedicha afinidad. Aunque

estehechono interfiereen el objetivo último de nuestroestudio,sí queesun factora

teneren cuenta a la hora de justificar las lesioneshistológicasproducidaspor la

hemoglobinadebidasaundefectoen la oxigenación.

E) CAPACIDAD DE LA Mb PARA INTERACCIONAR CON ÓXIDO NITRICO

Uno de los objetivos de esteestudioesvalorar la capacidadde la lib como

agentecon propiedadeshemodinámicasaplicablesal tratamientodel shock séptico.

Como ya se ha comentadoextensamenteen apartadosprevios, la principal causade

estosefectosesla capacidadde la Hb comomoléculacaptadoradeNO.Porello, vamos

a analizar¡osdiferentesfactoresquepuedeninfluir endichainteracción.

1. Dependenciadeltipode Hb

:

La capacidadfijadora de NO de laHb aún no estáplenamentecaracterizada.ha

y colaboradoresdemostraronque el NO se une a los gruposreactivossulfidrilos de la

H1,A253. Ademásde estaunión, tambiénel NO interaccionacon el hierro del grupo
257

hemo . Dicha capacidadfijadora de NO difiere dependiendode variosfactorescomo
el tipo de Hb, el estadode oxigenación,proporciónHb:NO etc. En nuestroestudio la

hemoglobinapredominantementeempleadaha sido oxihemoglobina(92-96%oxiHb) lo

que implica mayor interaccióndel NO con los grupos—SH delas cisteinaspresentesen

la lib de los mamíferos.

2. Dosis a administrar

:

Se podría argumentar que las dosis administradas son muy elevadas,

especialmentesi se comparancon las que habitualmentese empleanpara fármacos
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vasoactivos,Sin embargo,en ensayospreliminaresrealizadosen nuestraunidad de

investigaciónse comprobóque dosis inferiores a 1 OOmg/kglh no originan efectos

hemodinámicosaparentes.La dosisde 1 OOmg/kg/hproducehipertensiónleve pero no

significativa. Poreso,el estudioseha disefiadode tal forma que se administrandosis

crecientesde Hb a partir de la dosis mínimaque produceefectoshemodinámicosen

nuestro modelo, Estos resultadoscoincidencon los reportradospreviamenteen un

modelosimilai985,

5.- ¿PUEDE el GSH MODULAR la UNIÓN Hb-NO

?

Como ya se ha expuestopreviamente,nuestrahipótesisesque el GSH ‘compite”

con la lib por el NO a través de equilibrios que seestablecenentreel GSH y el NO

unidoa grupos-SRde la lib. Parademostrarlo,seha administrado0514despuésde Is

infusión de Hb con la finalidad de comprobarsi es capaz de revertir los efectos

vascularesde ésta.Antesde valorarestasacciones,hay que considerarpreviamentelos

posiblesfactoresquepuedenafectar:

a) Dosis

:

La dosisde bolos de lg GSH seha calculadoparaque el glutationestépresenteen

unaproporciónsuperiora la igualdadmol a mol con respectoala lib, garantizandosu

concentraciónen exceso.

1) Posibleinterferenciadel GSHcontenidoenla soluciónde Hb

:

La hemoglobinaaisladamediantelisado eritrocitario no garantizala ausenciadel

glutationque éstosconteníandespuésde la purificación. Sin embargo,el efectosobre

nuestroensayoesdespreciable,ya queal estarsometidala Hb a un procesoprolongado

en presencia de oxígeno, la porción residual de glutation se encuentra

fundamentalmenteen su formaoxidada,lo queimpide la formaciónde 05N0384.

0)Repercusiónde la medidacf! gastocardiaco

El gastocardíacoseha medido por la técnicade termodilucióny cadauna de las
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medidasseha realizadopor triplicado, tomandola mediacomo el valor adecuado.Ya

que serequiereaproximadamente60 segundospararealizarla mediciónpor triplicado,

los efectos reales de GSH sobre la resistenciasistémica posiblementehan sido

subestimadosdebidoa lo transitoriode los cambiosobservados.

7.- EL ANÁLISIS ESTADISTICO NO ESAPLICABLE A ESTEMODELO

Sepuedeplantearladudade la convenienciade aplicarun análisisde la varianza

de medidasrepetidascon varios factorespara estimarla variaciónde un parámetroo

medida a lo largode un períodode tiempo. Como seexponea continuaciónnosotros

hemosanalizadodetalladamentelas condicionesde aplicación de estetest y hemos

verificado que la herramientautilizada (programaStat View) realizaeste análisis de

formasatisfactoria.

Condicionesde aplicación del análisis estadístico:

En el análisis de la varianzalas observacionesdebencumplir los criterios de

normalidad,serobservacionesindependientesy con la misma varianzaen cadauna de

las subpoblaciones:

• Losgruposestudiadossonmuestrasaleatoriasprocedentesde unapoblaciónnormal.

La no nonnalidad tiene muy pocos efectos sobre el estadístico de contraste

empleado331’332,pero debidoal tamañode los gruposse ha aplicadola pruebade

Shapiro-Wilksparaverificarel supuestodeNormalidad.

• Las observacionesrealizadasson independientes.Al igual que la regresión,el

análisisde la varianzaasumeque cadaobservaciónen el análisises independiente

de otra; sin embargo,en muchasocasionesno sonindependientesya que seutiliza

paravalorarmedidasen el mismo objeto o individuo a lo largo de un periodode

tiempo. Para realizar esteanálisis correctamente,los cálculosdel análisis de la

varianza debenrealizarseteniendoen cuentael hecho de que la variabilidadentre

las observacionestomadasde la mismaunidad experimental(como una personao

una planta) es más pequeña que la variabilidad entre diferentes unidades

experimentales333.Tal análisisesconocidocomo “medidasrepetidasdel análisisde
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la varianza”,Esteaspectoestenido en cuentaporel programaestadísticoempleado

“Stat View”, El término “error intragrupo” es automáticamenteadicionadoen el

cálculo de la ANOVA que puedereferirseen otrasIbentesliterariascomo “error

intrasujeto” o “error alfa”. El programarealiza más de una estimación de la

variabilidadpara asegurarla importanciade los diferentesefectosen un diseño de

medidasrepetidasconsiderandoque las variacionesen el mismo individuo son

menoresque las producidasentrediferentesindividuos. El programacalcula las

diferenciasentregruposestimandoel errorresidual,

• La igualdadde varianzasseha verificadomedianteel testde Levene.

Inconvenientesdel análisisdela varianza

El análisis de la varianzasolamentevalora la hipótesisde que el comportamiento

global de unamuestradifiere dependiendode una o varias característicasde otra. Sin

embargo,no aporta informaciónsobrequé muestrao muestrasconcretamentedifieren

de las otras. Para aislar diferenciasentregrupos en el análisis de la varianza se ha

empleadoel “t test”con la correccióndeBonferroni334.

Modo de expresión-de resultados

Los valoresmediosaparecenexpresadosen la publicacionesde diversasformas:

- valor medio±desviaciónstandard(SD)

- valor medio±error standard(ES)

MuchosinvestigadorescientíficosexpresansusresultadosconES,debidoa que con

estedatoel valorqueseobtieneesmenorquecon DS y porlo tanto la aparienciavisual

mejora.La desviaciónstandardexpresala certezacon queunamuestrapuedeestimarla

mediade unapoblaciónreal, mientrasque el error standardno informa nadasobre la

variabilidaden la poblacióngeneral.Puestoque el lector generalmenteestáinteresado

en conocerlo que sucedeen la población,los datosno debenserexpresadosconel error

standar335.Por estemotivo, nuestrogrupo ha optadopor la opción de expresarlocomo

media±SD en detrimentodel aspectovisual.

219



DiSCUSIÓN

A la vistade estasobservaciones,nuestrogrupohaoptadoporaplicarun análisis

de la varianzade medidasrepetidasya queesun test quepermiteestablecerdiferencias

entre grupos de manera muy exigente, discriminando verdaderamente los

comportamientos diferenciales.
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DISCUSIÓN de RESULTADOS

El análisisde los resultadosva aenglobarseen tresgrandesgrupos:

• Efectosde la evoluciónde la sepsis:

- Alteracioneshemodinámicas,

- Cambiosbioquímicos.

- DañomediadoporONOO.

• La Hb como resucitadordel shock séptico: efectosde la Hb frente al grupo no

tratadoy su efectodosis-respuesta.

• El GSH ¿revienelos efectoshemodinámicosde lalib?

1. CAMBIOS PRODUCIDOS EN LA SEPSIS

1.1) CAMBIOS HEMODINÁMICOS

En los resultadosexpuestosse puede verificar que en nuestromodelo de sepsis

porcinaseproducenalteracionescoincidentescon el perfil hemodinámicode sepsis

descritoen la literatura:

• Descensode la PresiónArterialy alteracionesen la FC

Como se ha comentadoen la introducción, probablementeéstesea el efecto

hemodinámicomás característicode la sepsisya que ha sido relacionadocon la

mortalidadde la misma. En nuestromodelo estedescensotiene lugar a partir de la

primerahorade evolucióny como se observaen los resultados,el cambioproducido

despuésde cuatrohorasescuantitativamentemuy importante(64,5%).Como seha

comentadoen el apartado de la introducción, este efecto hemodinámicose ha

atribuidomayoritariamenteala hiperproducciónde óxido nítríco comoconsecuencia

de la accióndel TNTF-c¿ generadopor la endotoxinay otros mediadorescapacesde

inducir la síntesisde iNOS en determinadostipos celulares,

Existendatoscontradictoriosen la literatura a cercadel tiempo requeridopara

que llegue a producirsela expresiónde iNOS, Muchos autoressostienenque se

221



DISCUSIÓN

requiereun periodo de cuatro horas para que se produzcadicha inducción, Esta

afirmaciónestábasadaen que la concentraciónséricade nitratos y nitritos no se

incrementahastapasadoesteperiodo. Sin embargo,los efectosvascularesgenerados

porel NO seobservandemaneramásprecoz.Existendiversashipótesisque tratan

dejustificar estehecho:

— El descensode la PAM sedebeauna activacióninicial de la eNOS.Esteefectofue

observadopor Szabó’~,en un modeloexperimentalen la que estasobreexpresiónse

producíade maneramuy precoz. En nuestro experimentono se han observado

consecuenciashemodínámícasde estehechoya que el descensode PAM, al igual

quelos otrosefectoshemodinámicos,no hantenido lugaren los primerosminutosde

la evolución séptica sino que ha sido posterior,por lo que pareceque en nuestro

modeloestehechono justificaríalos efectoshemodinámicoshallados.

— Investigadoresque hanmedidode maneradirectala inducciónde la iNOS mediante

técnicasmolecularesque permitendetectarel mRNA necesariopara la síntesisde

estaproteína,han halladoque estainducciónde la síntesisde iNOS seproducíaen

tomo a los 180 minutos de la inducción séptica336,incluso de ha descrito esta

expresiónen un tiempo de una hora339, Segúnesto, esposibleque los metabolitos

séricosse incrementende unaforma másretardadaquela inducciónrealde la iNOS.

Este hechojustificaria el descensode PAM observadosin que se incremente la

concentraciónséricade nitratosy nitritos. En cualquiercaso,el tiempo de inducción

de la iNOS, ademásdependerdel tiempo requeridopara la síntesisde proteína,

tambiénpareceestar influenciadopor el tipo y el grado de estímulo séptico, la

especieanimal consideraday del tejido analizado;espor lo tanto muy dependiente

del modelo sépticoempleado.

— En un estudiorealizadopornuestrogrupocon un modelo sépticomuy similar a este,

sedemuestraque laproducciónde NO sustrato-dependientetienelugarentornoalas
338

2h delestímuloséptico
— Recientementesehapuestode manifiestoque existeuna alternativano enzimática

parala síntesisde NO339.Estanuevavía de síntesispareceestarrelacionadacon la

producciónde especiesreactivasde oxígeno,cuyaformacióntienelugaren la sepsis

como se ha comentadoanteriormente,El incrementodel gastoenergéticocelular

comienzaa manifestarsede forma muy temprana,por lo que se desencadenaun

importantestressoxidativo que segúnestosautorescontribuyejunto aotrasespecies
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nitrogenadasa la síntesisde NO pudiendopropiciar un descensoen la PAM. El

hallazgo de estanuevavía de síntesishacequea partir de ahora,hayaque considerar

el stressoxidativo comopiezaimportanteen todaslasaccionesmediadaspor el NO.

Los cambiosque se producen en la frecuenciacardiacaposiblementesean

consecuencia de una respuesta simpática desencadenadacomo mecanismo

compensatoriodel efectode la sepsissobrelaPAM.

• Incrementodela PI4P.

En nuestroexperimentosehanobservadovariacionesen la PM’ similaresa las

reportadasporotros 3~~341quehanobservadoun incrementomuy pronunciado

de la PAP duranteel momentode la infusión bacteriana(0,5horas)y un incremento

másmoderadoa lo largo de la evoluciónséptica. Esteefectoes consecuenciade

variosfactores:

342

- Reacciónvasoconstrictoracomorespuestaala hipoxia queproducela seps¡s

- Agregaciónde célulasinflamatoriaspulmonaresy liberaciónde mediadoresde

dañoendotelialen el parénquimaendotelial (ejemplo: TNIF en los macrófagos),

si bienestaliberaciónno pareceocurrir hastadespuésde 165 343’3t

- Incrementosen la presión de la arteria pulmonar y la resistenciavascular

pulmonarsecundariaavasoconstriccióndurantelos estadosiniciales,y oclusión

tromboemboliticaen las arteriaspulmonaresenlas fasestardías340’34t.

Existendatosqueevidencianel papelde NO en la regulacióndeesteparámetro.Las

enzimasresponsablesde la formaciónde NO estánampliamentedistribuidasen varios

tipos celularesdel sistemarespiratorio345,incluyendolas célulasdel endoteliovascular

pulmonar. Pearsony col. demostraronque el bloqueode la síntesisendógenade NO

con L-NAIvIE (“N0>-nitro-L-arginine methyl ester”) incrementabala vasoconstricción

pulmonarhipóxica y el tono basalpulmonaren ratonesnormoxémicos346.Este hecho

demuestrael papelfisiológico de la producciónendógenade NO confiriéndoleun papel

protectorde la circulaciónpulmonar.

En la sepsisseproduceunaimportantelesiónendotelialque induceun descenso

223



DISCUSIÓN

en la actividadde eNOS,responsablede la regulacióndel tono vascularpulmonar;por

lo tanto,seimpide queel NO ejerzasu papelregulador.Estehechopareceindicarqueel

NO generadopor la iNOS en la sepsisno poseedicho papelreguladoro por lo menos

no escapazdecontrarrestarel efectodelos mediadoresvasocontrictoresliberadosen la

sepsisa nivel pulmonar.Trabajosrealizadoscon inhibidores selectivosde la iNOS

confirmanesteefecto diferencialdel NO generadoa nivel endotelial con respectoal

sintetizadopor los macrófagos;ya que la inhibición con aminoguanidina,inhibidor

selectivode la INOS; atenúael dañopulmonaragudogeneradopor endotoxina347,lo

queimplica quela producciónmasivadeNO quegenerala iNOS puedeprovocarlesión

pulmonar.

Otroposibleefectoquepodría explicar el incrementode PM’ es la oxidacióna

nivel pulmonarde tioles. Parecedemostrarseque en condicionesbasalesel NO puede

estarestabilizadoportioles reducidos(fundamentalmenteGSH) generandonitrosotioles

conactividadbroncodilatadora348,dehechosehandetectadoconcentracionesdeOSNO

de 0,2-0,5gM en el fluido alvolar348. En estadoséptico, debido al importantestress

oxidativo, los grupostioles seoxidanprovocandola depleciónde GSH lo que impidela

formaciónde OSNOy por lo tanto su actividaddilatadora.

• Descensodeflujo en Lechosvascularesregionales.

Como se ha comentado en el apartado de la introducción, en el perfil

hemodinámicode la sepsiscoexistenfenómenosdevasodilataciónsistémicajunto a

otros de vasoconstricciónregionalque conducenen ocasionesa hipoperfbsiónen

algunos órganos. El órgano más susceptiblea la hipoperflhsión es el intestino

delgado,con estefin sehanmonitorizadoduranteel experimentoel flujo de la arteria

mesentéricay la venaporta.En nuestromodelode sepsisporcinasehaproducidoun

importantedescensodel flujo enambosvasos.Estedescensode flujo contribuyeque

se produzcanfenómenosde hipoxia tisular y por lo tanto lesión, Hemosobservado

que en nuestro modelo se producen ambos fenómenos: descenso del flujo

mesentéricoy aumentodel incrementopCO
2~ - PCO2A , junto con incrementode la

concentraciónséricade lactatoy descensode pHa~,iaí lo querefleja la coexistencia

de acidosis y descensode flujos regionales.Este efecto no puede atribuirse a

descensosdel flujo sistémicoya queel gastocardiacono sealterasignificativamente
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durantela sepsis.Sin embargo,según los estudiosrealizadospor Vallet62 , no se

puedeafirmar que la acidosis que se produce en la mucosaintestinal se deba al

déficit de flujo que afectaal lechovascularmesentérico,ya queel descensode flujo

mesentéricono necesariamenteimplica descensode flujo en la mucosa.

Resumiendo,en nuestromodelo de sepsisde producecambiosimportantescambios

hemodinániicos:

- Descensode la PA con cambiosen la FC.

- Aumentode laPM’.

- Disminución importantedel flujo de la arteriamesentéricay venaporta,junto con

alteracionesen la redisti-ibuciónde flujo en lo queserefierea lavenaporta.

Estas alteracionescoinciden con el perfil hemodinámicode sepsis descrito en la

literatura,lo que afianzala validezde nuestromodelo.

1.2) ALTERACIONES BIOQUÍMICAS y HEMATOLÓGICAS

Se han observadoimportantescambios bioquimicos en el grupo de animales

sépticos,revelandoqueel modeloutilizado reproducelos cambiospropiosde la sepsis:

• Descensodel pH arterial Se produceun importantedescensodel pH arterial a

partir de la primera hora de evolución. El valor medio final de pH arterial en el

grupo séptico,revela que las alteracionesque producenuestromodelo de sepsis,

comprometende formaimportanteel estadometabólicoy respiratoriodel animal.

• Leucopenia Tiene lugar una marcadaleucopeniatambiéna partir de la primera

hora de la inducción de la sepsis,lo que revela redistribuciónleucocitariacomo

respuestaal estimuloséptico.

• IliperlactatemiaOtro de los efectosmetabólicosquecomúnmentesemanifiestaen

la sepsisesel incrementode lactatoplasmático.En nuestroexperimentocomienzaa

manifestarseestaaccióna partir de la tercerahorade inducciónséptica.Como ya se

ha comentadopreviamente,el incrementode lactato clásicamentese ha utilizado

como indicador de metabolismo anaerobio que sufre incrementos como

consecuenciade fenómenosde hipoxia. Los efectosquenosotroshemosobservado

son coincidentesconel criterio de autoresque manifiestan,que si bien la hipoxia
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genera habitualmente hiperlactatemia, no siempre la hiperlactatemia es

consecuenciade la hipoxia. Como ya se ha comentadoampliamente en la

introducción,el incrementode lactatono esun marcadorespecificode hipoxia por

vascularizacióninsuficiente,aunquesi debeconsiderarseéstacuandola lactatemia

superalos 5 mmol¡L. En efecto,nosotroshemoshalladoincrementosmoderadosde

la concentraciónde lactato plasmático en dos animalesen los que ni los flujos

regionalesregistrados,ni el gasto cardiacosuman alteración, lo que indica que

existenotrascausasademásde la hipoxia que producenel incrementode lactato.

Despuésdecuatrohorasde evolución sépticano todoslos animalesalcanzancifras

superioresa 5 mmolIL, por lo que no podemosafirmar con rotundidadque el

incrementode lactato en nuestro modelo se deba enteramentea fenómenosde

hipoxia.

• Hipertr¡gliceridemia. Aunque es conocido que la sepsisgeneraun importante

gasto energético y que una consecuenciade ello es el incremento en la

concentraciónde triglicéridos circulantes,nuestrotrabajo ponede manifiesto que

esteefecto sucedeya en las primerashorasde la inducción séptica.Este hecho

revelaque efectivamenteel gastoenergéticoque generala sepsisesmuy precozy

debecontribuir de maneramuy importantea la disfuncióncelular y por lo tanto al

fallo multiorgánicoincluso en las primerashorasde evolución,La trigliceridemiano

es un parámetroque se utilice comúnmenteen la clínica como indicador del

deterioro energéticodel pacienteséptico. Sin embargo,debido a su incremento

precoz,seríarecomendablerealizarestadeterminaciónen pacientessépticos con el

fin de estimarsi seestáproduciendoun estadodeimportantedemandaenergética.

• Alteracionesde la función renal. En el transcursode nuestroexperimentono se

llegana producirincrementossignificativosen la concentraciónséricade creatinina

y deurea,aunquela concentraciónde creatininaparecepresentarciertatendenciaa

incrementarseen la sepsis.El metabolito nitrogenadoque si sufre un importante

incrementodurantela sepsises la concentraciónde urato. Posiblemente,si el resto

de los indicadoresde funciónrenalno seven aún incrementados,el aumentode la

urícemiaque se observapuedeser consecuenciadel gasto energético,ya que el

consumode ATP potenciael metabolismode adeninaaumentandola concentración

de urato. Ademásdel fallo renal y la acidosismetabólica,las causasque pueden

originar incrementode uratoson múltiples: gota, incrementode la destrucciónde

nucleoproteinasen numerosasenfermedadeshematológicas,determinadosfármacos
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y diversossíndromescaracterizadosporalteracionesmetabólicas,La determinación

de la concentraciónplasmáticade urato esuna pruebainespecífica,por lo que no

puedeserempleadade formageneralizadacomo indicadorde consumode ATP. Sin

embargo,en nuestro modelo estas alteracionesson descartables,por Jo que el

incrementode uricemia puede ser interpretado como consecuenciadel gasto

energéticoo del fallo renal. Tantola uricemiacomolauremiasonparámetrosque se

ven afectadospor la dieta, pero en estemodelo no se ha consideradoestefactor

puestoque las medidassehan realizadocomparandolos valoresobtenidosantesy

despuésdel estímulosépticosin que existaingestiónalimentariaduranteeseperiodo

y además,todoslos animalesestabansometidosa unadietamuy similar.

• Marcadoreshepáticos. Los enzimasque habitualmentese utilizan paravalorar la

flincionalidad hepáticaen el síndromede fallo multiorgánicoson la AST y ALT

junto con la bilirrubinemia. En nuestromodelo, se produceun incrementode la

actividaddelenzimaAST sin que varíela de ALT. Es conocidoqueel enzimaALT

poseeuna mayor especificidadhepática,lo que indica que el incrementoen la

actividadde AST, probablementetengasu origenporel efectoen otrostejidos como

el músculo.Tampocola concentraciónséricade bilirrubina total se incrementade

forma significativa ni alcanza valores por encima de los cuales existan

consecuenciasclínicas, Estopone de manifiestoqueno hay signosbioquímicosque

pongande manifiesto que se estéproduciendofallo hepático. Sin embargo, el

incrementosignificativo de laconcentraciónde bilirrubina directa,de laactividadde

la fosfatasaalcalina,de LDH y de GGT sugierense estáproduciendoun cuadrode

tipo obstructivo,Deestosmarcadores,la fosfatasaalcalinaesel mejorindicadorde

obstrucciónbiliar. Esteprocesoobstructivoque hemosobservadoen la sepsisesun

fenómenofrecuenteen la sepsisclínica dondese produceun cuadrode colestasis
349

intrahepatica

• Citolisis. La sepsisproduceun incrementode la concentraciónséricade los iones

fosfato y potasio,ambosintracelulares,que seincrementanenprocesoscitoliticos.

Otro hecho que también tiene lugar en dichos procesoscitolíticos y en nuestro

experimento,es el incrementode la actividad del enzimaLDH. Estos hallazgos

puedenserconsecuenciadirecta del dañocelular de la sepsis.Hay que considerar

que la concentraciónséricade iones esdependientede la funciónrenal; si bien en

nuestromodelo experimentalno existenevidenciasanaliticasde deteriororenal.
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• PARÁMETRO de HIPOPERFUSIÓN REGIONAL: Tonometriaw~ pCO2í - pCOn:

En la actualidadla medidadel incrementopCO2~- PCO2A se considera el parámetro

másadecuadocomofluentede informacióndel aportede oxigenoquerecibeel intestino.

Sin embargo,comoseha comentadoextensamenteen el apartadode introducción, la

validezdel métodopareceestarcuestionadaen algunosaspectos.

El aportedeoxígenoes directamentedependientedel grado devascularizacióndel

órganoconsiderado,de tal formaquesi el flujo no esadecuadoel torrentesanguíneono

escapazde transportarel dióxido de carbonogeneradopor los tejidos
350.Son muchos

los autoresque han correlacionadoel aumentode este incrementocon descensosde

flujo351. Sin embargo,no tenemosconocimientode quehayaestudiosqueconsiderenlas

diferencias existentesen el grado de vascularizaciónentre diferentes segmentos

intestinalesy comoéstopuedeinfluir en la lesiónhipóxicade la sepsis.Porestemotivo,

nuestro grupo decidió situar dos tonómetros en zonas con diferente grado de

vascularizacióny así evaluar si dichasdiferenciasteníanrepercusiónen el valor del

incrementopCO
2~ - PCO2Ay si la hipoperfiasióntisular generadapor la sepsisafectaa

cadaunodeestostramosde formadiferente.

En nuestro modelo de sepsis se ha producido un aumento significativo del

incrementopCO2, - PCO2Aen dostramosdel tracto intestinal.Estehecho revelaque en

ambas regiones del intestino la sepsis ha generadouna acidosis importanteque

correlacionacon el descensode flujo observadoen el lechovascularmesentérico, Sin

embargo,el comportamientoesdiferenteen el íleon distal que en el yeyunoproximal.

Inicíalmenteel íleon distal presentabaunosvaloresbasalesmediossuperioresa los del

yeyuno proximal. Esta observaciónes de suma trascendenciaya que se pone de

manifiestoqueun valor de pCO2~- PCO2Aen un tramo del tracto gastrointestinalno es

extrapolablea otrasregiones;esdecir, pareceponersede manifiesto que el valor de

pCO2¡ - PCO2A es consecuenciade un estadometabólico localizado. Estadiferencia

basalpuedeatribuirsea que ambostramospresentandiferentegradode vascularización.

El íleon distal estámenosirrigado y por lo tanto presentauna acidosisligeramente

superior. A medida que evolucionala sepsis las diferenciasentreambos tramos se

acentúan,siendo másacusadoy másprecozel aumentode pCO21 - PCO2A en el íleon

distal. Este hecho refleja que las zonas con deficiente vascularizaciónson más

228



DISCUSIÓN

susceptiblesa fenómenosde hipoxia y por lo tanto a la acidosis.Ademásdel flujo, el

contenidode oxigenosanguíneotambiénesfundamentalparael mantenimientode una

adecuadaoxigenación(el aportede oxigenoes productodel flujo y del contenidode

oxígeno).En nuestromodelo experimentalse produceun incrementoprogresivo del

hematocrito, lo que implica aumento en la capacidadde transportede oxigeno.

Teniendoen cuentaestehecho,el déficit de aportede oxígenoen nuestromodelo se

debe a los descensosde flujo que provocala sepsisy las diferenciasen el grado de

vascularizaciónentre ambos segmentos.Sin embargo,no se puede estableceruna

relaciónúnicaentrelos flujos y el incrementode pCO21- pCO2~ya queexistenfactores

de tipo metabólicoquepuedencontribuir al incrementode pCO2luminal,

A la vista de estos resultados,se planteauna importantecuestión de tipo

práctico: si el incrementopCO2I - PCO2Avaría en función del grado de vascularización

del tramo intestinal ¿tieneaplicaciónclínica el empleodel tonómetroen los pacientes

críticoscomo indicadorde hipoxia intestinal?.Comohemospodidoobservaren nuestro

modelo, la tonometríaha puesto de manifiesto la existenciade alteracionesque

generabanen ambostramosacidosis;por lo tanto, la tonometriaestáproporcionando

informaciónacercade cambiosque estánteniendolugara nivel tisular. Sin embargo,el

hechode que el diferentegradodevascularizaciónproduzcadistinto gradode acidosis

refleja que los resultadosobtenidospor un tonómetro localizado en un determinado

tramo, no es extrapolable al resto del tracto intestinal sino que tan solo aporta

informacióndel gradode acidosisde unadeterminadaregión.Unaposibleopción seria

situarel tonómetroprecisamenteen aquellasregionespeorvascularizadasy por lo tanto

mássusceptiblesa la hipoxia, deestemodo podemosconocerel momentoprecisoen el

que comienzan a producirse alteracionesque puedan finalmente comprometerla

funcionalidaddel intestino,

• INDICADORES DE LA PRODUCCIÓN DE NO: RSNOs y nitratos y nitritos.

Muchos de los estudiosrealizadoshasta el momento muestranuna elevada

disparidaden cuanto a las concentracionesmediasbasalesde nitratos y nitritos en

sangreen humanos(sehanestimadoconcentracionesdesde3nM hasta2OgMf
2’52’353,
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Este hecho puede debersefundamentalmentea variacionesen la ingesta.Por este

motivo hay autoresque proponencomo mejor opción la medidade nitrosotiolespara

correlacionarlos cambioshemodinámicoscon la producciónde óxido nítrico. Una de

las aportacionesimportantesde estetrabajoesque seponede manifiestola validezde

los RSNOscomo indicadoresde la producciónde NO: correlacionancon los efectos

hemodinámicosy con los nivelesde nitratosy nitritos en un modelono influenciadopor

la ingestaya quesemiden susvaloresenunperiodocortode tiempoen el queel animal

no recibeaportealimentario.No tenemosconocimientode que existantrabajosprevios

que hayanrealizadola medidade este parámetroen la sepsisen animalesde gran

tamañocomoel cerdo;tansolo Stamlerha determinadosu concentraciónen ratasdonde

halló unasconcentracionesdel ordende 100 nM en las ratascontroly 300 nM en las
222

ratas sépticas . Nosotrosen los cerdoshemoshalladounasconcentracionesdel orden
de 1,5 gM en los animalescontrol y del ordende 4,5 l.tM en los animalessépticos.

También se ha medido la concentraciónde nitratos y nitritos como parámetros

estimadoresde la produccióntotal de NO, puestoquela variaciónque existeen cuatro

horasno puedeatribuirsea la ingestasino a la producciónde óxido nitrico. Como es

obvio, las concentracioneshalladassonmuy superiores,ya que los RSNOstan solo

representanuna fraccióndel NO producido,mientrasque los nitratosy nitritos son los

metabolitosfinales. Debido a que la técnica de medidapara determinarnitratos y

nitritos difiereen sensibilidadde la empleadaparamedirRSNOs,no podemosestimar

quéproporcióndel óxidonítrico generadoformadichoscompuestos.

1.3) EXPRESIÓN INMUNOHISTOQUIMICA de LESIÓN MEDIADA POR ONOO-

El descubrimiento del potencial papel citotóxico de los peroxinitritos,

consecuenciade la reaccióndel NO con el radical superóxido,ha hechoqueel análisis

del daño mediado por este metabolito sea un factor de suma relevancia para el

conocimiento de la patogénesisde diversos procesosinflamatorios donde está

involucrado el NO. En estos últimos años, desde Beckman’38 y colaboradores

desarrollaronel método inmunohistoquimicopara la detecciónde nitrotirosina como

expresióndel dañomediadopor ONOO’, han sido muchoslos estudiosque han puesto

de manifiesto que existe esta lesión en numerosos procesos inflamatorios

principalmentede tipo crónico354,Sin embargo,hastael momentono seha realizadoun

estudio del efecto de los peroxinitritos en un modelo de sepsisaguda. El análisis
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inmunohistoquimico denuestroexperimentomuestraquela sepsises capazdeproducir

en unperiododetan solo cuatrohorasun incrementoimportanteen el gradode tinción

parala nitrotirosinaen diversostiposcelularesdel intestino.

El incrementoen la nitración de tirosina en la sepsis era un fenómeno

predecible,ya que los mediadoresde inflamación cuya liberaciónes estimuladapor

endotoxinafavorecenla formación del radical superóxido.Tambiénseha especulado

con la posibilidad de que la propia inducción de la NOS en condiciones de bajo

contenidocelular de L-arginina seacapazdeproducirO& ~ Estasfuentesde radical

superóxidojunto con la inducciónde la síntesisde NO que tiene lugar en la sepsis(se

compruebaen el incrementode RSNOs y nitratos y nitritos), hace que se formen

ONOO’ y por lo tantonitraciónde tirosina.

En el apartadode introducciónsehan comentadoampliamentelasconsecuencias

del dañomediadopor01400’,éstasseenglobanen dosfundamentales:lesiónoxidativa

tisulary depleciónenergéticaporactivaciónde la PAR5354.

* Intestinodelgado.

Hemoshalladoincrementosignificativo de la expresióninmunohistoquimicade

nitrotirosinaen animalessépticos.Kennedy355ha comprobadoque los peroxinitritosy

no el NO son los responsablesdel incremento de permeabilidad transepitelial

induciendola rupturade las cadenasde DNA que conllevana la depleciónde ATP. Si

verdaderamentelos ONOO’ alteranla permeabilidadintestinal,estehechoreflejaqueen

los animalessépticosseestáproduciendoestaalteración.Estosefectossoncoherentes

con los cambios bioquímicos que hemos observado,ya que el incrementode la

diferenciapCO
28 - pCO2~ revelauna acidosisimportanteque a su vez es reflejo del

descensode flujo en la mucosao bien de la disminuciónde la demandacrítica de

oxígeno. Por otra parte, parámetrosde tipo sístemico como la hiperlactatemiae

hipertrigliceridemia,ponende manifiestoque se estáproduciendoun importantegasto

energéticoquecausadañocelular.
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* Músculo liso vascular.

La sepsisha producido un intenso incrementode la inmunoreactividada la

nitrotirosina en el músculo liso de numerosasarterias.La disfunción endotelial y la

alteraciónde la función del músculo liso, probablementeseanlas característicasmás

relevantesde la sepsisen cuanto a sus consecuenciashemodinámicas338,Estalesión

pareceestarmediadaporONOO’ quecausaninhibición de los movimientosde actinaa

través de la nitración de tirosinaEstanitraciónde tirosina sehaevidenciadoen nuestro

modelo, Los 0N00452 causan vasodilatación por incremento de GMPc lo que

contribuyea la hipotensiónséptica.Ademásde estasalteraciones,los ONOO’ causan

tambiéndepleciónenergéticaen las célulasendotelialescontribuyendoa su disfunción.

Nuestrotrabajoapoyaestehechoal comproba¿rsequeexisterelaciónentreel incremento

dela expresióndenitrotirosinaen el músculoliso vasculary el deteriorohemodinámico

de los animalessépticos.El hallazgode lesiónmediadapor ONOO’ en un periodo de

tiempo de cuatrohoras,ponede manifiestola importanciaque cobrael stressnitrosativo

en lapatologíaséptica.

* Pulmón.

En la actualidadsedesconocenlos mecanismosy los factoresque afectana la

actividadde moléculascomo0<, 0N00, N0 y GSNO en respuestaa perturbaciones

redox en el alvéolopulmonar.El que la acciónde una especiepredominesobrela otra

parecedependerdel gradodeproducciónqueexistay del tipo celulardondeactúen.Un

trabajo realizadopor Clerch sugiereque moléculascomo 02 y N& actúan como

sensores quimicos siendo ésteuno de los componentesde las basesmolecularesdel

reconocimientoredox356. Mientrasla reacciónde N0 con tioles parecerelativamente

favorable,el productode su reaccióncon 02 (ONOO’) esaltamentereactivo. Stamler

pusode manifiestoque el stressoxidativo estáasociadocon depleciónde GSH sin que

seproduzcaincremento de disulfuros;estehechopuedeexplicarsepor la formaciónde

GSNO que ha sido identificado en las vías aéreas.GSNO puede reaccionarcon los

tioles de las proteínasG transducciendola unasobreexpresiónde superóxidodismutasa

(MnSOD) como mecanismode defensafrente al stressoxidativo. Estos mecanismos

propuestospor Clerchy Stamlerhacenque la reservade GSH en el alvéolo pulmonar
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seaunapiezaclaveen la respuestafrenteal stressoxidativo.

El hechode que en nuestromodelo no hayamosobservadotinción positiva en

ningunode los animalespuededebersea los mecanismosde defensadel pulmón frente

al stressoxidativo, ya mencionados.Efectivamente,si el GSH presenteen el pulmón

reaccionaconel NO que generala sepsisformandoGSNO,seimpide la formaciónde

peroxinitritos.La demostraciónde estehechoconfiereal GSH un papelreguladordel

dañomediadoporONOO’ en el pulmón,dondelos peroxinitritosproducenalteraciones

en el surfactantepulmonarpor oxidación’52, lo quepuedeprovocaralteracionesen el

intercambiogaseosopulmonar.Estaalteraciónenel intercambiogaseosoesevidenteen

nuestromodelo de sepsisdondeexistedañopulmonar.

Además de la lesión oxidativa tisular y la depleción energéticacelular, la

producciónde peroxinitritos puedeconllevar reaccionesde nitrosación de proteínas

estructurales y funcionales, Las consecuenciasfisiopatológicasde la nitración de

tirosina en la sepsisaún no estándilucidadas. Se ha relacionadola nitrosación de

proteínascon el déficit de contractilidad’52y se piensa que la nitración es capazde

originar la pérdida de flincionalidad proteica, incluso inhibición enzimática.

Recientementese estácomenzandoa manejarpor parte de investigadoresbásicosel

conceptode “stressnitrosativo”357aludiendoa al fenómenode las consecuenciasde un

incrementoen los procesosde nitración.Esteconceptono seaplica aún en la práctica

clínica, pero sin duda se extenderápróximamente,debido a que estasalteraciones

bioquimicastienenlugar en numerosaspatologíasde carácterinflamatorio y como ha

demostradonuestroexperimento,tambiénenel shockséptico.

Otra de las aportacionesde nuestrotrabajo, esque pone de manifiestoque el

dañomediadoporONOO’, evidenciadoa travésdel incrementode nitrotirosina,sucede

de una maneramás precozque la lesión isquémicatisular detectadapor métodos

histológicosconvencionales,Este hechopuedetener relevanciaen el diagnósticode

lesión orgánicaen el enfermoséptico,ya que muestraque el epitelio intestinal,aunque

no poseasignoshistológicosde isquemia,estásometidoa un stressque posiblemente

repercutanegativamenteen su funcionalidadya que los ONOO entreotras acciones,

alteran la permeabilidadintestinal355. Por lo tanto, en función de lo observadoen

nuestro modelo, la determinación inmunohistoquimicade nitrotirosina ademásde
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ayudar a explicar la patología séptica, puedeser clínicamente útil ya que aporta

información sobreuna alteraciónque afectaa la flincionalidad orgánicano detectable

pormétodoshistológicosconvencionales.

Despuésdel análisisde los resultadosobtenidosen cuantoa fisiopatologíade la

sepsis;sepuedeafirmarqueel modelo empleado,ademásde reproducirmuchasde las

alteracionespropias de la sepsisya descritascon anterioridad,aportadatos de suma

relevancia:

• El hallazgode que el incrementopCO2i - PCO2Á secomportede

modo diferente en función del segmento intestinal estudiado,

puede atribuirse a que ambos presentan un grado de

vascularizacióndiferente.

• El hechode que los RSNOs, se incrementenen un procesode

sepsisagudaimplica dosimportantesaspectos:

— por su actividad vasoactiva probablemente estén

contribuyendoal deteriorode la funciónvasculary además,

— puedenserutilizadoscomo estimadoresde la producciónde

NO.

• La sepsisagudaproduceintensaslesionesmediadaspor 0N00

lo que puedeoriginar estrategiasterapéuticasdestinadasa paliar

ese daño, Por otra parte, revela lesionesno detectablespor las

tinciones histológicasconvencionalescomúnmenteaplicadasen

las Unidadesde CuidadosIntensivos,
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2. EFECTOS DE LA HEMOGLOBINA

A) ACCIONES SISTÉMICAS:

• Acciónsobrelapresiónarterial media

Los efectosqueproducela Hb en nuestroexperimentosobrela PAM, tanto en

animalesno sépticoscomo en los animalessépticos,son comparablesen sumayoríaa

los observadospor otros investigadores, si bien nuestro trabajo revela efectos

indeseablesde la lib no descritoshastaahora.

Los primerosestudiosrealizadossobrela lib como resucitadorvascularen el

shock endotóxico aportabanresultadosfavorablescon respectoa otros resucitadores

convencionalesdel shock como la albúmina285,Aranaowrealizó un experimentoen un

modelo de sepsisporcinaenel cual seadministrabaauno de los gruposunainfusión de

Hb a los 30’ del estímuloséptico. Se observóen un comienzo,que tantoel grupo que

recibíaHb como el que recibía dextrano,experimentabanun descensode la PAM,

probablementeel producidopor la sepsis.Posteriormente,a partir del minuto 90 el

grupoque recibe Hb incrementasu PAM de un modo significativamentediferentea

aquelqueno, esdecir atenuabalahipotensiónsépticade un modo máseficaz.Haciendo

un análisis detalladode sus datos, sepuedeobservarque despuésdel minuto 180, el

efecto resucitadorno se diferencia al del grupo que recibe dextrano, Los autores

hipotetizanque estaactividadpuedeestarrelacionada,ademásde otros mecanismos,

con la capacidadde la Hb para captare inactivarNO. De acuerdocon los hallazgos

observadosen el experimentode Aranowno sepuedeconcluir estesupuestoya que se

observaun efectohipertensorsuperioral del dextranodesdeel minuto 90, momentoen

el que no puedeasegurarseque esté inducida la producciónde NO extraendotelial.

Además,la Hb no parecepresentarventajassobreel dextranoen los momentosen los

que existeuna hiperproducciónde NO (aproximadamentea partir de los 180 minutos

desdela inducciónséptica).Por lo tanto,segúnlos datosobtenidosporestegrupo,la Hb

no parecepresentarventajasrealessobrela soluciónde dextrano,como resucitadordel

shock,ya queen el intervalode tiempoinicial dondeseobservaunacierta diferencia,en

laprácticaclínicaenpocasocasionessecomienzaunaintervenciónterapéuticaa los 30’
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de la inducciónséptica,cuandoaúnno son evidenteslas consecuenciashemodinámicas

de la sepsis.

La administraciónde Hb ennuestroexperimentose ha realizadounavez quelas

manifestacionesclínicas de disregulaciónvascularpor hiperproducciónde NO eran

evidentes, lo que implica una situación clinica más real. Hemos observadoefecto

hipertensivoen el grupo sépticoen el cual se recobranvaloresbasalesde PAM, no

ejerciendoesteefecto en los animalescontrol (normotensosy con concentracionesde

nitrosotioles,nitratos y nitritos inferioresa las del grupo séptico),dondeel incremento

que se produceesmuy leve. Por lo tanto en nuestroexperimentose ve reforzadoel

supuestode que la Hb ejercesu efectohipertensorcaptandoNO ya que secomparael

efecto que produce la Hb en un estado de “no sepsis” en el que no existe

hiperproducciónde NO, y en animales sépticosen los cualessu producciónestá

incrementadagenerandohipotensiónsevera.

• AcciónsobrelaRIP

Uno de los efectosadversosde la Hb másrelevanteesel intensoincrementoque

provoca sobre la PAP. Otros autoreshan reportadotambiéneste efecto de la Hb;

Hone358halló incrementosde la PAP (junto con incrementode la PAM, la RVS y

descensodel IC) en un modelo en el cual unaHb modificadaeraadministradadurante

24 horas.Estehechoimplica que laHb puedeagudizarel fallo pulmonarquetienelugar

en la sepsis.

• Efectossobreel JC

El descensode IC producido por la Hb en nuestro experimento ha sido

igualmentedescritoen otrosmodelossimilaresal nuestro359,al igual que envoluntarios

360

sanos

En vistade esteperfil hemodinámico(tPAM, tPAP, 4-1(2, tRVS ) y el hecho

de quela administracióndeHb en pacientescon shocksépticoconlíevacomoresultado

la reduccióndedosisde norepinefitinasin cambiosen la PAM y PAP con descensodel
3581(2 y de laRVM ; seplanteala siguientecuestión:
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¿Esmejorla lib quelos inhibidoresde laNOSen el tratamientodelshockséptico?.En

un modelo se sepsiscrónica inducido con endotoxinade Salmonellatyphi observaron

que la Hb conllevabaun descensomás leve del 1(2 y un menorincrementode la RVS,

aunque presentaba un efecto hipertensor inferior al de LNAME (L-nitro-

argininmetilester)361.Algunosautoreshan observadoque el efectovasopresorde la Hb

va acompañadode evidenciasindirectasde mejoríaen la perfusióntisular en un modelo

deshockhemorrágicocomparadocon los tratamientosresucitadoresconvencionales285,

Porel contrario,como vamosa discutir a continuación,en nuestromodelo de sepsisla

perfusióntisular pareceempeorar.

5) EFECTOS HEMODINÁMICOS REGIONALES

• Acciónsobrelosflujosregionales

El efecto sobrelos flujos regionales fue hipotetizado por Aranaow362 que

propuso el déficit en la perfusión hepática como mecanismo para justificar el

incrementoque producela Hb sobreparámetrosbioquímicos como la bilirrubina y

fosfatasaalcalina. Este supuestono es plenamentedemostrablea través de dichos

parámetros,ya queporuna partela bilirrubina podríaestarelevadacomoconsecuencia

de la metabolizaciónde la Hb administrada;y por otraparte,los autoresno especifican

si hanconsideradoquelaHb administrada,por lo tantocirculantey presenteen plasma,

produce interferencias analíticas en métodos espectrofotométricos(tanto en la

determinaciónde BT, como en la fostatasaalcalina),lo quepuededar lugar a valores

artefactualmentealterados[por estemotivo, en nuestrotrabajono han sido realizadas

estasmedidas,ya que la presenciade Hb en el suero produce interferenciasen el

método analítico empleado]363.Otros autoresverificaban que el tratamientocon Hb

producíaun incrementotardío en la pCO2 y un descensopronunciadode la P02, así

comounaacidosisimportante,lo quesugierequelas anormalidadesen la perfusiónhan

sido exacerbadaspor la HbcROwI~Y.2?3, Estos argumentoshacían imprescindible la

monitorización de flujos regionalesparaevaluar y verificar esteposibleefecto.

En un estudio posterior del autor Aranaow’285 se administrandosis bajas de

hemoglobina(150 mg¡kg) y serealizanmedidasdel flujo mesentéricoy del flujo de la

mucosa ileal. Aranaow y colaboradoresno hallan diferenciassignificativasen el flujo
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mesentéricopara la dosis administrada,El trabajo de Aranaow reportadescensosde

flujo en la mucosaileal. Los autoressostienenque la Hb administradaa estasdosis

puedeser terapéuticamenteútil ya que no presentael efecto indeseabledel descensode

flujo a nivel mesentérico.Estesupuestolo reiteranen otro trabajoen el queno aprecian

descensodel flujo renal,ni del flujo mesentérico285.Tampocoobservanincrementosde

la RVS. Porel contrario,en nuestroexperimentoseproducendescensosimportantesen

el flujo de la arteriamesentéricainclusoparaunadosificaciónde 100 mg/kg en el caso

de animalescontrol, Estehechoponede manifiestoque la Hb captael NO producido

por la eNOS,puestoque en el grupo controlla iNOS no estáexpresada,lo que puede

tener consecuenciasperjudiciales sobre la regulación del flujo tisular. Nosotros

observamosun importanteincrementode la resistenciavascularsistémica,pero además

observamosque esteincrementode la resistenciavascularse producetambiénel lecho

vascularesplácnico,donde la lib acentúael incrementoque producela sepsisen la

resistenciavascularmesentéricaestimada.

El efectoproducidopor la lib sobrelos flujos regionalespodríacompararsecon

el observadoparaotros inhibidores no selectivosde la NOS. Personasafectadasde

shock séptico tratadas con L-NMMA recuperabanvalores de PAM normales y

mejoraban la resistencia vascular sistémica364’338, pero a pesar estos efectos

hemodinámicosbeneficiosos, existen pocos datos que avalen que estos agentes

farmacológicosmejorenla función orgánicao la supervivencia,lo queprobablemente

impliquequeno tienenel mismoefectobeneficiososobrelechosvascularesregionales.

Unaaportaciónimportantede nuestroestudioen lo referenteala acciónde la Hb

en los flujos regionales,esque seponede manifiestoque el comportamientode la lib

difiere en los animalessépticoscon respectoa los controlesen algunosaspectos.En los

animales control, el descensode flujo se produce a partir de la primera dosis

administraday sin embargo,en la sepsisesteefectoes significativo a partir de dosis

muy superiores. La explicaciónde esteefectopuedehallarseen el hechode queal estar

los tejidosde los animalessépticosdeficientementeirrigados,por lo tantohipoxémicos,

partede la lib administradasetransformaalostéricamenteen su forma T produciendo

liberacióndel NO365 que se hallabaunido a los grupos-SH, lo que le confieremenor

capacidadvasoconstrictora.Realmente,el comportamientoen los animalessépticoses

como si, ademásde administrarlib libre, estuviéramosaportandonitroso-lib ya que el
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NO producidopor la sepsisrápidamentereaccionacon la lib. Probablementepor este

motivo estamosobservandoun comportamientodiferente; Stamler comprobóque la

nitroso-Hbpresentabaun comportamientovasoconstrictorigual quela lib libre salvo en
365tejidos isquémicos, donde la nitroso-lib no producíadicha vasoconstnccíon . Es

probableque estaseala causade quenosotrosno observamosunefectovasoconstrictor

tan potenteen lechoesplácnicode los animalessépticosdondela sepsispuedeproducir

hipoxia en estostejidos. Posiblemente,gran partede la lib circulante en dicho lecho

vascularse encuentreen formade nitrosolib de tal formaque el efectovasoconstrictor

sea menor, Dehecho,la Hb pareceejercercierto efectoreguladoren la redistribuciónde

flujo en la sepsis,dondeseobservaquelaHb escapazdemantenerunadistribucióndel

flujo constantelo que confirma el papelreguladorde la lib en las accionesmediadas

porel NO. Además,como puedeobservarseen la figura R37, la lib pareceincrementar

la RVM de una forma máspronunciadaen el grupocontrol que en el séptico, si bien

estadiferenciano parecesersignificativa.Estahipótesisde quela lib seaunamolécula

capaz de liberar NO en determinadascondicionesfisiológicas se ve reforzadapor el

hallazgode que la lib produceun incrementoen la nitrotirosinaen el intestino,lo que

indirectamenteimplica lesiónmediadaporNO; esdecirdealgunamanerala lib parece

aportarNO a los tejidos. El hechode que el efectoneto final seavasoconstricciónen

amboscasos(sépticosy controles),concuerdacon el efectoobservadopor Stamler de

queambastipos de lib, la librey nitrosolib poseencapacidadvasoconstrictora,

Todavíaexistenincógnitasen el mecanismode acciónde la lib, ya que si se

verifica que la hipoxia produceun cambioconformacionalque implica la liberaciónde

NO, ¿porquéel efectonetode la lib essiemprevasoconstricciónapesarde la liberación

de NO en los tejidos?.Estehechopuededeberseavariasrazones:

• La lib en nuestro modelo era administradade un modo constantey con una

dosificacióncreciente,lo que haceposibleque aunquepartede la lib cambie de

estadoconformacionalfavoreciendola donaciónde NO, probablementeuna gran

porcentajeno sufriera este cambio conformacionaloriginando vasoconstricción

mediante captación de NO. De esta forma se estaría produciendo de modo

simultáneolos dosprocesos:partedel NO escaptadopor la lib queno sufrecambio

conformacional y a la vez, la fracción de lib que cambiade conformaciónlibere

NO.

239



DISCUSIÓN

• También es posible que aún cuando la lib administrada sufra cambios

conformacionalesliberandoNO de los grupostiol; simultáneamente,el grupohemo

capteNO manteniendoasíel efectovasoconstrictorde lalib.

Ademásde las consideracionesrealizadas,el hipotético tratamientoclínico del

paciente séptico medianteadministración de lib tendría lugar de un modo más

prolongado que en el experimento. Esto supone un incremento paulatino de la

concentraciónplasmáticade lib debido a su lentaeliminaciónrenal, pudiendooriginar

los efectos indeseablessobreel flujo observadospor nuestro grupo para dosis más

elevadas,Por lo tanto,seríaconvenienteajustarla dosisdependiendode la funciónrenal

del paciente.

Después del hallazgode Stamlersobrela regulaciónalostéricade la interacción

lib-NO, se ha especuladosobrela posibilidad de que la administraciónde SNO-Hben

vezde Hb libre solucionaríamuchosde los inconvenientesde las solucionesde lib. Esta

hipótesisse basaen que la SNO-lib producevasoconstricciónigual que la lib salvo en

tejidos isquémicosdondeprobablementela SNO-lib libereNO lo queimplicadamejora

en la perfusión de tejidos isquémicos.Estaestrategiaresucitadorano ha sido probada

aúnen la actualidadni en el shocksépticoni en otrostipos de shockpero seguramente

estudiosposterioresrevelaránsi esadecuadao no.

C) LA Mb PROVOCA LESIÓN por PEROXINITRITOS en ANIMALES CONTROL

Un hallazgoinédito de nuestroexperimentoesquela lib produceun incremento

significativo de la formación de nitrotirosina en diversas localizacionesdel tejido

intestinal, Estaacciónesaparentementeparadójica,ya que si la lib principalmenteactúa

captandoNO, lo esperableseríael efecto contrario: que la lib disminuyerala lesión

mediadapor 0N00, al igual que lo haceninhibidores de la síntesisde NO. Sin

embargo,la lib no pareceactuarasí.

Nuestro grupo propone la siguientehipótesispara explicar estehecho (Ver

Figura Dl). (2omo ya hemosvisto anteriormente,la formaciónde ONOU requierela

existenciadedosespecies:
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•

— Puedeprocederde del propio procesoisquémicoprovocadopor la lib, ya

que la hipoxia generaun importantegastoenergéticoque conlíevaconsumo

de 02 con formaciónde 02’ 366

— La administraciónde lib parecegenerarradicaleslibres entreellos Ot el

grupohemopuedereducirel oxigenomolecularoriginandola formaciónde

02’ 367

• NO: Segúnla hipótesisde regulaciónalostéricade la unión lib-NO propuestapor

Stamler,la lib cuandollegaa los tejido sufreun cambioconformacional(de R a T)

queconlíevala liberaciónde NO¶

La presenciade estasdosespeciesconlíevala formaciónde 0N00, lo quejustifica la

tinciónde nitrotirosinahallada.

SANGRE ARTERIAL

NO’ .~ Hb[R]u
nitr9solib (tÓ/0)Vasoconstijejón Nifr~~WN ~

TEJIDOS

(tV0) [TJ
ISQUEMIA

02t . + NQ ~ . ONOÚ

Nitro-tirosina

Ffr Dl.- Metanisnio propuesto para lustificár in formación de nitrotlroslna en animniescontrol tratados

con lib. El 0’ generarasax proc~osde Ixipoxia y diredamente de la Eh. El N0 puedeser Uherado por la Eh a

los tejidos segúnia reguiación alotérica propuestapor Stamier.
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Otra posibilidadesqueel aniónsuperóxidoseacapazde reaccionarcon el óxido

nítrico aun cuandoéste se halle unido a la Hb por el grupo hemo originando la

formación de ONOOL Por otra parte, parece que le daño oxidativo mediado por

peroxinitritosesdependientede la ratio NO y superóxido;de tal formaqueel excesode

NO parecereducir los procesosoxidativos inducidosporperoxinitritos368.En el grupo

querecibelib probablementeseestéproduciendoel fenómenocontrano:un excesode

especiesreactivasde oxigeno debidoa la isquemiafrentea unapequeñaproporciónde

NO. La lib al producir hipoxia por vasoconstriccióninduce la formación de especies

oxidantesy a la vez captael NO circulante; estarelación inversa puedepropiciar la

lesiónmediadaporperoxinitritos.

Otro factorquesin dudarepercuteen lacapacidadformadoradenitrotirosinade

la lib, es el hecho de que al administrarHb de modo exógeno provocamosun

desequilibrioen la proporciónfisiológica deHb-GSli. En estadofisiológico normal, la

lib donaNO en los tejidos253,quepuedereaccionarconel GSH eritrocitarioformando

GSNO conactividadvasodilatadorafavoreciendola irrigacióntisular. Además,el GSH

escaptadory neutralizadorde peroxinitritos.Al existir GSHen el medioen condiciones

basales,la formaciónde nitrotirosinaesinapreciablecomose observaen las muestras

extraídasantesde la intervenciónquirúrgica.El desequilibrioenla proporciónHb-GSH,

probablementefavorezcaque los tejidos sean más susceptiblesa la formación de

nitrotirosina. La verificación de este supuestocorroboraría la influencia del stress

oxidativo en las accionesdel óxidonítrico en el shockséptico.

Sin embargo,estosmecanismosno explicantodos los efectosobservados.En

nuestromodelo, la lib mejora el daño mediado por ONOO~ en la sepsis lo que se

justificaría bajo la hipótesisde quela lib actuaracaptandoNO del medioe impidiendo

que éste reaccionara con otras especies. Esto se contraponeal efectoobservadoen el

grupocontrol, lo que indica que aún existenmuchosfactoresdesconocidosque pueden

influir enel efectode la lib sobrela lesiónmediadaporONOOL
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Una vez analizadas estas cuestiones, podemos hacer las siguientes

consideraciones:

LA MB COMO RESUCITADOR DEL SHOCK:

• Los aspectoshemodinámicossistémicos podrían avalar cierta acción ¡

¡ hemodinámicabeneficiosa(tPAM, tRVS y 4-1(2). Sin embargo,produceun

importante incremento de la PAP.

• Segúnlo observadoen nuestromodelo, la lib empeoraconsiderablemente

los flujos del lechoesplácnico.

• La lib producedaño mediadopor ONOO~ lo que implica una importante

¡ lesión oxidativa que puede comprometerla funcionalidad de ciertas

¡ proteínasy porlo tantooriginarlesiónen determinadosórganos.

EN CUANTO AL MECANISMO DE ACCIÓN DE LA HB:

• Nuestrosdatos confirman que el efecto vasoconstrictorde la lib se debe

fundamentalmentea su capacidadde interaccionarcon el NO.

• La formaciónde nitrotirosinacausadapor laHb, revelaque de algún modo

laHb liberaNO o permitequeéstereaccionecon otrasespecies.Estehecho

apoyala tesisde Stamler de que la lib ejerceun papel reguladorsobrela

distribuciónde NO y no secomportacomo merocaptadorde éste.
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3. EFECTOS VASCULARES del GSH

A) El GSH y las reacciones de transn¡trosación con Hb.

El GSli ha sido administradoen nuestro experimentocon la finalidad de

demostrarinteracciónentreel GSli y la Hb comomoléculaclaveenla modulaciónde la

fisiologíadelNO. Los resultadosobtenidos,detalladospreviamente,puedensintetizarse

en lo siguiente:

* Incrementode los flujos de la arteriamesentéricay venaportasuperandoincluso la

reduccióndeflujo producidapor la lib administrada.

* Aumentolevedel flujo de arteriamesentéricay venaportaen animalessépticos.

4 Reducciónnotablede la resistenciavascularmesentéricaqueestabaincrementadaen

los animalestratadoscon lib (tantocontroles,como sépticos)y en animalessépticossin

tratamiento,

El análisisglobal de la accióndel glutationmuestraqueésterevierte los efectos

vascularesde la lib sobrela circulaciónregional,no ejerciendoningún efectoaparente

sobresuactividadsistémicaparala dosificacióndeun bolo de lg. Estareversiónde los

efectosde laHb ponede manifiestoqueel glutationesuna moléculacapazde competir

con la lib por el NO presumiblementeatravésde un equilibrio competitivoentre los

grupostiol de lascisteinasde la lib y el GSli, dandolugara la formaciónde GSNO.Sin

embargo,el hechode que esteefectosemanifiestesolamenteanivel regional no parece

tener unajustificación clara a priori. (2onlos datosque seconocenen la actualidada

cerca de la bioquímicadel óxido nítrico, se puedenproponerfundamentalmentedos

mecanismosparajustificarestaregionalidad:

“Sitios diana” para los RSNOsde BPM.

El OSNO esun RSNOsde RPM que poseelos efectosvascularespropios de

moléculasde su grupo (vasodilatación,disminución de la resistenciavascular...).En

cuanto a las basesmolecularesdel mecanismode acción de estetipo de moléculas,

existenindicios de la existenciade receptoresespecíficos“sitios diana”paralos RSNOs

a través de los cualespuedenejercersu actividad. Trabajosrealizadosiii vitro por
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Mathews230revelanque el efectovasodilatadorde los RSNOsno estárelacionadocon

su estabilidadquímicalo que apuntaa la existenciade unainteracciónespecíficacon un

receptor Estos autorespostulanque existen múltiples “sitios diana” distribuidosde

forma heterogéneade tal modo que esposibleque existanRSNOsque poseanafinidad

por un determinadoórganoo tejido dianadondeseejerzasu accióna travésde estos

receptores. Un trabajo realizado por Davison369 sugiere que existen “sitios”

estereoselectivosde reconocimientode RSNOs puesto que se observan diferentes

efectoshemodinámicospara los estereoisómerosL y D de 5-nitrosocisteina,Estos

autores proponen que las accionesbiológicas de los RSNOs pueden implicar la

transnitrosaciónde aminoácidos plasmáticos y de proteínas que componen las

membranascelulares. Segúnestos resultadosobtenidospareceevidenciarseque los

receptoresde nitrosotioles asociadosa membranapueden existir en el sistema

cardiovasculary el arco baroreflejo. Estos hallazgos corroboran otros estudios

realizadosporel mismogrupoen los quehallabanque el isómeroL del compuesto5-

nitroso-13-13-dimetilcisteínatieneunpodervasodilatadormuy superioral mostradopor el

isómeroD370. Los resultadosobtenidosen nuestroexperimentocorrespondencon los

que cabríaesperarbajo estahipótesis,ya que la reversibilidaddel efecto de la Hb a

travésde la formaciónde OSNOha sehademostradocon un efectovasodilatadoren el

lechovascularesplácnico.A pesarde esteefecto,no sepuedeafirmar a partir de estos

datosque existaselectividadorgánicadel OSNO,ya que el efectoregionalobservado

puedeversemodificado por múltiples factorescomo la dosisadministrada,la pO2, el

gradode disflinción endotelialdel vasoconsideradoetc.

La existenciade receptoresespecíficosparalos RSNOsestáaún pordemostrar,

en la actualidadno ha sido identificado ninguno de ellos. La confirmación de esta

“selectividad de lecho vascular” para diferentes RSNOs seria de extraordinaria

relevanciaen la patologíaséptica dondeexistealteraciónen la distribucióndelvolumen

circulante como se ha verificado en nuestro modelo de shock. Esta disregulación

implica queexistanórganosdeficientementeirrigadoslo que indudablementeconlíevaa

alteraciones metabólicas a nivel celular que conducen al desarrollo del fallo

multiorgánico.La posibilidadde que existansustanciascapacesdemantenerel flujo en

tejidos especialmentesensiblesa la isquemiacomo el intestino sin potenciarel efecto

hipotensor sistémico (como hemos visto en los efectos del GSli) hace que

determinadosRSNOstenganun importantepotencialcomo terapiaque desciendael
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dañoorgánicoporisquemia.

2.- Influencia del gradientefisiológico de oxígeno

Otraposiblehipótesisesquela interacción del GSRcon la lib seadependiente

de la conformaciónde éstay del gradode oxigenacióndecadatejido.

El aportede oxígenoa los tejidosesfuncióndel contenidosanguíneode oxígeno

y del flujo371. El contenidode oxígenoesampliamentedependientede la Hb que sufre

transiciones alostéricasen el pulmón y en la microcirculación que promueven el

ligamiento y la liberación de 02372. El flujo regional está regulado por los

requerimientosmetabólicostisulares: el flujo se incrementapor hipoxia y desciende

cuando el aportede oxígeno superala demanda373.Se piensaque estasrespuestas

fisiológicas clásicasestánparcialmentemediadaspor cambiosen los niveles de NO

endotelial. Este planteamientoclásico presentaalgunos problemas.Primero, no está
374claroporquéel oxígenosepierdeal torrentesanguíneoantesde alcanzarlos tejidos y

segundo,los hematíesparecenoponer su propio 02 a la función de aporteya que

específicamentela lib reduceel flujo sanguíneoy aborta la vasodilataciónhipóxica

secuestrandoNO en las arteriolasterminales375,

El recientehallazgorealizadopor Stamler sobrela regulaciónalostéricade la

interacción del NO con la lib hasupuestounarevoluciónde enormetrascendenciaen el

conocimiento de la fisiología del óxido nítrico. Según la regulación expuestapor

Stamler,la transiciónalostéricade la Hb de la configuraciónR (oxiHb) a T (deoxiHb)

controla la reactividad de los gruposcisteína¡393 que puedenreaccionarcon NO o

R5N0253.Estosautoresproponenque el NO puedeser liberadode los grupostiol en

condicionesde bajo PO2 , basándoseen que la afinidad por RSNO eselevadaparala

estructuraRy bajaparala estructuraT. EstudiospreviosrealizadosconHb y SNO-lib,

predominantementeen suconformaciónR, mostrabanqueambosproducíancontracción

de los vasos229,ya queen amboscasosla Hb era capazde secuestrarelNO tambiénen

el grupohemo inactivandosu acción, Sin embargo,en tejidos hipóxicos,esteestado

favorecíala transformacióna la estructuraT y el efectoque se observabaeraque la lib

producíavasoconstricción mientrasque la nitrosohemoglobinano, Esta dependencia

delestadode oxigenaciónen la capacidadde la SNO-IIbparaliberarNO en estadosde
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bajaoxigenaciónpodríanexplicarel porquénosotrossolo hemosobservadoqueel GSH

eracapazde revertirlos efectosde la lib a nivel regional.

La lib administradaerafundamentalmentedel tipo R (oxigenadapuestoque su

manipulaciónse realizabaen condicionesambientales21% 02). En este estado,los

grupostiol de los residuosde cisteinade la lib no sehallan, segúnlo expuestopor

Stamler,accesiblesal contactocon el disolvente,de tal formaqueespocoprobableque

en esteestadoel GSli seacapazderevertir los efectosvasoconstrictoresde laHb ya que

no esposibleque tenganlugar reaccionesde transnitrosaciónpara formar OSNO. Sin

embargo,en el lechovascularesplácnico,dondela lib habíaproducidoun importante

descensodel flujo y la hipoxia generadaera grave, el GSJTI sí es capaz de producir

relajación contrarrestandopor completo la acción de la lib. En las condicionesque

presentabael lecho vascular esplácnico en ese momento, parece obvio que la

conformaciónde la lib cambiaraa T, de tal forma que los grupos-SNO estaríanen la

superficie externa de la Hb permitiendola liberación de NO y las reaccionesde

transnitrosaciónconel GSH. Estarelacióncon la PO2 la haverificado Stamleratravés

del siguiente método: el GSli potencia los efectos de la SNO-lib de una forma

inversamenteproporcionala la PO2. Nosotroshemosobservadoque el GSH reviertelas

accionesde la Hb tambiénde un modo inversamenteproporcionala la PO2, lo cual

corroborael mismoconceptode Stamlerporotro métododiferente.

El GSH actúa reviniendo los efectos de la Hb en el flujo de la arteria

mesentéricay vena porta; incluso el incrementode flujo en los animalessépticoses

superioral correspondienteen ese periodo a los animalesque no recibíanlib. Este

hecho indica que el GSJI ademásde interaccionarcon la Hb, es posible que actúe a

travésde reaccionesde transnitrosacióncon otros RSNOscomo la nitrosoalbúmina,si

bien estasinteraccionesparecenser minoritarias. De hechoen los animalessépticos,

dondeexisteun incrementode los RSNOs,se observaun leveincrementode flujo con

la administraciónde GSH lo queposiblementetengalugaratravésde estasreacciones.

Los resultados obtenidos por nuestro grupo son concordantes con los

mecanismospropuestospor Stamlery aportanla confirmaciónde que estasreacciones

estánimplicadasen una patologíaconcretacomo es el shock sépticoy en un lecho

vascularcomo el esplácnico.Por lo tanto, parececonfirmaseque la SNO-lib escapaz
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de “sensar”la p02tisular y entoncesutiliza la transiciónalostéricaparacontrolarel tono

vascular,Sin embargo,si el aportede oxígenoexcedela demanda,SNO-Hib retieneel

grupo NO manteniendola estructuraR con el efecto neto de reducir el flujo

concordandocon la demanda,Porlo tanto, la SNO-lib contribuyea la respuestaclásica

fisiológicade vasodilataciónhipóxicay vasoconstricciónhiperóxica.

Pareceevidenciarsepor lo tanto la influencia del gradientede oxígenoy los

cambios conformacionales de la lib en las interaccioneslib-NO. En otro estudio

realizado por Gow~ se muestra además,que dichos cambios conformacionales

dependientesdel gradientede oxígeno,estáninfluenciadospor el ratio NO:Hb. Gow

comprobóqueal someterunasoluciónde deoxihemoglobina,dondeel ratioNO:lib era

similar al fisiológico (1:100),a un burbujeocontinuode aire,unafracción significativa

de Hb(FeII)NO eratransformadaa SNO-lib. Es decir, aproximadamenteel 70-80%del

NO unido al grupohemo,seuníaa los grupostiol, Sin embargo,cuandoel ratioNO:lib

se incrementabaa 1:1, la formación de SNO descendíaa cero. Una vez que la

concentraciónde NO excedíadosvecesla de la lib, denuevovolvía a formarseSNO-

Hb alcanzando un máximo del 4% del NO añadido, En nuestras condiciones

experimentales,la proporción es claramente inferior a la fisiológica, ya que al

administrarlib a dosismuy elevadas,estamosforzandounaproporciónNO:Hb <1:100,

incluso en los animalessépticos. Si se cumple in vivo el hecho de que una baja

proporciónNO:lib conlíevaunmayorporcentajedeNO unido agrupostiol, ennuestro

experimentocabria esperarun porcentajemuy elevado de dichos enlaces SNO.

Efectivamente,nosotrosobservamosque el GSH revierte completamentela acción

vasoconstrictorade la lib lo que revelaque en nuestrocaso,el NO que estáunido a la

Hb sehalla en los grupostiol.

No hay que olvidar por último, que la técnicaempleadaparamedir el gasto

cardiacoconlíevaun cierto tiempo (serealizapor triplicado y secalculala media), lo

que puedeimplicar una infraestimaciónde los efectossistémicosdel GSli ya que no

permiteapreciar cambiosquetienenlugar demodo muy transitorio,A pesarde ello, la

PAM si era medidade formainstantáneay suscambioseranregistradosa tiempo real;

no presentandocambiossignificativos.
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B) Efecto del glutation en animales no tratados con Hb

Los resultadosexpuestosmuestranque el GSH administradoporvía venosaen

animalesno tratadospreviamentecon lib, provocaaccionesdiferentesdependiendode

que seananimalessépticoso no. En el grupono séptico,el GSli no producíaninguna

acción, ni a nivel sistémiconi regional. En cambio en los animalessépticos,el GSH

produceun leveincrementodel flujo de la regiónesplácnicaincrementándoselos flujos

de la arteriamesentéricay de la vena porta. Las hipótesisque nuestrogrupopropone

parajustificar estehecho estánde nuevo basadasen la existenciade reaccionesde

transnitrosación:

1. En los animalessépticosel NO generado,ademásdehallarseen formadenitratosy

nitritos vascularmente inactivos, también se halla en forma de RSNOs,

fundamentalmenteen forma de nitrosoalbúminay NO libre, El incrementode

grupostiol circulanteshace que se produzcanreaccionesde transnitrosaciónque

originanla formaciónde RSNOsde bajopesomolecularcon actividadvasoactiva.

El GSH puedereaccionarcon la nitrosoalbúminay otrosRSNOsformandoGSNO

conactividadvasoactiva.

2. Otro mecanismopor el cual el GSli puede desempeñaresa acción es por su

capacidadcomo “captadory destructor” de peroxinitritos, especiequímica que

como ya sehacomentadopreviamentecausadisfunciónendotelialy vascular.Esta

disfunciónendotelialmediadapor los peroxinitritosde muestraen el hechode que

los peroxinitritos reducenla habilidad de las células para movilizar el (2a~~ en

respuestaa vasodilatadoresdependientesde endotelio,Probablementela inhibición

de las vasorelajacionesdependientesde endotelioseansecundariosa los procesos

tóxicos mediadospor los ONOO~ talescomo la inhibición de pasosmetabólicos,

movilización del calcio, alteracionesde las señalescelularesy activaciónde la

PARS. Cuzocreay colaboradoreshan demostradodirectamenteque el GSli ejerce

un papelprotectorfrente a los cambiosvascularesinducidos por ONOO’, ya que

éste mejorabala respuestaa acetilcolina en animalesque recibíanperoxinitritos.

Puestoque la captacióncelular de GSli es limitada, pareceque la neutralización

extracelularde peroxinitritos es el mecanismoque contribuye al efecto protector
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377observado

3. Estudios iii vitro revelan365que el GSli potencia la vasorelajacióninducida por

SNO-lib. Es posiblequeel incrementode formaciónde NO en la sepsisaumentelas

concentracionesde SNO-Hb y seobserveuna potenciaciónde vasodilataciónen la

sepsis comparadacon unasituacióncontrol.

4. El GSHpotenciala acciónvasorelajantede la SNO-Hbde unamaneramásefectiva

en condiciones de hipoxia, porque se favorecela conformaciónT que permite la

transferenciade NO. En la sepsis,dondela pO2 local tisularprobablementesehalle

másbaja que en condicionesde normalidad,la liberación de NO por el cambio

confomiacional de la Hb puede estar potenciadohaciendo que éste sea más

accesibleparainteraccionarcon el GSH.

La disregulaciónde la distribución de flujo en la sepsis,ademásde producir

hipoxia tisular sobre los tejidos, generafrecuentemente fenómenosde reperfilsión

cuandolos tejidos afectadospor la hipoxia recuperanla vascularización,provocando

lesionestisularesaúnmásgravesquelas de la hipoxia. Estemecanismode lesióntisular

es el que ha llevado a muchos autoresa contemplarla posibilidad de administrar

donadoresde NO en determinadosórganos,especialmenteel tejido hepático,debidoa

que el NO combateel efecto lesivo de muchosde los radicaleslibres generadosen la

reperffisión y regula el tono vascularde los vasosque irrigan dichos órganos. El

mismo razonamiento podría aplicarse al efecto regional observado en nuestro

experimentoya quepresumiblenientela accióndel GSli a nivel regionalen la sepsis,se

debaa la formación de GSNO, cuyo efectovasculares comparablecon el del NO

aunquemás prolongadoque éste, de tal forma que mejoraríael daño en órganos

deficientementeirrigados y por lo tanto sujetosa daño por fenómenosde isquemia-

reperfiisión. De acuerdocon los resultadosobtenidos,el glutation podría tenerefectos

beneficiososen el procesosépticopor variosefectos:

• El GSH escapazde incrementarel flujo de órganosdeficientementevascularizados

en animales sépticos,presumiblementemediante la formación de OSNO, sin

potenciarel efectohipotensorsistémicoen la dosisestudiada. El GSli, como se ha

visto en los resultadosaportados,atenúael incrementode la resistenciavascular
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esplácnica atribuiblea la sepsis.

• El GSH al ser una molécula con potencial reductorpuedeaminorar los efectos

oxidantesmediadospor radicaleslibres y otras sustanciasoxidantesque seliberan

porel stressoxidativoquegenerala sepsis.

• Puedeevitar el dañoque produceel NO por formacióndeperoxinitritosen muchos

tejidos, incluido el endotelio,debidoa queel GSli se comportacomo un captadorde

NO y ONOOX

Estoshipotéticosefectosbenéficosdel GSH esbozadosa partir de los resultados

observadosen nuestroexperimentoserántestadosen próximos estudiosen los que se

valoraráespecíficamentela actividaddeestamolécula.

A través del empleo de L-butionina-(S,R)-sulfoxamina(BSO), un inhibidor

especificode y-glutamilcisteinasintetasa(enzimaresponsabledel mantenimientode la

síntesisdecisteinay quepor lo tantoevita la depleciónde grupostiol), algunosautores

habíanpropuestoel posiblepapeldel GSli endógenocomo moléculaprotectoracontra

el shock, especialmentecon relación al daño multiorgánico378’T~’380’381’382”19383 Sin

embargo no hay resultadosclaros porque el BSO parecía exacerbarel daño por

isquemiareperflisiónen algunosmodelosexperimentales384’385y no en otros386.Estos

trabajosponende manifiestola relevanciadel GSli comomoléculaprotectoraen varios

órganos,pero no hacenreferenciaa la funciónquepuededesempeñarcomomodulador

de la función vascularen el shockséptico. Recientementeotro grupode investigadores

hapropuesto,al igual quenosotros,un posibleefectobeneficiosodel GSli paramejorar

el daño vasculargeneradopor endotoxina354.Estos autoreshan testadoel efecto de

BSO, sobre el fallo vascular inducido por peroxinitritos y shock endotóxico, Los

resultadosobtenidosfueron que el BSO incrementalos efectos inducidos por los

peroxinitritos: supresiónde la respiraciónmitocondrial, la formaciónde nitrotirosina,la

oxidación proteica,el daño en el DNA y la activación de la PARS. Sin embargo,el

GSli y un ester derivado, atenuabanestos efectos. Además, el GSH mejorabael

empeoramientode la respuestacontráctila noradrenalinamediadoporperoxinitritos,al

igual que las relajacionesdependientesde endoteliocomo la respuestaa acetilcolina.

Tantola repercusióndel BSO,como el efectoprotectordel GSli parecenindicar que la
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presenciade grupostiol, de algunamaneraejerceun efectoprotectorsobrelas lesiones

mediadasporperoxinitritos.

Relevancia fisiológica de las reacciones de transnitrosación:

Expectativas de futuro

La confirmaciónde la existenciade reaccionesde transnitrosaciónrelacionadas

con en el metabolismodel NO puedetenerrepercusionesimportantesen su actividad

biológica ya que la nitrosación de residuos de cisteina supone la pérdida de

funcionalidaddenumerosasproteínas.Desdehacetiempo esconocidoquela presencia

de grupostiol in vitro previene la pérdidade flincionalidad de un gran número de

proteínasya que permite el mantenimientode los residuos de cisteina reducidos

esencialespara desarrollarsu actividad, A lo largo de la historia se han realizado

intensosestudiosde tipo genético,enzimáticoy químicoque handilucidadoel papelde

los grupos tiol en la flincionalidad proteica en cuanto a efectos catalíticos,

mantenimientode la estructuracuaternaria,señalesde transduccióny expresióngenica.

Más recientementese ha revelado el papel de estos grupos en cuanto a la

respuesta de su interacción con el NO y el 02. Becker y colaboradores3~han

demostradoque se produceestetipo de interaccionesenel enzimaglutationreductasa.

Han comprobadoque al ser expuestoeste enzimaa GSNO o al complejo dinitrosil-

diglutationil-hierro,el enzimaerainactivado,Beckery colaboradoresdemuestranqueel

sitio activo ditiol participa en una serie de oxidaciones y señalanque el posible

compuestointermediarioson los 5-nitrosotioles.Este esun ejemplo de reaccionesde

transnitrosacióncomparableal demostradopor nuestrogrupo con la lib dondehemos

podido comprobarque la presenciade grupos-SH del glutation haceque se reviertan

algunasde sus acciones.

Los estadosinflamatorios se caracterizanpor un estadode stressnitrosativo

generadopor la existenciade una concentraciónde sustanciasnitrosantespor encima

delumbraltolerable388,En estadosde importantestressnitrosativose producenexcesivo

número de nitrosaciones,modificacionescovalentesde centrosnucleofilicos: cisteinas

que generalmenteresistenla reacción, núcleosaromáticosy aminassusceptiblesal
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ataque.Estos sistemaspuedenserconcomitantementesusceptiblesal stressoxidativo,

estose ve reflejadoen el hechode que seproduceoxidaciónde grupostiol a elevadas

concentracionesde sustanciasnitrosantes389.En la actualidad,sedesconocenaún qué

proteínasy en qué gradopuedeestarafectadasu funcionalidaden patologíascomo la

sepsis. Sin duda, las consecuenciasdel stressnitrosativoy el modo de combatirlo será

objetode numerososestudiosen los próximosaños.Existenya prediccionesbasadasen

un modelo con compuestosditiol236 que sugiereque la existenciade tioles próximos,

evita los ataquesnitrosativos mediadospor NO (5-nitrosilación forman compuestos

inestablesya que seacelerala formaciónde disulfurosconpérdidadel grupoNO). Esta

hipótesis coincide con el mecanismoque nosotros proponemospara explicar los

posibles efectosbenéficosque puedemostrar el GSH ya que éste puedeprovocar

reacciones de transnitrosación generandoGSNO,moléculainestablecuyo metabolismo

originafundamentalmenteG5S0357.

Lasposibilidadesque puedeoriginar estetipo de señalbiológica y la relevancia

de las modificacionesen la estructuray funcionalidadde las proteinasson amplísimas.

Sin duda, se abre un campo que permitirá realizarmodificaciones con relevancia

terapéutica,especialmenteen patologíascomoel shocksépticoen la queel óxido nítrico

juegaun papelfundamentalcomo mediador.
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1.- Encondicionesde sepsis,aumentala formaciónde nitrosotioles.

2.- La concentraciónplasmáticade nitrosotiolesestáen relacióncon la gravedadde la

sepsxs.

3.- La formación de peroxinitritos, originados mediante la reacción del radical

superóxidoy NO, dalugara dañocelularen la sepsis,como sehademostradomediante

la detecciónde nitrotirosinaen muestrasde tejido de animalessépticos.

4.- La administraciónde hemoglobinaseasociacon un efectopresoren la sepsis.

5.- La administraciónde hemoglobinaseasociacon una disminucióndel dañomediado

por ONOO’ en la sepsis,como lo demuestrala presenciade menorescantidadesde

1nitrotirosina en animalessépticostratadoscon hemoglobinaque en aquellosque no

recibenestetratamiento.

6.- El glutation producevasodilataciónen la sepsis, apoyando el concepto de la

existencia de reaccionesde transnitrosaciónentre nitrosotioles circulantes y/o la

interaccióndel glutationcon el NO libre.

7.- La administraciónde glutation revierteel efecto vasoconstrictorde la hemoglobina

sugiriendola presenciade reaccionesde transnitrosaciónin vivo.

8.- La interaccióndemostradaentrela hemoglobinay el glutationsugiereque el efecto

captador de NO por la hemoglobina sucede en estas condiciones experimentales

fundamentalmenteen los grupos —Sil de los residuos de cisteina, y no, como

generalmenteseacepta,en el grupohemo.

9.- Puestoque el hematíeesrico en glutation, la interacciónentrela hemoglobinay el

glutation ayuda a explicar además, la ausenciade efecto vasoconstrictor de la

hemoglobinaintraeritrocitaria.
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