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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ARE: Antioxidant response element

CAT: Catalasa

COX-2: Ciclooxigenasa 2

eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

FRAP: Ferric reducing ability of plasma

GSH: Glutatiéon reducido

GSSG: Glutation oxidado (disulfuro)

GSH-Px: Glutatiéon peroxidasa

H202: Peréxido de hidrégeno

HOCL: Acido hipocloroso

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

MDA: Malondialdehido

NADPH: Nicotinamida-adenina-dinucleétido-fosfato oxidasa
NF-«<B: Factor nuclear kappaB

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintaza

Oz Radical superoxido

OH-: Radical hidroxilo

ONOO-: Peroxinitrito

PCR: Proteina C reactiva

PELOD: Pediatric Logistic Organ Disfunction
PKC: Proteina quinasa C

SOD: Superéxido dismutasa

SOFA Sepsis related organ failure assessment
SIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
TBARS: Thiobarbituric acid reactants

TNF-a: Factor de necrosis tumoral-a

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos



Resumen

En pacientes pedidtricos, la sepsis es una causa importante de morbimortalidad, con una
letalidad aproximada al 10%.

Dentro de la fisiopatologia de la sepsis, el estrés oxidativo juega un papel importante como
agente promotor y de mal prondstico en adultos. En nifios no hay estudios que demuestren esta
asociacion, presentando ambos grupos diferencias fisiopatologicas de la sepsis.

Objetivos: Determinar la relacion existente entre el estrés oxidativo y la gravedad clinica de la
sepsis en pacientes pediatricos.

Hipétesis. La gravedad clinica de pacientes con sepsis muestra una correlacion positiva con
los biomarcadores de lipoperoxidacion y negativa con el potencial antioxidante en sangre.
Metodologia. Se obtuvieron niveles de lipoperoxidacién y antioxidantes de nifios
hospitalizados en la Unidad de Paciente Critico del Hospital Roberto del Rio, cuyo diagnostico
de ingreso fue sepsis y/o shock séptico, excluyéndose del grupo de estudio a pacientes con
otras patologias. Los biomarcadores se obtuvieron diariamente por 3 dias o hasta el alta de la
unidad. Se determind la asociacion entre el nivel de los biomarcadores y la gravedad del
cuadro clinico evaluado mediante el score de PELOD.

Resultados. En 18 pacientes, el nivel de lipoperoxidaciéon no demostro variacion significativa
durante la estadia en UCI ni correlacion con el score de gravedad. En cambio, el potencial
antioxidante mostr6 un aumento de actividad enzimadtica de catalasa y glutatiéon peroxidasa,
con una disminuciéon del FRAP y de la relacion GSH/GSSG en el transcurso de la
hospitalizacion. Se observd correlacion negativa entre la actividad de catalasa con el score
PELOD y los dias de hospitalizacion. También fue observada una correlacion positiva entre la
relacion GSH/GSSG y el PELOD al tercer dia.

Conclusiones. La catalasa es un buen indicador de la gravedad clinica de los pacientes
pediatricos con sepsis. El presente estudio podria constituir la base para futuros estudios que

evaluen la utilidad de la terapia antioxidante para estos pacientes.



Abstract

In pediatric patients, sepsis is a major cause of morbidity and mortality, with a fatality rate
of approximately 10%.

Within the pathophysiology of sepsis, oxidative stress plays an important role as an
promoter agent and poor prognosis factor in adults. In children there are no studies that
demonstrate this association, with important differences in pathophysiology of sepsis in
both groups.

Objectives. To determine the relationship between oxidative stress and the clinical severity
of sepsis in pediatric patients.

Hypothesis. The clinical severity of patients with sepsis has a positive correlation with
levels of biomarkers of lipid peroxidation and a negative correlation with blood antioxidant
potential.

Methodology. Levels of lipoperoxidation and antioxidants in children hospitalized in the
Intensive Care Unit of the Hospital Roberto del Rio was obtained, whose primary diagnosis
is sepsis and/or septic shock, excluding of study group patients with other pathologies.
Biomarkers was obtained daily for 3 days or until discharge from the unit. Association
between level’s of biomarkers and clinical severity assessed by PELOD score was searched.
Results. In 18 patients, the level of lipid peroxidation showed no significant change during
the stay in ICU and no significant correlation with severity score. In contrast, the
antioxidant potential showed increased enzymatic activity of catalase and glutathione
peroxidase, decreased FRAP and the ratio GSH/GSSG during hospitalization. Negative
correlation was observed between catalase activity and PELOD score and days of stay. It
was also observed a positive correlation between GSH/GSSG and PELOD score in the third
day.

Conclusions. Catalase is a good indicator of clinical severity of pediatric patients with
sepsis. This study could be a base for future studies based on therapeutic antioxidant therapy

for these patients.



1. Introduccion

1.1. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

Las especies reactivas de oxigeno (O2~ anion superoxido, OH radical hidroxilo, H2Oz peroxido
de hidrogeno y singlete de oxigeno) y de nitrogeno (NO 6xido nitrico, y ONOO- peroxinitrito)
son producidas de manera habitual por el metabolismo celular y consisten en su mayoria en
radicales libres, es decir, moléculas que poseen uno o mas electrones desapareados en sus
orbitales (2, Las especies reactivas tienen un doble rol en los organismos: cumplen funciones
fisiologicas y pueden ser nocivas 3. Tabla 1.

Los efectos fisiologicos de las especies reactivas ocurren con una baja concentracion de ellas,
e involucran acciones en la respuesta celular al dafio, por ejemplo: defensa contra agentes
infecciosos, sefializacion celular y regulacion del tono vascular®.

Una de las funciones principales en la que intervienen, es la respuesta inmune. En ella, los
fagocitos incrementan su consumo de oxigeno y mediante la enzima NADPH oxidasa
producen anion superoxido desde el cual posteriormente se forma perdxido de hidrogeno.
Desde el perdxido de hidroégeno, la enzima mieloperoxidasa de los neutréfilos produce acido

hipocloroso el que cumple una funcion muy importante en la vacuola fagocitaria .
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E .
SPECIC  Fuente de origen

Funcion fisiolégica

Efecto fisiopatologico

reactiva
Atmosfera, producto de la Es utilizado en la mitocondria para la generacion Formacion de especies reactivas
02 fotosintesis de ATP en la fosforilacion oxidativa.
Mieloperoxidasa de leucocitos, Estallido respiratorio de neutrofilos. Oxidacion de colesterol LDL,
reaccion de rayos UV con algunos Modificacion de factores hemostaticos fotohemolisis.
102 pigmentos (fibrinoégeno, factor V, factor VIII; factor X) y
regulacion de la hemostasia. Inhibicion de la
agregacion plaquetaria
Reduccion de oxigeno por Cascada de senalizacion intracelular. Oxidacion de componentes intracelulares
NADPH oxidasa y XO. Cadena  Estallido respiratorio de neutréfilos como ADN, lipidos y proteinas.
O transportadora de electrones en la Formacion de H202 y de ONOO™
mitocondria. Citocromo P450,
eNOS desacoplada.
A partir de Oz* por la enzima Sobreregulacion de moléculas de adhesion, Niveles elevados pueden dafiar
SOD. In vivo por Glicolato Regulacion de la proliferacion celular o mecanismos de produccion energética
oxidasa, XO, y D- apoptosis, modulacion de la agregacion intracelular como inactivacion de la
H202 . g ? . . . e .
aminoacidoxidasa. plaquetaria. Produccion de hormonas tiroideas.  enzima glicolitica acetaldehido-3-fosfato
Induce expresion de genes controlados por NF-  dehidrogenasa. Activacion del factor de
«B. Cascada de sefializacion intracelular. transcripcion NF-kB
A partir de H2O2 por exposicion a  Sefializacién intracelular de apoptosis. Oxidacion de lipidos, proteinas y acido
luz UV o por interaccion con nucleico. Daflo en ADN mediante quiebre
metales de transicion. (Reacciones de enlaces, modificacion de bases. Dafio
*OH de Fenton y Heber-Weiss). en bases purinicas y pirimidicas, y en el
esqueleto de desoxiribosa. Peroxidacion
lipidica extrayendo un atomo de H de un
enlace C-H.
Oxidacion de un atomo terminal de Molécula de sefializacion. Regulacion del tono  Mutaciones en gen p53. Deaminacion del
guanido-nitrogeno de L-arginina  vascular. Secrecion de insulina. Regulaciéon del ADN. Inhibicion del sistema enzimatico
hacia citrulina por enzimas NOS.  tono de vias respiratorias y peristalsis. de reparacion del ADN.
Participacion en la angiogénesis, desarrollo del  Dafio mitocondrial
NO SNC y neurotransmision. Estimulacion de
guanilato ciclasa para la generacion del segundo
mensajero GMP ciclico. Regulacion de la
contraccion e inotropismo cardiaco. Respuesta
inmune fagocitaria.
Reaccion del NO con Oz~ - Regulacion de algunas funciones proteicas Daio en el DNA por fragmentacion.
Reaccion de HoO2 con NO2™ Lipoperoxidacion. Formacion de OH.
ONOO- desnitrogenacion de proteinas. Dafio

mitocondrial directo e indirecto por
desbalance NADH/NAD-+. Inactivacion
de GSH-Px

Tabla 1. Resumen de algunas funciones fisioldgicas y efectos fisiopatologicos de las principales especies
reactivas de oxigeno y nitrogeno.

El efecto nocivo de las especies reactivas de oxigeno o nitrogeno se traduce en un dafio de
estructuras celulares, lipidos, proteinas y DNA.

Los organismos cuentan con un sistema de proteccion antioxidante integrado por dos
componentes: (i) moléculas que se encargan de donar o aceptar un electrén a la especie
reactiva para que no quede esta con electrones desapareados. Ejemplos son el acido ascorbico

(Vitamina C), a-tocoferol (Vitamina E), glutatién reducido (GSH), carotenos y flavonoides,
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entre otros. Estas moléculas antioxidantes al interactuar con especies reactivas se transforman
en un radical libre mas estable y menos reactivo que la especie reactiva con la cual
interactuaron. (i1) El otro componente estd formado por enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), glutatién peroxidasa (GSH-Px) y catalasa (CAT). Estas enzimas
catalizan las reacciones de conversion de las especies reactivas en especies mas estables y
menos dafiinas ©).

La enzima SOD cataliza la dismutacion de superoxido en oxigeno y perdxido de hidrogeno.

20" H2H" SO0 5 H,0: + O

Debido a esta reaccion, SOD es una importante defensa antioxidante en la mayoria de las
c€lulas, encontrandose tres isoformas en humanos, SODI1 en el citoplasma, SOD2 en la
mitocondria y SOD3 en el liquido extracelular. Esta enzima utiliza como cofactor cobre, zinc,

manganeso, hierro o niquel.

El glutation esta presente en practicamente todos los tejidos. Provee capacidad reductora para
un gran numero de reacciones y tiene un importante rol en la destoxificacion del peréxido de
hidrogeno y de otros radicales libres ©). Existe en los estados reducido (GSH) y oxidado
(GSSGQ). En el estado reducido, es capaz de donar un equivalente de reducciéon (H" + ¢7) a
otras moléculas inestables, como las especies reactivas de oxigeno. En la donacién de un
electron, el glutation se convierte en reactivo, pero reacciona rapidamente con otro glutation
reactivo para formar disulfuro de glutation o glutation oxidado. Esta reaccion es posible
debido a la alta concentracion de glutation en las células (5 mM en el higado). EI GSH puede

regenerarse a partir de GSSG por la enzima glutation reductasa.
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La enzima glutation peroxidasa, cataliza la reaccion de oxidacion del glutation reducido a
glutation oxidado, utilizando para ello peroxido de hidrégeno. Esta enzima usa como cofactor
selenio.

2GSH + H,02 — GSSG + 2H,0

En las células y tejidos sanos, mas del 90% de glutation total estd en la forma reducida
(aproximadamente 3100 pmol/L) y menos del 10% existe en la forma oxidada (0-244 umol/L).
Un aumento de la proporcion entre GSSG y GSH se considera un indicativo de estrés
oxidativo y se ha asociado a varias patologias incluyendo sepsis (%)
El rol protector de GSH ante el dafio oxidativo consiste en ©:
- Es un cofactor de varias enzimas detoxificantes de dafio oxidativo, como GSH-Px y
GSH transferasa
- Participa en el transporte de aminoacidos a través de la membrana plasmatica.
- Quelando directamente OH y oxidosinglete, detoxificando H>O; y perdxidos lipidicos
por la accion catalitica de GSH-Px

- Es capaz de regenerar el 4cido ascorbico y a-tocoferol a sus formas activas.

La enzima catalasa se encuentra de manera soluble y en grandes concentraciones en glébulos
rojos. Cumple una funcién protectora de la hemoglobina y de otras proteinas del eritrocito.

El valor normal en la sangre es de 313 + 96 k/g. Hb (10,

La enzima cataliza la siguiente reaccion:

2H>07 — 2H0 + O7

13



Estrés oxidativo ocurre cuando el sistema antioxidante se ve sobrepasado por mayor actividad
formadora de especies reactivas. Este estado, debido al dafio que genera a nivel celular, ha sido
implicado como causante y contribuyente de numerosas patologias, tales como cancer,
envejecimiento, enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares entre otras ),

En nifios se ha observado un aumento de los biomarcadores de estrés oxidativo y disminucion

de antioxidantes en patologias como la malaria, esquistosomiasis y hepatitis A (1D,

La medicién directa de especies reactivas resulta compleja en seres vivos, debido a su corta
vida media y a que requiere de técnicas complejas como la resonancia electronica de espin.
Por este motivo, es preferible medir el nivel de estrés oxidativo indirectamente, mediante la
determinacion de niveles de antioxidantes o mediante la medicion del dafio oxidativo
producido. Esto ultimo se puede cuantificar mediante la determinacién de productos
resultantes del dafio oxidativo, tales como malondialdehido, el cual es generado por la
degradacion oxidativa de lipidos polinsturados, y F2-isoprostanos que son productos derivados
de la oxidacién del 4cido araquiddnico. Esta oxidacion es independiente de la actividad
enzimdtica de ciclooxigenasa, pero catalizada por radicales libres del oxigeno en las
membranas celulares y particulas de LDL, proceso llamado lipoperoxidacién (2. Los F2-
isoprostanos pueden ser determinados en muestras de plasma y orina, y reflejan un nivel
oxidativo generalizado. Sus valores normales se han descrito entre 5 a 40 pg/mL en plasma y
500 a 4000 pg/Mg de creatinina en orina. Estas sustancias también han demostrado ser
biologicamente activas, produciendo dafio oxidativo al ser generadas, ya que se ha observado

que son potentes vasopresores renales y pulmonares (13,
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La medicion de F2-isoprostanos ha demostrado utilidad en enfermedades como el Alzheimer y
enfermedades cardiovasculares (14,

En la lipoperoxidacion, se produce dafio estructural a nivel de todas las membranas lipidicas
intracelulares (9, siendo un blanco comin las membranas de los lisosomas y peroxisomas,

produciendo el escape de enzimas hidroliticas que producen dafio intracelular.

1.2. Sepsis

Sepsis es un sindrome inflamatorio complejo, con un amplio espectro de presentaciones
clinicas en cuanto a gravedad del paciente. Corresponde a un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) en presencia de infeccion(!®).

SIRS en pediatria se define como: la presencia de al menos dos de los siguientes criterios,
siendo uno de ellos temperatura alterada o recuento anormal de leucocitos (19):

- Temperatura central mayor a 38,5° C o menor a 36° C.

- Taquicardia. Frecuencia cardiaca mayor a 2 desviaciones estandar para la edad, en
ausencia de estimulos externos, que dure entre 0,5 y 4 horas. En menores de 1 afio
bradicardia. Frecuencia cardiaca menor a percentil 10 para edad sin estimulos externos
por mas de 30 minutos.

- Polipnea. Frecuencia respiratoria mayor 2 desviaciones estandar para la edad.

- Leucocitos elevados o disminuidos para la edad, no relacionado a causa externa, o
mayor a 10% de neutrofilos inmaduros.

Sepsis severa ocurre con la presencia de falla multiorgénica, la que es definida como el dafo y

la falla simultdnea en 2 o mds sistemas. Esta es una importante causa de morbimortalidad en
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las unidades de cuidados intensivos pediatricos, con una mortalidad aproximada al 10% en
Estados Unidos y con un gran gasto de recursos comprometidos (7).

Shock séptico se define en adultos como un estado de sepsis asociado a hipotension sostenida
pese al adecuado aporte de volumen. En nifios el shock séptico es caracterizado por
taquicardia con signos de hipoperfusion, tales como disminucion de pulsos distales,
compromiso de conciencia, disminucioén del llene capilar y oligoanuria, alin en ausencia de
hipotension (18),

La respuesta inflamatoria ante una infeccidon es iniciada por la unién de productos de
microorganismos a células inmunitarias (). Posteriormente se produce la activacion del
sistema inmune con la liberacion de citoquinas, activacion del complemento y generacion de
especies reactivas de oxigeno y nitrégeno. Estas especies reactivas se producen de manera
temprana en la respuesta inflamatoria ya que son parte de la defensa del organismo ante la
invasion por microorganismos.

La respuesta inflamatoria inicial es rapidamente seguida por una respuesta antiinflamatoria
compensadora, la cual si es excesiva o predominante sobre la inflamatoria, predisponen al
paciente a mayor riesgo de adquirir infecciones oportunistas o secundarias 2021,

Diferentes factores promueven un desbalance entre la inflamacion local y la respuesta
antiinflamatoria, dando lugar a la instalacion de SIRS en el caso de un desbalance hacia la
inflamacion 2,

Se ha demostrado que en la sepsis, el sistema inmunitario presenta dos fases: se comienza
tempranamente con un estado pro inflamatorio, sin embargo de manera mas tardia hay un

predominio anti inflamatorio y de disminucion de la respuesta inmunitaria 3.
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1.3. Estrés oxidativo y sepsis
No esta del todo claro el como y el por qué, en pacientes con sepsis se produce un desbalance
en las reacciones de tipo redox favoreciendo tempranamente un ambiente de estrés oxidativo,
el cual perpetudndose en el tiempo produce cambios en la respuesta inflamatoria, tales como
disminucién de la quimiotaxis, aumento de la fagocitosis, activacion de NF-«B, apoptosis de
células endoteliales y depresion miocardica 3-*22427), Una de las hipotesis actuales de este
incremento del nivel oxidativo ocurrido en sepsis, es debido a una excesiva respuesta
inflamatoria, caracterizada por una producciéon masiva de especies reactivas y citoquinas
inflamatorias. Figura 1.
Como fuentes de especies reactivas en pacientes con sepsis se han identificado ?4:

- Activacion de células fagocitarias en el llamado “estallido respiratorio”.

- Produccion de NO por el endotelio.

- Liberacion de iones de hierro y cobre.

- Isquemia, reperfusion y activacion de la enzima Xantino Oxidasa.

- Fuga de electrones de la cadena respiratoria mitocondrial

- Metabolismo del acido araquidonico %)

- Sobre regulacion del ensamble de NADPH oxidasa en neutréfilos 29

Las especies reactivas generadas ante una respuesta inflamatoria inicial son necesarias para la
defensa del organismo, y su déficit como en el caso de O>~ha demostrado ser perjudicial 3.
Las especies reactivas actiian produciendo directamente el dafio celular y activando la cascada

de sefializacion intracelular de inflamacion, principalmente mediante la activacion del factor
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de transcripcion NF-kB produciendo sintesis de moléculas inflamatorias de fase aguda como
TNF-a, IL2 y receptor de IL2 39, Por otro lado, sustancias como el NO y H>O> actian como
moléculas de sefializacion intra y extracelular, activando diversos genes mediante factores de
transcripcion como NF-kB y Nrf2.

Al librarse de Keapl y Cul3, Nrf2 activa la transcripcion de elementos de respuesta
antioxidante (ARE) para contrarrestar el efecto dafiino del estrés oxidativo, como las enzimas
glutation S transferasa y glutamato cisteina ligasa, responsables de la sintesis de GSH @D, Se
ha reportado en ratones con sepsis inducida por lipopolisacaridos, una mayor probabilidad de
muerte temprana en especies deficientes de Nrf2 G2, Del mismo modo, en ratones
transgénicos que degradan menos Nrf2, se ha comprobado una menor mortalidad en sepsis
polimicrobiana (33

La liberacién de NF-kB de su inhibidor IkB, ya sea por accion de H>O2 o de TNF-a inicia su
activacion y transcripcion de enzimas pro oxidativas como iNOS y COX-2 con la generacion
de NO y Oy~ (3433,

Dos grupos de investigadores han mostrado que la actividad de NF-kB es significativamente
mayor en no sobrevivientes de sepsis comparado con un grupo control de sobrevivientes y que

la actividad de NF-«B predice la mortalidad en sepsis 3637,

La activacion de monocitos y células endoteliales por lipopolisacaridos lleva a la expresion de

iINOS vy la consecuente transformacion de L-arginina a NO en concentraciones micromolares

(eNOS produce NO en concentraciones nanomolares). Animales deficientes de iNOS
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expuestos a endotoxina muestran menor gasto cardiaco pero mejor sobrevida al compararlo
con controles (3839,

En niflos con sepsis, se ha observado un incremento significativo en la produccion de NO
(40-42) Una excesiva produccion de NO se ha correlacionado con la gravedad de la sepsis en
adultos “¥. NO puede combinarse con Oz~ para formar ONOO- causando dafio tisular directo
(36) ¢ inhibicion de GSH-Px *. Ademas el NO induce la formacion de Metahemoglobina la
que produce hemodlisis, estimulacion de IL6 e IL8 y activacion de NF-«kB, produciendo mas
iNOS ©“6), En recién nacidos con sepsis se ha reportado mayores niveles de metahemoglobina
en comparacion con nifios sanos 47,

Se ha visto un aumento importante de O>~ en pacientes con sepsis, apoyado por el aumento de
la actividad de SOD. Este aumento se produce principalmente por la entrada de especies
reactivas a la célula lo que activa la expresion de NADPH oxidasa, COX-2 y XO. Ademas la
generacion de Oz~ es producida por el escape de electrones desde la cadena transportadora de
electrones mitocondrial, la cual puede ser inhibida por accion de NO en pacientes con sepsis,
produciendo una mayor cantidad de O»~ *®, lo que puede ser evitado administrando
inhibidores de iNOS “9., En la mitocondria, el Oz~ es dismutado por la SOD en H>O: el cual

difunde al citosol y puede activar NF-kB produciendo mas iNOS ?3),

En sepsis, la produccion excesiva de especies reactivas dafia directamente a las células del

epitelio endotelial, contribuyendo al dafio tisular inflamatorio 9,

Como consecuencia, ocurre dafio endotelial que puede progresar al resto del organismo.
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Figura 1. Relacion entre estrés oxidativo y fisiopatologia de sepsis. El patdgeno que produce infeccion, desencadena una
respuesta inflamatoria inicial la cual genera el estallido respiratorio por parte de neutréfilos, produciéndose una gran cantidad
de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno lo que produce un estado de estrés oxidativo inicial. La respuesta inflamatoria se
propaga por el organismo generando un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y sepsis. El estrés oxidativo
produce ademads una alteracion de la respuesta inmunitaria, dafio endotelial y mitocondrial lo que va a producir un cuadro de
shock séptico y falla organica multiple (FOM).

Se cree que el dafio endotelial producido es uno de los componentes mas importantes del
shock séptico G, En este contexto, el comportamiento de estas células endoteliales implica
cambios en diferentes funciones inmunes como aumento en la adherencia y fagocitosis, y

disminucion de la quimiotaxis (24,

A pesar de un adecuado aporte de fluidos y disponibilidad de O2 en sangre, en el shock séptico
hay una menor densidad de capilares perfundidos, produciéndose una disfuncion a nivel de la
microvasculatura ¢?). Esta disfuncion microvascular, sumada a la alteracion de la captacion y
utilizacion del oxigeno por la célula, se traduce en hipoxia tisular y falla orgdnica multiple

(FOM), con mayor riesgo de mortalidad entre los pacientes 3,
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Aparte de la disfuncion microvascular, otro mecanismo fisiopatologico descrito en el shock
séptico es la “hipoxia citopatica”, la cual involucra que aunque haya una buena entrega de
oxigeno a la célula, ésta no lo puede utilizar a causa de una disfuncidon a nivel mitocondrial
(34, Se han evidenciado dafios ultraestructurales en mitocondrias de miocardiocitos de
pacientes con sepsis %,

La disfunciéon mitocondrial se produce por un dafo oxidativo de la membrana mitocondrial
produciéndose despolarizacion y desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones y
la fosforilacion oxidativa, asociado a una disminucion de antioxidantes intramitocondriales
43), El dafio mitocondrial se produce por la produccion excesiva de NO ya sea por la iNOS o
la oxidonitrico sintasa mitocondrial (mtNOS), lo que involucra: (i) un efecto irreversible de
NO y ONOO- en la NADH-ubiquinona reductasa y ubiquinol-citocromo ¢ reductasa (complejo
I1I), y (ii) una inhibicion competitiva reversible de la actividad de la citocromo ¢ oxidasa ©.
Ademas el ONOO- produce indirectamente un mayor indice d¢ NADH/NAD+ lo que eleva la
produccion de Oz~ en el complejo I 67,

Esto produce disminucién en la produccion de ATP, liberacion de citocromo C, activacion de
caspasas y apoptosis ©839, Todo lo anterior involucra que la célula no utilice el oxigeno para
la formacion de ATP y se genere el escape de electrones desde la cadena transportadora con la
consecuente formacion de anion superoxido (0-63), La disminucion en la respiracion celular
mitocondrial es compatible con la disminucion de la temperatura corporal y la disminucion (en

aproximadamente un 30%) del consumo de Oz observado en el shock séptico (4.
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La severidad de la disfuncion mitocondrial durante la sepsis se correlaciona con desenlaces
adversos, incluyendo inestabilidad hemodindmica, reduccién de los niveles tisulares de ATP y

mortalidad aumentada ©5.

Un sistema inmune activado y una disfunciéon mitocondrial representan las dos fuentes mas

importantes para la generacion de especies reactivas (60,

Los pacientes con sepsis fallecen entre dias a semanas después del comienzo de la infeccion
inicial y en algunos casos incluso después de que la infeccion original ha sido erradicada.
Entre un 10 a 40% de los pacientes con sepsis diagnosticada, presentan cultivos negativos.
Todo lo anterior sugiere que la inflamacion y estallido respiratorio inicial no son responsables
directos de la disfuncioén organica de la sepsis 7). Estos hechos implican que la infeccion
puede, bajo ciertas condiciones especificas, activar un ciclo de tipo redox autosustentable y
auto promovible. Figura 2.

En vez de apagarse una vez que se ha erradicado el patégeno, o con la fase antiinflamatoria
tardia, el ciclo redox de la sepsis contina drenando energia por el dafio mitocondrial y
evitando un funcionamiento normal por varios feedback positivos ligados a la activacion de

NF-kB 23
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Figura 2. Ciclo redox de la sepsis. La activacion de neutréfilos en la respuesta inflamatoria inicial, produce la formacion de
varias sustancias, como HOCL el cual produce hemolisis. Debido a la hemdlisis y NO se produce metahemoglobina, la que
dentro de otros efectos y junto al H2O2, TNF-a, IL6 e IL8 producen la activacion de NF-kB. Este factor de transcripcion
produce mayor sintesis de iNOS lo que aumenta en cientos de veces la produccién de NO intracelular el cual de manera
directa o al ser combinado con O>- para formar ONOO- producen dafio mitocondrial, el que se traduce en un déficit en la
produccion de ATP y desacoplamiento de la cadena transportadora de electrones. Esto genera Oz- el cual por accion de la SOD
es dismutado a H2O: potenciando el ciclo redox. EIl ONOO:- inactiva a la GSH-Px intracelular. El dafio mitocondrial produce
la liberacion del citocromo ¢ desde la mitocondria, el cual activa caspasas que van a producir sefiales de apoptosis. El ONOO-
va a producir una alteracion en la relacion NADH/NAD+ lo que va a producir indirectamente dafio mitocondrial.

En pacientes adultos con sepsis, se ha encontrado una elevada concentracion de biomarcadores
de estrés oxidativo y una baja concentracion de antioxidantes (¢3-7),
En ratones se han detectado niveles hepaticos elevados de lipoperoxidos y bajos de SOD y

GSH-Px entre 6 y 18 horas después de la administracion de endotoxina (7D,
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En pacientes con sepsis se han encontrado menores niveles de antioxidantes y mayores niveles
de TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico), especialmente en pacientes con falla
organica multiple 7> 79, mayores niveles de MDA y 4-hidroxinonenal, indicando un aumento
de la lipoperoxidacion (6% 77),

Actividad aumentada de la enzima XO ha sido observada en adultos con sepsis 77

El ciclo de GSH se ve aumentado tempranamente en ratas con sepsis, y es acompanado por: (i)
un incremento en la sintesis de GSH en varios tejidos, especialmente en higado, (ii) y por
bajas concentraciones plasmaticas de GSH %),

Por otra parte, se han reportado bajos niveles (menor de 40%) de selenio (cofactor de GSH-
Px) en pacientes con sepsis (7).

Un aumento en la concentracion plasmatica de NO ha sido descrito en pacientes con shock
séptico (72,

Los niveles de F2-isoprostanos en adultos con sepsis, son mayores en pacientes con falla renal
y hepatica, correlacionandose directamente con un aumento de la mortalidad (0,

Se ha reportado que en pacientes sépticos, la capacidad antioxidante del plasma es menor que
la de sujetos sanos al inicio de la infeccién @D, Niveles bajos de acido ascoérbico se han
detectado en pacientes con sepsis que evolucionan a falla multiorganica versus aquellos que no
(82), También se ha evidenciado bajos niveles de a-tocoferol (>33 Vitamina A, B-caroteno y
licopeno (7,

Como factores pronosticos, se han reportado niveles elevados de MDA en pacientes no
sobrevivientes versus sobrevivientes de sepsis #3). Incrementos normales o sobre el promedio

en la capacidad antioxidante del plasma, han sido observados en sobrevivientes de cuadros
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sépticos @4, Se ha descrito una correlacion entre la severidad de la sepsis y niveles musculares
de GSH ®9),

También se ha demostrado evidencia del uso de antioxidantes para mejorar el desenlace en
pacientes criticos; la administracion de acido ascorbico y a-tocoferol se asocio a mejorias en la
supervivencia ®%, disminucién en la falla organica y acortamiento de los dias de estadia en
UCI de adultos 7). La administracion de selenio en altas dosis mejoré significativamente el

score SOFA en un grupo de pacientes adultos ®),

En nifios con sepsis se ha observado un incremento de la actividad de la XO ®9), bajos niveles
sanguineos y de sintesis de GSH ©® y una relacion GSSG/GSH elevada ®9. También se han
descrito niveles aumentados en la sintesis de NO %D, En recién nacidos con sepsis se han
observado valores elevados de MDA, SOD, GSH-Px y CAT, junto con valores disminuidos de
acido urico y albumina plasmatica (ambos antioxidantes plasmaticos). En el mismo estudio, se
determin6 una correlacion positiva entre los niveles de MDA y de antioxidantes (SOD, CAT,

GSH-Px) ©2,

La disminucion de los antioxidantes en sepsis puede producirse por 30
1-Pérdidas de fluidos corporales que contengan antioxidantes.
2-Disminucioén de ingesta de antioxidantes y nutrientes para su sintesis.
3-Dilucién del plasma por aporte de fluidos intravenosos.
4-Redistribucion de los antioxidantes hacia tejidos inflamados.

5-Mayor consumo en los procesos metabolicos
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Segun la evidencia anterior, los antecedentes apuntan hacia una posible relacion entre el nivel
de estrés oxidativo y el prondstico y supervivencia de los pacientes con sepsis, lo cual aun no

ha sido debidamente analizado en nifios.

1.4. Diferencias entre sepsis pediatrica y de adultos

En pacientes pediatricos hay escasez de estudios que relacionen el nivel de estrés oxidativo
con la gravedad del cuadro séptico y no resulta valido el extrapolar los datos obtenidos de
adultos ya que hay varias diferencias en la fisiopatologia, presentacion clinica y
enfrentamiento terapéutico.

La mortalidad observada en unidades de cuidados intensivos, es menor en unidades pediatricas
que en las de adultos (10% versus 20%) (93-99),

Si bien la mortalidad es menor, la sobrevida puede asociarse a secuelas graves como:
neuroldgicas (paralisis cerebral, hemorragia intra ventricular, leucomalacia periventricular),
respiratorias (sindrome de distrés respiratorio, displasia broncopulmonar), cardiacas
(persistencia del ductus arterioso), visuales y auditivas ©>).

El sindrome de falla organica multiple es mas frecuente que la defuncion por sepsis en las
unidades de cuidado intensivo pediatrico (11% a 27%) (%97,

La transicion de la circulacion fetal a la neonatal conlleva una tendencia a la hipertension
pulmonar en pacientes sépticos pediatricos. Esto se traduce en una buena respuesta a
vasodilatadores pulmonares a diferencia de lo que ocurre en adultos, en donde hay un

incremento en la produccion de 6xido nitrico, hipotension y falla multiorganica (9399,

26



La presentacion del shock séptico es diferente en adultos comparados con nifios. Casi el 90%
de los pacientes adultos presentan un shock hiperdinamico o “shock caliente” caracterizado
por hipotension, resistencia vascular periférica disminuida y taquicardia. La disminucion de la
resistencia vascular periférica y la taquicardia son un mecanismo compensatorio de la
disminucién del inotropismo, logrando que el gasto cardiaco de estos pacientes se mantenga o
se encuentre levemente aumentado.

Dado lo anterior, cuando no hay buena respuesta al aporte de volumen y drogas vasoactivas, se
ha observado mal pronéstico en los pacientes con shock séptico (100-102),

En nifios, dada la mayor labilidad hidrica y la redistribucion del espacio intra y extravascular,
es marcada la hipovolemia relativa durante el shock séptico, por lo que se observa una mejor
respuesta al uso y correccion de volumen precoz. Casi el 50% de los nifios presenta
disminucion del pulso distal observado como un llene capilar enlentecido y elevada resistencia
vascular periférica inicial, por lo que el cuadro clinico es referido como “shock frio” (193, Otro
aspecto, en actual discusion, es la falla miocéardica producida en pacientes pediatricos en este
contexto fisiopatologico (1. Los nifios tienen una menor reserva cardiaca cronotropica
comparada con adultos, ya que poseen frecuencias cardiacas basales mas elevadas, por lo que
si duplican su frecuencia cardiaca, el llene diastolico disminuye drasticamente. De esta
manera, la principal respuesta a la disminucion del gasto cardiaco es la vasoconstriccion, la
cual agrava aun mas la falla de bomba (105,

En nifios sépticos no se ha observado un estado protromboético por actividad de la proteina C,

como en adultos, por lo que no es recomendable la administracion de ésta proteina en
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pacientes pediatricos (199, Por otra parte, si se ha visto una mayor incidencia de
trombocitopenia asociada a sepsis en pacientes pediatricos que en adultos 197,

Pese a que los nifios son mas susceptibles de ser infectados, presentan menor incidencia de
sepsis que los adultos 1), Esto implicaria que los patdégenos no son el inico determinante en
el desarrollo de la sepsis en nifios 3.

El sistema de inmunidad innata en nifios, en condiciones de sepsis, muestra las siguientes
diferencias con el de adultos: (i) menor capacidad para generar especies reactivas; (ii)
diferencias en el tipo de citoquinas utilizadas; (iii) disminucion del pool de neutréfilos y
capacidad reducida de proliferacion de progenitores; (iv) disminucion de granulocitos y
neutrofilos; (v) neutrofilos con funcidon disminuida con menor capacidad de migracion,
quimiotaxis, adherencia endotelial y fagocitosis (19-1'D). Consecuente con esto, el estallido
respiratorio en nifios es menos intenso que en adultos ), produciéndose menor proporcion de
especies reactivas, motivo por el cual, en algunos estudios (1'?, el plasma no muestra
marcadores positivos de estrés oxidativo.

En nifios con sepsis, se ha observado una mayor produccion de IL6 e IL8 comparado con
pacientes adultos (®- Ambas citoquinas pueden producir activacion de NF-kB, pero en menor
proporcion que TNF-a. Sin embargo, en niflos con sepsis, la activacion de este factor de
transcripcion ha sido descrita, incluso con mayores niveles que en adultos, debido a una
sinergia entre IL6, IL8 y TNF-q (113-117),

Ambas interleuquinas ademas producen una activacion de NADPH oxidasa, promoviendo la

formacion de anion superoxido 9.
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Los niveles de IL6 e IL8 en sangre de recién nacidos con sepsis, han mostrado correlacion

positiva con retraso mental y psicomotor a la edad de 2 afios (119,

2. Hipotesis de trabajo:

La gravedad clinica de pacientes pediatricos con sepsis muestra una correlacion positiva con
los niveles de biomarcadores de lipoperoxidacion y negativa con el potencial antioxidante en

sangre.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General:
Determinar la relacion existente entre el estrés oxidativo y la gravedad de la sepsis en
pacientes pediatricos.

3.2. Objetivos especificos:

En pacientes pediatricos que ingresan a la Unidad de Cuidados Intensivos por sepsis:

1. Caracterizar el nivel de lipoperoxidacion por dia de hospitalizacion.

2. Caracterizar el nivel de potencial antioxidante por dia de hospitalizacion desde el
ingreso a UCL.

3. Determinar la asociacion de la gravedad clinica de la sepsis con el nivel de
lipoperoxidacion.

4. Determinar la asociacion de la gravedad clinica de la sepsis con el nivel del

potencial antioxidante de los pacientes.
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4. Metodologia:

4.1. Diseiio del estudio.

Estudio de tipo prospectivo observacional con una cohorte de pacientes.

Durante el periodo de tiempo comprendido entre enero de 2010 y abril de 2012, se realizé un
seguimiento de tres dias a los pacientes pediatricos ingresados a la Unidad de Pacientes
Criticos del Hospital Roberto del Rio, que cumplieran con los criterios de inclusion.

Debido a que no existen en la actualidad para la poblacion pediatrica, parametros de
normalidad para los biomarcadores de estrés oxidativo y de potencial antioxidante, las
variables clinicas y de laboratorio fueron registradas durante los primeros tres dias
consecutivos de hospitalizacion, para realizar comparaciones segin su comportamiento
durante su estadia en la unidad de cuidados intensivos.

Las muestras de sangre fueron analizadas para la determinaciéon de biomarcadores de estrés
oxidativo y antioxidantes, en el laboratorio de Fisiopatologia Renal de la Faculta de Medicina
de la Universidad de Chile.

El estudio fue aprobado por el Comité de Bioética del Hospital Roberto del Rio y por el
Comité de Etica en Investigacién en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile.

4.2. Pacientes.

El grupo de estudio esta formado por pacientes pediatricos (edades comprendidas entre recién

nacidos hasta 14 afios 11 meses y 29 dias) hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos
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del Hospital Roberto del Rio y con diagnostico primario de sepsis. La prevalencia anual de

estos pacientes es de aproximadamente 30.

4.3. Criterios de inclusion y exclusion:

. Inclusion: pacientes pediatricos con sepsis o shock séptico diagnosticado segin la
clasificacion actual “International pediatric sepsis consensus conference: Definitions for
sepsis and organ disfunction in pediatrics” (19,

. Exclusion:

- Pacientes de menos de 5 kilogramos de peso.

- Diagnostico conocido de cancer o enfermedad autoinmune.

- Pacientes con SIRS de origen no infecciosos (p.e. politraumatizado o gran quemado).
- Malnutricion severa.

- Uso reciente de corticoides (menos de 1 mes desde su uso).

- Insuficiencia renal cronica.

4.4. Medicion de la gravedad clinica de los pacientes.

La gravedad clinica de los pacientes fue evaluada principalmente por el score PELOD.

El PELOD score es una herramienta validada para medir la evolucion y gravedad del sindrome
de disfuncion multiorganica en nifios criticamente enfermos, durante los primeros 5 dias de
hospitalizacion (119-12D), Por otra parte, el PELOD ha mostrado una buena predicciéon de la

mortalidad en pacientes pediatricos en diferentes estadios de la sepsis (119-121),
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Las disfunciones organicas analizadas en el score fueron escogidas seglin el método de Delphi

en la base de un descriptor ideal de disfuncion organica y corresponden a falla: neurolodgica,

cardiovascular, renal, respiratoria, hematologica y hepatica. E1 PELOD entrega puntaje por

cada variable de falla sistémica que el paciente presente, en escalas de 0, 1, 10 y 20 puntos por

cada variable. Se utiliza la peor respuesta de la variable para la asignacion de puntaje de cada

organo. Al final, los pacientes que presentan mayores puntuaciones son los que tienen mayor

falla orgdnica y se encuentran mas graves.

Disfuncién organica y variable

Sistema de puntuacion

0 1 10 20
Neurolégica
Escala de coma de Glasgow 12-15 7-11 4-6 3
. Reaccion pupilar Ambas reactivas Ambas fijas
Cardiovascular
Frecuencia cardiaca (Ipm)
<12 afios <195 >195
>0 = 12 afios <150 >150
Presion arterial sistélica (mmHg) 3565 <35
<1 mes 65 i <35
1 mes-1 afios ~ 3575
1-12 afios >75 45-85 <4
- <55
> 12 afios >85 55-95
Renal >95
Creatinina (uMol/L) >159
<7 dias >0,62
7 dias-1 aho
1-12 afios <1,59 N 1;2
> 12 afios <0,62 T
Respiratorio <1,13 <70
PaO2/ FiO2 <1,59 > 90
PaCO. .
Ventilacién mecanica 570 Si
Hematolégico
Leucocitos (x 109 /L) <90 1.5-4,4 <15
Plaguetas (x 109 /L) No <35
Hepatico S
SGOT (UILL) s 45 69 ?fﬂ N
Tiempo de Protrombina (o INR) >35 - ’
<950
>60 (<1,4)

Tabla 2. Sistema de puntuacion del score PELOD. A cada variable se le asigna el puntaje de la peor respuesta obtenida.
PaO2 = presion arterial de Oz, FiO2 = fraccion inspirada de O... SGOT= transaminasa glutdmico-oxalacética.

Los pacientes fueron tratados de acuerdo a los protocolos de UCI y diariamente se
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evaluaron segun parametros de disfuncidon organica y score PELOD. No se les administrd
ningun tipo de antioxidante.

Se considerd ademas, el requerimiento y dias de uso de drogas vasoactivas y de ventilacion
mecanica, asi como también los dias de hospitalizacién, como otras variables de gravedad
clinica.

Los pacientes no fueron seguidos después de su egreso de la Unidad de Pacientes Criticos ya
que se ha demostrado que tal seguimiento no es necesario, puesto que la mayoria evoluciona
favorablemente. Un estudio al respecto mostrd que de 341 egresos de UCI pediatrica, soélo 3

(0,9%) fallecen (122),

4.5 Analisis estadistico y calculo del tamafio muestral.

Los resultados estan expresados como promedio + error estandar para variables continuas. Se
utilizé el test de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad en la distribucion de las
variables, debido a que la muestra es menor de 40 individuos.

Para buscar diferencias significativas en las variables estudiadas, entre los dias de
hospitalizacion de de los pacientes, se utilizo la prueba ANOVA para medias repetidas con un
analisis post hoc de Tukey si su distribucion fue normal.

Las variables con distribuciéon no paramétrica, fueron comparadas mediante el test de
Friedman y analisis post hoc de Dunn'’s.

El analisis de correlacion entre variables por dia de estadia fue llevado a cabo mediante el test

de Pearson o Spearman segun la distribucion de las variables.
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Para comparar las diferencias entre los biomarcadores y uso de drogas vasoactivas y
ventilacion mecanica, se realiz6 un contraste de hipotesis mediante una prueba U de Mann
Whitney.

Se considero significativo un p < 0,05.

Para el analisis se utilizo el software IBM SPSS Statics 20. Para la confeccion de graficos se
utiliz6 el software Graph Pad Prism 6.

El calculo del tamafio de la muestra fue realizado en base a la variacion observada en la
relacion GSH/GSSG en pacientes sépticos obtenida en el segundo dia posterior al ingreso a la
UCI. Se observ6 una diferencia porcentual entre ambos dias de un 36%, con un error alfa de
5% y un poder estadistico del 80%. El resultado sefnald 31 pacientes para estimar diferencias

estadisticamente significativas. Se utilizo para este célculo el software Win Episcope 2.0.

4.6. Obtencion de muestras de sangre de los pacientes:

Posterior a la obtencion del Consentimiento Informado, se obtuvieron las muestras
diarias de 4 mL de sangre en tubos con EDTA como anticoagulante y refrigeradas a -80° C.
Posteriormente la muestra fue separada en elementos figurados y plasma, en centrifuga clinica,
a una velocidad de 1000 g por 15 minutos, a fin de extraer el plasma para la determinacion de:
capacidad antioxidante total (23, acido Grico (¥ y nivel de lipoperoxidacion. Los eritrocitos
restantes fueron lavados con suero fisioldgico y hemolizados mediante shock hipotonico de

agua bidestilada, para medicion del resto de los biomarcadores.
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4.7. Determinacion de biomarcadores:

A.- Potencial antioxidante:

- Extracelular

La capacidad antioxidante del plasma fue medida mediante la cuantificacion
espectrofotométrica de la habilidad reductora de las sustancias antioxidantes presentes en el
plasma capaces de reducir el ion férrico (Fe*3) a ferroso (Fe *2) (FRAP, ferric reducing ability
of plasma) (23, La reduccion del complejo Ferrico-tripiridiltriazina (Fe3*-TPTZ) a Ferroso
Fe?*, fue determinado por espectrofotometria a 594 nm.

El valor FRAP se corrigié con el valor del acido urico de los pacientes, el cual es un
componente importante de dicha capacidad antioxidante (un tercio aproximado), quedando asi
la capacidad antioxidante plasmatica reflejada por otras sustancias como la albumina,
bilirrubina, vitaminas A, C y E entre otros.

-Intracelular

Los niveles intracelulares en eritrocitos de glutation reducido y glutation oxidado fueron
determinados por fluorimetria en hemolizado de globulos rojos, en presencia de fluoréforo O-
Oftaldehido (OPT) a 420 nm. La escala de medicion es en umol/g de hemoglobina. Se utiliz6
N-etilmaleimida (NEM) para prevenir la oxidacion de GSH a GSSG. La relacion se expresod
dividiendo el valor numérico de cada componente, como relacion GSH/GSSG (125, Se

normalizé por concentracion de hemoglobina.
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B.- Actividad de las enzimas antioxidantes en el eritrocito

La actividad de SOD est4a basada en la medicion de la inhibicion de la autooxidacion de
adrenalina en adrenocromo en solucidn acuosa alcalina, detectandose un producto cromoforo
con maxima absorbancia a 480 nm. Una unidad de SOD (U) se define como el nivel de
actividad que reduce a la mitad la autooxidacion basal expresado en U/gramo de
hemoglobina (Hb) (126),

La actividad de CAT se determind por ensayo cinético de la degradacion del perdxido de
hidréogeno a 240 nm. La diferencia en extincidon por unidad de tiempo es una medida de la
actividad de catalasa. Esta actividad se expresa basandose en la constante de la reaccion de
primer orden (k)/mg de hemoglobina (19,

La actividad de GSH-Px se obtuvo por espectrofotometria basandose en la reduccion de
glutatién oxidado acoplada a la oxidacion de NADPH por la glutation reductasa. La unidad
de la GSH-Px es definida como la actividad que oxida 1 umol de NADPH por minuto. El
progreso y la cinética de la reaccion pueden ser monitorizados por medicion del consumo de
NADPH (absorbe a 340 nm). La estequiometria es de 1:2, es decir, cuando se consume 1 mol
de NADPH es porque se han oxidado 2 moles de glutation. La actividad se expresa en U/mg

de Hb (127,

C. Biomarcador de estrés oxidativo:
Se registr6 como producto de estrés oxidativo, el nivel de lipoperoxidacion, mediante la
medicion en plasma de F2 Isoprostanos con técnica de ELISA. (Cayman Chemical, Ann

Arbor, MI). El ensayo se basa en la competicién entre 8-isoprostano y 8-isoprostano-
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acetilcolinesterasa (AChE) como trazador, utilizando antisuero 8-isoprostano de conejo. Se

produce un color amarillo con una absorbancia a 412 nm.

5. Resultados.

5.1. Caracteristicas clinicas de los pacientes:

En el periodo de seguimiento de este estudio, se reclutaron 18 pacientes que cumplieron los
criterios de inclusion. 7 fueron de sexo masculino y 11 femenino. La edad promedio de los
pacientes fue de 2 afios y 6 meses, con rango entre los 30 dias y 10 afios 9 meses.

Los pacientes permanecieron en promedio 7,6 dias hospitalizados, con un rango de 3 a 18
dias.

El foco primario de infeccion pudo ser identificado en 16 pacientes. Figura 3.

Foco de sepsis

Bl Renal
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[ Digestivo
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Total=18

Figura 3. Foco del cuadro séptico en el grupo de pacientes del estudio.
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5.2. Caracterizacion del nivel de lipoperoxidacion por dia de hospitalizacion:

Los niveles de F2 isoprostanos fueron determinados durante 3 dias de estadia de los pacientes.
Los promedios diarios observados fueron: 22,4 (£3,5) en el dia 1, 27 (£3,9) en el dia 2 y 24,6
(£4,1) en el dia 3. No se observo diferencia significativa entre estos valores diarios p=0,84.

Figura 4.

F2 isoprostanos
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Figura 4. Comportamiento del nivel de lipoperoxidacion en el grupo de pacientes. El nivel de lipoperoxidacion se evalud
mediante la técnica de medicion de F2-isoprostanos en plasma. No se observaron diferencias significativas diarias p=0,84.

En total 7 pacientes presentaron valores de F2-isoprostanos de ingreso por sobre el promedio,
con diferencias en los otros biomarcadores que no fueron estadisticamente significativas al

compararlas con los pacientes con menor promedio de isoprostanos al ingreso. Tabla3

Grupo SOD CAT GSH-PX GSH/GSSG GSH FRAP PELOD
1 136 245 4,2 3 1,4 284 12
0 153 298 5,2 6,4 2,7 240 6

Tabla 3. Comparacion de biomarcadores entre pacientes que ingresaron con isoprostanos sobre el promedio (grupo 1) versus

aquellos que ingresaron con isoprostanos bajo el promedio (grupo 0). No se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos
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5.3. Caracterizacion del potencial antioxidante por dia de hospitalizacion:

El potencial antioxidante fue evaluado midiendo la actividad, en globulos rojos, de cada una
de las siguientes enzimas antioxidantes: superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa.
Ademas se evalud con la medicion de la relacion entre glutation reducido y oxidado en
globulos rojos, y por ultimo, mediante la medicion de la capacidad reductora de ion férrico del
plasma.

Los promedios diarios obtenidos de los biomarcadores antioxidante pueden verse en la tabla 4.

Promedios diarios

Componente Dia 1 Dia 2 Dia 3
FRAP 263.4(2269)  2489(2232)  229.0(225.1)
SOD 141,8(26.3) 148.9(25.8) 163,0(29.6)
CAT 2633(£15.0)  2911(:18,5)  337.5(21,1)
GPx 4,5(£0,3) 4,6(:0,2) 5,0(£0.3)
GSH/GSSG 4.4(12) 3.2(20.5) 3,9(0,6)

Tabla 4. Promedios y errores estandar de los biomarcadores de antioxidantes del grupo de pacientes, durante los tres dias de
seguimiento.

FRAP: muestra una tendencia a la disminucion en el transcurso de la hospitalizacioén. Esta
disminucién fue significativa entre el dia 1 y 3 (p=0,008). Sin diferencia significativa en el
descenso del potencial observado entre el dia 1 y 2 (p=0,95) y dia 2 y 3 (p=0,13)

SOD: la actividad enzimatica mostrd un aumento en el transcurso de la hospitalizacion, la cual
fue significativa al comparar el dia 1 y el dia 3 (p=0,02). No se observaron diferencias
significativas al comparar el dia 1 con el 2 (p=0,54) ni en el dia 2 con el 3 (p=0,55).

CAT: esta enzima muestra una tendencia al incremento de su actividad durante el transcurso

de la hospitalizacion. Hubo diferencias significativas en los aumentos de actividad observados
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entre el dia 1 y 3 (p=0,003) y entre los dias 2 y 3 (p=0,001). Sin diferencias significativas entre

eldialy?2(p=0,17).

GSH-Px: Se observa una tendencia al alza en la actividad enzimatica a medida que
transcurren los dias de hospitalizacion. Esta tendencia es significativa entre el dia 1 y 3
(p=0,02). No hubo diferencias significativas entre los dias 1 y 2 (p=0,83) y dias 2 y 3
(p=0,34).

GSH/GSSG: Se observa un descenso significativo de la relacion al segundo dia (p=0,04) y

un posterior aumento no significativo al tercer dia (p=1).
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Figura 5. Comportamiento de los biomarcadores de antioxidantes en el grupo de pacientes. Las barras representan
promedios, errores estandar y rangos observados. + y * representan diferencias significativas, p < 0,05. Se observd una
disminucion en el FRAP al dia 3 versus el dia 1, p=0,008. SOD aument6 en el dia 3 en comparacion con el dia 1, p=0,02.
CAT mostrdé mayor actividad en el dia 3 al compararlo con el dia 1 y 2, p=0,001 y <0,001 respectivamente. GSH-Px
mostré un aumento en el tercer dia respecto del dia 1, p=0,02. GSH/GSSG mostr6 una disminucion al segundo dia respecto
del dia 1, p=0,04.
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5.4. Comportamiento de los biomarcadores por grupos etarios:

Los pacientes fueron agrupados como recién nacidos (0 a 28 dias), lactante menor (29 dias a
11 meses y 29 dias), lactante mayor (1 afio hasta el afio 11 meses y 29 dias), preescolar (2 a
5 afios) y escolares (6 a 14 afios). En el grupo de recién nacidos no hubo pacientes. El grupo
de lactantes menores estuvo conformado por 6 pacientes, el de lactantes menores por 6
pacientes, el de preescolares por 4 pacientes y el de escolares por 2 pacientes. No se
realizaron andlisis estadisticos para observar diferencias significativas ya que los grupos

estan compuestos por muy pocos pacientes. Figura 6.
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Figura 6. Comportamiento de los biomarcadores de estrés oxidativo y potencial antioxidante por grupos de edad de los
pacientes. No se observaron diferencias significativas debido al bajo nimero de pacientes en cada grupo.
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5.5. Asociacion de la gravedad clinica de la sepsis con el nivel de lipoperoxidacion.

PELOD score: los promedios diarios del score en el total de los pacientes fue de 9,4(£1,6)
en el dia 1, 5,8(£1,7) en el dia 2 y 2,9(=1,2) en el dia 3. El descenso del puntaje observado
entre los dias 1 y 2 no fue significativo (p=0,09) ni tampoco entre los dias 2 y 3 (p=0,5). La
disminucion observada entre el dia 1 y 3 fue significativa (p=0,001). Esto quiere decir que
los pacientes al tercer dia se encontraban con menor falla organica multiple que al ingreso,

por lo tanto, menos graves. Figura 7.
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Figura 7. Comportamiento del score PELOD en el grupo de pacientes de acuerdo al seguimiento realizado en 3 dias.
Se observo una disminucion en el score en el dia 3 en comparacion con el dia 1, p=0,001. + significa diferencias
significativas con p < 0,05.

Correlacion entre el score PELOD y F2 isoprostanos: no se observo correlacion

significativa. Tabla 5.

Dia1l Dia 2 Dia3
F2-isoprostanos p=0,29; r=-0,2 p=0,51;r=-0,15 p=0,38; r=-0,09

Tabla 5. Correlacién entre el nivel de lipoperoxidacion y el PELOD por dia de seguimiento. No se observaron
correlaciones significativas.
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Los pacientes que requirieron el uso de drogas vasoactivas presentaron un valor promedio
mas elevado de F2-isoprostanos que aquellos que no las requirieron (76,5 versus 38;
p=0,004).

No se observo diferencias en el nivel de F2-isoprostanos entre pacientes que requirieron uso
de ventilacion mecénica en comparacion a aquellos que no requirieron.

Tampoco se observod correlacion entre el nivel de isoprostanos y los dias de estadia en UCIL.

5.6. Asociacion de la gravedad clinica de la sepsis con el nivel del potencial
antioxidante de los pacientes.

Correlacion entre PELOD score y el nivel antioxidante de los pacientes: las correlaciones
significativas se encontraron entre el nivel de actividad de catalasa en el dia 1 y el PELOD,
con una correlacioén negativa, esto quiere decir que los pacientes mas graves presentaron un
valor menor de actividad de catalasa al ingreso.

La otra correlacion significativa encontrada fue en la relacion GSH/GSSG en el dia 3 y el
PELOD, con una correlacion positiva, esto significa que los pacientes mas graves

presentaron mayor relacion GSH/GSSG. Tabla 6 y figura 8.

Biomarcador Dial Dia 2 Dia 3

SOD p=0,41; r=-0,33 p=0,76; r=0,06 p=0,13; r=0,37
CAT p=0,04; r=-0,49 p=0,87;r=-0,04 p=0,99; r=0,001
GPx p=0,78; r=-0,07 p=0,65; r=-1,16 p=0,39; r=0,22
GSH/GSSG p=0,75;r=0,08 p=0,99; r=-0,004 p=0,003; r=0,66
FRAP p=0,94; r=-0,02  p=0,06; r=0,45 p=0,54; r=0,15

Tabla 6. Correlacion entre los biomarcadores de estrés oxidativo y el score PELOD. En negrita valores significativos.
Se observo una correlacion negativa entre CAT y PELOD al dia 1, y una correlacion positiva entre GSH/GSSG y PELOD
al dia 3.
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Correlacion de PELOD vs CAT Correlacion de GSH/GSSG
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Figura 8. Correlaciones entre CAT y PELOD en el dia 1 (izquierda) y GSH/GSSG y PELOD en el dia 3 (derecha).
Se observo una correlacion negativa entre CAT y PELOD (p=0,04, r=-0,49) y positiva entre GSH/GSSG y PELOD
(p=0,003, r=0,66).

Al buscar diferencias entre los pacientes que requirieron de drogas vasoactivas y aquellos
que no, con los biomarcadores de estrés oxidativo, se encontré que aquellos usuarios de
drogas vasoactivas presentaron niveles menores de actividad de glutation peroxidasa
(p=0,02) y de FRAP (p=0,004). El resto de los biomarcadores no mostr6 diferencias

significativas.

No se observd diferencias en los niveles de biomarcadores entre los pacientes que

requirieron ventilacion mecanica invasiva y aquellos que no requirieron.

Los pacientes que debieron permanecer mas dias hospitalizados presentaron menor
actividad de la enzima catalasa al ingreso, ya que ésta enzima se correlaciondé de manera

negativa con los dias de estadia. (p=0,02, r=-0,3). Figura 9.
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Correlacion entre CAT dia 1 y dias en UCI
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Figura 9. Correlacion entre la actividad de CAT en el dia 1 y los dias de estadia del grupo de pacientes en UCI. Se
observd una correlacion negativa, esto quiere decir que los pacientes que requirieron mas dias de hospitalizacion
presentaron menores niveles de actividad de CAT.

Al separar las fallas orgénicas agrupadas en el score PELOD y ver si aquellos pacientes que
presentaban compromiso sistémico tenian diferentes valores de biomarcadores que aquellos

que no presentaron falla sistémica, se obtuvieron los siguientes resultados:

Los pacientes que presentaron falla hepatica presentaron valores mayores de actividad de
la enzima glutation peroxidasa (5,5 versus 4,2, p=0,03), mayor actividad de la enzima
SOD (191,6 versus 144,2, p=0,02) y mayor relacion GSH/GSSG (6,1 versus 3, p=0,02).

Los pacientes con falla hematologica, presentaron valores mayores de la relacion GSH/

GSSG (8 versus 3,2, p=0,01).
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6. Discusion

Los estudios de estrés oxidativo en sepsis, elaborados hasta la fecha, son discordantes entre
si, ya que por un lado hay datos que muestran un aumento del nivel de lipoperoxidacion y
estrés oxidativo junto con una disminucion del potencial antioxidante. Por otro lado, hay
datos que muestran lo contrario. Chuang et al 1?®), encontr6é que un aumento de la capacidad
antioxidante plasmatica total en pacientes con sepsis, es un marcador de mal pronodstico.
Doise et al ®9, no encontraron diferencias en la capacidad antioxidante total del plasma
entre pacientes con sepsis severa y shock séptico.

En nifios, Cherian et al (12, no observo diferencias en los niveles de GSH, SOD y TBARS
en pacientes con sepsis comparados con un grupo control de nifios sanos.

Estas diferencias observadas, mas que ser contradictorias, pueden deberse a varios motivos:
(1) Las técnicas y tipos de muestra empleados en las mediciones. Los valores obtenidos de la
medicion de biomarcadores de estrés oxidativo, no son comparables si se miden en plasma,
orina, globulos rojos o tejido. A nivel celular es en donde ocurre gran parte del dafio
oxidativo (lipoperoxidacion, dafio en el DNA y proteinas). La generacion de especies
reactivas ocurre rapidamente y estas presentan, en general, una vida media muy corta .
Niveles elevados de biomarcadores en plasma reflejan que un proceso oxidativo que se
origind en un tejido especifico, estd produciendo una respuesta oxidativa generalizada en el
organismo, ya que las células inflamadas extravasan sus componentes al plasma. En el caso
del ciclo GSH/GSSG, éste ultimo es eliminado por las células cuando su concentracién
intracelular se eleva. En este caso, niveles plasmaticos elevados de GSSG o una relacién

GSSG/GSH elevada, traducen estrés oxidativo ¢9.
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En el caso de la sepsis, en que por definicion hay una respuesta inflamatoria sistémica, la
medicion en plasma y globulos rojos parece ser la mas acertada.

La importancia de la técnica de medicion empleada, ha sido mencionada en el caso de los
F2-isoprostanos, en donde la medicion por espectrometria de masa ha mostrado ser mas
confiable y precisa que las técnicas de inmunoensayo (129,

(i1) Tiempo de medicion. Si las muestras son tomadas al ingreso del paciente a la unidad de
cuidados intensivos o unos dias después de evolucionado el cuadro, en especial después de
haber recibido alimentacion, oxigeno y medicamentos, los valores de los biomarcadores van
a variar, debido a que la enfermedad y el proceso de respuesta oxidativa, son un continuo en
el tiempo y el momento de obtencién de la muestra es una foto del estado en el cual fue
obtenida.

En la fisiopatologia de la sepsis se ha descrito un estallido inflamatorio inicial muy intenso,
seguido de una respuesta antiinflamatoria tardia marcada. En este contexto, lo ideal para
estudiar a estos pacientes es seguirlos en el tiempo y no elaborar conclusiones con datos

obtenidos en una sola medicidn.

Niveles bajos de antioxidantes pueden deberse a su utilizacion y disminucion del estrés

oxidativo, o a una falla en su generacion por agotamiento energético.

En el presente estudio, los 18 pacientes estudiados corresponden a una muestra importante,
no fue necesario completar el numero calculado de 31 pacientes para obtener diferencias

estadisticamente significativas en la relacion GSH/GSSG. Sin embargo, seria de gran interés
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ampliar la muestra de pacientes de este estudio, para lo cual se recomienda el trabajo
colectivo de otros centros de cuidados intensivos pediatricos.

El promedio de edad de los pacientes concuerda con la edad mas comun de los pacientes
hospitalizados en una UCI pediatrica y pese a que al separar las variables estudiadas por
grupos etarios no se pudo extraer conclusiones significativas, 2 pacientes escolares
presentaron mayor gravedad clinica comparado con el resto de los grupos. Esto puede estar
en el contexto del azar o de que efectivamente los pacientes de mayor edad evolucionaron
menos favorablemente, ya que su manejo tiende a ser menos agresivo desde un comienzo,

comparado con el del lactante.

El foco principal de origen neurologico de la sepsis, no concuerda con lo descrito en la
literatura, en donde destaca como principal foco infeccioso el respiratorio, seguido de
infecciones cutaneas y en tercer lugar las de origen neuroldgico (139, Atribuyo esta
diferencia al bajo nimero de pacientes reclutados.

En el caso del foco no determinado en el 11% de los pacientes, muchas veces puede ocurrir
que este foco se haya resuelto quedando la bacteremia y moléculas inflamatorias, generando
el cuadro séptico, o que efectivamente no haya podido ser determinado por resultados
negativos de los cultivos de orina, LCR, deposiciones, aspirado bronquial, etc. Esto se
relaciona con el hecho de que en la génesis de la sepsis, mas que el patogeno en si, tiene
mayor determinacion la respuesta inflamatoria-oxidativa del paciente.

El que no hayamos observado mortalidad de los pacientes de este estudio, puede deberse a

una muestra pequeila y menor mortalidad en pacientes pediatricos.
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La medicion del nivel de lipoperoxidacion mediante técnica de F2-isoprostanos, no mostro
variacion significativa durante la estadia hospitalaria de los pacientes. Esto no quiere decir
que la lipoperoxidacion no se relacione con la gravedad clinica de la sepsis, ya que para tal
afirmacion seria necesario utilizar otro biomarcador de lipoperoxidacion (TBARS, MDA o
isofluoranos).

La falta de correlacion entre severidad de la sepsis y el nivel de isoprostanos, puede ser
debida al bajo numero de pacientes que este estudio obtuvo, o debido a que efectivamente
los isoprostanos no muestran un comportamiento asociable al cuadro clinico de pacientes
pediatricos con sepsis, debido a que su produccion no es especifica del estrés oxidativo.

Se ha visto que estos pueden ser producidos por plaquetas, independiente del nivel de estrés
oxidativo del organismo, actuando en este caso como artefactos (3. Por otra parte, la vida
media de los F2-isoprostanos es de aproximadamente 150 minutos, después de los cuales se

vuelve a valores plasmaticos normales de 5 a 40 pg/mL (3D,

Durante los tres dias de estudio, los pacientes mejoraron su estado clinico de acuerdo a la
disminucion observada en el score PELOD al tercer dia respecto del dia 1. Esto es algo
esperable en el contexto del manejo intensivo que se realiza en la UCI del Hospital Roberto

del Rio.

Las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GSH-Px mostraron un aumento de actividad de
acuerdo a la mejoria clinica de los pacientes, pudiendo esto deberse a que mayor nivel de
antioxidantes ayudan al proceso de recuperacion de los pacientes, disminuyendo sus niveles

de estrés oxidativo.
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La capacidad antioxidante plasmatica total, medida como FRAP, es una herramienta de
dificil interpretacion debido a sus multiples y algunos desconocidos componentes que
posee. La disminucion de los valores de FRAP observados al tercer dia, cuando los
pacientes se encontraban menos grave, puede deberse a que esos pacientes utilizaron como
primera linea defensiva los antioxidantes plasmaticos. Kapoor et al ©?), observaron una
disminucion del nivel de 4cido urico y albumina (antioxidantes plasmaticos) en recién
nacidos con sepsis.

El trabajo de Doise et al ®4, también mostré una disminucion del potencial antioxidante
total del plasma en el transcurso de 10 dias de hospitalizacion de los pacientes, sin embargo
no vieron asociacion con la gravedad clinica de los pacientes.

Chuang et al (2%, obtuvo niveles mayores de la capacidad antioxidante plasmatica en
pacientes no sobrevivientes de sepsis y lo atribuy6 a una exagerada respuesta antioxidante
ante un estrés oxidativo propagado o a un mecanismo compensatorio por la deplecion de
otros antioxidantes. Otra causa de este aumento, puede ser debida a mayor elevacion del
acido urico en pacientes con deterioro de la funcidén renal o que presenten isquemia y
reperfusion con activacion de XO y generacion de acido urico. Por este motivo nuestra
metodologia implicé la medicion independiente de esta variable y la posterior correccion
del FRAP.

Del mismo modo, valores disminuidos de FRAP pueden atribuirse a una disminucion de la
albuminemia en el contexto de una sepsis severa con desnutricion o falla hepatica.
Observamos que los pacientes que requirieron de drogas vasoactivas en el transcurso de su

estadia en UCI, presentaron significativamente valores menores de FRAP. En este caso, el
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uso de drogas vasoactivas implica inestabilidad hemodinadmica la cual se asocia a mayor
gravedad clinica. Sin embargo este parametro no fue medido en el tiempo por lo que la
disminucién de FRAP en estos pacientes puede deberse a mayor utilizacion de antioxidantes
plasmaticos, sintesis mas tardia o interaccion de alguna sustancia plasmatica con las drogas
vasoactivas utilizadas. Para poder tener mayor certeza seria recomendable disponer de

valores promedios de FRAP en nifios sanos.

El indice tidlico o relacion GSH/GSSG disminuy¢ al segundo dia, sin embargo al tercer dia
su comportamiento fue erratico y no mostrd variacion significativa.

GSH es el antioxidante intracelular de primera linea por excelencia. Una vez utilizado y
oxidado a GSSG, es reciclado a GSH por accion de las enzimas glutation reductasa y GSH-
Px, o eliminado al plasma donde es sustrato de las mismas enzimas, pudiendo incorporarse
como GSH a las células ®®.

Nuestra medicion en globulos rojos traduce el estrés oxidativo vivido por estos elementos
figurados que no pueden sintetizar mas GSH y deben trabajar con el disponible en su
interior o el que pueden incorporar desde el plasma o tejidos vecinos. Cuando se observa
una disminucién en la relacion GSH/GSSG quiere decir que se estd en presencia de un
mayor estrés oxidativo, como el observado al dia dos versus el dia uno. Como no hubo
disminucion significativa del PELOD en el dia 2, no podemos relacionarlo con la gravedad
de los pacientes al segundo dia, s6lo que disponian de menos GSH y mas GSSG
eritrocitario (la variacion observada en GSH/GSSH en nuestro estudio se debi6 tanto a una

disminucién en GSH como a un aumento de GSSG).
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Pastore et al (7, realizaron mediciones de GSH/GSSG en 227 nifios sanos entre 0 y 15 afos,
obteniendo un valor promedio de 8,7 lo cual es mayor a nuestros valores promedios de 4,4
eneldial, 3,3 endia2y 3,9 en el dia 3. Esta disminucidon observada en nuestros pacientes
podemos interpretarla como un mayor nivel de estrés oxidativo en pacientes con sepsis.

La correlacion positiva observada entre el indice tiolico y el PELOD al tercer dia se debe
principalmente a que los pacientes con falla hepatica y falla hematologica presentaron
mayores valores de GSH/GSSG en ese momento. Esto sugiere que los pacientes mas
graves, presentaban mayores niveles de GSH, pudiendo esto deberse a que en ese grupo de
pacientes se gatilld6 una respuesta antioxidante mayor que la de los pacientes con mejor
cuadro clinico.

La falla hepatica es considerada un evento temprano en el desarrollo de la sepsis en adultos,
sin embargo en nifios es algo poco frecuente.

En el PELOD Score la falla hepatica se evalu6 como una protrombina plasmatica menor a
60% , lo cual es inespecifico ya que se ve con frecuencia y multiples patologias como en
trauma, en nifios la insuficiencia hepatica es mas rara.

La falla hepatica implica un desbalance en la expresion génica vasoreguladora hepatica G9.
Por otra parte, en animales con sepsis, se ha observado un aumento de la sintesis y
utilizacion de GSH (132 el cual es sintetizado en todas las células, pero principalmente en
higado. Su sintesis es regulada por un feed back negativo sobre la enzima gama
glutamilcisteina sintetasa, por lo que niveles previos bajos de GSH estimulan a esta enzima

para que mas GSH sea sintetizado. Debido a esto, los niveles medidos en un tiempo preciso
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(tercer dia) sumado a que los valores en el tercer dia no fueron diferentes ni al primer ni

segundo dia, sugieren que esta correlacion hay que interpretarla con cautela.

El comportamiento de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GSH-Px, fue de aumentar su
actividad en el transcurso de la estadia, en especial al tercer dia, todas mostraron mayores
valores respecto al dia uno.

Los niveles de GSH-Px estan en directa relacion con los niveles plasmaticos de selenio, el
cual se ha visto en menor proporcion al comienzo de la fase inflamatoria de la sepsis,
aumentando posteriormente junto con la recuperacion del cuadro inflamatorio (133, En el
presente estudio, al tercer dia los pacientes estaban menos graves, por lo que podrian
disponer de mayor cantidad de selenio para la sintesis y actividad de GSH-Px.

En el trabajo de Mishra et al, 2007 ®), observaron que en el transcurso de la hospitalizacion
de su grupo de pacientes con sepsis, estos presentaban mayor actividad de GSH-Px
plasmatica, tanto en el grupo que recibié aporte de selenio como en el que no recibio. No
observaron cambios en la actividad de la GSH-Px de glébulos rojos durante la estadia
hospitalaria. El aporte de selenio se correlacionaba con el score SOFA (de manera inversa) y
directamente con la actividad de GSH-Px plasmatica, no asi con la actividad de GSH-Px en
globulos rojos. Esta falta de variabilidad enzimatica en gldbulos rojos lo atribuyen a que la
formacion de GSH-Px en eritrocitos es mas lenta que en plasma.

Por otra parte, observamos que los pacientes que requirieron del uso de drogas vasoactivas,
presentaron promedios menores de actividad de GSH-Px, pudiendo relacionarse esto a la

mayor gravedad e inflamacion de estos pacientes, con menores niveles de selenio. Seria
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interesante analizar en un proximo estudio, los niveles de selenio de los pacientes
pediatricos con sepsis.

En los pacientes que presentaron falla hepatica, en el dia 1 y dia 3, se observo niveles
elevados de actividad de GSH-Px. Esto puede ser interpretado en el contexto de que la falla
hepatica es un evento temprano en sepsis, y aun no hay alteracion de la actividad de GSH-
Px, ya que ésta se sintetiza principalmente a nivel renal (9. Lo anterior se relaciona con que
los pacientes con falla hepatica presentaron ademas mayores valores de GSH, el cual es un
cofactor, al igual que el selenio, para la actividad enzimatica de GSH-Px.

El grupo de pacientes con falla hepatica también tuvo niveles mayores de actividad
enzimatica de SOD eritrocitaria, pudiendo ser esto una respuesta antioxidante ante el dafo

hepatico, al igual que el aumento de GSH y GSH-Px.

CAT mostr6é una correlacion negativa al ingreso con PELOD, significando esto que los
pacientes que ingresaban en peores condiciones clinicas, mostraban menores valores de
actividad enzimatica. Otra correlacion negativa de CAT fue con el nimero de dias de estadia
de los pacientes, de este modo los pacientes que mas dias estuvieron hospitalizados,
presentaron menores valores de actividad de CAT. Esto nos lleva a concluir que la catalasa

es una enzima que se correlaciona con la gravedad y estadia de los pacientes.

Los datos obtenidos en este estudio, concuerdan con los de Kapoor et al ©%), quienes
observaron mayores valores plasmaticos de SOD CAT y GSH-Px en pacientes recién

nacidos con sepsis comparados con el grupo control de recién nacidos sanos.
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También Batra et al ©®), obtuvieron resultados similares, ya que encontraron mayores
niveles plasmaticos de SOD y GSH-Px en recién nacidos con sepsis versus su grupo control
de recién nacidos sanos.

Sin embargo, Cherian et al 1?), no observo diferencias en la actividad eritrocitaria de SOD

en nifios con sepsis, comparados con un grupo control de nifios sanos.

Pese al aporte que entrega el presente estudio para un area poco explorada en pediatria, aun
quedan variables por medir, tanto de estrés oxidativo (dafo en proteinas, daiio en DNA y
otras técnicas de medicion de lipoperoxidacion), y en antioxidantes (vitaminas, selenio,
albumina), asi también otras variables de gravedad y evolucion clinica (PCR, mortalidad)
para comprender el rol que desempefia el estrés oxidativo en los pacientes pediatricos con

sepsis.

Estudios de intervencién terapéutica con antioxidantes en nifios, no se han descrito hasta la
fecha y seria interesante llevarlos a cavo, ya que la evidencia hasta ahora, apunta a un rol
fundamental del estrés oxidativo en la fisiopatologia de la sepsis, principalmente al inicio

del cuadro.

7. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio permiten afirmar que la enzima catalasa, es buen

indicador de la gravedad clinica de los pacientes pediatricos con sepsis.
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