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|. RESUMEN

Propésito: Durante la sepsis y la ventilacion mecanica, se genera estrés oxidativo
por activacion de las células pulmonares endoteliales e inflamatorias y produccion
de especies reactivas del oxigeno (ERO). Nuestro principal objetivo fue estudiar la
produccién pulmonar y sistémica de 6xido nitrico (*\NO) y oxidantes derivados del
*NO que generan estrés nitroxidativo y su relacion con la lesién pulmonar aguda
(LPA) en pacientes en ventilacion mecanica sépticos y no sépticos. Métodos:
estudiamos 69 pacientes ventilados mecanicamente, de estos 36 pacientes con
sepsis y 33 pacientes sin sepsis. Los pacientes fueron estudiados dentro de las
primeras 48 horas de ingreso a unidad de cuidado intensivo (UCI). La produccion de
estrés nitroxidativo se compar0 entre los pacientes con sepsis y los pacientes
ventilados mecanicamente sin sepsis (VM). Ocho pacientes de quiréfano sin
enfermedad pulmonar sirvieron como grupo de control sano (GCBQ). Se analizaron
nitrito mas nitrato (NOy), 3-nitrotirosina (3-NT) y malondialdehido (MDA) en liquido
de lavado bronquioloalveolar (LBA). En plasma se midi6 NO, (n=69).
Adicionalmente en plasma se midi6 3-NT, MDA, y alfa tocoferol (a-TOH).
Resultados: NO ,, 3-NT, MDA en LBA y NO, y a-TOH en plasma fueron mayores
en pacientes con sepsis que en los pacientes con VM sin sepsis (todos p <0,05).
Tanto los pacientes con sepsis como VM tenian concentracion de NO, en LBA
mayor que el grupo de control sano (p <0,001). En los pacientes con sepsis, los
pacientes que fallecieron en la UCI tuvieron concentraciones mayores de NO, en
LBA que los sobrevivientes en la UCI, 80 (70 - 127) uM en comparacion con 31 (15 -
47) uM, respectivamente, p <0,001. Los pacientes con sindrome de distress
respiratorio agudo (SDRA) en el grupo sepsis tuvieron mayor concentracion de NO,’

en LBA. Conclusiones: Durante las fases tempranas de la sepsis y la ventilacion
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mecanica hay aumento del estrés nitroxidativo pulmonar y sistémico debido a un
aumento de la produccién de *NO que conduce a oxidantes secundarios derivados
del *NO, los que promueven la nitracion de proteinas y la peroxidaciéon de lipidos.

Esto se asocia con SDRA/LPA y aumento de la mortalidad en UCI.

Abstract

Purpose: During sepsis and mechanical ventilation oxidative stress is generated by
endothelial and inflammatory lung cells. Our main objective was to study pulmonary
and systemic *NO (nitric oxide) production and nitroxidative stress in mechanically-
ventilated septic patients. Methods: we study 69 mechanically ventilated patients, 36
with sepsis and 33 without sepsis within the first 48 hours of ICU admission
compared with 33 mechanically ventilated patients without sepsis (MV) plus eight
operating room patients without lung disease served as control healthy group
(ORCG). Nitrite plus nitrate (NOy), 3-nitrotyrosine (3-NT) and malondialdehyde
(MDA) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were analyzed. Additionally, we
measured plasma alpha tocopherol (a-TOH), MDA, and 3-NT. Results: BALF NOy ,
BALF 3-NT, BALF MDA, and plasma NO, were higher in the Sepsis than in MV
patients (all p<0.05). Both SG and MV patients had higher BALF NO, than the
healthy control group (p<0.001). Sepsis patients had higher plasma NO, and a-
TOH than mechanically-ventilated patients without sepsis (all p <0,05). In the Sepsis
patients, the ICU non-survivors had higher levels of BALF NO, than ICU survivors

280(70 - 127) uM versus 31(15 - 47) uM, p< 0.001.

Conclusions: We conclude that during early phases of sepsis there is an enhanced

lung nitroxidative stress due to an increase of *NO production leading to secondary
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*NO-derived oxidants, which promote protein nitration and lipid peroxidation. This is

associated with ARDS /ALI and increased mortality in ICU.

PALABRAS CLAVE

Sepsis, shock, injuria pulmonar, sindrome distress respiratorio agudo del adulto,
ventilacion mecénica, biomarcadores, 6xido nitrico, nitrito, nitrato, nitrotirosina,
malondialdehido, a- tocoferol, lesion pulmonar aguda, lesion asociada a la

ventilacion mecanica, estrés oxidativo, estrés nitroxidativo

KEY WORDS
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stress, nitro oxidative stress, nitroxidative stress, a-tocopherol, mechanical
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ll. FUNDAMENTOS TEORICOS

Sepsis

Sepsis es uno de los cuadros clinicos paradigmaticos en medicina intensiva.
Surge bruscamente, compromete multiples érganos y sistemas distantes con
referencia al foco de infeccion, pone en peligro la vida en forma inmediata, requiere
cuidado continuo y sustitucion artificial de funciones, y es potencialmente es
reversible. Su cuadro completo y mas grave asociando foco de infeccién y disfuncién
multiple de 6rganos se ha denominado por consenso sepsis severa [1]. La sepsis y
la falla multiorganica (FMO) son de las principales causas de muerte y morbilidad
entre los pacientes admitidos a unidades de cuidado intensivo (UCI). La piedra
angular de FMO es el desarrollo de una progresiva disfuncién fisiolégica en dos o
mas 6rganos o sistemas después de una amenaza aguda a la homeostasis
sistémica. Los factores de riesgo son diversos e incluyen infeccion, condiciones
inflamatorias no infecciosas, injuria traumatica o quemaduras graves, isquemia,
exposicion a toxinas y activacién inmunoldgica sistémica[2-5]. La mortalidad de este
sindrome se correlaciona con el numero de érganos en disfuncién y con la severidad
de disfuncion de cada érgano en particular[3]. Globalmente la sepsis causa elevada
mortalidad, morbilidad y consumo de costos[6]. Desde el punto de vista de los
mecanismos de enfermedad Sepsis se define por la presencia de foco infeccioso y
respuesta inflamatoria, actualmente este concepto comprende infeccion y disfuncion
organica con peligro de vida[7]. Anteriormente la presencia de disfunciones
organicas se interpretaba como sepsis severa [8, 9]. Independientemente de la
definicion utilizada sepsis es un sindrome con elevada mortalidad por la presencia o
eventual desarrollo de disfuncion organica que compromete la vida [10, 11]. La
sepsis y sus sindromes asociados aumentan la prevalencia e incidencia de
morbilidad, mortalidad y costos de areas criticas y en UCI[12]. Entre las
repercusiones mas frecuentes de la sepsis se ha reportado la lesiéon pulmonar aguda
(LPA) y sindrome distress respiratorio del adulto (SDRA) [13]. La tasa de mortalidad
por sepsis en hospitales y unidades de cuidados intensivos (UCI) se encuentra
dentro del rango de 20 a 50%[14, 15]. El tratamiento de la sepsis y sus

repercusiones organicas consiste en tratar el foco infeccioso con antibioticos o
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cirugia, realizar el sostén de funciones vitales organicas en falla (hemodinamico,
respiratoria, renal, neuroldgico, hematolégico, hepéatico, metabdlicas) y en evitar

complicaciones[16].

La deteccion precoz de la sepsis y sus manifestaciones, tanto por medio de
biomarcadores o por su presentacion clinica también mejora el prondstico de los
pacientes con sepsis 0 en riesgo de sepsis [17, 18]. La disfuncion respiratoria en sus
diferentes grados de severidad esta presente en la sepsis. Se ha reportado que la
disfuncion respiratoria de origen séptico es de peor pronostico por la mayor

expresion de mediadores de inflamacion a nivel pulmonar[19].
Conceptos clave de la sepsis,

» La sepsis es la causa principal de muerte por infeccion, especialmente si no se

reconoce y trata de inmediato. Su reconocimiento exige una atencion urgente.

* La sepsis es un sindrome formado por factores patdgenos y factores del huésped
(por ejemplo, sexo, raza y otros determinantes genéticos, edad, comorbilidades,
medio ambiente) con caracteristicas que evolucionan con el tiempo. Lo que
diferencia a la sepsis de la infeccion es una respuesta aberrante del huésped o

desregulada y la presencia de disfuncién organica.

» La disfuncién organica inducida por sepsis puede ser oculta; por lo tanto, su
presencia debe ser considerada en cualquier paciente con infeccién. Por el contrario,
una infecciébn no reconocida puede ser la causa de una disfuncidon organica de
nueva aparicion. Por lo tanto, cualquier disfunciébn organica inexplicable deberia

aumentar la posibilidad de una infeccion subyacente.

* El fenotipo clinico y biolégico de la sepsis puede modificarse por enfermedades
agudas preexistentes, comorbilidades de larga duracion, medicamentos e

intervenciones.

 Las infecciones especificas pueden provocar una disfuncidon del érgano local sin

generar una respuesta sistémica desregulada del huésped.
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Lesiéon pulmonar y sindrome de distress respiratorio del adulto

En este contexto toma especial importancia el desarrollo de LPA/SDRA. En
relacion a su patogenia se destaca la presencia de mediadores y citoquinas, y la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ERO) [20-22]. La lesién inicial
estimula la respuesta inflamatoria provocando que un estimulo menor dispare una
respuesta exagerada. En particular, el leucocito polimorfonuclear o neutrofilo (PMN)
una célula equipada con capacidad de provocar dafio oxidativo por via de los
sistemas nicotina adenina dinucledtido fosfato oxidasa (NADPH oxidasa) y o6xido
nitrico sintetasa (NOS), ha sido implicado como un pivot temprano de la FMO[23,
24]. Ante una situacion de lesion, el PMN es activado por mecanismos infecciosos,
toxicos o inmunologicos con la capacidad de desencadenar una respuesta

inflamatoria exagerada que lidere la FMO[25].

Si la lesién inicial es lo suficientemente grande se producira una FMO
temprana, con un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) severo. Si la
lesion es moderada (SIRS moderado) y persistente podria desencadenarse FMO de
manera tardia. En fase inicial de cebado de los PMN se implica al tubo digestivo y al
modelo de isquemia reperfusion mesentérica. También esta demostrada la isquemia
de reperfusion a nivel pulmonar y el secuestro de PMN activados en el pulmon
determinado LPA/SDRA o favoreciendo el desarrollo de infeccion localizada[3]

El SDRA del adulto es un proceso inflamatorio caracterizado por acumulacién de
neutréfilos, infiltrados pulmonares difusos y edema pulmonar asociado con
hipoxemia. Se ha demostrado que el estrés oxidativo con liberacibn de ERO vy
enzimas lisosomales juega un rol importante en la patogénesis de la LPA/SDRA.
Existe relacion estrecha entre sepsis severa y SDRA, siendo la sepsis una de las
causas mas frecuentes del mismo. Sin embargo, no todo SDRA ocurre por sepsis de
manera que puede haber diferencias entre SDRA por sepsis y SDRA por otras
causas. Ademas, puede haber diferencias entre el modo en que la sepsis lesiona el
pulmén y el modo como lesiona otros organos. Estas diferencias podrian tener
importancia en la aproximacion terapéutica. SDRA se definidé por la presencia de
insuficiencia respiratoria aguda con una relacion PO, arterial sobre fraccién inspirada
de oxigeno (PAFI) menor de 200, presion capilar pulmonar enclavada (PCP) menor

o igual de 18 mm Hg, e infiltrados bilaterales en la radiologia de torax. Injuria
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pulmonar se define por la presencia de PAFI menor de 300 pero mayor de 200, PCP
menor o igual de 18 mm Hg, e infiltrados bilaterales en la radiologia de torax [26-28].
Actualmente definimos SDRA de acuerdo al consenso de Berlin [29-31]. De acuerdo
con esta definicion son criterios para SDRA, factor de riesgo conocido o nuevo o
empeoramiento de sintomas respiratorios, que ocurre dentro de 1 semana luego de
la exposicion al factor de riesgo; opacidades bilaterales en la radiografia de torax
gue no se explican completamente por derrames, colapso lobular, colapso pulmonar
0 ndédulos. Origen del edema y de la insuficiencia respiratoria no explicada
completamente por insuficiencia cardiaca o sobrecarga de liquidos (para esto se
necesita evaluacion objetiva, por ejemplo ecocardiografia para excluir edema
hidrostatico si no hay factor de riesgo presente). A nivel de oxigenacion se clasifica
como leve cuando la relacion PaO,/FIO, esta entre 200 mm Hg a 300 mm Hg con
PEEP o CPAP 5 cm H,0, moderado cuando la relacion PaO,/FIO, esta entre 100
mm Hg y 200 mm Hg con PEEP 5 cm H,0, y es severa cuando PaO,/FIO, es
menor de 100 mm Hg con PEEP 5 cm H,O0.

En el edema pulmonar de cualquier causa aumenta el agua extravascular pulmonar,
la cuantificacion de la misma junto a otras variables permite una mas precisa
definicion y podria cuantificar la severidad de la injuria pulmonar[32]. De acuerdo a
Schuster el criterio definitivo para diagnostico de SDRA seria: edema alveolar difuso,
aumento de permeabilidad vascular pulmonar, dafio alveolar difuso. El criterio
practico para el mismo autor seria: infiltrados radiolégicos bilaterales, aumento de la
permeabilidad vascular, un entorno clinico apropiado o condicién predisponente[28,
33].

Bioquimicay fisiologia de las especies activas del oxigeno y de especies

activas derivadas del nitr6geno

Un radical libre (RL) es definido como una especie que contiene uno o mas
electrones no pareados. Estas moléculas tienen en general alta reactividad, y
producen reacciones en cadena autoperpetuables [34]. La reduccién monovalente
del oxigeno en uno, dos o tres electrones da lugar a la formacion de radicales libres

0 especies reactivas del oxigeno (ERO). Las especies activas del oxigeno conocidas
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son respectivamente: O,°*”, perdxido de hidréogeno (H.O,) y radical hidroxilo (*OH).
Las ERO y en particular el *OH pueden causar un importante dafio sobre los lipidos
de membrana por un proceso denominado lipoperoxidacion[35, 36], asi como
pueden modificar proteinas y material genético. El dafio oxidativo molecular se
traduce como cambios de funcién bioldgicas conduciendo a alteraciones en la
permeabilidad de membranas, pérdida de actividad enzimatica y efectos

mutagénicos, entre otros [37, 38].

Las especies activas de oxigeno pueden ser generadas de fuentes muy
diversas que incluyen: respiracion mitocondrial, metabolismo de las purinas,
activacion de neutréfilos, metabolismo del acido araquidénico, oxidacién de
catecolaminas, participacion de células endoteliales, reacciones con *NO, oxidantes
exdégenos como humo de cigarrillo, hiperoxia, agentes quimioterapicos, etc. En el
metabolismo de las purinas se destaca la produccién de ERO en la reaccion de la
enzima xantino oxidasa, proceso que ha sido denominado el dafio oxidativo por
isquemia reperfusion (I/R) [37, 39]. Los neutrofilos son una fuente importante de
produccion de ERO. Esta produccién se vincula con la presencia de la enzima
NADPH que se encuentra en la membrana de los PMN. Cuando ésta enzima se
activa, oxida el NADPH citoplasmatico a NADP™ y reduce el oxigeno molecular a O,
Esta produccion juega normalmente un rol fisioldégico en la accién bactericida de los
PMN. El aumento de la produccion de ERO por los PMN se conoce como "estallido
respiratorio” y puede ocurrir en respuesta a distintos estimulos. Inicialmente se
produce un proceso de migracion y adhesion leucocitaria a los endotelios de la
microcirculacion afectada. Cualquiera que fuera el estimulo inicial, los PMN
activados se adhieren firmemente al endotelio vascular para luego alcanzar el
espacio intersticial. Por su agregacion dentro de la luz vascular pueden ocluir la
microcirculacién, ademas, liberan importante cantidad de radicales libres, enzimas
proteoliticas y peroxidasas responsables de destruccion tisular. Se ha postulado el
rol protector del *NO que en ciertas condiciones tiene la capacidad de inhibir la
adhesion leucocitaria. Se ha demostrado secuestro de leucocitos en el pulmon luego
de reperfusion intestinal o de los miembros inferiores, determinando edema

pulmonar de tipo lesional.
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Defensas antioxidantes.

Los mecanismos de defensas antioxidantes pueden clasificarse en enzimaticos y no
enzimaticos. Permiten neutralizar los efectos téxicos de las especies activas de
oxigeno: sustancias como el acido ascérbico (vitaminas C), y a-tocoferol (a-TOH,
vitamina E), la albumina, haptoglobin-hemopexin, ceruloplasmina, transferrina-
lactoferrina, bilirrubina, acido Urico y sulfidrilos (incluyendo glutatién) han mostrado
poder antioxidante y forman parte de los mecanismos de defensa antioxidante no
enzimaticos. Las enzimas antioxidantes incluyen la Superdxido Dismutasa (SOD),
Catalasa y glutatién peroxidasa (GPx)[40-43]. La detoxificacion de superéxido (O,")

ocurre primariamente por reacciones de dismutacion:

SOD

20,"+2H" ——— > H,0,+ 0, [ecuacion 1]

Esta reaccion puede ocurrir de manera espontanea pero es catalizada por SOD. De
esta forma se genera H,O, sustancia toxica que puede ser metabolizada por

Catalasa.
Catalasa
2H,O0, —— » 2H,0+ O, [ecuaciéon 2]

El H,O, puede ser detoxificado también por la GPx que lo utiliza para oxidar glutation
reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG) [44-48]

GPx

2H,0,+ 2GSH —— 2H,0 + GSSG [ecuacion 3]
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El GSH se regenera por una enzima llamada glutation reductasa que usa
nicotinamina adenina dinucleétido fosfato reducido (NADPH). Es un hecho conocido
gue los sistemas biolégicos que generan ERO contienen sistemas enzimaticos que
permiten neutralizar la toxicidad de los mismos. La SOD lo neutraliza por
dismutacion y trabaja en conjuncion con catalasa y GPx. En el plasma humano
existen muy bajas concentraciones de SOD y GPx y por lo tanto no parece ser ésta,
la principal fuente de defensa antioxidante endotelial. La mayor parte de la defensa
antioxidante extracelular se lleva a cabo por el secuestro de los metales de
transicidbn en moléculas como la transferrina, la accién antioxidante del grupo tiol de
la albumina, la acciébn de acido ascérbico y o-TOH. Cuando las defensas
antioxidantes son superadas, las ERO quedan en libertad de reaccionar con
cualquiera de las moléculas blanco intracelulares o extracelulares promoviendo el

dafo oxidativo[49].

Peroxiredoxina

Los perdxidos son considerados como productos metabdlicos que juegan
papeles celulares fisioldégicos esenciales. Los organismos han desarrollado
mecanismos eficientes para metabolizar los peroxidos, principalmente basado en
dos tipos de quimica redox, catalasas peroxidasas que dependen del grupo
protésico hemo para permitir la reduccion de perdxido y las peroxidasas basadas en
tioles que apoyan sus actividades redox en residuos cisteina/ selenocisteina de
reaccion rapida (Cys/Sec). Entre el ultimo grupo, glutation peroxidasas (GPx) y
peroxiredoxinas (Prxs) son las familias mas extendidas y abundantes. Mecanismo de
catalisis. La mayoria de las peroxiredoxinas usan el sistema Trx como reductor
fisiologico. Entonces, la reaccion general catalizada por Prxs puede describirse

como
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Peroxiredoxina
TrXreg + ROOH —  Trx o« + ROH + H20 [ecuacion 4]
Tioredoxina reductasa

Trx ox + NADPH + H+ ——— > Trx + NADP+ [ecuacion 5]

donde el Trx oxidado (Trxex) se puede restaurar al reducido forma (TrXyeg) por Trx

reductasa usando NADPH como fuente de electrén

Trx Reductase b) (Tres) ROOH

00 X il ROH
N \ pHADF (e

< < Prx-C,-S-S-Cy, Prx-C,-SOH
. k.. ./
{_\j/ 8 NADPH + H*

Figura 1. Ciclo catalitico de Prxs. (a) Descripcién completa del flujo de electrones

H,0

durante la reduccién de hidroperéxido catalizada por Prx. No todos los Prx se basan
en el sistema Trx/Trx reductasa/NADPH. (b) Ciclo catalitico: oxidacion, reaccion de
CP con hidroperoxidos, produciendo el acido sulfénico; resolucion, formacion de
disulfuro entre CP y CR reduccion por Trx para completar el ciclo. Tomado de Zeida
y cols.[50]

Las mitocondrias son sitios principales de formacion de ONOO'. EIl sistema de
peroxiredoxinas participa en la reducciéon de ONOO™ en la mitocondria. Mientras que
a bajas concentraciones de ONOO™ mitocondrial se ha asociado con acciones de
sefializacion redox, aumento de los niveles pueden alterar la homeostasis
mitocondrial y generar patologias. La Peroxiredoxina-3 (Prx-3) estd ubicada
exclusivamente en las mitocondrias, donde se ha demostrado previamente que
juega un papel importante papel en la reduccion de peréxido de hidrogeno. A su vez,

la reduccion de ONOO™ por Prx-3 se ha inferido de sus acciones protectoras contra
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la nitracion de la tirosina y contra la neurotoxicidad en modelos animales [51-53].
La Prx-3 humana reduce el ONOO™ con una tasa constante de 1 x 107 M's™ a pH
7.8 y 25°C. A nivel experimental la reaccion con hidroperéxidos causa cambios
bifasicos en la fluorescencia de Prx-3: la primera fase corresponde a la oxidacion
peroxidativa de cisteina a acido sulfénico. EI ONOO™ en exceso conduce a la
hiperoxidacion de Prx-3 y nitracion de tirosina, generando modificaciones oxidativas
postraduccionales. Se espera que una fraccion significativa del oxidante reaccione
con CO; y genere radicales secundarios, que participan en otras reacciones de
oxidacion 'y nitracién, particularmente en condiciones metabdlicas de
descarboxilaciones oxidativas activas o aumento formacion de hidroperéxido. Por
tanto la Prx-3 como la peroxiredoxina-5 debe ser considerados como objetivos

principales del ONOO™ en la mitocondria[54].

-

¥ L ONOON Y PR £
0, pk=6s|] X
ONOO-

NO

Figura 2. Reduccion de ONOO™ por peroxiredoxina-3. Tomado de De Armas y cols.
[54].

a-tocoferol

A los sistemas antioxidantes de naturaleza enzimatica (superoxido dismutasa,
catalasa, peroxidasas), se agregan defensas antioxidantes no enzimaticas. La
mayoria de los antioxidantes no enzimaticos se basan en principios de reacciones
redox y estan localizados en medios acuosos (vitamina C, glutatién) o lipidicos
(vitamina E, ubiquinol, carotenoides y flavonoides). La vitamina E pertenece a la
familia de compuestos poliprenoides. En estado natural tiene ocho diferentes formas

de isbmeros: cuatro tocoferoles y cuatro tocotrienoles. Todos ellos tienen un anillo
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aromatico, llamado cromano, con un grupo hidroxilo y una cadena polipronoide
saturada. Si dicha cadena es saturada, los isomeros son tocoferoles, y si es
insaturada, son tocotrienoles. Existen formas a, B, yy © para ambos isdbmeros, esto
se determina por el nimero de grupos metilicos en el anillo aromatico. Cada una de
las formas tiene su propia actividad bioldgica.

El a-TOH, componente principal de la vitamina E, constituye el principal antioxidante
liposoluble capaz de interrumpir la oxidacion de lipidos insaturados a nivel de
membranas bioldgicas y lipoproteinas. Cuando un radical lipidico del tipo alcoxilo
(LO) o peroxilo (LOO) generado por procesos de lipoperoxidacion reacciona con a-
TOH, es reducido a hidroperéxido lipidico (LOOH), incapaz de seguir reacciones de
propagacion de la lipoperoxidacion. De esta forma el a-TOH al donar un electron y
oxidarse como consecuencia de neutralizar radicales lipidicos, se transforma en
radical tocoferoxilo, que puede ser reconvertido a su estado nativo tocoferol por
otros antioxidantes. La vitamina C o acido ascoérbico (ascorbato) es el reductor mas
importante de a-TOH, con la formacion de un radical de la vitamina C (ascorbilo)
gue, a su vez, puede ser reducido nuevamente a ascorbato por otros reductores
como glutation y tioles. La accion combinada de las vitaminas E y C resulta en un
sinergismo antioxidante debido a su localizacion en distintos compartimientos (fase

liposoluble e hidrosoluble, respectivamente).
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Esquema general de la molécula de tocoferol

R1 R2 R3

CHs CHs; CHs a-tocoferol
CHs H CHs B-tocoferol
H CHs CHs y-tocoferol
H H CHs O-tocoferol

HO

H,C

CH,
a- tocoferol

Figura 3. Estructura quimica de la vitamina E y a- tocoferol

Definicidon de Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre los oxidantes y los antioxidantes en
favor de los oxidantes, lo que conduce a una interrupcion de la sefializacion y control
redox y/o dafio molecular [55]. La investigacion sobre los mecanismos redox
moleculares que rigen las respuestas al estrés oxidativo esta en pleno desarrollo. En
el lado mas practico, se recomienda el uso cauteloso de la terminologia y los
métodos relacionados con las llamadas ERO, especies reactivas de oxigeno. El
papel principal en las defensas antioxidantes lo cumplen las enzimas antioxidantes,

no los compuestos antioxidantes integrados por moléculas de bajo peso molecular.

La produccion de estrés oxidativo y nitroxativo genera modificaciones en
biomoléculas que son blancos de estos procesos, entre ellas mencionamos
proteinas, acidos nucleicos, lipidos y glucoproteinas. Estas modificaciones generan
alteraciones estructurales de diversa entidad y alteraciones estructurales que sirven

de huella como evidencia de la produccién de estrés oxidativo y nitroxativo. Entre
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estas huellas se mencionan la nitracion generando proteinas nitradas en sitios o
residuos especificos. A nivel del metabolismo lipidico este proceso se denomina
lipoperoxidacion, entre las moléculas que se generan por modificaciones en las

moléculas de lipidos se ha reportado el malondialdehido (MDA)

El campo de la investigacion del estrés oxidativo abarca la quimica, la bioquimica, la
biologia celular, la fisiologia y la fisiopatologia, la investigacion de la salud y las
enfermedades relacionadas, y en ultima instancia proporciona una base cientifica

para una moderna medicina redox[56-58].
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Malondialdehido
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Figura 4. Esquema simplificado que ilustra el ataque de especies activas de oxigeno
(ERO) sobre proteinas, ADN y acidos grasos poliinsaturados (PUFA,
polinunsaturated fatty acid), siendo estos Ultimos representantes de la clase de
biomoléculas lipidicas. ERO peroxidiza PUFA para generar finalmente
malondialdehido (MDA) y 4-hidroxi-2-nonenal (HNE). EI PUFA eicosanoide-acido
araquidonico- se peroxidiza por ERO para formar isoprostanos F2, tales como
15(S)8-isoprostaglandina F2a ademas de MDA y HNE. La peroxidacion lipidica
puede ser enzimética. La segmentacion de PUFA con formacion de hidroxialdehido
y luego hidroperéxidos conduce a la formacién de MDA, mecanismo propuesto por
Esterbauer (1991[59, 60]), y revisado por Tsikas (2017, [61]). La sintesis de
prostaglandinas generan endoperoxidos biciclicos que generan MDA, mecanismo
propuesto por Pryor (1975, [62, 63]), Frankel y Neff (1983[64, 65]). MDA se forma

por accion enziméatica en la sintesis de tromboxano A..
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Figura 5. Requisitos para la formacion de malondialdehido a partir de acidos grasos
por endoperoxidacion. EI MDA se forma a partir de la endoperoxidacion de &cidos
grasos insaturados de los cuales los dobles enlaces estan separados por un grupo
metileno (CH,). El nUmero de posibles moléculas de MDA corresponde al nUmero de
tales grupos metileno. El acido oleico monoinsaturado y el acido estearico saturado
no se pueden peroxidizar para formar MDA. Segun este mecanismo, la
endoperoxidacion del &cido eicosapentaenoico (EPA) podria proporcionar cuatro

moléculas de MDA producidas en diferentes posiciones de la molécula[66].
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Figura 6. Los dos mecanismos propuestos por Esterbauer y colegas basados en la
formacion de hidroperoxido y escision de la cadena de acido graso para dar un
hidroperoxialdehido; MDA es luego generado por escisién o por reaccion del radical

acroleina con un radical hidroxilo. [67]
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Figura 7. Esquema simplificado que propone la formacion de MDA, los cuatro tipos
de isoprostanos F2, los cuatro acidos isémeros hidroxi-heptadecatrienoicos, 4-

hidroxi-2-nonenal (HNE) y los aldehidos correspondientes de los endoperdxidos del
acido araquidénico[66].
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Figura 8. Mecanismo de lipoperoxidacion y accion antioxidante de las vitamina C, E
y del *NO en medio lipidico. Asc, acido ascorbico; Asce, radical ascorbilo; LH, &cido
graso; Le, radical lipidico;, LOOH, hidroperoxido lipidico, LOONO, LOO, radical
peroxilo; +NO, XH, reductor; Xe, radical. Entre parentésis se muestran las
velocidades de reaccion en moles por segundo. La proteccion con *NO fue mas
eficiente para a-TOH en LDL que para ascorbato en solucion, evidenciando la
reaccion cinéticamente altamente favorecida de los radicales peroxilo lipidicos con
*NO que con a-TOH segun lo evaluado por simulaciones asistidas por computadora.
Ademas, el CO; (1.2 mM) inhibio tanto la a-TOH como la oxidacion de lipidos. Estos
resultados demuestran que ONOO" induce la oxidacion de a-TOH en LDL a través
de un mecanismo de radicales libres de un electrén; asi, las acciones inhibidoras de
*NO y ascorbato pueden determinar una baja acumulacion de a-tocoferil quinona en
los tejidos a pesar del aumento de la generacion de ONOOQO'. Diagrama basado en
Rubbo y cols (Nitric oxide regulation of superoxide and peroxynitrite-dependent lipid
peroxidation. Formation of novel nitrogen-containing oxidized lipid derivatives
,1994[68]) y Botti y cols ( Peroxynitrite-mediated a-tocopherol oxidation in low-density
lipoprotein: a mechanistic approach, 2004[69])
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Especies oxidantes y dafio pulmonar

Las ERO incluyendo O," y peréxido de hidrogeno son producidas de manera
enddgena en respuesta a citoquinas, factores de crecimiento, receptores acoplados
con proteinas G, y estrés de cizallamiento en células endoteliales. Las ERO actuan
como moléculas de sefializacion para mediar varias respuestas bioldgicas tales
como expresion gendmica, proliferacion celular, migracion celular, angiogénesis,
apoptosis y envejecimiento en células endoteliales. La traduccion de sefales
activadas por ERO, sefalizacion oxidante, ha recibido intensa investigacion. El
exceso de produccion de ERO contribuye en varios procesos fisiopatolégicos,
incluyendo disfuncién endotelial, aterosclerosis, hipertension, diabetes, SDRA,
sepsis. La mayor fuente de ERO en células endoteliales es la NADPH oxidasa[70].
Existe amplia evidencia sobre la participacion de ERO u oxidantes con un rol

importante en la patogenia de SDRA[71]

Tanto estudios en lavado bronquioloalveolar (LBA) como histolégicos han
demostrado la presencia de neutrofilos en pulmodn, estas células una vez activadas
pueden liberar ERO y *NO que pueden causar injuria pulmonar[72]. Entre estas
especies formadas se destacan: *OH, H,O,, O,", ONOQO' y peroxinitroso (ONOOH)
[73, 74]. Por otra parte, el glutation es un agente antioxidante endoégeno
normalmente presente en el LBA, en pacientes con SDRA el glutation se encuentra
disminuido en su forma reducida (GSH) y aumentada su forma oxidada. En el
estudio de Bunnell y Pacht se comparé la cantidad de glutatiéon oxidado en pacientes
con SDRA en relacion a pacientes con edema cardiogénico. Se encontré glutation
oxidado elevado en pacientes con edema cardiogénico en relacion a los controles
normales no fumadores[75, 76]. El resultado del dafio por estrés oxidativo en
pacientes con SDRA fue determinado por dosificacion de mieloperoxidasa en
pacientes y por la presencia de antiproteasa alfa-1-oxidada en LBA y H,O, en el gas
espirado[77-80]

La lesion pulmonar en el LPA/SDRA se ha asociado con un aumento en las
concentraciones de H,O, espirado. Ademas, se informd que los pacientes con sepsis

y SDRA tienen una mayor eliminacion de H,O, en el suero que los pacientes con
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SDRA solamente, pacientes con SDRA y sepsis tuvieron mayores concentraciones
de H,O, urinario y mayor mortalidad[81, 82]. En pacientes con SDRA comparados
con controles se encontr6 disminucion de colesterol, ascorbato, ubiquinol en plasma.
Esta disminucion de colesterol indicando una disminucién de la actividad de la
lecitin colesterol acil transferasa, se acompafié de aumento de lipoperoxidos en
liquidé de edema pulmonar[83]. El poder antioxidante fue determinado en pacientes
con sepsis desde las 16 horas de inicio del cuadro y luego diariamente hasta el dia
10. Se encontré que el potencial antioxidante es inicialmente bajo en pacientes con
sepsis permaneciendo bajo durante toda la evolucion. Se relaciona con el desarrollo
de FMO y con la evolucion no favorable de estos pacientes[45, 84]. En pacientes
con SDRA se ha reportado disminucion de la actividad antioxidante en pulmoén y
disminucién de antioxidantes sistémicos en sangre periférica[85-89]. La actividad
oxidante alveolar en SDRA se ha vinculado a la activacion inflamatoria
(interleuquina-8, factor de necrosis tumoral, interleuquina-1) y aumento de vias
procoagulantes [90-92]. El edema alveolar con alto contenido proteico es aumentado
por la disminucion de la actividad de urokinasa alveolar y la disminucion del inhibidor
de la actividad elastasa alveolar en pacientes con SDRA, lo que aumenta la
actividad antifibrinolitico, y con el aumento de inhibidores de urokinasa, antiplasmina
en LBA [93-95].

Oxido Nitrico (*NO)

El factor relajante derivado del endotelio (EDRF) con efectos de
vasorelajacion endotelial fue descrito en 1980 por Furchgott y Zawadzki, en 1987
Ignarro, Palmer, y Moncada separadamente sefialan que el factor vasodilatador
derivado del endotelio (Endothelial-Derived Relaxing Factor, EDRF) es el 6xido
nitrico[96-100]. Posteriormente en 1988 se descubre que el endotelio vascular es

capaz de sintetizar *NO' partir de-L-arginina [98, 99].

El sNO es un radical neutro, lipofilico, reactivo con el oxigeno y con una vida
media biolégica entre 5 y 30 segundos. Se ha demostrado su rol en sepsis, shock
séptico, inflamacion y SDRA. El *NO tiene efecto antioxidante cuando su velocidad
de produccién es significativamente mayor que la generacion de O,". Las

propiedades fisiologicas y antioxidantes del *NO a nivel vascular se deben a, 1)
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activacion de la guanilato ciclasa que sintetiza GMPc produciendo vasodilatacion; e
inhibicion de la agregacion plaquetaria, 2) inhibicion de la funcidon celular
inflamatoria, 3) union a metales de transicion y, 4) terminacién de reacciones en
cadena de tipo radicalar . Sin embargo, el *NO puede también tener acciones

oxidantes que derivan de la produccién de otras especies reactivas del nitrégeno.

En particular se destaca la formacion de ONOO™ cuando reacciona con Oy¢". El
ONOQO'" puede atravesar las membranas celulares y es una 2000 veces mas potente
qgue el perdxido de hidrogeno en oxidar los tioles celulares, cataliza la
lipoperoxidacion, oxida el ADN y conduce a nitracion de tirosina [101-104].

0, +*NO —>ONOO’ [ecuacion 6]

Esta reaccion es aun mas rapida que la dismutacion de O, por SOD[105]. Los
macrofagos alveolares, los PMN vy las células endoteliales producen *NO el cual es
convertido en ONOO™ al reaccionar con O ;" . La reactividad de ONOO' es atribuida
a su ataque directo a biomoléculas, su reaccién con CO; para dar radical carbonato
(CO3") y la formaciéon de *OH. Las reacciones de ONOO™ oxidan tioles, ascorbato,
hemoproteinas y metales de transicion, mientras que eventos radicalares dan cuenta
de la nitracion de tirosina a 3-nitrotirosina (3-NT). El dafio por ONOO™ a nivel de
organos has sido implicado en reacciones por inmunocomplejos en edema
pulmonar, isquemia reperfusion del corazon, isquemia reperfusion pulmonar, injuria

pulmonar aguda, aterogénesis, y neurotoxicidad.

Definicién de Estrés nitroxidativo

El \NO en un radical libre relativamente estable que es generado por
mecanismos bioldgicos que participa en una serie de procesos de traduccién de
sefales fisiolégicas en biologia humana. Se han reportado fuentes de <NO
enzimaticas y no enzimaticas. En circunstancias donde el *NO es producido en
grandes cantidades y o en el contexto de un ambiente de proxidantes, puede
transformarse en una molécula téxica y convertirse en un mediador patogénico de
enfermedades humanas. En particular, la reaccién controlada por difusion con el O,

conduce a la formacion de ONOO", un poderoso oxidante y nucleofilico que provoca
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la mayoria de la toxicidad asociada con *NO. EIl ONOO™ promueve las reacciones de
oxidacion y nitracion de uno y dos electrones a través de una serie de mecanismos,

varios de los cuales involucran intermediarios de radicales libres.

Como fue mencionado el +NO formado en condiciones fisiolégicas no es un agente
toxico, pero el exceso de *NO y los oxidantes derivados de *NO pueden ejercer
efectos biolégicos dependiendo de la concentracién y el tiempo de exposicion a
estas especies, y la capacidad de las células para enfrentar el desafio de
nitroxidacion. El dafio inducido por radicales libres y oxidantes se ha estudiado en
profundidad porque se ha asociado a patologias humanas frecuentes [106]. Ademas,
varias de las patologias humanas més prevalentes en la actualidad se han asociado
a un aumento en la formacion de radicales libres y la induccion de dafio oxidativo
celular. De hecho, las especies reactivas del nitrégeno (ERN), *NO, ONOO’, *NO, se
han relacionado con el desarrollo de enfermedades neoplasicas cardiovasculares,
neurodegenerativas, inflamatorias, metabdlicas y malignas en un proceso

globalmente definido como dafio nitroxidativo[107]
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Figura 9. Mecanismo de nitracion de tirosina. La oxidacion por un electron de la

tirosina produce radical tirosilo (Tyre), que al reaccionar con *NO; evoluciona a 3-NT.

Se debe tener en cuenta, que mientras que el grupo fenélico OH en la tirosina libre

se protona casi al 100% a pH fisiolégico, la nitracion provoca una caida de 3

unidades de pH en el valor de pKa que resulta en una fraccién significativa (aprox.

50%) del fenolato correspondiente. Tyre se puede reducir de nuevo a tirosina por

reductores (Rd) en competencia con la reaccién de nitracion.
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A Direct reactions Radical reactions

Metalloproteins Protein tyrosine nitration
Fe/Cu/Mn complexes Protein oxidation
Se-GPx DNA oxidation and nitration
A (in aqueous
phase)
a Cco, d
‘NO + O, —> ONOO- c\ > ‘NO, + CO;~
4
H-I—
ONOOH¥==—= ONOOH O
e
O O
b O f O
Y
8 NO, + *OH (Q
Glutathione =
Protein thiols O O
Se-GPx O g O
Metalloproteins '
Hemin 8 Lipid oxidation 8
(in agueous Lipid nitration
and/or Protein tyrosine nitration O
hydrophobic (in hydrophobic phase)
phases)

B | Rs-+ ONOOH —> RSOH + NO,- (1]
RSOH +R’S™ — RSSR’ 2]
Me™X + ONOO- — O = Mel#X + *NO, (3]
ONOOH — NO;~ (isomerization, 70% yield) [4]
ONOOH — *NO, +*OH (homolysis, 30% yield) (5]
ONOOCO,” — NO, + CO, (isomerization, 65% yield) [6]
ONOOCO,” — *NO, + CO,~ (homolysis, 35% yield)  [7]

Figura 10. A. Bioquimica del ONOQO': reaccion objetivos y destino. B. Reacciones de
descomposicion del ONOOH. Tomado de Szabo C, Ischiropoulos H y Radi R[108].
A. El anion ONOOQO" esta en equilibrio con acido peroxinitroso (ONOOH; pKa = 6.8) y

cualquiera puede sufrir reacciones directas con biomoléculas como se indica (a y b).
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Una reaccion fundamental de ONOO'™ en sistemas bioldgicos es su rapida reacciéon
con dioxido de carbono (en equilibrio con niveles fisioldgicos de anion bicarbonato;
c), que lleva a la formacién de carbonato (CO3") y radicales de diéxido de nitrégeno
(*NO,) (rendimiento aproximado del 35%), que son buenos oxidantes de un electrén
(d) que pueden facilmente oxidar los aminoacidos como la cisteina y la tirosina para
producir los radicales cisteinilo y tirosilo. Ademas, *NO, presenta control de difusion.
Reacciones de terminacion con radicales derivados de biomoléculas, dando como
resultado compuestos nitrados (d). Alternativamente, ONOOH puede sufrir fisién
homolitica para generar oxidantes de un electron como *OH y radicales *NO, (con un
rendimiento del 30%; €). Sin embargo, esta reaccion es lenta en sistemas bioldgicos
en comparacion con las otras reacciones de ONOO" y ONOOH y por lo tanto es un
modesto componente de la reactividad in vivo de ONOO™ en compartimentos
acuosos. Sin embargo, ONOOH facilmente cruza las bicapas lipidicas (f) y su
descomposicion a *OH y los radicales *NO, parecen volverse relevantes en fases
hidrofébicas para iniciar la peroxidacion lipidica y procesos de nitracion de lipidos y
proteinas (g). Ademas, ONOOH en las membranas puede sufrir reacciones directas
con centros metalicos como hemina o tioles asociados a membranas. B. Caminos en

la descomposicion de ONOO'". Se-GPx, glutation peroxidasa que contiene selenio.

En la mayoria de los modelos experimentales la inhibicion farmacoldgica de NOS y/o
la adicibn de SOD o scavengers de radicales libres resulta en una significativa
proteccion del proceso de lesion, y de la deteccion de 3-NT (huella de la reaccion de
ONOO’ contra compuestos tisulares) apoyando el rol patogénico de ONOO™ [109,
110]. Las ERO y ERN liberadas en el pulmén durante la LPA/SDRA son
guimiotacticos para PMN. La destruccion de la matriz permite a los neutroéfilos y sus
productos penetrar en los alvéolos y causar dafio parenquimatoso y muerte celular.
Esto a su vez conduce al aumento de la permeabilidad con pérdida de la
permeabilidad selectiva tanto del endotelio como del epitelio[111].
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Figura 11. Mecanismos propuestos de generacion de especies activas del nitrégeno

y nitroxidantes derivados. Modificado de Calcerrada y cols[112].

Cuando el LPA/SDRA se presentan como entidades aisladas, en este caso la
falla respiratoria es relevante y determina el pronéstico vital. Por otro lado
LPA/SDRA pueden acontecer en el contexto de falla multiorganica severa de
patologias variadas. Como ejemplos podemos citar: sepsis, shock séptico, shock
prolongado, pancreatitis, isquemia reperfusion de miembros, postoperatorio por
aneurisma de aorta abdominal, pacientes politraumatizados con o sin traumatismo
grave de térax [113-120].

Biomarcadores de lesion pulmonar en sepsis y ventilacion mecanica

Para caracterizar el SDRA en cuanto a su evolucion y diagndstico se postulan
diferentes marcadores. Estos marcadores van desde elementos clinicos,
gasométricos, mecanica pulmonar, indices de permeabilidad y patrones de

liberacion de citoquinas. En los ultimos afios se ha puesto énfasis en buscar
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marcadores biologicos de injuria pulmonar aguda que describan o complementen la
descripcion clinica, fisiologica y anatomica del SDRA. Hasta ahora solo hay estudios
descriptivos en poblaciones muy heterogéneas de pacientes con SDRA. El
conocimiento del fisiologia y bioquimica de los biomarcadores de stress oxidativo y
antioxidantes en pacientes seria un aporte mas en el contexto de esta devastadora
entidad que es el SDRA y la FMO [121].

La participacion de radicales libres en la génesis y mantenimiento del dafio celular
en estas entidades ha sido demostrada, el *NO y sus derivados téxicos tienen
participacion relevante en la disfuncion vascular sistémica y pulmonar, en la falla
respiratoria contribuyendo al dafio epitelial pulmonar y en la disfuncion celular a nivel
del metabolismo energético. En forma conjunta el descenso de moléculas
antioxidantes en diferentes tejidos ha sido reportada en sepsis, trauma, shock
séptico, SDRA [35, 44, 45, 49, 73, 122-125]. La fuente mas importante de ERO en
sepsis es el estallido respiratorio, pero hay una gran variedad de otras fuentes de
RL. Entre ellas se sefiala, el uso de oxigeno suplementario, metabolismo de
farmacos, isquemia reperfusion, y mas actualmente conocido es su rol en la lesion
provocada por la ventilacion mecanica [126, 127]. A nivel pulmonar existe un vasto
conocimiento del de los RL y *NO en los mecanismos fisioldégicos de lesion, su
potencial participacion en el diagnéstico de disfuncién, y del impacto sobre el
metabolismo de RL y *NO del sostén respiratorio en el desarrollo de complicaciones

y prondstico de los pacientes con sepsis e SDRA/LPA [128, 129].

Rol del Oxido Nitrico en la sepsis y lesién pulmonar aguda

La ventilacibn mecéanica y la presion positiva inducen alteraciones en la
estructura pulmonar [130, 131]. Incluso en pulmones normales el biotrauma
generado por el volumen corriente y la presidn positiva durante la ventilacion
mecanica produce liberacién de biomediadores[132-136]. La afectacion pulmonar
durante la sepsis se caracteriza por una respuesta inflamatoria acompafada de
edema, infiltracion celular e hipertensiéon pulmonar [20] [20, 137]. Las citoquinas
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa, interferon gamma,
interleuquinas y lipopolisacéaridos activan las células inmunitarias para la produccion

de especies reactivas de oxigeno, principalmente O,", que a su vez actlla como un
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precursor de oxidantes alin mas poderosos como el peréxido de hidrégeno y radical
hidroxilo [138-143]. Ademas, existe una sobreproduccion sistémica de <NO,
principalmente derivada de la NOS inducible durante la sepsis, que conduce a
vasodilatacion periférica patolégica y lesion sistémica tisular [144-151] [152-157].Se
ha encontrado produccion de *NO y sus metabolitos en el pulmén durante sepsis
experimental [158]. La union de la produccion de ERO y ERN con hiperproduccion
de *NO desencadenan procesos que como resultado determinan estrés nitroxidativo
[103, 104, 159-162].

El \NO ha sido implicado en la etiologia de numerosas enfermedades que
involucran produccion de ERO y ERN [145, 163-165]. En ese sentido, *NO es visto
solamente como patogénico; sin embargo, considerando la bioquimica de *NO este
puede también ser un factor protector significante en disminuir la lesion mediada
tanto por EAN o por ERO al reaccionar con moléculas proxidantes como O," [102,
165-168].

La lesion pulmonar inducida por mediadores inflamatorios y celulares, asi
como por biotrauma, es un problema relevante durante la sepsis o0 en pacientes con
riesgo de desarrollar sepsis. El rol del *NO en la base patogénica de estas
alteraciones se reafirma por el reporte de elevadas concentraciones de *NO y sus
metabolitos en el liqguido de edema pulmonar en pacientes con SDRA [145, 169]. Se
ha estudiado la hiperproduccion de *NO en la progresion de la sepsis. La mayoria de
los efectos nocivos del *NO han sido atribuidos al ONOO", el cual se forma a
velocidad limitada por difusiéon por la reaccién de *NO con O," [101, 102, 162, 170].
El ONOO™ puede reaccionar con residuos de tirosina para formar 3-NT [101-103,
162, 170] . Como evidencia de la produccién de estrés nitroxidativo se ha reportado
la presencia de proteinas nitradas en el LBA y en plasma de pacientes con SDRA
[111, 154, 171, 172].

Las elevadas concentraciones de *NO que se observan en este estado
patoldgico favorecen la reacciéon de O,” (una reaccién controlada por difusién) [167]
obteniéndose ONOO" un poderoso oxidante y nitrante que conduce a la produccion
de estrés nitroxidativo [102, 167]. La acumulacion de 3-NT refleja el estrés oxidativo
debido a oxidantes derivados del *NO, proceso denominado nitracion proteica [173].

La injuria pulmonar inducida por la sepsis es un hallazgo clinicamente relevante en
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pacientes con sepsis 0 en riesgo de sepsis[174]. En el SDRA, en la LPA y en el
desarrollo de lesion pulmonar de la sepsis, se ha reportado un aumento de la
produccion de *NO vy sus metabolitos derivados en el liquido de edema pulmonar
[172, 175]. Se han reportado concentraciones aumentadas de NO3 y proteina A de
Surfactante nitrada en el liquido de edema pulmonar de pacientes con SDRA [169].
Se especula que productos derivados de *NO se acumulan en los pulmones antes
del inicio del SDRA, y persistirian en la evolucién del SDRA. Por lo tanto las vias
metabdlicas dependientes de *NO son importantes en los pulmones de los pacientes
con SDRA [172].

La mayoria de los efectos perjudiciales de *NO se han atribuido a ONOOQO/,
dado que este oxidante puede nitrar los residuos de tirosina que tienen funciones
bioldgicas [103, 162]. Se han encontrado proteinas nitradas en el fluido de LBA y en
el plasma de pacientes con SDRA [111, 172, 173, 176-178]. Se han detectado *NO
y sus metabolitos derivados en el pulmén en modelos animales de sepsis
experimental y en pacientes humanos, por lo que se ha propuesto un rol potencial

como biomarcadores del diagnostico y prondstico de sepsis [177, 179].

Dafo nitroxidativo de proteinas de membrana basal y matriz extracelular

El SDRA es un proceso de enfermedad que se caracteriza por inflamacion
difusa en el parénquima pulmonar. La participacién de mediadores inflamatorios en
el SDRA ha sido objeto de una intensa investigacion, y es probable que la lesion
tisular mediada por oxidantes sea importante en la patogénesis del SDRA. En
respuesta a varios estimulos inflamatorios, las células endoteliales pulmonares, las
células alveolares y las células epiteliales de las vias respiratorias, asi como los
macroéfagos alveolares activados, producen tanto *NO como O,7, que pueden
reaccionar para formar ONOOQO’, que puede nitrar y oxidar aminoacidos clave en
varios proteinas pulmonares, como la proteina surfactante A, e inhiben sus
funciones. Se ha demostrado que la nitracién y la oxidacién de una variedad de
proteinas cruciales presentes en el espacio alveolar estan asociadas con una
funcién disminuida in vitro y también se han identificado ex vivo en proteinas de
muestras de pacientes con LPA/SDRA. Diversas enzimas y captadores (scavengers)

de bajo peso molecular que estan presentes en el tejido pulmonar y el liquido de
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revestimiento alveolar disminuyeron la concentracibn de estas especies toxicas.
Varios estudios que demuestran mayores niveles de intermedios reactivos de

oxigeno y nitrégeno en los espacios alveolares de pacientes con ALI / ARDS[177].

La toxicidad mediada por oxidantes como resultado de la inflamacion
pulmonar aguda se ha demostrado en la lesion pulmonar aguda. EI ONOO™ un
potente oxidante biologico, se forma por la reaccién limitada por difusién del *NO con
el O,". Ademas de tener reactividad oxidativa de tipo radical hidroxilo, el ONOO™ es
capaz de nitrar anillos fendlicos, incluidos los residuos de tirosina asociados a
proteinas. El 6xido nitrico no nitra directamente los residuos de tirosina, por lo tanto,
la demostracion de residuos de 3-NT en los tejidos infiere la accién del ONOO™ u
oxidantes centrados en nitrdgeno relacionados. Se obtuvo tejido pulmonar a partir de
muestras de autopsia embebidas en parafina y fijadas en formalina, y se visualizaron
anticuerpos policlonales y monoclonales especificos para 3-NT mediante tincion con
diaminobencideno-peroxidasa. La lesion pulmonar aguda resulté en una intensa
tincibn en todo el pulmdn, incluido el intersticio pulmonar, el epitelio alveolar, el
exudado alveolar proteico y las células inflamatorias. Ademas, la tincion del
endotelio vascular y los tejidos subendoteliales estaba presente en aquellos
pacientes con lesion pulmonar aguda inducida por sepsis, 0 que apoya un
mecanismo de origen vascular. En las muestras de control sin enfermedad pulmonar
manifiesta, solo hubo una leve tincidbn del tabique alveolar. Estos resultados
demuestran que los oxidantes derivados del nitrégeno se forman en la lesion
pulmonar aguda humana y sugieren que el ONOO™ puede ser un oxidante importante
en la enfermedad pulmonar inflamatoria, tanto a nivel alveolar como
endovascular[180].

Las membranas basales son matrices extracelulares especializadas que
subyacen a las células endoteliales en la pared de la arteria. La laminina, la
glucoproteina de membrana basal mas abundante, es un componente estructural y
biolégicamente activo. Datos considerables respaldan la formacion de ONOO™ en
lesiones ateroscleréticas humanas, y una participacion de este oxidante en el
desarrollo de la aterosclerosis y la ruptura de la lesion. Estos efectos pueden estar
mediados, al menos en parte, a través del dafio de la matriz extracelular. Datos
experimentales de tejidos humanos indican que la laminina se oxida por

concentraciones equimolares o mayores de ONOQO’, lo que resulta en cambios
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estructurales y funcionales. Estas modificaciones y las interacciones comprometidas
entre matriz y célula pueden contribuir a la disfuncion de las células endoteliales, a
un debilitamiento de la estructura de las lesiones ateroscleréticas y a una mayor
propension a la ruptura[181]. Se demostrado la co-localizacion de 3-NT y la laminina
en lesiones ateroscleréticas humanas. La modificacion de los residuos involucrados
en la autopolimerizacién de la laminina interfiri6 con la formacion de polimeros
ordenados como se detecta por microscopia electronica de barrido. Estas
modificaciones de laminina pueden contribuir a la disfuncion de las células
endoteliales y modular la estructura y el ensamblaje de las celulass endoteliales y

por lo tanto contribuir a la aterogénesis[181].

La fibronectina es una glucoproteina dimérica presente tanto en el plasma
humano como en las membranas basales. Estas Ultimas son matrices extracelulares
especializadas que subyacen a las células endoteliales en la pared de la arteria.
Evidencia considerable apoya la participacion de ONOO" en el desarrollo y la ruptura
de la lesion aterosclerdtica humana, posiblemente a través del dafio de la matriz
extracelular. Los estudios sobre lesiones ateroscleréticas humanas han
proporcionado evidencia de la localizacion conjunta de 3-NT vy fibronectina. La
modificacion de la fibronectina mediada por ONOO" y las interacciones entre la
matriz y la célula pueden contribuir a la disfuncion de las células endoteliales, un
debilitamiento de la capa fibrosa de las lesiones ateroscleréticas y una mayor

propensién a la ruptura[182-184].

El proteoglicano perlecano de heparan sulfato (HS) es un componente
importante de las membranas basales, desempefia un papel clave en la estructura
de la matriz extracelular, interactia con factores de crecimiento y moléculas de
adhesion, y regula la adhesion, diferenciacion y proliferacion de las células
vasculares. La aterosclerosis se caracteriza por la inflamacion crénica y la presencia
de materiales oxidados dentro de las lesiones, con la mayoria del dafio proteico
presente en la ECM, en lugar de las proteinas celulares. El debilitamiento de la
estructura de ECM juega un papel clave en la ruptura de la lesion, la principal causa
de ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares. Se demostré que el ONOO",

dana el perlecan tanto estructural como funcionalmente[185].
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Tomando en conjunto la evidencia que se reporta es posible especular con la
participacion de las ERN en particular ONOO™ en la produccion de edema pulmonar
lesional tanto por dafio endotelial como por alteraciones estructurales y funcionales
de las proteinas de matriz extracelular pulmonar a nivel de la membrana alveolo

capilar.

Nitracion del surfactante pulmonar

La nitracion de los residuos de proteina tirosina por ONOO™ se ha implicado
en una variedad de enfermedades inflamatorias como el SDRA. La proteina del
surfactante pulmonar A (surfactante, SP-A) tiene mdaltiples funciones, incluida la
defensa del huésped frente a infecciones. Se ha reportado que una mezcla de acido
hipocloroso (HOCI) y nitrito (NO") induce la nitracion, oxidacion y cloracién de los
residuos de tirosina en SP-A humano e inhibe la capacidad de SP-A para agregar
lipidos y unir manosa. En dicho experimento la nitracion y oxidacién de SP-A no se
vio alterada por la presencia de lipidos, lo que sugiere que las proteinas son
objetivos preferidos en mezclas ricas en lipidos como el surfactante pulmonar.
Ademas, tanto la peroxidasa de rabano como la mieloperoxidasa (MPO) pueden
utilizar NO;, 'y H,O, como sustratos para catalizar la nitracion de tirosina en SP-A e
inhibir su funcién de agregacién de lipidos. La nitracion y oxidacion de SP-A por
MPO aumenta notablemente en presencia de concentraciones fisiologicas de Cl, y la
funcion de agregacion de lipidos de SP-A se elimina por completo. Estos resultados
sugieren que la MPO liberada por los neutréfilos activados durante la inflamacion
utiliza niveles fisiol6gicos o patologicos de NO, para nitrar las proteinas, y puede
proporcionar un mecanismo adicional, ademas de la formacion de ONOO" para la
lesion tisular en el SDRA y otras enfermedades inflamatorias asociadas con
sobreproduccién de *NO y produccién de ERN [186]. La proteina del surfactante
pulmonar D (SP-D) es un importante efector de la inmunidad innata. Se ha
demostrado que SP-D se acumula en sitios de infeccion bacteriana aguda e
infiltracion de neutrdéfilos, en un entorno asociado con la liberacion de ERN como el
ONOQO'. La incubacion de dominios de lectina SP-D nativos o SP-D triméricos con
ONOO'’ dio como resultado nitracion y reticulacion por puentes no disulfuro. Las
modificaciones fueron bloqueadas por los eliminadores de ONOO™ o la inactivacion
por pH del ONOQ', la espectroscopia de masas confirmo la nitracion de los residuos

de tirosina conservados dentro C-terminal y de los dominios de lectina del SP-D. La
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incubacion de dodecameros SP-D o el lavado alveolar murino con ONOO™ disminuy6
la agregacion dependiente de SP-D de agregados con lipopolisacarido, lo que
respalda hipotesis de que la agregacion defectuosa resulta de un enlace quimico
anormal. Se ha observado que la nitracion, reticulacion de SP-D y una disminucion
significativa en la actividad de agregacion dependiente de SP-D en el lavado
pulmonar de ratones expuestos de manera aguda al dioxido de nitrogeno. Por lo
tanto, la modificacion de SP-D por especies reactivas de oxigeno-nitrégeno podria
contribuir a alteraciones en la estructura y funcion de SP-D en sitios de inflamacion
in vivo[187].

No se han identificado las condiciones bajo las cuales el *NO puede modular
o promover la lesion pulmonar. La lesion inducida por *NO resulta del ONOO’,
formado por la reacciéon de *NO con O,". La generacion simultanea de *NO y O,"
por 3-morfolinosidnonimina (SIN-1, 0,1-2 mM) resulté en la oxidacion de
dihidrorodamina, un marcador de produccion de ONOO™ y una disminucion
dependiente de la dosis en la capacidad de SP-A para mejorar la agregacion de
lipidos. El analisis de transferencia Western de muestras de SP-A expuestas a SIN-
1, superpuestas con un anticuerpo policlonal contra 3-NT, fue consistente con la
nitracion de los residuos de tirosina de SP-A. La superdxido dismutasa (100 U/ ml),
la L-cisteina (5 mM), la xantina oxidasa (10 mU/ml) y la xantina (500 uM) o el urato
(100 pM) impidieron la oxidaciéon de la dihidrorodamina inducida por SIN-1 y
modificaciones en SP-A. *NO solo, generado por S-nitroso-N-acetilpenicilamina mas
100 uM L-cisteina, o O," y peréxido de hidrégeno, generado por pterina y xantina
oxidasa en ausencia de hierro, no dafi6 el SP-A ni oxidd la dihidrorodamina. Por lo
tanto el ONOQ,, pero no el *NO o el O,” vy el perdoxido de hidrogeno, en
concentraciones que pueden encontrarse in vivo, causan la formacion de 3-NT y
disminuyeron la capacidad de SP-A para agregar lipidos[161]. En pacientes con LPA
temprana y en pacientes con edema pulmonar hidrostético se midieron los niveles
NO, en el liquido para edema pulmonar y plasma. El fluido de edema pulmonar de
pacientes con LPA tenia niveles significativamente mas altos de NOx en
comparacion con el fluido de edema pulmonar de pacientes con edema pulmonar
hidrostético. Junto con estos hallazgos la proteina tensioactiva pulmonar nitrada A
(SP-A) también se detectdé en el liquido de edema de pacientes con LPA. En

conjunto esto indica que las ERN y ERO desempefian un rol en la patogénesis de la
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LPA humana[188]. La infeccion Mycoplasma pneumoniae es una de las principales
causas de neumonia y exacerba otras enfermedades respiratorias en humanos. El
rol potencial de la proteina surfactante (SP) A en la defensa contra mycoplasma
pneumoniae fue estudiado usando macrofagos alveolares (MA) de ratones de una
cepa modificada altamente resistente a las infecciones de Mycoplasma pneumoniae.
Los macroéfagos alveolares (MA), activados con interferon (IFN) -y e incubadas con
SP-A, produjeron cantidades significativas de *NO y efectué una disminucién del
83% en las unidades formadoras de colonias de mycoplasma pneumoniae (UFC) a
las 6 horas después de la infeccidén. La preincubacion de MA con el inhibidor de la
oxido nitrico sintasa inducible NG-monometil-L-arginina abolié la produccién de *NO
y la muerte mediada por SP-A de mycoplasmas. No se observd disminucién en las
UFC cuando los macréfagos activados por IFN-y se infectaron con mycoplasmas en
ausencia de SP-A a pesar de la produccion significativa de *NO. Estos resultados
demuestran que SP-A media la muerte de mycoplasmas por MA, posiblemente a
través de un mecanismo dependiente de *NO [189]. La nitracion de la apoproteina
tensioactiva (SP) humana A altera su capacidad de unirse a sacaridos que contienen
manosa en Pneumocystis carinii y su papel potencial en la mediacion de la
adherencia de Pneumocystis carinii a los macréfagos alveolares. La nitracion de SP-
A interfiere con su capacidad de servir como ligando para la adherencia de
Pneumocystis carinii a los macréfagos alveolares en el sitio de interaccion de la
molécula de SP-A. con Pneumocystis carinii. La nitracion del surfactante humano fue
demostrada por exposicion de surfactante con ERN producido por macréfagos
estimulados con lipopolisacérido. Estos hallazgos indican que los niveles fisioldgicos
de ONOQO/, producidos por MA activados, nitran SP-A y que el CO, aumenta la
nitracion, al menos parcialmente, al mejorar la produccion enzimatica de *NO. Al
mismo tiempo se observa una disminucion de la capacidad de surfactante para

agregar lipidos lo que altera su funcion a nivel pulmonar [188, 190-192].

Por la elevada mortalidad de la sepsis con disfuncién pulmonar es de interés
contar con biomarcadores de lesidn que detecten precozmente el desarrollo de
complicaciones [21, 193]. Es posible que exista aumento de *NO, ERN y ERO tanto
a nivel pulmonar como sistémico en pacientes sépticos con menor grado de injuria
pulmonar. Ademas, *NO podria estar elevado en pacientes en ventilacion mecanica

sin sepsis y sin injuria pulmonar aguda.

Sepsis y Estrés Nitroxidativo Pulmonar 57



[ll. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis sobre el estrés nitroxidativo en sepsis e injuria pulmonar

Dado que la produccion de *NO y O, es estimulada por mediadores
inflamatorios en sepsis y por varios estimulos biofisicos inducidos por la ventilacion
mecanica [130], nuestra hipétesis es que durante la sepsis se produce estrés
nitroxidativo pulmonar. Es posible ademéas que el *NO sea producido en el pulmén
durante la sepsis sin SDRA y que la ventilacibn mecanica induzca la produccion de
*NO a nivel pulmonar en pacientes sin SDRA vy sin sepsis. Puede existir correlacion
entre la produccion de *NO, estrés oxidativo y el grado de disfuncién organica en
sepsis y ventilacibn mecanica. Ademas, investigamos si el estrés nitroxidativo
pulmonar esta asociado con la mortalidad en UCI en pacientes en ventilacion

mecanica.

De acuerdo a lo anterior, medimos los metabolitos derivados de *NO, 3-NT, MDA en
LBA y metabolitos derivados de *NO, MDA, a-TOH en plasma de pacientes con
sepsis y en pacientes en ventilacion mecanica sin sepsis y sin injuria pulmonar
aguda o SDRA.

Desarrollo del estudio

Debe existir necesariamente un intermediario de lesiébn que esté presente en
la sangre en concentraciones determinadas; debe de llegar al pulmén, y en él

también encontrarse en determinada cantidad para lesionarlo.

Para establecer con alguna base firme la relacibn entre sepsis severa,

mediadores y LPA/SDRA deben ser demostradas varias cosas:
1) presencia de los mediadores en la sangre del paciente portador de sepsis,

2) presencia de los mediadores en el pulmén lesionado,
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3) ausencia de los mediadores en el pulmén no lesionado. Para establecer
alguna especificidad en la relacion debemos demostrar ausencia 0 su presencia en

menor concentracion del mediador en lesiones pulmonares diferentes al LPA/SDRA.

Para evaluar la participaciéon del propio pulmén lesionado como productor de
los mediadores debemos estudiar su presencia o presencia en menor grado en el

LPA/SDRA no causado por sepsis, 0 sea en ausencia de infeccion.

Objetivo general

Estudio del estrés nitroxidativo pulmonar y sistémico en pacientes con sepsis y en

ventilacion mecanica.

Objetivos especificos.

1- Demostrar que sepsis se asocia con aumento del estrés nitroxidativo sistémico y

pulmonar.

2- Demostrar que el dafio pulmonar lesional en la Sepsis se asocia con estrés
nitroxidativo pulmonar aumentado en relacion a los pacientes que no tienen
SDRA/LPA. Demostrar que existe diferencia de estrés nitroxidativo en los diferentes

estadios de la clasificacion de Berlin

3- Demostrar la presencia de estrés nitroxidativo en pacientes en ventilacion
mecénica sin LPA/SDRA

4-Demostrar que el estrés nitroxidativo se asocia con la evolucion en los pacientes

en ventilacibn mecanica con y sin sepsis.
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL Y MATERIALES Y METODOS.

En nuestro estudio nos dedicaremos a:

e Estudiar la presencia de productos del metabolismo nitroxidativo en sangre

e Estudiar la presencia de productos del metabolismo nitroxidativo en liquido de
lavado bronquioloalveolar

e Cuantificar su concentracion

e Evaluar lo anterior en los distintos subgrupos de pacientes

e Finalmente trataremos - en base a los datos obtenidos - de establecer una
relacion entre los niveles de los productos y su asociacion con la aparicion y
la evolucién de la lesion pulmonar.

e Relacionar la presencia de los productos del metabolismo nitroxidativo con el

prondstico en UCI.

Disefo del estudio:

Prospectivo, observacional no intervencionista. Se incluyd una muestra de
conveniencia de pacientes criticos después del ingreso en la UCI. La exposicion fue
sepsis, nuestra principal variable de resultado fue la mortalidad en la UCI. Se
obtuvieron muestras de sangre y liquido de LBA después de la inclusién de cada

paciente en el estudio.

Lugar del estudio: Unidad de cuidados criticos de diez camas en el Hospital
Universitario, Hospital de Clinicas.
Participantes: Pacientes de cuidados criticos ingresados en unidad de cuidados

intensivos.

Poblacién: se estudiaran pacientes internados en CTI que presenten sepsis de
acuerdo a definiciones internacionales[1, 9, 10, 194]. Para su estudio se dividiran en
grupos para estudiar las hipétesis planteadas. Los grupos de estudio seran los

siguientes:

1. pacientes con sepsis de menos de 48 horas de evolucion con LPA/SDRA

2. pacientes con sepsis de menos de 48 horas de evolucion sin LPA/SDRA
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3. Grupo control de pacientes en ARM sin LPA/SDRA (grupo control ARM)
4. Grupo de pacientes sin patologia respiratoria previa no fumadores. Se
realizard LBA luego de intubacién orotraqueal previa al acto quirdrgico de

coordinacién (grupo control sanos)

Criterios de inclusion

Pacientes que presenten sepsis 0 shock séptico de acuerdo a las definiciones de
ACCP/SCCM [8, 194]. Pacientes con LPA/SDRA definidos por criterios
internacionales[29-31, 195]. Sepsis fue definida de acuerdo al Comité de Consenso
Europeo Americano[8] . LPA/SDRA se definio de acuerdo a los criterios de la
Conferencia de Berlin [30, 196]. La severidad del compromiso pulmonar se valoré
por el score de Murray y por la definicion de Berlin [29, 30, 195]. Para evaluar el
grado de disfuncién orgénica se us6 el score de Marshall y el score de valoracion de
la falla organica secuencial [10, 15]. La severidad de compromiso funcional global al
ingreso a UCI fue evaluada de acuerdo al score APACHE Il [197]. Todos los

pacientes estaban sedados y ventilados.

Criterios de exclusion.

Shock séptico refractario a vasoactivos

e Insuficiencia cardiaca terminal

e Infarto agudo de miocardio de menos de 48 horas de evolucion
e Arritmias ventriculares graves

e Arritmias supraventriculares rapidas

e Reanimacién cardiopulmonar prolongada

e Sepsis de méas de 48 horas de evolucion

e Trastorno severo de la crasis con sindrome hemorragiparo

e Contraindicaciones para sedacion

e Inestabilidad hemodinamica a pesar del uso de inotropicos
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Seleccidn de pacientes

Pacientes sépticos y pacientes en VM fueron incluidos en el estudio entre Setiembre
del 2000 y Junio del 2003. La evaluacion y eleccion de los pacientes se muestra en

la figura 12.

Sepsis y Estrés Nitroxidativo Pulmonar 62



Cribado, n =702

Sepsisn =172

Excluidos del estudio n = 200

Cirugia Cardiaca, n =5; no VM, n =

188; Menos de 3 dias en UCI, n = 1;
otras razones, n = 6 (Arritmia, n = 2;
Embarazo, n = 1; Sangrado, n = 1;
IAM, n = 1; Derrame pleural, n = 1)

\ 4

Ventilacion mecanica n = 330

A

Excluidos en Sepsis, n =136
No VM, n =42
Menos de 3 dias en UCI, n = 26

Otras razones, n = 68 (No se realiz6 LBA, n
= 24; Shock, n = 15; arritmia, n = 4; No se
obtuvo consentimiento, n = 1; Hipertension
intracraneana, n = 7; SIDA, n = 1;
Enfermedad Hemato oncolégica Severa, n =
1; Hipertension arterial severa, n = 2; Asma,
n = 1; Sangrado Gastrointestinal, n = 2;
Falla Cardiaca, n = 2; Coma Mixedematoso,
n = 1; Hipotermia, n = 1; Postcardiotomia, n
= 2; Trombosis Intracardiaca, n = 1;
Enfermedad Celiaca, n = 1; Embarazo, n =
1; Embolia Pulmonar, n = 1)
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intracraneana, n = 65; Hipertension arterial
severa, n = 4; Falla Cardiaca, n = 1;
Sangrado,n= 1; RCP,n=2; 1AM, n=1;
Embolia Pulmonar, n = 2)
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Figura 12. Diagrama de inclusién y exclusion de pacientes. IAM, infarto agudo de
miocardio; LBA, lavado bronquiolo alveolar; UCI, unidad de cuidado intensivo; VM,
ventilacion mecanica; RCP, reanimacion cardiopulmonar; SIDA, sindrome de

inmunodeficiencia adquirido

Pacientes del grupo sepsis

Se incluyeron pacientes sépticos durante las primeras 48 horas luego de
ingreso a UCI (n = 36). La definicion de acuerdo a los consensos internacionales se
defini6 de acuerdo con los Criterios del Consenso Europeo Americano [8]. La
gravedad de la enfermedad se evalué mediante la puntuacion APACHE Il [197] [56].
El sindrome de disfuncién organica mdltiple se evalu6 mediante la puntuacién de
disfuncién organica multiple (MODS) [15]. La lesion pulmonar fue evaluada por los
criterios del Comité de Consenso Europeo de Estados Unidos [198], por la
puntuacion de gravedad de Lesion Pulmonar de Murray (lung injury severity score,
LISS) vy por la definicion del consenso de Berlin [29, 199]. Todos los pacientes

estaban ventilados y sedados.

Se excluyd a los pacientes si cumplian con uno o mas de los siguientes criterios:
embarazo, reanimacion de larga duracion, arritmias potencialmente mortales, infarto
agudo de miocardio con menos de cuarenta y ocho horas de evolucion, trastorno
hemorragico y negativa a participar. Un PaO,/FiO, menor de 100 fue un criterio de

exclusion para el procedimiento de lavado bronquioloalveolar (LBA).

Pacientes en ventilacion mecanica sin sepsis

Los pacientes sometidos a ventilacibn mecanica (grupo VM, n = 33) durante
menos de 72 horas, sin sepsis o0 LPA/SDRA se seleccionaron como grupo de control
de ventilacion mecénica. El procedimiento de LBA se realiz6 después de la inclusion
al estudio. Todos los parametros ventilatorios se registraron a partir de las lecturas

del ventilador.
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Grupo de control en block quiruargico

Después de la inducciéon de la anestesia en el quir6fano, se tomaron muestras de

sangre y LBA de 8 pacientes sin enfermedad pulmonar.

Instrumentacion.

Recoleccion de datos. Al ingreso del paciente en el estudio se registré su ficha
patronimica y el diagnéstico clinico. Se anotaron también las variables para elaborar
los scores pronosticos APACHE 11, score de Murray, score de Marshall, y score de
SOFA. En planillas separadas se anotaron las variables hemodinamicas y

paraclinicas.

Intervenciones. Seran las efectuadas por el equipo tratante para el sostén vital de
estos pacientes. ARM (Puritan Benett 7200, Amadeus- Hamilton medical),

vasoactivos e inotropicos, sedacion y analgesia

Variables

Medimos variables clinicas, evolutivas, fisiologicas, y variables bioquimicas
relacionadas con la produccion de 6xido nitrico y estrés nitroxidativo en plasma y
liquido de LBA.

Bioética

El presente estudio se realizd con la aprobacion del Comité de Bioética del Hospital
de Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica y de conformidad
con la declaracion de Helsinki sobre los principios éticos de la investigacién médica
en sujetos humanos. Se requirid el consentimiento informado de familiar mas
cercano o persona idonea. Para ello se entregd un formulario con informacion de la

situacion del paciente y de los objetivos y procedimientos a realizar en el estudio.
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Familiares, allegados, o voluntarios firmaron el consentimiento informado. Asimismo
se solicitd consentimiento para realizar la recoleccion de muestras en los sujetos

control sanos.

Como criterios de exclusion se usaron: embarazo, resucitacion cardiopulmonar
prolongada, infarto agudo de miocardio con menos de 48 horas de evolucién,
arritmias con riesgo de vida, shock séptico refractario a pesar del uso de inotrépicos
y vasoactivos, sangrado profuso, enfermedad pulmonar crénica severa. Un

PaO,/FiO, menor de 100 fue un criterio de exclusion para efectuar LBA.

Las caracteristicas clinicas de los pacientes se muestran en la tabla 1. Los pacientes
estuvieron estables durante la extraccién de la muestras y no recibieron terapéutica
adicional en ese periodo. Cuando se incluy6 un paciente en el estudio se registraron

las variables clinicas, se extrajo sangre y se realizé LBA.

Protocolo de lavado bronquioloalveolar

El liquido de LBA de pacientes sépticos se obtuvo dentro de las 48 horas y 72
horas posteriores al ingreso en la UCI en pacientes del grupo sepsis y grupo
ventilacion mecanica respectivamente. El LBA se efectio pasando una sonda de 14
F a través del tubo endotraqueal e instilando 5 alicuotas de 20 mL de solucion salina
fisiologica y aspirando secuencialmente. Durante el procedimiento se monitorizé la
oximetria de pulso, la presion arterial, frecuencia cardiaca, y temperatura. Antes del
LBA, se colocé el ventilador en FiO, 100%, y se administraron sedantes y
paralizantes. Todos los pacientes fueron sedados y preoxigenados durante 10
minutos antes del procedimiento de LBA (FIO, = 1.0). Se insert6 un catéter
independiente a través del tubo endotraqueal hasta que se alcanzé una posicion de
cufia, luego se inyectaron 100 ml de solucion salina normal dividida en cinco
alicuotas, luego de 20 segundos se aspirdé cada alicuota y se congelé para el
andlisis posterior. El liquido de LBA fue filtrado a través de gasa estéril para retirar
el mucus. Luego fue centrifugado a 1000 g por 10 minutos a 4°C, y el sobrenadante
fue almacenado a —70°C grados hasta su analisis. La concentracion de proteinas se
midié por el método del acido biscinconinico (BCA). Para evitar la oxidacion de las

muestras los tubos estaban suplementados con Butilhidroxitolueno (BHT) vy
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Deferroxamina. La extraccion de sangre se realiz6 antes del LBA. Las muestras se
obtuvieron de la via arterial. La sangre se colocOo en tubos suplementados con
antioxidantes. La sangre se centrifugo a 4 °C para extraer el plasma, luego de esto

el plasma se almacené a - 20 °C hasta su medicion.

Reactivos

Cloruro de Vanadio, N-(1-naftil) etilendiamina, Sulfanilamida, &cido tiobarbiturico,
Butilhidroxitolueno, metanol, acido fosfoérico, hidréxido de sodio, tetrametoxipropano,
Tween-20, PBS, solucién salina tamponada con fosfato, a-tocopherol. Anticuerpo
policlonal anti 3-NT fue purificado en nuestro laboratorio (M. Naviliat). Anticuerpo

secundario anti Ig G de conejo de Sigma Aldrich.

Medida de Nitrito y nitrato

NO, y NO3 fueron medidos por el método de Griess/cloruro de Vanadio. 100 pL de
plasma o LBA se agregaron a los reactivos N y S (reactivo de Griess), se incub6 30
minutos a temperatura ambiente[200]. Luego la concentracion se determinGd por
lectura de absorbancia a 540 nm. El método se basa en la diazotacion de
sulfanilamida por NO, en pH &cido y la reaccién posterior con N- (1-naftilo)
etilendiamina para producir un producto de color rosa intenso con absorcién maxima
a 540 nm. La concentracion de NO,  se calculd con estandares de NaNO,. El NO3”
en las muestra fue reducido a NO, con cloruro de vanadio antes de agregar el
reactivo de Griess. La eficiencia de la reduccion de NOj; fue valorada por la
construccion de curvas de calibracion con estandar de NOj . La eficiencia estuvo
por encima de 85% y la curva fue linear entre 1 a 400 uM de NOs3". Para evitar la
interferencia de las proteinas en la muestra, se precipitaron las proteinas con
metanol a 4°C y centrifugadas a 10000 g por 12 minutos. NO, y NO3" se midieron
en el sobrenadante por el método de Griess luego de reduccion con VCls. Limite
inferior de deteccién fue 1 uM. Las concentraciones de NO,  y NO3z se expresaron

en umol/L (uM) de plasma o LBA.
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Figura 13. Reaccion de Griess. Panel superior reaccion de NO; con reactivos de
Griess; SA, sulfanildiamida; NED, naftiletiiendiamina. En el panel inferior se muestra
la reduccién de NO3z con cloruro de Vanadio generando NO, que reacciona con
sulfanilamida y natftiletilendiamina para generar un compuesto que absorbe a 540
nm[201]
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Medida de malondialdehido

El nivel de MDA en muestras biol6gicas generalmente se evalla mediante el
ensayo de acido 2-tiobarbitarico (TBA). En la reaccion MDA de un muestra biolégica
se derivatiza con TBA, formando un aducto MDA-TBA,, un complejo rojo (Fig 12).
La concentracion del aducto MDA-TBA; puede determinarse por espectrofotometria
o espectrofluorimetria. Sin embargo, el método ha sido criticado por su baja
sensibilidad y selectividad dado que varias especies no relacionadas con la
produccion de MDA de muestras biolégicas pueden reaccionar con TBA [67, 202] y
dar falsos positivos y concentraciones aumentadas. Ademas, es posible la
generacion artificial de MDA durante el ensayo [203, 204]. A pesar de todos los
problemas mencionados, el ensayo TBA es un método todavia ampliamente
utilizado para controlar el nivel de lipoperoxidacion en muestras bioldgicas. Por lo
tanto, en nuestro estudio optimizamos un método de HPLC basado en el ensayo
TBA que es simple, preciso y sensible y se puede aplicar a diferentes muestras
biolégicas, tales como plasma, liquidos bioldgicos (lavado bronquioloalveolar), y

células en cultivo

Considerando lo anterior en nuestro trabajo el MDA se midié utilizando un
método modificado adaptado de [205-209]. Brevemente, se dejo reaccionar 100 ul
de muestras durante 60 minutos a 90°C con acido tiobarbitlrico para formar un
aducto de MDA-2TBA estable. Luego se colocaron los tubos en agua fria durante
treinta minutos. Posteriormente, la fraccion lipidica se extrajo con metanol
centrifugando a 4 °C a 10.000 rpm durante diez minutos. Se inyectaron cincuenta
microlitros del sobrenadante en un sistema de cromatografia liquida de alta presion
(HPLC). Posteriormente se prepar0 una solucion de dihidrogeno fosfato de potasio
de 10 mmol/L y se ajusto a pH 6,8 con 2.0 mmol/L de hidroxido de potasio. La fase
movil consistié en 60:40 (vol.) 10 mmol/L de dihidrogeno fosfato de potsio, pH 6.8:

metanol. La fase mévil se desgasifico al vacio y se filtro.

Tratamiento de la muestra. Agregamos 100 pL de plasma o 200 pL de liquido de
LBA a un tubo Pyrex de 10 ml que contenia 700 pL de &cido fosférico al 1% y
mezclado con vortice durante 10 s. Luego agregamos 200 pL de solucion de 42
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mmoL/L de 2-TBA, atornillamos la tapa y mezclamos en vortex la muestra durante
10 s, y luego la calentamos durante 60 minutos en un bafio de agua a 100 °C. La
muestra se mantuvo en agua helada hasta 10 minutos antes del analisis por HPLC.
En ese momento, la muestra se mezclé con vortice y se transfirieron 200 yuL a un
tubo Eppendorf de 2,5 ml que contenia 200 pL de 1:12 (vol.) 2 mol / L de hidroxido
de sodio: metanol. La muestra se mezclé con voértex durante 10 s y se centrifugo
durante 10 min a 10.000 g. Inyectamos 50 pL del sobrenadante en la columna. El
flujo se ajust6é a 0,5 ml / min. El aducto de MDA-TBA en el efluente de la columna se
cuantificd por deteccion de fluorescencia, con excitacion a 532 nm y emisién a 553
nm y con ganancia X 100. Se registraron los cromatogramas y se determinaron las
areas de los picos de cromatogramas utilizando el software del sistema Unipoint. Se
prepard una solucién de calibracion a partir de TMP solubilizada en agua. TMP por
hidrdlisis libera cantidades estequiométricas de MDA. La concentracion de MDA se
determiné midiendo la absorbancia a 532 nm (¢ = 1600 M™* cm™). Se construyé una

curva de calibracion diluyendo la solucion de TMP.
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Figura 14. Reaccién del acido tiobarbitdrico con MDA, representando una sustancia
reactiva con TBA para formar un compuesto que absorbe la luz visible y un
compuesto MDA-(TBA)2 el que es intensamente fluorescente. Tomado de Tsikas
2017 [66].
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Figura 16 A. Cromatogramas de determinacion de MDA.
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Figura 16 C. Cromatogramas de determinacion de MDA. Cromatograma color rojo

plasma normal; cromatograma
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plasma normal con BHT; cromatograma color rojo con guiones plasma con adicion

de MDA 2,5 nM; cromatograma color verde con guiones plasma MDA 2,5 nM;

cromatograma color azul con guiones plasma normal con adicién de plasma séptico;

cromatograma color rojo claro con guiones plasma de paciente séptico
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Medicion de 3-nitrotirosina unida a proteinas

3-NT se midi6 mediante ELISA [210]. Como estandar se us6 BSA (bovine
serum albumin) nitrada con ONOO'". Se nitr6 1 mg/ml de BSA con ONOO™ 1 mM en
tampdon fosfato 50 mM y tampon carbonato 10 mM a temperatura ambiente.
Después de diluir BSA en buffer carbonato pH 10.0, se calculé la cantidad de 3-NT
en BSA midiendo la absorbancia a 430 nm (g = 4400 M*s™). El nimero de tirosinas
nitradas en cada molécula de BSA se calcul6 dividiendo la concentracién de proteina
de 3-NT medida a 432 nm por BSA medida a 279 (1 g/L de BSA = 0,667 unidades
de absorbancia). 100 ul de muestras biolégicas se colocaron en microplacas y se
dejaron durante la noche. Después de eso, cada pocillo se enjuagé tres veces con
solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se bloqued con gelatina al 5 %
(preparado en PBS) durante 60 min a 37°C. Después de bloguear, la microplaca se
enjuagd cinco veces con una solucion de PBS-Tween 20 (0,05%). Luego, se
agregaron 100 pl de una solucién 1/1000 de un anticuerpo policlonal anti-3-NT y se
incubaron durante 120 minutos a 37°C. Después de eso, la microplaca se enjuagé
cinco veces con PBS-Tween 20 (0,05%). Se agregaron 100 ul de 1/2000 Ig-G anti-
conejo secundario, anticuerpo completo especifico de la especie ligado a la
peroxidasa (de burro) y se incubd durante 60 min a 37°C. Después de enjuaguar
cinco veces, 100 pL de o-fenildiamina (10 mg de o-fenildiamina en buffer de citrato
100 mmL/L mas 30% de peroxido de hidrégeno 10 pL). Después de 15 minutos a
temperatura ambiente, la reaccion se detuvo agregando 2 molL/L de acido
clorhidrico. La absorbancia se midié a 492 nm. La concentracion de 3-NT se calculo
a partir de una curva de calibracion construida con albumina nitrada bovina (BSA). 3-
NT en las muestras biolégicas se calculé relacionando los valores de absorbencia de
ELISA de la muestra con los valores de absorbancia de ELISA de la curva de
calibracion. Para maximizar la adherencia de la proteina a la superficie de la
microplaca, las muestras biol6gicas se diluyeron a una concentracion final de 20
pg/mL antes del ensayo 3-NT. La concentracion final de 3-NT se normalizé a la

concentracion de proteina y se expresé como pmoL/mg de proteina.
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Figura 17. Curva de calibracion de 3-NT por método ELISA.

Existen otros métodos de determinacion de 3-NT que han mejorado la calidad
analitica de deteccion de 3-NT en sistemas biolégicos. La 3-NT en las proteinas
constituye un huella dejada por las reacciones de los oxidantes derivados del *NO
gue generalmente estan asociados a estrés oxidativo, ademas la nitracién de la
proteina tirosina puede causar cambios estructurales y funcionales, que pueden ser
de relevancia fisiopatoldgica para enfermedades humanas. La nitracién de la tirosina
a nivel biolégico es un proceso con participacion radicales libres y que implica la
intermediacién de radicales tirosilo; a pesar de ser un proceso no enzimatico, la
nitracion es dirigida selectivamente hacia un subconjunto limitado de residuos de
tirosina. La identificacion precisa y la cuantificacion de la 3-NT en las proteinas ha
representado un desafio para los investigadores. Un pequefio nUmero de proteinas
son obijetivos preferenciales de nitracion (generalmente menos de 100 proteinas por
proteoma), en contraste con la gran cantidad de proteinas modificadas por otraos
cambios postraduccionales como la fosforilacion, acetilacion y, S-nitrosacion. Los
enfoques protedmicos han revelado caracteristicas clave de la nitracion de tirosina
tanto in vivo como in vitro, incluida la selectividad, la especificidad del sitio y los
efectos en la estructura y funcion de la proteina. La identificacion de proteinas que

contienen 3-NT y el mapeo de residuos nitrados es un desafio, debido a la baja

Sepsis y Estrés Nitroxidativo Pulmonar 76



abundancia de esta modificacion oxidativa en muestras biolégicas. Como
direcciones futuras que se plantean para mejorar la deteccion de proteinas nitradas
existen protocolos que combinan diferentes tecnologias analiticas. El uso de
electroforesis bidimensional clasica con deteccidn inmunoquimicos de proteinas
nitradas seguidas de identificacion de proteinas por MS/MS regular en combinacion
con inmunoenriquecimiento de péptidos nitrados con tirosina e identificacion de
péptidos nitrados mediante el protocolo experimental combinado. Un protocolo que
combina multiples reacciones de separacion seguidas de espectroscopia de masa
en tdndem que indentifica moléculas y sectores modificados en la proteina en
estudio [211, 212]. Este protocolo se denomina multiple reaction monitoring-initiated
detection and sequencing (MIDAS) esta surgiendo como una metodologia potente

para mapear y cuantificar inequivocamente las proteinas nitradas de tirosina in vivo.

En nuestro trabajo hemos usado deteccion con método ELISA, método del que
conocemos sus limitaciones, entre ellas que es semicuantitativo por lo que tiene un
porcentaje de error analitico en relacidon a concentracion. Sin embargo, el uso del
método ELISA para deteccion de 3-NT en proteinas cumple con la funcién de
detectar la expresion de la nitracion en condiciones bioldgicas asociadas a
enfermedad tales como la sepsis y la lesiébn pulmonar aguda. Nos proponemos en
como continuacion de nuestro trabajo la deteccion de proteinas nitradas y 3-NT en
pacientes en las fases iniciales de sepsis y lesion pulmonar aguda usando métodos
de mayor sensibilidad y especificidad como los mencionados anteriormente-
espectroscopia de masa acoplada con métodos analiticos previos que aumentan el

rendimiento del método.

Medida de a-tocoferol (Vitamina E)

El a-TOH (vitamina E) se midié mediante HPLC de fase inversa utilizando un equipo
de HPLC Gilson. En resumen, se mezclaron 20 uL de muestras con 180 pL y se
agitaron durante 10 s dos veces para la precipitacion de proteinas y la solubizacion
de antioxidantes. Luego, las muestras se centrifugaron a 1000 g, 10 min a 4°C y se
inyectaron 50 pL. Los andlisis de antioxidantes se realizaron en una columna
Sulpecosil LC-18 (250 x 4,6 mm ID, 5 micras), fase movil de metanol a un flujo de 1

mL.min. El sistema de deteccién incluia un Detector Fluorimétrico Gilson Modelo
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122 (Aex = 295, Aex = 330 nm, ganancia = 100) y un Detector Gilson Modelo 155 UV /
VIS (modo de longitud de onda dual, Ay = 266 nm, A, = 234 nm, ganancia = 10009
para la deteccion simultanea de tocoferoles y a-tocoferii quinona. Las
concentraciones de ao-TOH y y-TOH se calcularon frente a los estandares
comerciales tal como se recibieron, al comparar las proporciones de las areas de los
picos con las curvas estandar correspondientes que tuvieron coeficientes de
correlacion lineal para la dependencia de la concentracion > 0.995 {Teissier E, 1996
#350}.

] | 1
|
I_NLZ L] .

(a) Standard (b) Plasma (c) LDL

Figura 18. Cromatogramas de (a) solucion de calibracién, (b) plasma normal, y (c)
LDL normal, todas conteniendo delta-tocoferol (estandar interno, pico 1), gama-

tocoferol (pico 2), y a-tocoferol (pico 3).Tomado de Tessier E, 1996 [213]
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Figura 19. Curva de calibracion a-TOH

Estadistica

Los valores se expresaron como medianas, percentiles 25 y 75. Las pruebas
de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis se utilizaron para comparar variables. Las
variables categoricas se compararon con la prueba de Chi cuadrado. Después de
gue se obtuvieron los resultados de NO, en LBA, se seleccioné el valor de corte
para NO, en LBA en la admision al estudio mediante la construccion de curvas ROC
para la mortalidad en la UCI. El valor de NO, en LBA correspondiente a la suma de
sensibilidad y especificidad mas alta se eligi6 como punto de corte. El analisis de
supervivencia se realiz6 transformando los valores de NOy en LBA en una variable
dicotomica con un valor de corte de NO, en LBA mayor o igual a 53 uM. El indice de
riesgo de mortalidad en la UCI se evalu6é mediante el uso de un modelo de regresiéon
logistica que incluyé variables que fueron significativas en el analisis univariado. La
sobrevida se grafic6 con curvas de sobrevida de Kaplan Meier. Los datos fueron

analizados con la versién SPSS 15.0. Una p <0.05 fue considerada significativa.
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V.RESULTADOS

Pacientes

Grupo sepsis

Los pacientes sépticos (n=36) se incluyeron entre septiembre de 2000 y junio
de 2004. El diagrama de flujo para la inclusion y la exclusion de pacientes se
muestra en la figura 1. Las caracteristicas de los pacientes se muestran en la tabla 1
y la tabla 2. El origen de la sepsis en el grupo sepsis fue el siguiente: peritoneal
(n=13), respiratorio (n=13), endovascular (n=3), mediastinico (n=1), infeccién de
tejidos blandos (n=1), colecistitis (n=1), absceso pancreatico (n=1), entérico (n=1),
urinario (n=1) y un paciente con fuente de infeccibn desconocida (tabla 1). Las
razones para la ventilacibn mecéanica en el grupo de sepsis fueron: insuficiencia
respiratoria (n=11), shock (n=9), tanto insuficiencia respiratoria como shock (n==8),
disminucién del nivel de conciencia (n = 4), falla multiorganica (n=1), acidosis
metabodlica (n=1). El diagndstico en el grupo de VM fue: trauma (n=21),
postoperatorio (n=6), accidente cerebrovascular (n=4), hipotiroidismo (n=1), estado
epiléptico (n=1). La mortalidad en la UCI fue de 44% y 18% en el grupo sepsis y en

el grupo de VM, respectivamente.

Grupo ventilacion mecanica

El grupo ventilacion mecénica (VM) estuvo formado por pacientes incluidos
entre septiembre de 2000 y junio de 2004 en VM sin sepsis y sin IPA, que fueron
incluidos en las primeras 72 horas de VM. En el grupo VM los diagndsticos fueron
trauma de craneo (n =13), postoperatorio de eséfago (n=1), ACV (n = 1),
postoperatorio neuroquirdrgico (n=1), politraumatizados (n=4), y postoperatorio de
aneurisma de aorta abdominal (n=1). La mortalidad fue 21 % en este grupo. Las

variables ventilatorias fueron tomadas de las lecturas del respirador.
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Tabla 1. Focos de origen de la sepsis en el grupo sepsis

n (%)
Peritoneal 13 (36.11)
Respiratorio 13 (36.11)
Endovascular 3(8.33)
Mediastinal 1(2.78)
Absceso pancreético 1(2.78)
Abdominal 1(2.78)
Urinaria 1(2.78)
Infeccion de partes blandas 1(2.78)
Colecistitis 1(2.78)
Foco de infeccion desconocido | 1 (2.78)

Variables clinicas descriptivas al ingreso en la Unidad de Cuidado Intensivo

Las variables clinicas al ingreso al estudio en los grupos sepsis y VM se
muestran en la Tabla 2. APACHE II, MODS vy LIS fueron mayores en el grupo sepsis
en comparaciéon con el grupo VM; PVC y PAR fueron mas altos en el grupo sepsis
gue en el grupo VM mientras que el pH arterial fue menor en la grupo sepsis que en
el grupo VM. La relaciéon PaO,/FIO, fue menor en el grupo sepsis. La creatinina
sérica, PEEP y la presion de meseta fue mayor en el grupo sepsis en comparacion
con el grupo VM. Se encontrd6 que la puntuacion PAR fue elevada en los no

sobrevivientes en comparacion con los sobrevivientes en el grupo sepsis.
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La mediana de la muestra estudiada incluyendo ambos grupos, para variables
clinicas y de evolucion fueron, edad 53 afios, APACHE 14, MODS 5, SOFA 4, LISS
1,50, estadia en UCI 18 dias, dias libres de ventilacibn mecanica 16, PAFI 366,
PEEP 9 mm Hg, PAM 85 mm Hg, PVC 11 mm Hg, PAR 13, Creatininemia 0,84
mg/dL, pH 7,39, mientras que shock estuvo presente en 33%. Hubo diferencias
significativas entre el grupo sepsis y el grupo ventilacion mecanica, en todas la
variables excepto en edad y presion arterial media (Tabla 2).
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Tabla 2.

Variables clinicas

Tdosos los pacientes

Pacientes del grupo Sepsis

Pacientes del grupo ventilacién mecanica (VM)

Todos los

acientes Sobrevivientes Sepsis Sobrevivientes VM Sobrevivientes
P Fallecidos Fallecidos Fallecidos
p? p° p° P
(n=22) (n =16) (n=5)

P (n = 47) (n= 36) (n= 20) (n=33) (n = 28)
Edad (afios) 53 (31-67) 48(29-63) 58(45-60) 57(40-72) 55(22-69) 62(52-74) 45(31-61) 43(30-61) 51(32-62) NS NS NS 0.027
APACHE Il 14(12-19) 12(9-16) 18(12-26) 16(13-25) 15(12-18) 23(15-28) 11(9-13) 10(8-13) 12(10-18) <0001 | 0023 | ns 0.001
MODS 5.00(3.25- 5.00(2.25 - 2,00(1.00- 2.00(1.00- 3,00(2.50- NS

5.00 (2.00-6.25) | 2.00(2.00-5.00) 5.00(3.00-8.25) | 770 0.75) 7.00(5.00-9.75) | Zo 5,00 5.00) <0.001 NS | <0.001
SOFA § § ~ 5.00(4.00— 5.00(3.25— ~ 1,00(1.00- 1,00(1.00- 1,50(1.00- NS

4.00(2.00-5.00)) 2.00(1.00-5.00) 5.00(2.00-7.00) | 7o 5.00) 5.00(5.00-7.7) | 2o 2.00) 275) <0.001 NS 0.001
Sp 1.87(L.50- 1.75(1.30- 1,00(0.62- 1,00(0.50- 0,87(0,69-

1.50(1.00-2.00) 1.25(0.75-1.75) 162(1.00206) | 0 2.20) 200(1.50225) | "0 125) 106) <0.001 | NS NS NS
Shock (%) 33 23 55 47 62 35 18 33 15 0.011 NS NS 0.011
Estadia en UCI
(dies) 18(9-24) 16(9-24) 18(6-25) 21(14-29) 23(15-35) 19(8 - 26) 13(7-21) 13(8-21) 8(5-26) 0.005 NS NS NS
VFD(dias) 16(8-21) 17(9-21) 15(7-22) 13(6-20) 13(6-20) 12(7 - 21) 19(11-23) 18(11-23) 22(5-23) 0.041 NS NS NS
Pa0,/FIO, 366(297-459) 383(306-500) 340(268-429) 340(278-428) | 375(293-525) | 297(210-385) | 420(344-500) | 400(338-500) | 429(410-546) | 0.001 NS NS NS




PEEP (cmde
H,0) 9(6-11) 9(6-10) 10(5-12) 10(9-15) 10(9-16) 10(9 - 15) 8(5-10) 8(5-9) 7(5-10) <0.001 NS NS NS
2
PAM (mm Hg) 85(80-91) 87(79-94) 82(80-90) 86(80-98) 89(81-98) 82(79-95) 84(78-90) 84(78-90) 86(79-90) NS NS NS NS
PVC (mm Hg) 11(10-14) 11(10-13) 13(10-16) 13(10-16) 12(10-14) 15(10-18) 10(9-12) 10(8-12) 12(9-13) 0.003 NS NS 0.044
PAR 13(10-16) 11(9-13) 14(13-23) 14(12-20) 13(10-16) 19(13-24) 11(9-13) 11(8.5-12) 12(10-13) <0.001 | 0.007 NS 0.001
creatininemia
1.00(0.77— 0.98(0.60- 0,80(0.70- 0,80(0.70- 0,92(0.78-

(mg/mL) 0.84(0.70-1.00) 0.80(0.70-1.00) 1.00(0.80-1.75) 2.20) 2.06) 1.15(0.80-2.34) 1.00) 0.90) 1.00) 0.007 NS NS 0.025
pH arterial . . . 7.37(7.30- 7.37(7.34— . 7,40(7.38- 7,40(7.38- 7,40(7.34-

7.39 (7.35-7.42) 7.40 (7.37-7.43) 7.38(7.30-7.42) 7.40) 7.40) 7.37(7.29-7.42) 7.44) 7.45) 7.47) 0.002 NS NS NS

2 para la comparacion entre el grupo sepsis y el grupo VM; °, para la comparacién entre fallecidos y sobrevivientes en el grupo
- .. C .« s . .. . d s .
sepsis; -, para la comparacion entre fallecidos y sobrevivientes en el grupo VM; °, para la comparacion entre el grupo fallecidos y
sobrevivientes en todos los pacientes. Los valores se expresan como medianas, percentil 25 y percentil 75™. Abreviaturas y
definiciones: PVC, presion venosa central central; UCI, unidad de cuidado intensivo; | y V, uso de inotrépicos y vasopresores; SIP,
score de injuria pulmonar; PAM, presion arterial media ; MODS, score de disfuncion organica multiple; VM, ventilacibn mecanica;
cociente de presiones arterial y venosa ajustado por frecuencia cardiaca (PAR, pressure adjusted heart rate ratio) ; SOFA, escala
de evaluacion secuencial de la falla organica; ; V1/Kg, volumen corriente ajustado por peso corporal; VFD, dias libres de ventilacion

mecanica. Todos los pacientes incluyen los grupos sepsis y ventilacibn mecanica
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Evaluacion del dafio nitroxidativo al pulmén lesionado

Nitrito mas nitrato (NOy) son los productos finales de *NO y de oxidantes
derivados del ‘NO como ONOO- [2], que se pueden medir como marcadores
sustitutos en el liquido de LBA. Encontramos concentraciones mas elevadas de NOy
en ambos grupos de pacientes criticos (sepsis y VM) que el grupo de control sanos
(GCBQ). El andlisis de los pacientes ingresados en la UCI reveld que el grupo sepsis
tenia niveles mas altos de NO, en LBA que el grupo VM, 62 (21 - 88) uM versus 27
(15-34) uM respectivamente, p <0,001. Este resultado esta en linea con el esperado
aumento de produccion de *NO se observa durante la sepsis. Ademas, los niveles
de NO, de LBA fueron mayores en los no sobrevivientes sépticos que en los
sobrevivientes, lo que subraya la asociacion entre el estrés nitroxidativo y la
gravedad de la enfermedad, 80 (70 - 127) puM versus 31 (15 - 47) uM,
respectivamente, p <0,001; Tabla 3 y Figura 4). El *'NO no es un potente oxidante en
si mismo, pero en presencia de O," dara lugar a ONOQ’, una de las principales
causas del dafo nitroxidativo. Los radicales derivados de ONOO’, como *NO,, *OH y
radical carbonato (CO3"), pueden iniciar la peroxidacién de lipidos (lipoperoxidacion)
y la nitracion de tirosina unida a proteina y de tirosina libre. Por lo tanto, medimos la
produccion de MDA y de 3-NT en LBA para evaluar el dafio nitroxidativo pulmonar.
En relacion a la concentracion de biomarcadores de estrés nitroxidativo en de
acuerdo a la presencia de LPA/SDRA, hubo diferencias significativas en la
concentracion de NO, en LBA (tabla 4).

En relacion a la concentracion de biomarcadores de estrés nitroxidativo y evolucion
de LPA/SDRA (segun criterios de la definicion de Berlin) encontramos que no hubo
diferencia de acuerdo a la evolucion, la concentracién de biomarcadores de estrés
nitroxidativo no fue diferente en los pacientes del grupo sepsis que mejoraron, los
gue permanecieron igual o los que empeoraron (Mann Whitney test p= 0,837). Al
mismo tiempo la mortalidad no se asocio con la evolucién de SDRA de acuerdo a la
clasificacion de Berlin (p = ns, chi cuadrado). La causa de muerte en el grupo sepsis
asocio con diferencias en la concentracion de NO, en LBA. De acuerdo a lo anterior
hubo diferencias entre los pacientes que sobrevivieron, los fallecidos por falla
organica Y los fallecidos por SDRA, 31 (15 — 44) uM, 72(63-90) uM, 80(70-438) uM,



respectivamente, (Kruskal Wallis test p=0,002). Del mismo modo hubo diferencias
en la concentracion de MDA en LBA entre los pacientes que sobrevivieron, los
fallecidos por falla organica y los fallecidos por SDRA, 113 (14 — 212) uM, 120(10-
147) uM, 240(230-262) uM, respectivamente, (Kruskal Wallis test p=0,008)en la
concentracion de MDA en LBA entre los pacientes que sobrevivieron, los fallecidos
por falla organica vy los fallecidos por SDRA, 113 (14 — 212) uM, 120(10-147) uM,
240(230-262) uM, respectivamente, (Kruskal Wallis test p=0,008)
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Figura 20. Produccion de *NO. Existen diferencias significativas en *NO en LBA
entre el grupo sepsis, y el grupo ventilacion mecanica (VM). Grupo Sepsis, boxes
rellenos; grupo ventilacion mecanica boxes sin relleno. Grupo sepsis, n = 36; grupo

Ventilacibn mecanica, n = 33. p<0,05 grupo sepsis versus ventilacion mecanica
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3-nitrotirosina en liquido de lavado bronquioloalveolar

Ambos grupos de estudio (Sepsis y VM) mostraron evidencia de nitracion de
proteinas en LBA (Tabla 3). En LBA 3-NT fue mayor en el grupo sepsis que en el
grupo VM. No hubo diferencia estadistica entre los sobrevivientes y los no
sobrevivientes en ninguno de los grupos analizados (Tabla 3 y Figura 5). La 3-NT de
GCBQ no fue determinada. Segun referencia de literatura en individuos sanos es de
28 (26—33) pmol/mg proteina (De Andrade, 2000[215]).
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Figura 21. 3-NT en LBA. Grupo Sepsis, boxes rellenos; grupo ventilacibn mecanica
boxes sin relleno. Grupo sepsis, n = 36; grupo Ventilacion mecéanica, n = 33. *,

p<0,05 grupo sepsis versus ventilacion mecanica

Malondialdehido en liquido de lavado bronquioloalveolar

El MDA en LBA se determin6 en grupo sepsis y en el grupo de VM. Tanto la sepsis

como el grupo VM mostraron evidencia de peroxidacion lipidica (Tabla 3). MDA en
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LBA fue mayor en grupo sepsis en comparacion con VM. No hubo diferencia en los
niveles de MDA entre los sobrevivientes y los no sobrevivientes en ambos grupos
(Tabla 3 y Figura 6). El MDA de LBA de GCBQ no fue determinado. Segun

referencia de literatura en individuos sanos es de 6,1 + 0,7 nM (Ozaras, 2000)
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Figura 22. MDA en LBA. Grupo Sepsis, boxes rellenos; grupo ventilacibn mecanica
boxes sin relleno. Grupo sepsis, n = 36; grupo Ventilacién mecénica, n = 33. &,

p<0,05 grupo sepsis versus ventilacion mecanica
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Proteinas en LBA

Los grupos sepsis y VM tuvieron concentraciones de proteinas en el LBA mayores

gue el grupo control sano, no hubo diferencias significativas entre ambos grupos.
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Figura 23. Proteinas en LBA. Grupo Sepsis, boxes rellenos; grupo ventilaciéon

mecanica boxes sin relleno. No hubo diferencias significativas entre los grupos.
Nitrito y nitrato en plasma
La concentracién de NO, mas NOs™ (NOy) en plasma se determind en pacientes con

sepsis (n = 36), grupo VM (n = 24) y GCBQ. Las concentraciones de NO, plasma en

ambos grupos, sepsis y grupo VM fueron mayores [216]cuando se compararon con

Sepsis y Estrés Nitroxidativo Pulmonar 89



GCBQ (Tabla 3). La concentraciéon de NOy en plasma fue mayor en el grupo sepsis

en comparacion con VM. No hubo diferencias en la concentracion de NO, en

plasma entre los fallecidos y los sobrevivientes en ninguno de los grupos
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Figura 24. NO, en plasma. Grupo Sepsis, boxes rellenos; grupo ventilacién

mecanica boxes sin relleno. p <0,05 versus sepsis y ventilacion mecénica. &, p<0,05

grupo sepsis versus ventilacibn mecanica. *, versus sepsis y ventilacion mecanica
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Malondialdehido en plasma

El grupo sepsis tuvo mayores niveles de MDA comparado con los grupos VM y
control sanos. En plasma el nivel de MDA fue mayor en el grupo sepsis y VM
comparado con el grupo de controles sanos. El nivel de MDA fue mayor en el grupo
sepsis con relacion al grupo VM (figura 6 y tabla 3). Valores de referencia de MDA
en plasma reportados son 6,7 + 0,8 nM en suero (Ozaras 2000), 1,85 + 0,17 en
plasma (Jafari 2010), 0,41 a 1,29 uM (Tsikas 2017), 2,2 £ 1,4 uM (Domijan 2014),
0,30 a 1,41 pM (usando HPLC con deteccion fluorimétrica y similar método de

preparacioén y derivatizacion, en una muestra de 619 controles sanos, Nielsen, 1997)
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Figura 25. MDA en plasma. &, p<0,05 versus ventilacion mecénica.
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a-tocoferol (Vitamina E) en plasma

Al ingreso la concentracion plasméatica de a-TOH fue significativamente menor en el
grupo sepsis en relacion al grupo VM 1,50 (0,03 - 6,7) uM versus 6(2,0 — 7,0) uM.
Ademas al ingreso, ambos grupos mostraron concentraciones por debajo de la
normalidad. La concentracién en plasma de referencia de a-TOH en sujetos adultos
sanos no fumadores reportada es 15.4+ 0.73 pM (Peluffo G, 2009 [216]).

En plasma se encontré6 mayor concentracion de a-TOH en los sobrevivientes en

relacion a los fallecidos (6 £1.4 uM versus 2.2 + 1.2 uM)
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Figura 26. a-TOH en plasma. *, p<0,05 grupo sepsis versus ventilacibn mecanica.
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Tabla 3. Variables bioquimicas en relacién a la mortalidad en UCI

Todos los pacientes Sepsis Ventilacién mecanica GCBQ
Todos los Sobrevivien- Fallecidos Todos los Sobrevivien- Fallecidos Todos los Sobrevivien- Fallecidos (n=18)
pacientes tes pacientes tes pacientes tes
(n=22) (n=16) (n=5)
(n=69) (n=47) (n=36) (n=20) (n=33) (n=28)
LBA NOx ( pM) 30 (17-70) 30 (15-35) 70 (22-91)° 62 (21-88)° 31 (15-47) 80 (70-127)° | 27 (15-34) 28 (18-35) 15 (4-29) 4(3- 5)°
LBA 3-NT 104 (32-240) | 80 (30-200) 136 (36-282) | 165 (33-660)" | 173 (32-787) 149 (33-329) | 60 (29-175) 60 (29-174) 92 (33-286)
(pmol/mg
proteina)
LBA MDA (nM) 90 (26-191) 84 (16-138) 129 (53-208) | 144 (31-212)% | 114 (11-212) 174 (85-232) | 78 (26-100) 79 (26-108) 73 (17-86)
Proteinas en LBA | 0,3(0.1-1.2) | 0,3(0,1-1,2) 0,4(0,1-1,2) 0,5(0,2-1,3) 0,3(0,2-1,2) 0,5(0,2-1,3) 0,2(0,1-1,2) 0,1(0,1-1,2) 0,2(0,1-1,1)
(mg/dL)
Plasma NOx 97 (50-226) 98 (45-226) 94 (60-238) 150 (64-242)% | 130 (51-240) 156 (71-250) | 54 (30-119) 52 (29-145) 60 (39-74)
(HM)
MDA plasma (n=34) (n=14) (n=20) (n=19) (n=11) (n=8) (n=15) (n=3) (n=12)
6(3,2 -18,3) 8(3,8-32,0 5(3,0-14,0) 7(4,0-31,0) 8(4,0-31) 6(5,0-30) 5(2,0-14,0) 8(3) 5(0,58-12,0)




a-TOH plasma
(UM)

(n=53)

(n=18)

(n=35)

(n=29)

(n=13)

(n=16)

(n=24

(n=5)

(n=19)

4,0(0,4-7,0)

5,0(0,0-7,3)

3,5(0,5-7,0)

1,5(0,03-6,7)°

1,0(0,0-6,5)

2,0(0,31-6,9)

6,0(2,0-7,0)

6,0(5,5-9,6)

6(1,3-7,0)

3 para la comparacion entre el grupo de sepsis y el grupo de VM; °, para la comparacion entre no sobrevivientes y sobrevivientes
en el grupo de sepsis; ¢, para la comparacién entre no sobrevivientes y sobrevivientes en el grupo VM; ¢, comparacién entre no

sobrevivientes y sobrevivientes en todos los pacientes; °, para la comparacion con todos los grupos. a-TOH, a-tocoferol; GCBQ,

grupo de control de quiréfano; LBA NO,, NO,” mas NO3 en lavado bronquiolo alveolar; MDA, malondialdehido; 3-NT, 3-NT; VM,

grupo de ventilacidbn mecanica. Los valores son mediana, percentiles 25y 75. Todos los pacientes incluye el grupo sepsis y el

grupo ventilacion mecanica.
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Tabla 4. Biomarcadores de estrés nitroxidativo de acuerdo a la presencia de LPA/SDRA

Todos los sepsis VM
pacientes
Con Sin Con Sin Con sin
LPA/SDRA | LPA/SDRA LPA/SDRA | LPA/SDRA SDRA/LPA | SDRA/LPA
LBA
NOy (LM) 30(17-70) 50(30-72)% 29(15-48) 62 (21-88) 70(32-78) 37(16-83) 27 (15-34) 29(22-34) 24(15-32)
3-NT 104(32-240) 52(30-221) | 119(38-230) | 165 (33-660) | 121(30-352) | 180(160-762) | 60 (29-175) | 33(30-11) 80(29-174)
(pmoles/mg
prot)
MDA(nM) 90(26-191) 120(10-223) | 89(67-140) 144 (31-212) | 169(47-235) 144(48-200) 78 (26-100) | 0,8(0,5-40) 78 (67-100)
Proteinas 03(0,1-1,2) |05(0212) [02(01-12) |05(0213) |050212 |[03(01-13) |0201-12) |01(01-07) |0,2(0,1-0,9
(mg/mL)
Plasma
NOy (UM) 97(50-226) 160(53-375) | 70(43-232) 150 (64-242) | 200(62-288) 108(70-200) 54 (30-119) | 90(38-145) 54(33-88)
MDA (nM) 6(3,2-18,3) 5(3-38) 6(4-14) 7(4,0-31) 5(3-36) 8(6-22) 5(2,0-14,0) | 69(6-37)5 3(3-8)
a-TOH (uM) 4,0(0,4-7,0) 1,5(0,1-7) 5(1,2-7,0) 1,5(0,03-7,0) | 1,5(0-7) 5(1,2-7) 6,0(2,0-7,0) | 3,5(0-7) 6(2-7)

& p< 0,05 versus pacientes sin LPA/SDRA en todos los pacientes.

Berlin. Abreviaturas similares a leyenda de figura 3.

VM, ventilacion mecanica. LPA/SDRA definido por Consenso de




Prondstico
Analisis de sobrevida segun NOy en LBA

La mortalidad global en la UCI fue del 32%, mientras que la mortalidad
en la UCI fue del 44% y del 18% en pacientes con sepsis y ventilacion
mecanica sin sepsis, respectivamente. Se realiz6 un analisis de supervivencia
en todos los pacientes (sepsis mas ventilacibn mecanica, n = 69). El AUC para
el andlisis de ROC fue de 0,72 (IC del 95%: 0,57 a 0,87) para BALF NOy
(figura 11, curva ROC). En pacientes con sepsis, el AUC para el analisis de
ROC fue de 0,84 (IC del 95%: 0,71 a 0,99) para los pacientes con BALF NOy .
Los pacientes sépticos con concentracion de BALF NO, igual o superior a 53
UM tuvieron una mortalidad en la UCI de 79%, mientras que los pacientes con

BALF NO, menos de 53 uM tuvieron una mortalidad en la UCI del 6% (p
<0,05).
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Figura 27. Curva ROC para mortalidad en UCI en la muestra total de pacientes
(n=69). NOx LBA, AUC 0,720, IC 95%(0,568 - 0,872). p = 0,003. APACHEII,
AUC 0,740, IC 95%(0,608 - 0,872). p = 0,001



Encontramos que a la sensibilidad de NOyx en LBA usando un umbral de 53 uM
en todos los pacientes, para mortalidad en la UCI fue del 73% (IC del 95%:
50% a 89%), la especificidad fue del 87 % (IC del 95%: 74% a 95%), el
cociente de probabilidad positivo fue 5,6 (IC 95%: 3 a 13), el cociente de
probabilidad negativa fue 0,31 (IC 95%: 0.16 a 0.62), el valor predictivo positivo
fue 73% (IC 95%: 50% a 89%), el valor predictivo negativo fue del 87% (IC
95%: 74% a 95%). LR + 5,6 (esto significa que existe un moderado a gran
aumento de la probabilidad de mortalidad si el test es positivo). LR - 0,31
(entre moderado y leve descenso de la probabilidad de mortalidad en UCI si el

test es negativo, si NO, LBA es menor de 53 uM) (tabla 5).
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Tabla 5. Evaluacion de la concentracién de NO, en LBA como test predictor de

mortalidad en UCI.

NO, LBA Fallecidos Vivos
(M)
VPP = VP /(VP +
=53 16 6 22 FP),
16/16+6=0,73
VPN = VN /(VN +
<53 6 41 47 FN),
41/41+6=0,87
22 47 69
Sensibilidad = VP/(VP + Especificidad = VN /(VN Exactitud
FN), + FP), = (VP + VN)/ Total,
16/ 16 + 6 =0,73 41/41+6=0,87 16 + 41/69 = 0,83
LR+ =0,73/1-0,87 = LR-=1-0,73/0,87 =
0,73/0,13=5,6 0,27/0,87 =0,31

VP, verdadero positivo; VN, verdadero negativo; FP, falso positivo; FN, falso
negativo; VPP, valor predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo. El
cociente de probabilidad positiva de NO, LBA como test predictor de
mortalidad en UCI es igual a LR + = sensibilidad/ 1 — especificidad; el cociente
de probabilidad negativa de NO , LBA como test predictor de mortalidad en
UCI es igual a LR — = 1 - sensibilidad / especificidad. Se incluye toda la
muestra de pacientes analizados (grupo sepsis y grupo ventilacidon mecanica, n
= 69)

En el andlisis multivariado de regresion logistica después de la correccién para
APACHE I, el LBA NOy = 53 pM se mantuvo como una variable prondstica

significativa (tabla 6).
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Tabla 6. Regresion logistica para mortalidad en CTI en todos los pacientes

incluidos (n = 69)

Variable B E.T. Wald | gl Sig. OR (95 % C.1.)

APACHE Il | 0.105 | 0.055 | 3,585 | 1| 0.058 1.11 (0.99 -1.24

NOx LBA 2424 | 0.685 | 12531 | 1 | 0.0001 11.30 (2.95 - 43.21)

Constante -3.326 | 0.913 | 13.270 | 1 | 0.000 0.036

—— LBA NOx < 53 pM
-++ LBA NOx > 53 uM

Fraccion de sobrevida

0-0 T T T )

Dias

Figura 28. Sobrevida en UCI de acuerdo a NO, en LBA. Log Rank (Mantel-
Cox) p <0,001, Chi-cuadrado 12,969. NO, en LBA < 53 uM: n= 47, fallecidos n
= 6, sobrevivientes n = 41 (87,2%). NO, en LBA = 53 uyM: n = 22, fallecidos n =
16, sobrevivientes n = 6 (27,3%). Global: n = 69, fallecidos n = 22,
sobrevivientes n = 47 (68,1%)
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VI. DISCUSION

En pacientes sépticos en ventilacibon mecéanica, observamos una
produccion elevada de estrés nitroxidativo y una asociacion entre los oxidantes
derivados del *NO pulmonar y la evolucion de los pacientes en UCI.
Encontramos que el estrés nitroxidativo comienza en etapas tempranas aun
antes de que se desarrolle una lesion pulmonar grave. Ademas, observamos
aumento temprano en la concentracion de NO, en LBA tanto en los pacientes
gue tienen una lesion pulmonar severa como en los pacientes que no tienen
una lesion pulmonar severa. Los pacientes que murieron con SDRA o con
insuficiencia organica tuvieron una concentracion elevada de NO, en LBA; esto
se relacion6 con el estimulo nitroxidativo persistente tanto en pulmén como
sistémico. La inflamacion y las lesiones pulmonares inducidas por la sepsis se
asocian con sobreproduccion de *NO en un entorno proinflamatorio pulmonar,
donde se espera un aumento en la formaciébn de especies reactivas de
oxigeno, en particular O,". La produccion de *NO vy el estrés oxidativo se han
descrito en varios modelos animales experimentales de sepsis y de LPA/SDRA
[32, 75, 131, 153, 217]. En humanos, se ha reportado un aumento de la
produccion de *NO pulmonar durante la sepsis, shock séptico y SDRA [109,
110, 146, 154, 171, 172, 175, 177, 179, 218]. Se ha propuesto un mecanismo
inflamatorio y oxidativo desencadenado por citoquinas para explicar el aumento
de la concentracion de <NO tanto pulmonar y sistémica en esos pacientes. Zhu
y colaboradores informaron un aumento del NO, en el liquido del edema
pulmonar en 34 pacientes con LPA/SDRA (38% con sepsis) en comparacion
con 20 pacientes con edema pulmonar hidrostético[169, 188]. Se ha informado
una elevacion persistente en LBA de NOy en pacientes con SDRA de multiples
origenes en trabajos previos, en los que la concentracion de LBA NO,, fue mas
alta en los fallecidos evaluados en los dias 7 y 21[172]. En nuestro estudio
encontramos que el aumento de NO, en el LBA ocurre temprano en pacientes
sépticos ventilados independientemente de la presencia de lesién pulmonar
primaria. Ademas observamos un valor predictivo de LBA NOy en una

poblacién homogénea de pacientes sépticos.
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El estrés oxidativo es un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes a
nivel celular lo que causa lesion tisular u organica [219]. Un biomarcador es la
medicién de un compuesto que refleja directamente ciertos eventos bioldgicos
relacionados con la patogenia de una enfermedad; en el caso del MDA, la
oxidacion de los lipidos es el evento biolégico [124, 207] . Se han propuesto
varias hipotesis que describen la formacién de MDA in vivo [66]. Se cree que el
mecanismo implica la formacion de endoperoxidos de tipo prostaglandina a
partir de acidos grasos poliinsaturados con dos o mas enlaces dobles o,
alternativamente, a través de la formacién de hidroperdxido y la escision de
acidos grasos poliinsaturados. Existen otras fuentes menores, como los
subproductos de la formacion de radicales libres. El uso del ensayo de acido
tiobarbitdrico para medir la MDA puede dar resultados confusos debido a la
falta de especificidad en mezclas biolégicas complejas, ya que varios productos
distintos del MDA pueden producir aductos con propiedades 6pticas similares
[220-225]. En nuestro estudio utilizamos un método basado en HPLC con
deteccion fluorimétrica, que mejora significativamente la especificidad de la
medicibn de MDA como se ha reportado anteriormente. La concentracion
elevada de MDA en LBA se ha reportado como un biomarcador de aumento de
la lesion oxidativa pulmonar y de peroxidacion lipidica. En nuestro estudio,
encontramos que los pacientes sépticos tienen una mayor produccién de MDA
gue el grupo VM. Ambos grupos tienen mayor concentracion de LBA MDA que

los controles sanos.

Dado que la ventilacion mecanica puede inducir biotrauma, podriamos
especular que la actividad NOS se elevaria en la sepsis y en los grupos de
ventilacion mecéanica. El estimulo inflamatorio de la sepsis aumenta la
expresion de NOS aun mas, como resultado, las concentraciones de NO, vy
NOj3 en el plasma y en las muestras de LBA son mas altas en la sepsis que en
el grupo ventilacion mecénica. La expresiéon de NOS pulmonar junto con
citoquinas inflamatorias se han descrito en los pulmones de pacientes con
SDRA después de la sepsis [179].

En nuestro estudio los resultados permiten inferir que durante la sepsis y

la VM existe produccion elevada de <NO tanto a nivel pulmonar como
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sistémico. El grupo VM tuvo mayor concentracion de *NO que el grupo control
sanos, este hecho podria explicarse por el estimulo mecéanico por la VM. Con
relacion a la hiperproduccion de *NO por estimulo mecanico existen reportes
experimentales en animales y en cultivos celulares que han demostrado

aumento de NO;" y NOg3" y sobreexpresion de NOS de células alveolares [130].

Nuestros resultados muestran que existe estrés nitroxidativo pulmonar
dado por concentraciones elevadas de MDA y 3-NT en el LBA en el grupo
sepsis. En la circulacion sistémica en la sepsis y durante la VM también se
demuestra la presencia de estrés nitroxidativo dada por aumento plasméatico de
MDA. Es interesante destacar que estos hechos ocurren en pacientes sin
injuria pulmonar severa, se podria especular como probables estimulos de
produccion la actividad inflamatoria por citoquinas en la sepsis y por otro lado
las modificaciones inducidas por la ventilacibn mecanica que determinan un
aumento en la liberacion de mediadores inflamatorios a nivel pulmonar. El
estimulo inflamatorio de origen biomecéanico podria estar presente como causa

principal en el grupo de pacientes ventilados sin sepsis.
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Figura 29. Rol de ERN y ERO en la produccion y en los mecanismos de
inflamacion alveolar. Fase inicial inflamatoria y lesional en el LPA/SDRA.
Respuesta inflamatoria y produccibn de ERN (especies reactivas del
nitrogeno), ERO (especies reactivas del oxigeno), peroxinitrito (ONOO-),
nitrotirosina (3-NT) y oxidantes (O, *OH, H,0;) y productos derivados del *NO
(NO2 y NO3). Se produce MDA (malondialdehido) por lipoperoxidacion. En la
fase aguda del sindrome, se desprenden las células epiteliales bronquiales y
alveolares, con formacion de membranas hialinas ricas en proteinas en la
membrana basal denudada. Los neutréfilos son adheridos regiones lesionadas

del endotelio capilar, migran a través del intersticio en el espacio aéreo, que



estd ocupado por liquido de edema con alto contenido en proteinas. En el
alveolo el macrofago alveolar secreta citoquinas, interleuquina-1, 6, 8 y 10, (IL-
1, 6, 8 y 10) y factor de necrosis tumoral (TNF-a), que actian localmente para
estimular la quimiotaxis y activar los neutréfilos. Los macréfagos también
secretan otras citoquinas, incluyendo interleuquina-1, 6 y 10. La interleuquina-1
también puede estimular la produccion de matriz extracelular por los
fibroblastos. Los neutréfilos pueden liberar oxidantes, proteasas, leucotrienos y
otras moléculas proinflamatorias, como el factor activador de plaquetas (PAF).
Una serie de mediadores antiinflamatorios también estan presentes en el
medio alveolar, incluido el antagonista de la interleuquina-1, el receptor soluble
de factor necrosis tumoral, autoanticuerpos contra interleuquina-8 y citoquinas
como la interleuquina-10 e interleuquina-11. El edema en el alvéolo lleva a la
inactivacién del surfactante. Abreviaturas, APC, proteina C activada; ICAM,
molécula de adhesion intercelular; CC16, proteina secretora 16; KL-6, Krebs
von Lungen 6; KGF, factor de crecimiento fibroblastos; MIF, factor de inhibidor
de macréfagos; MMP-9, metaloproteinasa 9; MPO, mieloperoxidasa; PCP,
procoldgeno; PAI-1, inhibidor del plasminégeno; SP-B, surfactante B; SP-D,

surfactante D; Tyr, tirosina; VEGF, factor de crecimiento vascular endotelial.

Estrés nitroxidativo pulmonar y produccion de *NO pulmonar y sistémica

Estudios anteriores han demostrado que la produccion alveolar de *NO
y, por lo tanto, los niveles de NO, fueron mas altos en el fluido pulmonar que
en el plasma de pacientes con edema pulmonar. En el presente estudio, los
niveles medidos de NO, en pulmén fueron mas bajos en LBA que en plasma.
Se utiliz6 LBA como fuente para la determinacién de NOy en los pulmones,
este procedimiento conduce a un factor de dilucion de 100 veces. Dado que no
medimos NO, en otras regiones, no podemos argumentar que todo el NO,
medido en el LBA se produce en el pulmon. Por otro lado la produccién de *NO
y de oxidantes derivados en los pulmones dificultan la eliminacion del edema
pulmonar, los solutos inflamatorios y se acompafia de la presencia de proteinas

nitradas.
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El aumento de proteinas nitradas que se observa en los grupos sepsis y
VM podria explicarse por nitracion por ONOO™ producido por la reaccion de
*NO con O, o de NO, con peroxidasas pulmonares. Dado que durante la
sepsis observamos mayor nitracion en proteinas en LBA que durante la VM, es
posible que la sepsis agregue otro factor inflamatorio infeccioso adicional al
estimulo mecanico para la produccion de *NO y de estrés nitroxidativo, y que
de la suma de ambos efectos resulte mayor nitracién de proteinas a nivel
alveolar. El estrés nitroxidativo pulmonar durante la sepsis se demuestra por la
produccion aumentada de NO,, 3-NT y MDA en el grupo séptico. Aunque
también se observo algun grado de dafo nitroxidativo en el grupo VM,
demostramos que el estado séptico en si mismo es un inductor mas fuerte de
*NO y sus subproductos, y que estan asociados con el resultado del paciente.
El impacto pronéstico de la produccién de NO, pulmonar es mayor cuando

analizamos ambos grupos sepsis y VM en conjunto.

Concentracidon de proteinas y lesién pulmonar

La concentracion de proteina en el fluido de LBA fue 0,50 (0,17 — 1,28)
mg/mL en la sepsis versus 0,22 (0,07 — 1,16) mg/mL en la ventilacion
mecanica, p no significativa. Cederfur et al informaron que la concentracion de
proteina en LBA en sujetos sanos fue de 0,04 mg/mL. En nuestro estudio, la
concentracion de proteina en LBA, tanto en la sepsis como en la ventilacién
mecanica fue mayor que la concentracion de proteina en LBA informada en
sujetos normales, lo que es consistente con la respuesta inflamatoria pulmonar
en ambos grupos. Se ha informado de que la ventilacibn mecanica puede
inducir liberacién de citoquinas proinflamatorias que desencadena lesién
pulmonar. Como limitacibn a sefialar, no medimos otros marcadores
proinflamatorios especificos que podrian agregar informacion muy importante
que vincule la produccion de *NO con la inflamacion pulmonar. Kobayashi et al
informaron altos niveles de expresién de NOS y productos derivados de *NO y
citoquinas proinflamatorias en LBA de pacientes con SDRA después del inicio

de la sepsis.
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La concentracién de proteinas en LBA estima clinicamente el grado de
permeabilidad capilar pulmonar, y precede el edema alveolar severo. Este
evento ocurre antes de las manifestaciones que se encuentran en el examen
fisico, las alteraciones en la mecanica pulmonar y la radiologia de térax.
Encontramos aumento de proteinas en el LBA en el grupo sepsis y en el grupo
VM. Este hallazgo se une al aumento de *NO, y del estrés nitroxidativo
pulmonar y sistémico. Por lo tanto, se podria vincular el estrés nitroxidativo y el
aumento de *NO con la produccién de edema pulmonar. Esto se apoya en
datos previos que describen aumento de ERN y ERO en la patogenia del

edema pulmonar [169].

Estrés nitroxidativo y lesién pulmonar aguda

La produccion de *NO pulmonar puede ser explicada por el grado de
injuria pulmonar en los pacientes sépticos, es decir a mayor lesion pulmonar
mayor produccion de *NO. Es posible que la concentracion de *NO aumente en
relacion con variables de ventilacion mecénica tales como PEEP y la presion
platillo, a mayor presion en via aérea y mayor presion alveolar mayor estimulo
para la produccion de *NO. De este modo, a mayor injuria pulmonar, mayor
edema pulmonar y produccién de proteinas alveolares, mayor produccion de
estrés nitroxidativo y *NO pulmonar con el consiguiente deterioro de la
mecanica pulmonar evidenciado por la disminucibn de la compliance
respiratoria. Este hallazgo, se une a la evidencia experimental en células en
cultivo sometidas a hipertension mecanica y a modelos animales de ventilacion
mecénica con volumenes corrientes elevados que muestran resultados
similares[127, 130, 131]. Sin embargo, aun con grados menores de lesion
pulmonar existe hiperproduccion de *NO y estrés nitroxidativo, por lo tanto las
alteraciones estructurales de la mecanica pulmonar solo explicarian en parte

estos hallazgos.
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Uso de NO4 en LBA como biomarcador pronéstico

Como es esperable las disparidades en la mortalidad entre el grupo
sepsis y VM se deben a insuficiencia y disfuncion organica. Esto se expresa
como mayores valores de APACHE Il, MODS, SOFA, score de IPA, grado de
severidad de la clasificacion de Berlin y variables fisiologicas respiratorias,
metabdlicas y hemodindmicas alteradas. Ademas, el grupo sepsis tuvo
mayores concentraciones de NOy y MDA en LBA y de NO, en plasma en
relacion al grupo ventilacion mecanica. En relacion a la mortalidad, en el grupo
sepsis, se encontrd un aumento en APACHE Il, MODS, SOFA, score de LPA,
frecuencia de shock, mayor puntuacion PAR, mayores valores de PEEP, vy
mayor concentracion de NO,  en LBA en los fallecidos de la UCI en relacién a

los sobrevivientes.

En el grupo VM no hubo diferencias significativas en la concentracion de
biomarcadores de estrés nitroxidativo entre sobrevivientes y fallecidos, aunque
la concentracion de LBA NO, fue diferente con una significacion de p= 0,08.
No se observaron diferencias en las variables fisiolégicas entre sobrevivientes

y fallecidos en el grupo VM.

Luego de realizar un andlisis univariado, cuando analizamos variables
significativas para mortalidad en UCI en un modelo multivariado que incluia
LBA NO, como variable dicotomica, encontramos que LBA NO, se mantuvo
como una variable predictiva significativa para la mortalidad en la UCI. Este
hallazgo refleja un estado inflamatorio aumentado a nivel pulmonar que se
produce en pacientes con sepsis en ventilacion mecanica, en este caso
expresado fundamentalmente por LBA NO,  elevada aun considerando otras
variables que fueron significativas de mortalidad en UCI. No podemos dilucidar
si esta es la expresion de la produccion local o si es el resultado de la
produccion sistémica de *NO. Ademas, no implica causalidad ya que es una
expresion de biomarcador de estrés nitroxidativo pulmonar y no un agente

causante por si mismo.

La combinacién de biomarcadores adicionales puede aumentar su

precision predictiva. Sin embargo, en nuestro estudio en el andlisis univariable
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de la mortalidad, la 3-NT en LBA, el MDA en LBA y el MDA plasmatico no se
asociaron con un mal pronostico en los pacientes con sepsis en ventilacion
mecanica. En el andlisis de ROC, usando LBA NO, como variable dicotbmica
con un umbral de 53 uM se obtuvo un area bajo la curva de mortalidad de 0,82,
mientras que 3-NT, MDA y NO, en plasma se encontraban cerca del umbral de
probabilidad por azar (area de 0,45). Por lo tanto, solo incluimos LBA NO
junto con la puntuacion APACHE Il en el analisis de regresion logistica. Como
seflalamos anteriormente, esto probablemente se deba al pequefio tamafio de
la muestra de este estudio piloto. Desde un punto de vista fisiopatologico, se
espera que el estrés nitroxidativo se asocie con un aumento de 3-NT (nitracion
de proteinas) y MDA (lipoperoxidacion) y que sean la expresion de lesion
pulmonar y mal pronéstico. Por otro lado, seria posible tener un error de tipo |
debido al pequefio tamafio de la muestra. Para confirmar que la combinacién
de biomarcadores puede aumentar la precision predictiva, necesitaremos una
muestra de poblacion calculada para cada biomarcador para evitar errores.
Agregamos en la conclusion de que la asociacion de NO, vy la mortalidad se
deben analizar en una muestra de poblacibn mas grande, teniendo en cuenta
las diferentes variables predictivas y las covariables relacionadas. Los
problemas en relacion al tamafio de la muestra cuando se plantean estudios de
test diagndsticos han sido reportados en la literatura[226-230]. Considerando
una prevalencia de mortalidad de 32%, sensibilidad de 73%, especificidad de

87%, se requieren 269 y 70 pacientes para estimar sensibilidad y especificidad.

Disminucion de defensas antioxidantes (a-tocoferol)

En relacién a a-TOH (vitamina E) ambos grupos de pacientes tuvieron
concentraciones por debajo de la normalidad al ingreso del estudio indicando
consumo de defensas antioxidantes al ingreso al estudio. Dado que la
concentracion de a-TOH (vitamina E) fue significativamente menor en sepsis en
relacion al grupo VM, podria concluirse que estrés nitroxidativo es mayor en
sepsis en relacion a VM. Aunque pueden existir otras causas de disminucion de
a-TOH (vitamina E) de origen multifactorial en pacientes criticos con o sin

sepsis. Es conocido que la VM por activacion de mediadores inflamatorios
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estimula enzimas que producen ERO como la NADPH oxidasa y xantino
oxidasa induciendo estrés nitroxidativo [231]. Por otro lado, se ha descrito la
activacion de xantino oxidasa en sepsis [232-234]. En pacientes con SDRA se
evidencio deficiencia de vitamina E. El sistema antioxidante esta severamente
comprometido en SDRA, lo que se evidencia por la disminucion de niveles de
a-TOH, ascorbato y selenio en plasma, junto con aumento de MDA [88, 235-
239]. Se encontrd una correlaciéon significativa entre a-TOH e interleuquina 8,
estos hallazgos sugieren que IL-8 activa neutréfilos que producen ERO que
reaccionan con vitamina E disminuyendo su concentracién en plasma [238]. La
administracion temprana de a-TOH y acido ascérbico reduce la incidencia de
falla a organica y acorta la estadia en UCI de pacientes criticos [240]. En
nuestro estudio los pacientes con sepsis probablemente tuvieron activacion de
la enzima xantino oxidasa y la enzima NADPH oxidasa que determinaron
produccion de estrés nitroxidativo en plasma con consumo de vitamina E por

reaccion con ERO y ERN.
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Figura 30. El estimulo infeccioso e inflamatorio provoca la liberacién activacion
de mediadores, a esto se suma el efecto de la ventilacion mecanica generando
estrés biomecanico y quimico por hiperoxia (lesién pulmonar asociada a
ventilacion mecénica). Esto aumenta el estimulo inflamatorio a través de una
cascada de inflamacion autoperpetuables. Los mecanismos inflamatorios de la
sepsis agregados a este modelo provocan alteraciones fisiolégicas y
estructurales en el pulmén. La inflamacion pulmonar generada por sepsis y por
biotrauma provoca mecanismos que son modificables por medidas terapéuticas
y por la evolucion de la enfermedad. Entre los biomediadores de estos
mecanismos se encuentran ERO y ERN que son liberadas por células
inflamatorias que inducen por medio de reacciones bioquimicas modificaciones
funcionales y estructurales. Su deteccion en liquidos bioldgicos, sangre y
pulmén, es la evidencia de su participacion en la lesion pulmonar por sepsis y

ventilacibn mecénica en sus eventos iniciales.
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Limitaciones

Este trabajo tiene limitaciones que debemos analizar. En primer lugar, el
analisis diferido después del tiempo de muestreo en relacion con el andlisis de
3-NT podria inducir dificultades analiticas. Por lo tanto, las muestras biolégicas
se congelaron después de la recoleccién y se analizaron rapidamente. Por lo
tanto, los datos reales se obtuvieron justo después de la recoleccion de la
muestra. La union de la proteina covalente a la 3-NT es estable después de la
recolecciéon de la muestra. Se han revisado los métodos analiticos para la
deteccion de 3-NT en muestras biolégicas. Utilizamos un analisis
inmunoquimico para 3-NT que podria ser semicuantitativo; este método ha sido
validado por nuestro grupo. Dado que utilizamos el mismo método para ambos
grupos, no hubo sesgo analitico. Podriamos especular que los valores
absolutos de 3-NT pueden ser diferentes con otro método, por ejemplo, basado
en espectrometria de masas. Este item analitico bioquimico no se discute en
este documento, pero reconocemos que todavia es un tema de debate,
recientemente revisado por nuestro grupo. Segundo, no se midié la 3-NT y el
MDA en LBA de GCBQ. Ozaras et al informaron que la concentracion de MDA
en LBA es 6 nanomolar en sujetos sanos medidos con el método de Richard et
al. Jafari et al utilizaron el método de Ohkawa y encontraron una concentracion
de 0,63 £ 0,067 nmol/mg de proteina de MDA en LBA de sujetos sanos. Por
otra parte, De Andrade y cols. Informaron que la concentracién de 3-NT en
proteinas en LBA de sujetos sanos es 28 (26 - 33) pmol/mg de proteina. Como
resultado, en nuestro estudio encontramos niveles mas altos de 3-NT y MDA
en LBA que los valores normales informados en otros estudios. Encontramos
gue la concentracibn de NO, era mayor que en estudios anteriores. Esto
podria deberse en parte al método utilizado para analizar NO, en LBA que
utiliza la reduccion quimica de NO3" a NO3, lo que aumenta la sensibilidad del
método de Griess. Los valores de NO, encontrados en el GCBQ son similares
a los informados previamente en sujetos control donde se espera que la
formacion de ONOO™ sea baja. En tercer lugar, el presente estudio clinico se
realizd en la UCI; el papel del NOy en las primeras etapas de la sepsis antes
de la admision merece una investigacion mas a fondo. Dado que no medimos

biomarcadores de lesion pulmonar, no podemos asumir que el estrés
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nitroxidativo pulmonar esté asociado con lesion pulmonar. En cuarto lugar, de
manera similar, la contribucién de la mieloperoxidasa derivada de neutrofilos en
la nitracion de tirosina en proteinas pulmonares debe estudiarse en un trabajo
futuro. Utilizamos el método ELISA para la determinacion de 3-NT, un método
con baja especificidad debido a otros mecanismos en lugar del ONOO™ que
generan nitracion de proteinas. Consideramos que nuestros resultados son
preliminares y generadores de hipotesis. En relacion a los hallazgos con
respecto a sensibilidad y especificidad de NO, en LBA como test diagndstico,
se debe tener en cuenta que es necesaria una muestra con numero mayor. De
acuerdo a Flahault y cols. si consideramos una sensibilidad de 73% con un
minimo aceptable de 60% se requeririan 107 pacientes sépticos y 85 pacientes
controles para evaluar una especificidad de 87% con un minimo de 70% de
especificidad [241]. Finalmente, este estudio piloto no es un estudio
poblacional de tamafio de muestra grande y no se pueden descartar factores
de confusion que contribuyen a la mortalidad, en donde la produccion de *NO y

el estrés oxidativo podria no ser evidente.

Aplicaciones

El estrés nitroxidativo en la sepsis sugiere que el «NO, oxidantes
derivados del *NO, la formacién de 3-NT y las citoquinas proinflamatorias
podrian desempefiar un papel fundamental en la patogénesis de la lesion
pulmonar aguda y en consecuencia ser Utiles para monitorear la insuficiencia
organica relacionada con la sepsis. Si el valor predictivo del estrés nitroxidativo
pulmonar se confirma en estudios con mayor niumero de pacientes, su uso
puede ser Util en fases muy tempranas de la sepsis para evaluar el prondstico.
Estos biomarcadores también tendrian el potencial de guiar el manejo de la
ventilacibn mecanica, podrian usarse para evaluar la lesion pulmonar inducida
por el ventilador y para guiar el manejo del ventilador con el fin de minimizar la

tension mecéanica pulmonar.
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VII. CONCLUSIONES

Resumiendo, el conjunto de nuestros hallazgos permite dar una base
firme a la hipétesis del dafio nitroxidativo pulmonar y sistémico en pacientes
con sepsis. Ademas, hemos comprobando que la VM induce estrés
nitroxidativo pulmonar y sistémico. Nuestros hallazgos respaldan la conclusion
de que la produccién de *NO pulmonar y los oxidantes derivados de *NO se
elevan muy pronto antes de que se desarrolle lesién grave pulmonar en la
sepsis y en pacientes con ventilacion mecanica sin sepsis. La produccién
temprana de *NO se asocia con la evolucion en UCI en pacientes con sepsis
gue recibieron ventilacibn mecanica, lo que confirmaria el efecto deletéreo
fisiologico del estrés nitroxidativo en el parénquima pulmonar. En ambos
procesos participa el *NO de manera importante, regulando o contribuyendo al
dafio tisular. Estos eventos bioquimicos y moleculares tienen traduccion clinica
en la evolucion de los pacientes, y modifican o son modificados por variables
respiratorias. Podemos afirmar teniendo en cuenta nuestros resultados que
*NO, MDA, 3-NT, y a-TOH son biomarcadores de estrés nitroxidativo y de la
evolucion en pacientes en ventilacion mecéanica sépticos y no sépticos. Los
hechos que reportamos justifican la investigacion de terapias antioxidantes o de
modulacién del metabolismo nitroxidativo en este grupo de pacientes. Ademas,
se justifica la investigacién adicional sobre el estrés nitroxidativo pulmonar
durante las primeras etapas de la sepsis humana antes del desarrollo de la falla

organica multiple.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Available online XXxx Purpose: During sepsis and mechanical ventilation oxidative stress is generated by endothelial and inflammatory
lung cells. Our main objective was to study pulmonary *NO (nitric oxide) production and nitroxidative stress in
mechanically-ventilated septic patients.
Methods: We study 69 mechanically ventilated patients, 36 with sepsis and 33 without sepsis within the first 48 h
Acute lung injury of ICU admission compared with 33 mechanically ventilated patients without sepsis (MV) plus eight operating
Acute respiratory distress syndrome room patients without lung disease served as control healthy group (ORCG). Nitrite plus nitrate (NOy ),
S?Psis ) 3-nitrotyrosine and malondialdehyde (MDA) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) were analyzed.
E;;Llcr:(ﬁcd:ls Results: BALF NOy , BALF 3-nitrotyrosine, BALF MDA, and plasma NOx_ were higher in the Sepsis than in MV pa-
Oxidative stress tients (all p <.05). Both SG and MV patients had higher BALF NOy than the healthy control group (p <.001). In
the Sepsis patients, the ICU non-survivors had higher levels of BALF NOx than ICU survivors 80(70-127) uM ver-
sus 31(15-47) uM, p <.001.
Conclusions: We conclude that during early phases of sepsis there is an enhanced lung nitroxidative stress due to
an increase of *NO production leading to secondary *NO-derived oxidants, which promote protein nitration and
lipid peroxidation.

Keywords:

© 2019 Published by Elsevier Inc.

1. Introduction

The sepsis mortality rate in hospitals and intensive care units (ICUs)
is within a range of 20-50% [1,2]. Lung involvement during sepsis is
characterized by an inflammatory response accompanied by edema,
cellular infiltration, and pulmonary hypertension [3]. Inflammatory cy-
tokines such as tumor necrosis alpha, interferon gamma, interleukins

Abbreviations: APACHE 11, Acute Physiology and Chronic Health Evaluation syndrome;
ARDS, acute respiratory distress syndrome; AUC, area under the curve; BAL,
bronchoalveolar lavage; BALF, bronchoalveolar lavage fluid; FIO,, fraction of inspired
oxygen; CO3, carbonate radical; CVP, central venous pressure; Cl, confidence interval;
ELISA, enzyme linked immunoadsorbent assay; HPLC, high pressure liquid
chromatography; ICU, intensive care unit; LISS, lung injury severity score; MODS,

multiple organ dysfunction score; NOj3, nitrite plus nitrate; *NO, nitric oxide; *NO-,
nitrogen dioxide; NOS, nitric oxide synthase; MDA, malondialdehyde; MV, mechanical
ventilation; nm, nanomolar; O3, superoxide radical; *OH, hydroxyl radical; ONOO—,
peroxynitrite; ORCG, operating room control group; PAR, pressure adjusted heart rate
ratio; Pa0,/FiO,, partial pressure of oxygen/fraction of inspired oxygen; PEEP, positive
end expiratory pressure; ROC, receiver operator curve; SG, sepsis group.
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and lipopolysaccharide activate immune cells for the production of re-
active oxygen species, mainly superoxide (O« ), which in turn acts
as a precursor of yet more powerful oxidants such as hydrogen peroxide
and hydroxyl radical [4,5]. In addition, there is a systemic overproduc-
tion of «NO (nitric oxide), mostly derived from inducible nitric oxide
synthase during sepsis leading to pathological peripheral vasodilation
and systemic tissue injury [6,7]. The unusual high levels of +NO
achieved in this pathological state will favor its reaction with O+~
(a diffusion-controlled reaction [8]) yielding peroxynitrite (ONOO™) a
powerful oxidizing and nitrating agent leading to nitroxidative stress
[8,9]. Accumulation of nitrotyrosine reflects oxidative stress due to
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nitric oxide-derived oxidants, a process called nitroxidative stress [10].
Sepsis-induced lung injury is a clinically relevant finding in patients
with or at risk of sepsis [11]. Increase production of «NO or its derived
metabolites in pulmonary edema fluid [12] have been reported in
acute respiratory distress syndrome (ARDS) acute lung injury and in
the development of lung insult during sepsis [13]. Oxygen-derived
free radical damage to lipids results in lipid peroxidation in the diseased
lungs. In this regard, malondialdehyde (MDA) (a product of lipid perox-
idation), has been used as biomarker of free radical-mediated damage in
critically ill and/or pulmonary injured patients [14]. Most of the injuri-
ous effects of «NO have been attributed to ONOO ™, given that this oxi-
dant can nitrate tyrosine residues and [15,16] nitrated proteins have
been found in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) and plasma of
patients with ARDS [12]. - NO and its derived metabolites have been de-
tected in the lung of experimental septic animals and human patients
and proposed to act as biomarkers of sepsis diagnosis and prognosis
[17,18].

It is known that *NO and superoxide production are stimulated by
inflammatory mediators in sepsis and from various physical stimuli in-
duced by mechanical ventilation [19]. It has been reported that ARDS is
associated with nitrooxidative stress [12]. It is not known if early high
levels of lung and plasma Nitroxidative stress could be associated with
ICU evolution in septic mechanically-ventilated patients without severe
lung injury. Nitroxidative stress may begin in the early phases of sepsis
when there was not severe lung injury and gas exchange impairment.
We hypothesized that this mechanism could begin very early in septic
patients before severe lung injury develops. In addition, we also investi-
gated whether lung nitroxidative stress is associated with the ICU mor-
tality in mechanically ventilated patients.

2. Materials and methods
2.1. Design

A convenience sample of critically ill patients was included after ICU
admission. Exposure was sepsis, our main outcome variable was ICU
mortality. Blood and BALF samples were obtained after study patient
inclusion.

Setting. Ten bed Critical care unit at University Hospital.

Participants. Critical care patients admitted to intensive care unit.

The present study was performed with the approval by the Institu-
tional Review Board and the Bioethics Committee of the Hospital de
Clinicas, Facultad de Medicina, Universidad de la Repblica and in accor-
dance to the Helsinki declaration about ethical principles of medical in-
vestigation on human subjects. Family members, relatives or volunteers
signed informed consent.

2.2. Septic patients

Septic patients (n = 36) were included during the first 48 h of ICU
admission. Sepsis was defined according to the American European
Consensus Criteria [20]. The severity of illness was evaluated by the
APACHE II score [21]. Multiple organ failure (MOF) and Multiple organ
dysfunction syndrome was evaluated by Multiple Organ Dysfunction
Score (MODS) [2]. Lung injury was assessed by the American European
Consensus Committee criteria [22], Berlin definition [23], and by the
Murray Lung Injury severity score (LISS) [24]. All patients were venti-
lated and sedated.

Patients were excluded if they met one or more of the following
criteria: pregnancy, long-lasting resuscitation, life-threatening ar-
rhythmias, acute myocardial infarction with <48 h of evolution,
bleeding disorder and refusal to participate. PaO,/FiO, <100
was an exclusion criterion for the bronchoalveolar lavage (BAL)
procedure.

2.3. Mechanical ventilated patients

Patients undergoing mechanical ventilation (MV group) (n = 33)
for <70 h, without sepsis or ARDS were chosen as the mechanical venti-
lation control group. BAL procedure was performed after study inclu-
sion. All ventilator parameters were recorded from ventilator readings.

24. Operating room control group

Blood and BALF samples were taken from 8 patients without pulmo-
nary disease in the operating room after the induction of anesthesia.

2.5. Bronchoalveolar lavage protocol

BALF from septic patients was obtained within 48 h after ICU admis-
sion. All patients were sedated and pre oxygenated for 10 min before
the BAL procedure (FIO, = 1.0). Briefly, an indwelling catheter was
inserted through the endotracheal tube until a wedged position was
reached, afterwards 100 mL of normal saline solution divided in five al-
iquots were injected, after 20 s each aliquot was aspirated then col-
lected and frozen for further analysis.

Variables. We measured clinical and physiologic variables; biochem-
ical variables related to nitric oxide production were measured in
plasma and BALF.

2.5.1. Sampling protocol

Blood sampling was contemporary to BALF sampling. BALF sampling
was done within 48 h of ICU admission. Sampling time was 24 (12-43)
hours in sepsis and 12(6-48) hours in mechanical ventilation group, p
non-significant. There were no statistical difference in sampling time
between survivors and non survivors, 24(12-44) hours versus 24(12-
41) hours in sepsis group and 12(6-48) hours versus 12(7-30) hours
in mechanical ventilation group.

2.6. Nitrite and nitrate assay

Nitrite and nitrate was measured by the Griess/vanadium chloride
reduction method [25].

2.7. Malondialdehyde assay

MDA was measured by using a modified method adapted from [26].
MDA was detected by isocratic elution in reverse phase HPLC equipped
with a fluorescent detector set at Ney 532 nm and N, 553 nm.

2.8. Protein 3-nitrotyrosine quantification

Protein bound 3-nitrotyrosine was measured by the ELISA method
[27]. 3-nitrotyrosine concentration was normalized to protein concen-
tration and expressed as pmoL/mg of protein.

2.9. Statistical analysis

Values were expressed as medians, 25th and 75th percentile.
Mann-Whitney and Kruskal-Wallis test were used to compare vari-
ables. Categorical variables were compared with the Chi-square test.
After BALF NOy results were obtained the cutoff value for BALF
NOy at study admission was selected by constructing receiver operat-
ing curves (ROC) for ICU mortality. The value of BALF NOy corre-
sponding to the highest sensitivity plus specificity value was chosen
as the cutoff point. Survival analysis was done by transforming BALF
NOy values into a dichotomous variable with BALF NO;~ cutoff greater
or equal to 53 uM.

The hazard ratio of ICU mortality was evaluated by using a logistic
regression model including variables that were significant in the
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univariate analysis. Data were analyzed with SPSS 15.0 version. A p <.05 Table 1
was considered signiﬁcant. Sources of sepsis in Sepsis patients.
n (%)

3. Results Peritoneal 13 (36.11)
Respiratory 13 (36.11)

3.1. Participants Endovascular 3(8.33)
Mediastinal 1(2.78)

Septic patients (n = 36) were included between September 2000 girtl;riimc abscess 1 g;z;

and June 2004. Flow diagram for inclusion and exclusion of patients is Urinary 1 (2:73)

depicted in Fig. 1. Patient characteristics are depicted in Tables 1 and Soft tissue infection 1(2.78)

2. Sepsis origin in SG was depicted in Table 1. Reasons for mechanical Cholecystitis o 1(2.78)

ventilation in sepsis group were: respiratory failure (n = 11), shock Unknown source of infection 1278)

(n =9), both respiratory failure and shock (n = 8), decrease of the

level of consciousness (n = 4), multiorgan failure (n = 1), metabolic

acidosis (n = 1). Diagnosis in MV group was: trauma (n = 21), postop- 3.2. Clinical descriptive variables at admission to the ICU

erative (n = 6), stroke (n = 4), hypothyroidism (n = 1), status epilep-

ticus (n = 1). ICU mortality was 44% and 18% in the SG and in the MV The clinical variables at study admission on the SG and MV groups

group, respectively. are shown in Table 1. APACHE II, MODS and LIS were higher in the SG

Screening n = 702

Excluded for study n = 200

Cardiac surgery, n =5; no MV, n = 188;

Sepsis n =172

»] Less than 3 days in ICU, n = 1; other
reasons, n = 6 (Arrhythmia, n = 2;
Pregnancy, n = 1; Bleeding, n = 1; AMI,
n = 1; Pleural effusion, n = 1)

Mechanical ventilation n = 330

Excluded in sepsis, n = 136
No MV, n =42
Less than 3 days in ICU, n = 26

Other reasons, n = 68 (No BALF performed,
n = 24; Shock, n = 15; arrhythmia, n = 4; No
consent allowed, n = 1; Intracraneal
hypertension, n = 7; AIDS, n = 1; Severe
Hemato oncologic disease, n = 1; Severe
arterial hypertension, n = 2; Asthma, n = 1;
Gastrointestinal bleeding, n = 2; Cardiac
failure, n = 2; Mixedematous coma, n = 1;
Hypothermia, n = 1; Postcardiotomy, n = 2;
Intracardiac Thrombosis, n = 1; Celiac
disease, n = 1; Pregnancy, n = 1; Pulmonary
embolism, n = 1)

Excluded Mechanical ventilation n = 298
Cardiac surgery, n = 96
Less than 3 days in ICU, n=48

Other reasons, n = 154 (No BALF performed,
n = 22; Shock, n = 16; Arrhythmia, n = 20; No
consent allowed, n = 21; Intracraneal
hypertension, n = 65; Severe arterial
hypertension, n = 4; Cardiac failure, n = 1;
Bleeding, n= 1; CPR,n=2; AMI,n=1;
Pulmonary embolism, n = 2)

Sepsis patients n = 36

Fig. 1. Patient inclusion and exclusion flow diagram. AMI, acute myocardial infarction; AIDS, acquired immune deficiency syndrome; BALF, bronchoalveolar lavage fluid; CPR,

cardiopulmonary resuscitation; ICU, intensive care unit; MV, mechanical ventilation

Mechanical ventilation n = 33



Image of Fig. 1

Table 2
Clinical variables.

All patients Sepsis patients MV patients p p pc p

All patients Survivors Non survivors All sepsis Survivors Non survivors All MV Survivors Non survivors

(n=69) (n=47) (n=22) (n=36) (n=20) (n=16) (n=133) (n=128) (n=5)
Age (years) 53 (31-67) 48 (29-63) 58 (45-69) 57 (40-72) 55 (22-69) 62 (52-74) 45 (31-61) 43 (30-61) 51 (32-62) NS NS NS 0.027
APACHE Il 14 (12-19) 12 (9-16) 18 (12-26) 16 (13-25) 15 (12-18) 23 (15-28) 11 (9-13) 10 (8-13) 12 (10-18) <0.001 0.023 NS 0.001
MODS 5.00 (2.00-6.25) 2.00 (2.00-5.00) 5.00(3.00-8.25) 5.00(3.25-7.75) 5.00 (2.25-6.75) 7.00 (5.00-9.75) 2.00 (1.00-3.00) 2.00 (1.00-3.00) 3.00 (2.50-5.00) <0.001 NS NS <0.001
SOFA 4.00 (2.00-5.00) 2.00 (1.00-5.00) 5.00 (2.00-7.00) 5.00 (4.00-6.75) 5.00 (3.25-5.00) 5.00 (5.00-7.75) 1.00 (1.00-2.00) 1.00 (1.00-2.00) 1.50 (1.00-2.75) <0.001 NS NS 0.001
LISS 1.50 (1.00-2.00) 1.25(0.75-1.75) 1.62(1.00-2.06) 1.87(1.50-2.25) 1.75(1.30-2.20) 2.00 (1.50-2.25) 1.00 (0.62-1,25) 1.00 (0.50-1.25) 0.87 (0.69-1.06) <0.001 NS NS NS
Shock (%) 33 23 55 47 62 35 18 33 15 0.011 NS NS 0.011
ICU length of stay(days) 18 (9-24) 16 (9-24) 8 (6-25) 21 (14-29) 23 (15-35) 19 (8-26) 13 (7-21) 13 (8-21) 8(5-26) 0.005 NS NS NS
VFD(days) 16 (8-21) 17 (9-21) 5(7-22) 13 (6-20) 13 (6-20) 12 (7-21) 19 (11-23) 18 (11-23) 22 (5-23) 0.041 NS NS NS
Pa0,/FIO, 366 (297-459) 383 (306-500) 340 (268-429) 340 (278-428) 375 (293-525) 297 (210-385) 420 (344-500) 400 (338-500) 429 (410-546)  0.001 NS NS NS
PEEP (cm of H,0) 9 (6-11) 9 (6-10) 0 (5-12) 10 (9-15) 10 (9-16) 10 (9-15) 8 (5-10) 8(5-9) 7 (5-10) <0.001 NS NS NS
MAP (mm Hg) 85 (80-91) 87 (79-94) 82 (80-90) 86 (80-98) 89 (81-98) 82 (79-95) 84 (78-90) 84 (78-90) 86 (79-90) NS NS NS NS
CVP (mm Hg) 1(10-14) 11 (10—13) 3(10-16) 13 (10-16) 12 (10-14) 15 (10-18) 10 (9-12) 10 (8-12) 12 (9-13) 0.003 NS NS 0.044
PAR 13 (10-16) 11 (9-13) 14 (13-23) 14 (12—20) 13 (10-16) 19 (13-24) 11 (9-13) 11 (8.5-12) 12 (10-13) <0.001 0.007 NS 0.001
Serum creatinine (mg/mL) 0.84 (0.70-1.00) 0.80 (0.70-1.00) 1.00 (0.80-1.75) 1.00 (0.77-2.20) 0.98 (0.60-2.06) 1.15 (0.80-2.34) 0.80 (0.70-1.00) 0.80 (0.70-0.90) 0.92 (0.78-1.00) 0.007 NS NS 0.025
Arterial pH 739 (7.35-7.42) 7.40(7.37-7.43) 7.38(7.30-7.42) 7.37(7.30-7.40) 7.37(7.34-740) 7.37(7.29-7.42) 7.40(7.38-7.44) 7.40(7.38-745) 7.40(7.34-747) 0.002 NS NS NS

Values are given as median, 25th and 75th percentiles. Abbreviations and definitions: CVP, central venous pressure, ICU, intensive care unit; [ and V, inotropics and vasopressors use; LISS, lung injury severity score; MAP, mean arterial pressure; MODS,
multiple organ dysfunction score; MV, mechanical ventilation; PAR, pressure adjusted heart rate; SOFA, score of sequential organ failure assessment score;; Vy/Kg, expired tidal volume divided by body weight; VFD, ventilator free days. All patients

included sepsis and mechanical ventilation groups.
2 For the comparison between sepsis group and MV group.
b Or the comparison between non survivors and survivors in sepsis group.
¢ For the comparison between non survivors and survivors in MV group.
4" For the comparison between non survivors and survivors in all patients.
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<0.001

0.08  0.003
0.768 0.629
0.388 0.169
0.737 0331

<0.001
0.962

pa

0.001

0.049 0.626
0.014 0312
0.001

ORCG
(n=28)
4 (3-5)

Non survivors
15 (4-29)

92 (33-286)
73 (17-86)
60 (39-74)

n=28)

28 (18-35)
60 (29-174)
79 (26-108)
52 (29-145)

Survivors

33)

Mechanical ventilation
All patients

27 (15-34)

60 (29-175)

78 (26-100)

54 (30-119)

(n

16)
80 (70-127)

Non survivors
149 (33-329)
174 (85-232)
156 (71-250)

n=

n=20)

31 (15-47)
173 (32-787)
114 (11-212)
130 (51-240)

Survivors

All patients
n=36)

62 (21-88)
165 (33-660)
144 (31-212)
150 (64-242)

Sepsis

22)

Non survivors
136 (36-282)
129 (53-208)
94 (60-238)

(n

70 (22-91)

n=47)

30 (15-35)
80 (30—200)
84 (16-138)
98 (45-226)

Survivors

69)
30 (17-70)

All patients
All patients
104 (32-240)
90 (26-191)
97 (50-226)

n=

(uM)

BALF NT (pmol/mg protein)

BALF MDA (nM)

X
b for the comparison between non survivors and survivors in sepsis group.

¢ for the comparison between non survivors and survivors in MV group.

4" comparison between non survivors and survivors in all patients.

2 for the comparison between sepsis group and MV group.
¢ for the comparison with ORCG.

Plasma NOy (uM)

BALF NO

ORCG, operating room control group; MV, mechanical ventilation group. Values are given as median, 25th and 75th percentiles. All patients included sepsis and mechanical ventilation groups.

Biochemical variables in relation to Intensive Care Unit mortality.

Table 3
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Fig. 2. BALF NO; (bronchoalveolar lavage fluid nitrite plus nitrate) according to Intensive
Care Unit mortality. MV, Mechanical ventilation; NS, non-survivors; S, survivors. *, p < .05
versus survivors in sepsis group. Shaded bars denote patients with sepsis.

compared to the MV group (Table 2). CVP and PAR were higher in the
SG than in MV group whereas arterial pH was lower in SG than in MV
group. Ventilator variables are shown in Table 1. PaO,/FIO, ratio was
lower in SG. Serum creatinine, PEEP and plateau pressure were higher
in SG compared to MV. PAR score was found to be elevated in non-sur-
vivors compared to survivors on the SG.

In the sepsis group we found bilateral infiltrates that were used for
lung injury score. Accordingly, they have 2 (1-3) chest radiographs
quadrants occupied.

3.3. Protein concentration in bronchoalveolar lavage fluid

BAL fluid protein concentration was 0.50 (0.17-1.28) mg/mLin sep-
sis patients versus 0.22 (0.07-1.16) mg/mL in mechanical ventilation

group.
3.4. Evaluation of nitrooxidative damage to the injured lung

Nitrite plus nitrate (NOy ) are end products of *NO and *NO-derived
oxidants such as ONOO™ that can be measured as surrogate markers in
the BALF. We found higher levels of NOy ™ in both groups of critical ill pa-
tients (SG and MV) than the control group (ORCG). Analysis of patients
admitted to the ICU revealed that the SG had higher BALF NO, levels
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Fig. 3. BALF 3-nitrotyrosine (bronchoalveolar lavage fluid 3-nitrotyrosine) according to
Intensive Care Unit mortality. MV, Mechanical ventilation; NS, non-survivors; S,
survivors. Shaded bars denote patients with sepsis.


Image of Fig. 2
Image of Fig. 3

J. Gorrasi et al. / Journal of Critical Care 51 (2019) 204-212 209

400+

300+

2004

BALF MDA (nM)

1004

Sepsis MV

Fig. 4. BALF MDA according to ICU mortality. MV, Mechanical ventilation; NS, non-
survivors; S, survivors. Shaded bars denote patients with sepsis.

than the MV group 62 (21-88) uM versus 27(15-34) puM respectively,
p<.001.Thisresultis in line with the expected increased on *NO produc-
tion observed during sepsis. Moreover, BALF NOy levels were higher in
septic non-survivors than in survivors, underscoring the association be-
tween nitrooxidative stress and the severity of the disease 80 (70-127)
UM versus 31(15-47) UM, respectively, p <.001; Table 3 and Fig. 2). *NO
is not a potent oxidant itself but in the presence of O,*~ will give rise to
ONOOT, a principal cause of nitroxidative damage. ONOO ™ derived rad-
icals such as *NO,, *OH and carbonate radical (CO3*™), can initiate lipid
peroxidation and nitration of protein bound and free tyrosine. We
therefore evaluated MDA and 3-nitrotyrosine in BALF to evaluated
lung nitroxidative damage.

3.5. Protein 3-nitrotyrosine in bronchoalveolar lavage fluid

Both study groups (SG and MV) showed evidence of protein nitra-
tion in BALF (Table 3). BALF 3-nitrotyrosine was higher in SG than in
MV group. There was no statistical difference between survivors and
non-survivors in any of the groups analyzed (Table 3 and Fig. 3). 3-
nitrotyrosine from ORCG was not available.

3.6. Malondialdehyde in bronchoalveolar lavage fluid

MDA in BALF was determined in SG and in MV group. Both sepsis
and MV groups shown evidence of lipid peroxidation (Table 3). BALF
MDA was higher in SG compared to MV. There was no difference on
MDA levels between survivors and non-survivors in both groups
(Table 3 and Fig. 4).

3.7. Clinical course of patients in sepsis group and nitroxidative stress

Regarding patients evolution in sepsis group we found that: 20 pa-
tients survived and 16 patients died, 9 of out 16 died with MOF and 7
of out 16 died with ARDS. Reasons of death were classified according
to the presence of organ failure or ARDS as main reason of death. We
found that in sepsis group 9 patients died with organ failure and 7 pa-
tients died with ARDS. Furthermore, although BALF NOx was high in

Table 4
Logistic Regression for ICU mortality.

Variable B E.T. Wald gl Sig. OR (95% C.L)

0.058 1.11 (099 - 1.24
0.0001 11.30 (2.95 - 43.21)
0.0001 0.036

APACHEIl  0.105 0.055  3.585
BALF NOx 2.424 0.685  12.531
Constant -3326 0913  13.270

—_

non survivors we found no difference in BALF NOy concentration. NOy
in BALF was 80 (70-142) puM in patients that die with organ failure
and 72 (56-90) uM in patients that die with ARDS, p = 0,408. Patients
that died with organ failure and patients that died with ARDS had
high levels of pulmonary NO;. Nevertheless, there were no differences
in lung NOj production between ARDS and organ failure patients.

In our study population high nitroxidative stress was not signifi-
cantly related to lung injury worsening. We use the Berlin definition
of ARDS (no ARDS, mild ARDS, moderate ARDS, and severe ARDS) to
characterize severity of lung involvement in sepsis group. Then we com-
pared the initial Berlin score with the last value of Berlin score obtained
in each septic patient. By comparing initial against last value of Berlin
definition severity, we classified patient evolution as improvement,
worsening or no change in Berlin definition severity status. We separate
them based on initial BALF NO levels (high or low). We found that in
patients with no change in Berlin status (n = 25) there were 14 and
11 patients with low and high levels of BALF NOy; in patients with im-
provement in Berlin status (n = 7) there were 5 and 2 patients with
low and high levels of BALF NOy; in patients with worsening in Berlin
status (n = 4) there were 1 and 3 patients with low and high levels of
BALF NOj; respectively. As a result no clear differences in nitroxidative
stress levels between Berlin severity status evolutions were observed.

3.8. Survival analysis according to BALF NOx™

ICU mortality was 32%, whereas ICU mortality was 44% in sepsis and
18% in mechanical ventilation without sepsis.

We performed survival analysis in all patients (sepsis plus mechan-
ical ventilation, n = 69) AUC for ROC analysis was 0.72 (95% CI: 0.57 to
0.87) for BALF NO;. We found that at the sensitivity of BALF “NOx in all
patients for ICU mortality was 73% (95% CI: 50% to 89%), the specificity
was 8% (95% Cl: 74% to 95%), the positive likelihood ratio was 6 (95%
CI: 3 to 13), the negative likelihood ratio was 0.31 (95% CI: 0.16 to
0.62), positive predictive value was 73% (95% Cl: 50% to 89%), negative
predictive value was 87% (95% CI: 74% to 95%). In the multivariate anal-
ysis after correcting for APACHE II, BALF NOx > 53 uM remained as signif-
icant prognostic variable (Table 4).

In sepsis patients AUC for ROC analysis was 0.84 (95% CI: 0.71 to
0.99) for BALF NOx. Septic patients with BALF NOy concentration equal
or higher than 53 pM had an ICU mortality of 79%, whereas patients
with BALF NO5 <53 puM had an ICU mortality of 6% (p < .05). At this cutoff
the sensitivity of BALF NOy in sepsis patients for ICU mortality was 87%
(95% CI: 62% to 98%), the specificity was 80% (95% Cl: 56% to 94%), the
positive likelihood ratio was 4 (95% CI: 2 to 11), the negative likelihood
ratio was 0.16 (95% CI: 0.04 to 0.58), positive predictive value was 78%
(95% CI: 52% to 93%), and negative predictive value was 89% (95% Cl:
65% to 98%).

3.9. Nitrite and nitrate in plasma

Nitrite plus nitrate (NOx ) concentration in plasma was determined
in SG (n = 36), MV group (n = 24) and ORCG patients. Plasma NOy on
both SG and MV groups were elevated when compared to ORCG (Table
3).Plasma NOy was higher in SG compared to MV. There were no differ-
ences in plasma NO, concentration between non-survivors and survi-
vors in any of the groups.

4. Discussion

In mechanically ventilated septic patients we observed very early
high nitroxidative stress production and a relationship between pulmo-
nary *NO-derived oxidants, and patient outcome. We found that
nitroxidative stress begins early before severe lung injury develops. Be-
sides, we found that early BALF NOxconcentration is elevated both in pa-
tients who get worse lung injury and in patients who did not get worse
lung injury. Patients that die with ARDS or with organ failure had
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elevated BALF NOx concentration; this was related to lung and whole-
body persistent nitroxidative stimulus. Sepsis-induced lung inflamma-
tion and injury are associated with overproduction of *NO in a pro-in-
flammatory environment such as the lungs, where an increase in
formation of reactive oxygen species, in particular O,*" is expected
[28]. sNO production and oxidative stress have been described in vari-
ous experimental animal models of sepsis [29] and acute lung injury/
ARDS [7]. In humans, increased pulmonary *NO production has been re-
ported during sepsis [30], severe sepsis [31], septic shock [32] and acute
respiratory distress syndrome [33]. An inflammatory and oxidative
mechanism triggered by cytokines has been proposed to explain the in-
creased lung and systemic *NO concentration in those patients [34]. Zhu
and colleges reported elevated NOy in pulmonary edema fluid from 34
patients with acute lung injury/ARDS (38% with sepsis) versus 20 pa-
tients with hydrostatic pulmonary edema. A persistent elevation on
BALF NOy in ARDS patients of multiple origins has been reported in pre-
vious work, in which BALF NOy_ levels were higher in non survivors
evaluated at days 7 and 21 [12]. We found that the increase on NOx
in the BALF occurs early in ventilated septic patients independent of
the presence of primary lung injury. We found a predictive value of
BALF NOy in a homogeneous population of septic patients.

Since mechanical ventilation can induce biotrauma, we could specu-
late that NOS activity would be elevated in sepsis and in mechanical
ventilation groups. Inflammatory stimulus from sepsis increases NOS
expression further, as a result nitrite and nitrate concentrations in
plasma and in BAL samples are higher in sepsis than in mechanical ven-
tilation group. Sepsis-induced lung NOS expression together inflamma-
tory cytokines have been described in the lungs of ARDS patients
following sepsis [18].

Oxidative stress is an imbalance between oxidants and antioxidants
on a cellular or individual level. The entire basis of the biomarker phe-
nomenon is the measurement of a compound that directly reflects cer-
tain biological events related to the pathogenesis of a disease, in the
case of MDA, lipid oxidation is the biological event. Several hypotheses
describing the formation of MDA in vivo have been proposed. The
mechanism is thought to involve formation of prostaglandin-like endo-
peroxides from polyunsaturated fatty acids with two or more double
bonds [35] or alternatively trough hydroperoxide formation and cleav-
age of polyunsaturated fatty acids [36]. Other minor sources exist such
as by-products of free radical formation. The use of the Thiobarbituric
acid assay to measure MDA can give confounding results due to the
lack of specificity in complex biological mixtures, as several products
other than MDA can yield adducts with similar optical properties. In
our study we used an HPLC based method with fluorescence detection,
which significantly improves the specificity of the MDA measurement
as previously reported [37]. MDA in BALF has been reported as a bio-
marker of increased lung oxidative injury and lipid peroxidation [38].
In our study we found that septic patients have higher MDA production
than the MV group. Lung nitroxidative stress during sepsis is demon-
strated by the augmented production of NOy, 3-nitrotyrosine and
MDA in the septic group. Although some degree of nitroxidative damage
was also observed in the MV group, we showed that the septic state it-
selfis a stronger inducer of - NO and its byproducts, which are associated
with patient outcome.

Disparities in mortality between SG and MV are due to organ failure.
In the SG, an increase on APACHE II, PAR score and BALF NO;~ was found
in ICU non-survivors. When we analyzed those variables in a multivar-
iate model that included BALF NOy as dichotomous variable, we found
that BALF NO, remained as a significant predictive variable for ICU
mortality. This finding reflects pulmonary high inflammatory state
that occurs in sepsis patients. We cannot elucidate if this is the expres-
sion of local production or if it is the result of systemic nitric oxide pro-
duction. Moreover, it does not imply causality since it is a lung
biomarker expression.

The combination of additional biomarkers may increase its predic-
tive accuracy. However, in the univariate analysis for mortality, BALF

nitrotyrosine, BALF malondialdehyde and plasma malondialdehyde
were not associated with poor prognosis in sepsis patients. In the ROC
analysis BALF NOx had an area under the curve for mortality of 0.82,
whereas nitrotryosine and malondialdehyde and plasma NOx were
close to the threshold of chance. Therefore, we included only BALF
NOy together with APACHE II score in the regression analysis. As we
pointed out above this is probably due to the small sample size of this
pilot study. From a pathophysiological point of view it is expected that
nitroxidative stress would be associated with elevated nitrotyrosine
(protein nitration) and MDA (lipidperoxidation). On the other hand, it
would be possible to have a type I error due to small sample size. To con-
firm that combination of biomarkers may increase predictive accuracy
we will need a population sample calculated for each biomarker in
order to avoid errors. The association of NOyand mortality should be an-
alyzed in a larger population sample, taken into account different pre-
dictive variables and related covariates.

Previous studies have shown that alveolar *NO and therefore, NOy
levels were higher in lung fluid than in plasma of patients with lung
edema [33]. In the present study the measured levels of NOx in lung
were lower in the BALF than in plasma. BALF was used as the source
for lung NOy determination and the procedure leads to a dilution factor
of ~ 100-fold [39]. Since we did not measure NOy_ in other regions we
could not argue that all BALF NOy measured is produced at the lung. In-
creased *NO production and/or derived oxidants in the lungs hampers
the clearance of pulmonary edema, inflammatory solutes and is accom-
panied by the presence of nitrated proteins [33].

BAL fluid protein concentration was 0.50 (0.17-1.28) mg/mL in sep-
sis versus 0.22 (0.07-1.16) mg/mL in mechanical ventilation, p non-sig-
nificant. Cederfur et al. reported that BALF protein concentration in
healthy subjects was 0.04 mg/mL [40]. In our study BALF protein con-
centration in both sepsis and mechanical ventilation was higher than
reported BALF protein concentration in normal subjects which is consis-
tent with pulmonary inflammatory response in both groups. It has been
reported that mechanical ventilation may induce a proinflammatory cy-
tokine release that triggers lung injury [41]. We did not measure other
specific proinflammatory markers that could add very important infor-
mation that links NO production with lung inflammation. Kobayashi et
al. reported high levels of NOS expression and NO derived products and
proinflammatory cytokines in BALF from ARDS patients following sepsis
[18].

There are limitations to this work. First, delayed analysis after sam-
pling time in relation with nitrotyrosine analysis might induce analyti-
cal pitfalls. Therefore, biological samples were frozen after collection
and analyzed quickly. Thus, the actual data was obtained right after
sample collection. Covalent Protein-Nitrotyrosine binding is stable
after sample collection. Analytical methods for nitrotyrosine detection
in biological samples have been reviewed. We used an immunochemi-
cal analysis for nitrotyrosine that could be semi-quantitative, this
method has been validated by our group and others [27]. Since we
used the same method for both groups there were no analytical bias.
We could speculate that absolute values of nitrotyrosine may be differ-
ent with other method, for example mass spectrometry-based. This bio-
chemical analytical issue is not discussed in this paper, but we recognize
that is still matter of debate, recently reviewed by our group [42]. Sec-
ond, nitrotyrosine and malondialdehyde in ORCG BALF was not mea-
sured. Ozaras et al. reported BALF MDA concentration of 6 nanomolar
in healthy control subjects measured with Richard et al. method [43].
Jafari et al. using the method of Ohkawa found 0.63 + 0.067 nmol/mg
protein concentration of MDA in BALF from healthy subjects [44,45].
On the other hand, De Andrade et al. reported ELISA measured Protein
nitrotyrosine levels in BALF from healthy subjects of 28 (26-33) pmol/
mg protein [46]. As a result we found higher levels of both nitrotyrosine
and MDA in BALF than normal values reported elsewhere. NOy values
were found to be higher than in previous studies [33]. This could be
due in part to the method used to analyze BALF NOy , which utilizes
the chemical reduction of nitrate to nitrite increasing the sensitivity of
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the Griess method. The values of NOyx found in the ORCG recapitulate
well to previous reports in control patients [33,39] where the formation
of ONOO™ is expected to be low. Third, the present clinical study was
performed in the ICU; the role of NOy at early stages of sepsis prior to
admission deserves further investigation. Since we did not measure bio-
markers of lung injury we could not assume that lung nitroxidative
stress is associated with lung injury. Fourth, similarly, the contribution
of neutrophil-derived myeloperoxidase in lung protein tyrosine nitra-
tion should be studied in future work. We used ELISA method for
nitrotyrosine determination, a method with low specificity due to
others mechanisms instead of peroxynitrite for protein nitration. We
consider our results to be preliminary and hypothesis generating. Fi-
nally, this pilot study is not a large sample size population study and
confounding factors that contribute to mortality, *®NO production and
oxidative stress could be concealed.

Nitroxidative stress following sepsis suggests that nitric oxide and
related oxidants and proinflammatory cytokines might play a pivotal
role in the pathogenesis of acute lung injury and be useful for monitor-
ing sepsis-related organ failure. If predictive value of lung nitroxidative
stress is confirmed in larger studies it may be useful at very early phases
of sepsis to assess prognosis. Biomarkers also have the potential to guide
ventilator management, and could be used to assess for ongoing venti-
lator-induced lung injury and to guide ventilator management in
order to minimize lung strain.

5. Conclusions

In summary, our findings support the conclusion that pulmonary
*NO production and *NO-derived oxidants are elevated very early before
severe lung develops in sepsis and in mechanically-ventilated patients.
Early NOy production is associated with ICU outcome in patients with
sepsis who received mechanical ventilation, reinforcing the pathophys-
iological deleterious effect of nitrooxidative stress in the lungs. Further
research about pulmonary nitrooxidative stress during early stages of
human sepsis is warranted.

Key messages

« Sepsis and mechanical ventilation in patients without severe lung in-
jury are associated with early lung nitric oxide overproduction leading
to nitroxidative stress

* BALF NOy at admission may be related to ICU mortality
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