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DESCRIPCION
Medicion y usos del estado oxidativo
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método de determinacion del estado oxidativo global de un fluido corporal o un tejido de
un paciente midiendo el potencial de oxidorreduccion (ORP) del fluido corporal o tejido. En particular, la invencién se
refiere a métodos para el diagnoéstico, la evaluacion y la monitorizacion de pacientes que han padecido un
traumatismo (tal como un traumatismo craneoencefalico), pacientes que se sospecha que estan gravemente
enfermos o que estan gravemente enfermos, pacientes que tienen una infeccion virica, y pacientes que se sospecha
que sufren un infarto de miocardio (IM) o que sufren un IM. La invencion también se refiere a métodos para la
evaluacion y la monitorizacion del rendimiento fisico de pacientes. La invencion se refiere, ademas, a métodos para
la evaluacién y la monitorizacién de productos sanguineos almacenados y de pacientes que recibiran dichos
productos.

Antecedentes

El estrés oxidativo es causado por una mayor produccion de especies reactivas del oxigeno y reactivas del nitrégeno
o una disminucién de la capacidad antioxidante protectora enddgena. El estrés oxidativo se ha relacionado con
diversas enfermedades y el envejecimiento, y se ha descubierto que se produce en todo tipo de enfermedades
graves. Véase, por ejemplo, Veglia et al., Biomarkers, 11(6): 562-573 (2006); Roth et al., Current Opinion in Clinical
Nutrition y Metabolic Care, 7: 161-168 (2004); patente de Estados Unidos N.° 5.290.519 y publicacion de patente de
Estados Unidos N.° 2005/0142613. Varias investigaciones han demostrado una estrecha asociacion entre el estado
oxidativo de un paciente gravemente enfermo y el desenlace clinico del paciente. Véase Roth et al., Current Opinion
in Clinical Nutrition and Metabolic Care, 7: 161-168 (2004).

El estrés oxidativo en pacientes ha sido evaluado midiendo diversos marcadores individuales. Véase, por ejemplo,
Veglia et al., Biomarkers, 11(6): 562-573 (2006); Roth et al., Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care,
7: 161-168 (2004); patente de Estados Unidos N.° 5.290.519 y publicacion de patente de Estados Unidos N.°
2005/0142613. Sin embargo, dichas mediciones a menudo no son fiables y proporcionan mediciones conflictivas y
variables del estado oxidativo de un paciente. Véase Veglia et al., Biomarkers, 11(6): 562-573 (2006); Roth et al.,
Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care, 7: 161-168 (2004). La medicién de multiples marcadores
que se usan a continuacién para proporcionar una puntuacion u otra valoracion del estado oxidativo global de un
paciente se ha desarrollado para superar los problemas del uso de mediciones de marcadores individuales. Véase
Veglia et al., Biomarkers, 11(6): 562-573 (2006); Roth et al., Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic Care,
7: 161-168 (2004). Aunque dichos enfoques son mas fiables y sensibles que las mediciones de un marcador
individual, son complejos y requieren tiempo. Por lo tanto, existe una necesidad de un método mas sencillo y mas
rapido para medir de forma fiable el estado oxidativo global de un paciente.

Los siguientes documentos adicionales pueden ser utiles para entender la presente divulgacion.

Lemineur T. et al.: "Biomarkers of oxidative stress in critically ill patients; what should be measured, when and
now? "Curr. Opin. Clin. Nutr. Metabol. Care, vol. 9. N.° 6, noviembre de 2006, paginas 704-710 describen el
estrés oxidativo en pacientes gravemente enfermos con una reaccion inflamatoria intensa, para valorar la posible
implicacion de lesiones oxidativas en sistemas y érganos que frecuentemente fallan en los gravemente enfermos,
y confirmando de este modo un papel importante para un mayor estrés oxidativo en las disfunciones agudas de
los aparatos respiratorio, renal y cerebral.

Rael L.T. et al.: "Oxidation-reduction potential and paraoxonase-arylesterase activity in trauma patients" Biochem.
BioPhys. Res. Comm., vol 361, n.° 2, 21 de septiembre de 2007, paginas 561-565 describe que la cantidad de
estrés oxidativo en pacientes con traumatismo grave se basa habitualmente en diversos parametros individuales
tales como antioxidantes totales y peroxidacion lipidica. Se describen mediciones sucesivas del potencial de
oxidorreduccion (ORP) en plasma en pacientes con traumatismo grave como un medio sencillo de valoracion del
estrés oxidativo global.

Vollaard N.B.J. et al.: "Exercise-induced oxidative stress; myths, realities and physiological relevance. "Sports
Med., vol 35, n.° 12, 2005, paginas 1045-1062 describe la generacion aumentada de radicales libres que
acompafa al ejercicio, dando como resultado un grado medible de modificacion oxidativa a diversas moléculas e
investiga la importancia de las modificaciones oxidativas inducidas por el ejercicio y si éstas inducen dafio
oxidativo perjudicial, o son una parte integrante de la regulacién redox.

Barr-Or D. et al.: "Heterogeneity and oxidation status of commercial human albumin preparations in clinical use
"Crit. Care Med., vol 33, no. 7, 1 de julio de 2005, paginas 1638-1641 describe e investiga el uso de albumina de
suero humano para el tratamiento de choque, restauracion aguda del volumen sanguineo, y en hipoalbuminemia.
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El documento US2004238641 desvela un aparato de atencién sanitaria, que comprende: una unidad de
medicion; una unidad de entrada; y una unidad de calculo del indice de salud. La unidad de medicién mide un
potencial de oxidacidon/reduccién de un cuerpo de una persona, y dicha unidad de entrada introduce al menos
uno de informacién sobre un organismo vivo diferente de dicho potencial de oxidacion/reduccion del cuerpo.
Ademas, dicha unidad de calculo del indice de salud calcula un indice de salud para valorar un estado de salud,
basandose en dicho potencial de oxidacién/reduccion del cuerpo y dicha informacién sobre un organismo vivo

Rao S.K. et al.: Redox potential measurements of plasma in patients undergoing coronary artery bypass graft and
its clinical significance", J. Pharmacol. Toxicol. Meth., vol 38, n.° 3, noviembre de 1997, paginas 151-156,
describen la determinacion de los potenciales redox aparentes (En) de plasma como un marcador de lesion
oxidante durante revascularizacion coronaria (CABG) y su importancia clinica.

Sumario de la invencién

Un aspecto de la invencion se refiere a un método de diagnoéstico, evaluacion o monitorizacion de un paciente que
ha padecido un traumatismo seleccionado entre el grupo que consiste en un traumatismo craneoencefalico, un
traumatismo contuso, una fractura 6sea y una quemadura, que comprende las siguientes etapas:

medir el potencial de oxidorreduccion (ORP) de una muestra de fluido corporal del paciente,
seleccionada entre suero o plasma;
y realizar una o ambas de las siguientes etapas:

determinar si el ORP es significativamente diferente del ORP del mismo fluido corporal de pacientes
normales; y/o

si el ORP del fluido corporal del paciente se ha medido al menos una vez antes de la medicion actual,
determinar si el ORP ha aumentado o disminuido en comparacion con la medicién o mediciones anteriores.

En algunas realizaciones, el ORP se monitoriza para determinar la eficacia de un tratamiento del paciente.

En algunas realizaciones, el ORP se monitoriza para determinar si el estado del paciente estd mejorando o
empeorando.

En algunas realizaciones, el ORP se mide una o varias veces al dia.
En algunas realizaciones, el traumatismo es un traumatismo craneoencefalico.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de diagnéstico, evaluacién o monitorizacion de un paciente que
se sospecha que estd gravemente enfermo o de evaluaciéon o monitorizacion de un paciente al que se le ha
diagnosticado que esta gravemente enfermo, comprendiendo el método las siguientes etapas:

medir el potencial de oxidorreduccion (ORP) de una muestra de fluido corporal del paciente seleccionada entre
suero o plasma; y
realizar una o ambas de las siguientes etapas:

determinar si el ORP es significativamente diferente del ORP del mismo fluido corporal de pacientes
normales; y/o si el ORP del fluido corporal del paciente se ha medido al menos una vez antes de la medicion
actual, determinar si el ORP ha aumentado o disminuido en comparaciéon con la medicion o mediciones
anteriores.

En algunas realizaciones, el ORP se usa como parte de una evaluacion para determinar si el paciente esta o no
gravemente enfermo.

En algunas realizaciones, el ORP se monitoriza para determinar la eficacia de un tratamiento del paciente.

En algunas realizaciones, el ORP se monitoriza para determinar si el estado del paciente estd mejorando o
empeorando.

En algunas realizaciones, el ORP se mide una o varias veces al dia.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de diagnoéstico, evaluacién o monitorizacion de un paciente que
se sospecha que sufre un infarto de miocardio o de evaluacién o monitorizacién de un paciente al que se le ha
diagnosticado que sufre un infarto de miocardio, comprendiendo el método las siguientes etapas:

medir el potencial de oxidorreduccion (ORP) de una muestra de fluido corporal del paciente seleccionada entre
suero o plasma; y
realizar una o ambas de las siguientes etapas:
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determinar si el ORP es significativamente diferente del ORP del mismo fluido corporal de pacientes
normales; y/o

si el ORP del fluido corporal del paciente se ha medido al menos una vez antes de la medicién actual,
determinar si el ORP ha aumentado o disminuido en comparacion con la medicién o mediciones anteriores.

En algunas realizaciones, el ORP se usa como parte de una evaluacion para determinar si el paciente esta sufriendo
o no un infarto de miocardio.

En algunas realizaciones, el ORP se monitoriza para determinar la eficacia de un tratamiento del paciente.
En algunas realizaciones, el ORP se mide una o varias veces al dia.
Breve descripcion de la invencion

La presente invencion proporciona un método de determinacion del estado oxidativo global de un fluido corporal de
un paciente midiendo el potencial de oxidorreduccion (ORP) del fluido corporal. Se ha descubierto que el método es
util en el diagndstico, la evaluacién y la monitorizacion de pacientes que han padecido un traumatismo (tales como
un traumatismo craneoencefalico), pacientes que se sospecha que estan gravemente enfermos o a los que se les ha
diagnosticado que estan gravemente enfermos, and pacientes que se sospecha que sufren un infarto de miocardio
(IM) o a los que se les ha diagnosticado que sufren un IM.

Descripcion detallada de las
Realizaciones preferidas actualmente de la invencién

Tal como se usa en el presente documento, "paciente” significa un mamifero, tal como un perro, gato, caballo, vaca
o ser humano. De la forma mas preferente, el paciente es un ser humano.

Los fluidos corporales adecuados incluyen plasma o suero.

Para traumatismos craneoencefalicos, el fluido corporal es, de la forma mas preferente, plasma. En casos diferentes
de traumatismos craneoencefalicos, el fluido corporal es, de la forma mas preferente, plasma.

Tal como se usa en el presente documento, "normal," "paciente normal" o "control" significa un mamifero de la
misma especie que el paciente (por ejemplo, el normal sera un ser humano cuando el paciente es un ser humano), y
que no padece ninguna enfermedad. Dado que el ORP aumenta con la edad, los normales deben ser de la misma
edad o intervalo de edad que el o los pacientes que son ensayados.

Un sistema de oxidorreduccion, o sistema redox, implica la transferencia de electrones desde un reductor a un
oxidante de acuerdo con la siguiente ecuacion:

oxidante + n®” < reductor (1)

donde ne es igual al nimero de electrones transferidos. En equilibrio, el potencial redox (E), o potencial de
oxidorreduccién (ORP), se calcula de acuerdo con la ecuacion de Nernst-Peters:

E(ORP) = E, - RT/nF In [reductor]/[oxidante] (2)

donde R (constante de los gases), T (temperatura en grados Kelvin) y F (constante de Faraday) son constantes. E,
es el potencial estandar de un sistema redox medido con respecto a un electrodo de hidrogeno, al que se le asigna
arbitrariamente un E, de 0 voltios, y n es el numero de electrones transferidos. Por lo tanto, el ORP depende de las
concentraciones totales de reductores y oxidantes, y el ORP es una medida integrada del equilibrio entre oxidantes y
reductores totales en un sistema particular. Por lo tanto, el ORP proporciona una medicién del estado oxidativo
global de un fluido corporal o tejido de un paciente.

Una medicion del ORP que es significativamente mayor que el de normales indicara la presencia de estrés oxidativo.
El estrés oxidativo se ha relacionado con muchas enfermedades, y se ha descubierto que se produce en todos los
tipos de enfermedades graves. Por consiguiente, un nivel de ORP significativamente mayor que el de los normales
indica la presencia de una enfermedad y quizas una enfermedad grave. Una medicién del ORP que es igual o menor
que la de los normales indica la ausencia de estrés oxidativo y la ausencia de una enfermedad o enfermedad grave.
Por lo tanto, el nivel de ORP de un paciente puede ser usado por un médico o veterinario como ayuda en para
diagnosticar o descartar la presencia de una enfermedad, particularmente una enfermedad grave. Se pueden usar
mediciones secuenciales de ORP a lo largo del tiempo para monitorizar la evolucion de una enfermedad y la eficacia
o falta de eficacia del tratamiento de la enfermedad. Si el ORP de un paciente no disminuye después del tratamiento,
0 especialmente si aumenta a pesar del tratamiento, esto puede indicar un mal prondstico y la necesidad de
tratamientos mas agresivos y/o adicionales y/o diferentes. En el caso de una medicion realizada por un paciente, tal
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como un paciente que experimenta sintomas de infarto de miocardio, el nivel de ORP puede indicar la necesidad de
que el paciente acuda a un médico o que pase inmediatamente a una sala de urgencias para tratamiento.

El ORP de un fluido corporal puede medirse facilmente poniendo en contacto un electrodo de ORP o redox con el
fluido corporal o tejido. Dichos electrodos estan disponibles en el mercado de, por ejemplo, Microelectrodes, Inc.,
Bedford, NH. Dichos electrodos pueden adolecer de variabilidad de un dia a otro, y sera necesario el uso de
patrones de referencia. Los patrones de referencia adecuados incluyen quinhidrona saturada a varios pH. El
electrodo se conecta a un medidor que proporciona una lectura del ORP en milivoltios y, opcionalmente, otros
parametros, tales como pH y temperatura. Dichos medidores estan disponibles en el mercado de, por ejemplo,
Hanna Instruments, Woonsocket, RI.

Se ha descubierto que el método de la invencién es util en el diagndstico, la evaluacion y la monitorizacion de
pacientes que estan padeciendo, o que se sospecha que padecen, ciertas enfermedades. El ORP puede usarse, en
combinacién con los antecedentes médicos, sintomas y resultados de otros ensayos, como una ayuda para
diagnosticar, evaluar y monitorizar estas enfermedades y tratamientos de las mismas. En particular, un ORP normal
puede ser Util para descartar la presencia de una enfermedad, particularmente una enfermedad grave, y para
ahorrar recursos médicos que, en caso contrario, se destinarian a tratar pacientes innecesariamente. Ademas, un
ORP significativamente alto (que indica estrés oxidativo) puede usarse para identificar aquellos pacientes que
necesitan tratamiento inmediato o mas agresivo de su enfermedad y/o tratamiento para reducir el estrés oxidativo.

Un ORP que es significativamente alto en comparacion con los normales puede indicar la necesidad o deseabilidad
de realizar ensayos para uno o mas marcadores individuales de estrés oxidativo para entender mejor la razén o
fuente de, y por lo tanto el mejor tratamiento para, el estrés oxidativo o la enfermedad. Por lo tanto, la invencion
también incluye el uso de ORP en combinaciéon con ensayos para uno o mas marcadores individuales de estrés
oxidativo (denominados colectivamente en el presente documento un "panel de ensayos de estrés oxidativo").
Dichos marcadores de estrés oxidativo y métodos de medicion de los mismos se conocen. Véase, por ejemplo,
Veglia, et al., Biomarkers, 11(6): 562-573 (2006); Rana et al., Mol. Cell Biochem., 291: 161-166 (2006); Roth et al.,
Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care, 7: 161-168 (2004); Horton, Toxicology, 189: 75-88 (2003); Winterbourn et al.,
Crit. Care Med., 28: 143-149 (2000); Ghiselli et al., Free Radic. Biol. Med., 29(11): 1106-1114 (2000); Rice-Evans,
Free Radic. Res., 33 Supl.: S59-S66 (2000); Prior and Cao, Free Radic. Biol. Med., 27(11-12): 1173-1181 (1999);
Galley et al., Crit. Care Med., 24: 1649-53 (1996); Goode et al., Crit. Care Med., 23: 646-651 (1995).

La lesion por traumatismo es una causa principal de muerte e incapacidad para todos los grupos de edad por debajo
de 60 afios de edad. En los Estados Unidos, las lesiones por traumatismo suponen mas de 160.000 muertes cada
afo y millones de lesiones que permiten mayor supervivencia. Para muchas personas, la lesion causa dolor e
incomodidad temporales. Para otras, la lesién provoca sufrimiento, incapacidad, dolor crénico y un profundo cambio
de la calidad de vida, incluyendo consecuencias econémicas sustanciales. Los costes econémicos de las lesiones
por traumatismo incluyen los costes asociados con el tratamiento médico asi como costes en productividad perdida.
Solo en el 2000, los 50 millones de lesiones que requirieron tratamiento médico costaron, en Ultima instancia, 406
mil millones de dodlares. Esto incluye estimaciones de 80,2 mil millones de dodlares en costes de atencion médica
medical y 326 mil millones de ddlares en pérdidas de productividad.

Se ha descubierto que el método de la presente invencion es util en el diagndstico, la evaluacion y la monitorizacion
de pacientes que han padecido un traumatismo. Tal como se usa en el presente documento, "traumatismo" se
refiere a una lesion fisica de cualquier parte del cuerpo de un paciente o a multiples partes del cuerpo de un
paciente. Las lesiones por traumatismo incluyen traumatismos craneoencefalicos, lesiones internas, traumatismos
contusos, traumatismo mudltiple, fracturas éseas y quemaduras.

La presente invencion proporciona un medio para la determinacién y la monitorizacion del estado oxidativo de
pacientes con traumatismo y proporciona a los médicos y veterinarios informacion en tiempo real para guiar el
tratamiento y la atencién de traumatismos. En particular, la existencia y el grado de estrés oxidativo en pacientes con
traumatismo pueden determinarse y monitorizarse. Por ejemplo, un nivel de ORP que es estadisticamente igual que,
0 menor que, el de los normales en el momento de la primera exploracién de un paciente con traumatismo (por
ejemplo, por un paramédico in situ o por un médico en una sala de urgencias) indica que el estrés oxidativo no esta
presente y que el paciente puede no necesitar tratamiento agresivo o ni tan siquiera puede necesitar ser ingresado
en un hospital. De esta manera, se pueden ahorrar recursos médicos y rebajar costes. Por otro lado, un nivel de
ORP significativamente mayor que el de los normales en el momento de la primera exploracion de un paciente con
traumatismo indica la presencia de estrés oxidativo y la necesidad de tratamiento inmediato del paciente y de
monitorizacion continua del ORP del paciente. Cuanto mayor sea el nivel de ORP, mayor sera el nivel de estrés
oxidativo, y mayor sera la necesidad de tratamiento agresivo del paciente. Un nivel de ORP que disminuye con el
tratamiento indica que el paciente esta mejorando y que el tratamiento esta funcionando. Un nivel de ORP que
aumenta a pesar del tratamiento indica que el paciente esta empeorando y que es necesario un tratamiento mas
agresivo, tratamiento adicional y/o un tratamiento diferente. Un nivel de ORP que ha disminuido hasta el punto en el
que ya no es significativamente mas alto que el de los normales indica que el paciente puede recibir el alta
hospitalaria. Por supuesto, el nivel de ORP es solamente un parametro de diagndstico, y debe usarse en
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combinacién con otros sintomas, resultados de una exploracion fisica, antecedentes médicos, y los resultados de
otros ensayos de laboratorio, para determinar el tratamiento apropiado para un paciente con traumatismo.

La presente divulgacion describe ademas el diagnéstico, la evaluacion y la monitorizacion de pacientes que
presentan una infeccidon virica. Las infecciones viricas incluyen infecciones causadas por el virus de la
inmunodeficiencia humana, el virus de la encefalitis, virus de la hepatitis, virus de la gripe, el virus de la neumonia y
otros virus que causan enfermedades viricas graves.

En un paciente que padece una enfermedad virica, un nivel de ORP que es estadisticamente igual que, o menor
que, el de los normales en el momento de la exploracion de dicho paciente indica que el estrés oxidativo no esta
presente y que el paciente puede necesitar solamente tratamientos estandar. Por otro lado, un nivel de ORP
significativamente mayor que el de los normales en el momento de una exploracién de un paciente indica la
presencia de estrés oxidativo y la necesidad de tratamiento mas agresivo del paciente, incluyendo posiblemente
ingreso en el hospital, y de monitorizacion continua del ORP del paciente. Cuanto mayor sea el nivel de ORP, mayor
sera el nivel de estrés oxidativo, y mayor sera la necesidad de tratamiento agresivo del paciente. Un nivel de ORP
que disminuye con el tratamiento indica que el paciente esta mejorando y que el tratamiento esta funcionando. Un
nivel de ORP que aumenta a pesar del tratamiento indica que el paciente esta empeorando y que es necesario un
tratamiento mas agresivo, tratamiento adicional y/o un tratamiento diferente. Un nivel de ORP que ha disminuido
hasta el punto en el que ya no es significativamente mas alto que el de los normales indica que el tratamiento
agresivo del paciente puede interrumpirse, incluyendo el alta hospitalaria del paciente. Por supuesto, el nivel de ORP
es solamente un parametro de diagndstico, y debe usarse en combinacion con otros sintomas, resultados de una
exploracion fisica, antecedentes médicos, y los resultados de otros ensayos de laboratorio, para determinar el
tratamiento apropiado para un paciente que presentas una infeccion virica.

Cada afio en los Estados Unidos, aproximadamente 6-8 millones de personas se presentan en la sala de urgencias
(SU) de un hospital con dolor toracico u otros sintomas cardiacos (por ejemplo, respiracion entrecortada y dolor u
hormigueo en el brazo izquierdo). Desafortunadamente, aproximadamente el 2-5 % de los 3-4 millones que son
enviados a casa desde la SU reciben un diagnostico erroneo. Los errores de diagnostico de dolor toracico son la
causa principal de las indemnizaciones por mala praxis de medicina de urgencias. De los otros 3-4 millones que son
hospitalizados, aproximadamente el 60-75 % no padecen una cardiopatia. El coste minimo para cada paciente
hospitalizado es de 3.000-5.000 ddlares, lo que significa que mas de 6 millones de ddlares en atencion sanitaria son
malgastados cada afio debido a estas hospitalizaciones innecesarias. Con un electrocardiograma (ECG) no
diagnéstico, no existen biomarcadores tempranos fiables. Los niveles de troponina | o troponina T no son fiables
durante las primeras 6-24 horas después de la aparicion de los sintomas debido a baja sensibilidad, y las
isoenzimas de creatina quinasa (CK-MB) y la mioglobina no son especificas cardiacas. Seria altamente deseable
contar con un resultado de ensayo de laboratorio que pudiera ayudar en el diagndstico de infarto de miocardio o
descartarlo.

El método de la invencion proporciona dicho resultado de ensayo y se ha descubierto que es util en el diagnéstico, la
evaluacion y la monitorizacién de pacientes que se sospecha que sufren un infarto de miocardio (IM). EI método de
la presente invencién es particularmente para el diagndstico temprano de IM. Por "diagnéstico temprano” se
entiende valorar la presencia o ausencia de IM durante las primeras pocas horas (menos de 24 horas,
especialmente menos de 12 horas) después de la aparicion de sintomas indicativos de |M, tales como dolor toracico,
respiracion entrecortada y dolor u hormigueo en el brazo izquierdo. También se ha descubierto que el método de la
invencion es util en la evaluacion y monitorizaciéon de pacientes a los que se les ha diagnosticado un IM.

En particular, la existencia y el grado de estrés oxidativo en pacientes que se presentan con sintomas de IM puede
determinarse y monitorizarse de acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, un nivel de ORP que es
estadisticamente igual que, o menor que, el de los normales en el momento de la primera exploracion de un
paciente que se sospecha que sufre un IM (por ejemplo, por un paramédico in situ o por un médico en una sala de
urgencias) indica que el estrés oxidativo no esta presente y que el paciente no esta sufriendo un IM. En tal caso, el
paciente puede no necesitar tratamiento y puede no necesitar que lo mantengan en una SU o lo ingresen en el
hospital. De esta manera, pueden ahorrarse recursos médicos y rebajarse costes. Por otro lado, un nivel de ORP
significativamente mayor que el de los normales en el momento de la primera exploracion de un paciente del que se
sospecha que sufre un IM indica la presencia de estrés oxidativo y que el paciente puede estar sufriendo un IM.
Dicho nivel de ORP indica la necesidad de tratamiento inmediato del paciente y monitorizacion continua del ORP del
paciente. Cuanto mayor sea el nivel de ORP, mayor sera el nivel de estrés oxidativo, y mayor sera la necesidad de
tratamiento agresivo del paciente. Un nivel de ORP que disminuye con el tratamiento indica que el paciente esta
mejorando y que el tratamiento esta funcionando. Un nivel de ORP que aumenta a pesar del tratamiento indica que
el paciente estd empeorando y que es necesario un tratamiento mas agresivo, tratamiento adicional y/o un
tratamiento diferente. Un nivel de ORP que ha disminuido hasta el punto en el que ya no es significativamente mas
alto que el de los normales indica que el paciente puede recibir el alta hospitalaria. Por supuesto, el nivel de ORP es
solamente un parametro de diagnoéstico, y debe usarse en combinacion con otros sintomas, resultados de una
exploracion fisica, antecedentes médicos y los resultados de otros ensayos de laboratorio, para determinar el
tratamiento apropiado para un paciente que se sospecha que sufre un IM o un paciente al que se le ha
diagnosticado que realmente sufre un IM.
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También se ha descubierto que el método de la invencion es util en el diagndstico, la evaluacion y la monitorizacion
de pacientes que se sospecha que estan gravemente enfermos y la evaluacion y la monitorizacion de pacientes que
se ha descubierto que estan gravemente enfermos. Es bien conocido que la presencia de estrés oxidativo en
pacientes gravemente enfermos esta correlacionada positivamente con desenlaces clinicos malos. Véase Roth et
al., Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care, 7: 161-168 (2004). Por consiguiente, el ORP de pacientes que estan, que se
sospecha que estan, o que es probable que se vuelvan, gravemente enfermos debe monitorizarse. Un nivel de ORP
de un paciente que es estadisticamente igual que, o menor que, el de los normales indica que el estrés oxidativo no
esta presente y que el paciente no esta gravemente enfermo. Dicho nivel de ORP indica que no es necesario
tratamiento agresivo del paciente. Un nivel de ORP que es significativamente mayor que el de los normales indica la
presencia de estrés oxidativo y que el paciente esta gravemente enfermo. Dicho nivel de ORP indica la necesidad de
tratamiento agresivo del paciente y de monitorizacién continua del ORP del paciente. Cuanto mayor sea el nivel de
ORP, mayor sera el nivel de estrés oxidativo, y mayor sera la necesidad de tratamiento agresivo del paciente. Un
nivel de ORP que disminuye con el tratamiento indica que el paciente estda mejorando y que el tratamiento esta
funcionando. Un nivel de ORP que aumenta a pesar del tratamiento indica que el paciente estd empeorando y que
es necesario un tratamiento mas agresivo, tratamiento adicional y/o un tratamiento diferente. Un nivel de ORP que
ha disminuido hasta el punto en el que ya no es significativamente mas alto que el de los normales indica que el
paciente ya no esta gravemente enfermo y puede recibir el alta hospitalaria. Por supuesto, el nivel de ORP es
solamente un parametro de diagnoéstico, y debe usarse en combinacion con otros sintomas, resultados de una
exploracion fisica, antecedentes médicos, y los resultados de otros ensayos de laboratorio, para determinar el
tratamiento apropiado para un paciente.

El uso de productos sanguineos almacenados en bancos es una practica comun empleada por la comunidad médica
en todo el mundo por razones beneficiosas obvias. Sin embargo, existe un riesgo de efectos secundarios adversos a
partir de la transfusion de productos sanguineos al interior de pacientes, incluyendo el posible desarrollo de lesion
pulmonar aguda postransfusional (TRALI), fallo multiorganico (MOF), y sindrome de dificultad respiratoria aguda
(ARDS). Brittingham et al., J. Am. Med. Assoc., 165: 819-825 (1957); Sauaia et al., Arch. Surg., 129: 39-45 (1994);
Miller et al., Am. Surg., 68: 845-850 (2002). Seria deseable contar con un medio para evitar o reducir estos efectos
secundarios.

La presente divulgacién describe, ademas, la monitorizacion y la evaluacion de productos sanguineos almacenados
(en bancos). Los productos sanguineos que pueden monitorizarse y evaluarse incluyen sangre completa, glébulos
rojos concentrados, plaquetas y plasma recién congelado. En particular, se ha descubierto que el ORP de productos
sanguineos almacenados aumenta con el tiempo de almacenamiento. Por ejemplo, los glébulos rojos concentrados
tienen un ORP aumentado significativamente el dia 42 en comparacion con el dia 1. Un ORP aumentado indica un
nivel aumentado de oxidantes en el producto sanguineo, y el nivel aumentado de oxidantes puede contribuir al
desarrollo de efectos secundarios en pacientes que reciben el producto sanguineo, dado que se esperaria que la
transfusion de dicho producto sanguineo aumente el nivel de oxidantes y el estrés oxidativo en el paciente.

La presente divulgacion describe, ademas, la monitorizacion y la evaluacién de pacientes que recibiran productos
sanguineos almacenados. En particular, un nivel de ORP en dicho paciente que es significativamente mayor que el
de los normales indica la presencia de estrés oxidativo, y dicho paciente no debe recibir una transfusién o debe
recibir una transfusiéon con productos sanguineos que contienen niveles mas bajos de especies oxidantes (es decir,
un producto sanguineo que tiene un nivel de ORP mas bajo, preferentemente igual que el de un producto sanguineo
fresco). El nivel de ORP de un producto sanguineo puede ser menos critico para pacientes que tienen un nivel de
ORP que es estadisticamente igual que, o menor que, el de los normales, dado que dicho nivel indica que el estrés
oxidativo no esta presente. Determinar el estado oxidativo del paciente y del producto sanguineo debe dar como
resultado una disminucion de efectos secundarios relacionados con la transfusion.

El ejercicio esta asociado con un metabolismo aerobio y/o anaerobio potenciado que da como resultado una mayor
formacion de especies reactivas del oxigeno (ERO). El ejercicio extenuante, el exceso de ejercicio y el
sobreentrenamiento generan ERO a un nivel que puede abrumar los sistemas de defensa antioxidante. Véase Sen,
Sports Med., 31: 891-908 (2001); Margonis et al., Free Radical Biol. Med., 43(6): 901-910 (15 de septiembre de
2007); Gomez-Cabrera et al., Free Radical Biol. Med., 44(2): 126-131 (2008); Radak et al., Ageing Res. Rev., 7(1):
34-42 (2008). El resultado es estrés oxidativo, y el estrés oxidativo puede causar extenso dafio molecular, celular y
tisular. Un posible desenlace clinico es el dafio oxidativo a tejidos musculares. Prevenir o reducir el dafio al tejido
muscular durante el entrenamiento fisico debe ayudar a optimizar el efecto del entrenamiento y el eventual
rendimiento. El ejercicio regular de intensidad y duracion moderadas, aunque genera ERO, también induce una
mejora de las enzimas y proteinas antioxidantes naturales y la regulacion positiva de sistemas de defensa
antioxidante. Véase Ji, Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 222: 283-292 (1999); Rahnama et al., J. Sports Med Phys.
Fitness, 47: 119-123 (2007); Gomez-Cabrera et al., Free Radical Biol. Med., 44(2): 126-131 (2008); Ji, Free Radical
Biol. Med., 44: 142-152 (2008); Radak et al., Ageing Res. Rev., 7(1): 34-42 (2008). Estas adaptaciones dan como
resultado una menor exposicion oxidativa al cuerpo y el mantenimiento de la homeostasis oxidante-antioxidante.
Ademas, parece que la modulacion inducida por el ejercicio del estado redox es un medio importante mediante el
cual el ejercicio beneficia al organismo, aumentado la resistencia contra, y facilitando la recuperacion de, estrés
oxidativo. Radak et al., Appl. Physiol. Nutr. Metab., 32: 942-946 (2007); Radak et al., Free Radical Bil. Med., 44: 153-
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159 (2008). A partir de lo anterior, puede verse que los beneficios maximos del ejercicio pueden alcanzarse a partir
de un ejercicio que no causa estrés oxidativo, y que el ejercicio que causa estrés oxidativo debe evitarse, cuando
sea posible.

La presente divulgacion describe, ademas, la monitorizacion y la evaluacion del rendimiento fisico en pacientes. Se
mide el ORP de pacientes antes y después, antes y durante, o antes, durante y después del ejercicio. Un nivel de
ORP de un paciente durante o después del ejercicio que es estadisticamente igual que, o menor que, el del paciente
antes del ejercicio indica que el estrés oxidativo no esta presente. Dicho nivel de ORP indica que no es necesario
cambiar el ejercicio. Un nivel de ORP de un paciente durante o después del ejercicio que es significativamente
mayor que el del paciente antes del ejercicio indica la presencia de estrés oxidativo. Dicho nivel de ORP indica que
el ejercicio puede estar causando dafio y debe cambiarse de alguna manera, tal como cambiando la frecuencia del
ejercicio, la duracion del ejercicio o incluso el tipo de ejercicio. Tal como puede verse, la monitorizacion del ORP de
un paciente puede dar como resultado el disefio de un programa de ejercicio 6ptimo para el paciente, de modo que
el paciente pueda conseguir sus metas de bienestar fisico deseadas sin experimentar los efectos adversos y el dafio
causados por el estrés oxidativo.

Ejemplos

EJEMPLO 1: Diagndstico de infarto agudo de miocardio

Se recogié sangre completa de sujetos normales y pacientes con infarto agudo de miocardio (IAM) mediante
venopuncion usando un Vacutainer™ que contiene heparina sédica (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.
UU.). El plasma se dividi6 en alicuotas en cantidades de 1 ml y se almacené a -80 °C para uso futuro.

Las mediciones del potencial de oxidorreduccion (ORP) se registraron usando un micro Electrodo Redox MI-800/410
cm de combinacion de Pt/AgCl (Microelectrodes, Inc., Bedford, NH, EE. UU.) conectado a un medidor de mesa de
pH/mV/temperatura HI4222 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.). El electrodo se sumergié en una
muestra de plasma, y se registré una lectura de ORP en situacion de equilibrio en milivoltios (mV).

Los resultados se presentan en la tabla 1 a continuacion. Los datos se analizaron usando prueba t de Student de
dos colas suponiendo varianzas no uniformes. Tal como puede verse a partir de la tabla 1, el ORP de los plasmas
de pacientes con IAM era significativamente diferente del de los plasmas de los normales. Por lo tanto, una medicion
del ORP del plasma puede usarse como ayuda para distinguir pacientes que estan experimentando realmente un
IAM de aquellos cuyos sintomas similares a IAM son debido a otra causa.

TABLA 1

Plasmas de IAM

N.° de muestra ORP
GR-358 -24,5
GR-379 -30,5
GR-397 -34,0
GR-1266-05 -15,0
GR-1328 -4.1
GR-1435-02 -11,7
Media: -20,0
SD: 11,6
Normal Plasmas

N.° de muestra ORP
GR-1347-02 -41,7
GR-1425 -65,3
GR-1426 -52,6
GR-1427 -52,7
GR-1428 -59,2
GR-1429 -55,3
GR-1430 -53,2
GR-1431 -58,4
GR-1432 -30,6




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2627 188 T3

Normal Plasmas

N.° de muestra ORP
GR-1433 -50,9
Media: -52,0
SD: 9,7
Comparacion de muestras de IAM con muestras normales

Valor p 0,0003

EJEMPLO 2: Monitorizacion e identificacién de pacientes con traumatismo gravemente enfermos

El potencial de oxidorreduccién (ORP) en un sistema bioldgico es una medida integrada del equilibrio entre los
componentes pro- y antioxidantes totales del sistema. En el plasma, muchos constituyentes contribuyen al ORP. Las
especies reactivas del oxigeno (ERO), tales como el ion superoxido, radical hidroxilo, peroxido de hidrégeno, 6xido
nitrico, peroxinitrito, iones de metales de transicion, y acido hipocloroso, contribuyen al potencial oxidativo. Los
antioxidantes del plasma incluyen tioles, vitamina C, tocoferol, B-caroteno, licopeno, acido urico, bilirrubina, y
flavinoides. Enzimas, tales como SOD, catalasa, y glutation peroxidasa, estan implicadas en la conversion de ERO
en especies menos reactivas. La monitorizacion del ORP de plasma proporciona una medicion individual que integra
el equilibrio cuantitativo global entre los componentes pro- y antioxidantes del sistema, y el nivel de ORP es un
indicador del estado oxidativo global de un paciente.

Los pacientes gravemente enfermos padecen estrés oxidativo, lo que refleja un desequilibrio en favor de los
componentes pro-oxidantes en los entorno intra- y extracelular. Las consecuencias bioldgicas de este desequilibrio
favorecen ciertas reacciones quimicas que podrian ser tanto beneficiosos como perjudiciales para el sistema
dependiendo del sistema implicado y el proceso de enfermedad. Intentos previos de valorar el estado redox de
pacientes gravemente enfermos se han limitado a mediciones de parametros individuales, tales como
concentraciones de antioxidantes individuales (Goode et al., Crit. Care Med., 23: 646-51 (1995)) o la cantidad de
peroxidacion de lipidos (Rana et al., Mol. Cell Biochem., 291: 161-6 (2006)). Aunque estos parametros podrian ser
utiles, podrian no proporcionar al facultativo una valoracién completa de la cantidad de estrés oxidativo que se
produce en un paciente gravemente enfermo. Adicionalmente, la medicion de estos diversos parametros
demostraria ser laboriosa, requerir tiempo, y, por lo tanto, ser impractica en el entorno clinico. En este contexto, se
describe un método que mide el estado oxidativo global de pacientes con traumatismo gravemente enfermos usando
un electrodo que mide el ORP en el plasma de los pacientes posiblemente en tiempo real.

Materiales y métodos

Este estudio recibié la aprobacién de la Junta de Revisidon Institucional de HCA-HealthOne de acuerdo con las
directrices publicadas por la Oficina para la protecciéon de los seres humanos en la investigacion (HHS Office for
Protection from Research Risk). Se recogi6 sangre de sujetos normales (N = 10) y pacientes gravemente enfermos
que habian padecido traumatismos graves (N = 39) mediante venopuncién usando un Vacutainer™ que contenia
heparina sdédica (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU.). Para pacientes gravemente enfermos, la sangre
se recogio casi a diario hasta el alta. El plasma se dividi6 en alicuotas en cantidades de 1 ml y se almacené a -80 °C
para uso futuro. Las demografias de pacientes se enumeran en la tabla 2.

TABLA 2
Pacientes Controles
Numero (n) 39 10
Edad 43,8 afios + 2,7 SEM 46,4 afos £ 3,5 SEM
Sexo 31 varones 7 varones
8 mujeres 3 mujeres
Puntuacion de gravedad de la lesion (ISS) 30,7 + 2,4 SEM N/A

Las mediciones del potencial de oxidorreduccion (ORP) se registraron a temperatura ambiente usando un micro
Electrodo Redox MI-800/410 cm de combinacion de Pt/AgCl (Microelectrodes, Inc., Bedford, NH, EE. UU.)
conectado a un medidor de mesa de pH/mV/temperatura HI4222 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.).
Las muestras de plasma se descongelaron, y el electrodo de ORP se sumergi6 en el plasma. Se registré una lectura
en milivoltios (mV) después de que el valor de ORP fue estable durante 5 segundos.
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La proteina total se cuantific6 en todas las muestras de plasma usando el ensayo de proteinas con acido
bicinconinico (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE. UU.). Todas las muestras de plasma se diluyeron 1:100 con
1X soluciéon salina tamponada con fosfato, pH 7,4, antes de la aplicacién a una placa de 96 pocillos. Todas las
muestras se analizaron por duplicado.

La paraoxonasa (PON) es una aril esterasa (AE) dependiente de calcio presente en el plasma. Cuando la PON se
asocia con lipoproteinas de alta densidad (HDL), se ha observado un efecto antioxidante contra la peroxidacion de
lipidos (Ferretti et al., Biochim. Biophys. Acta, 1635: 48-54 (2003)). De hecho, una menor actividad de PON se ha
asociado con una mayor susceptibilidad de HDL a la peroxidacion en pacientes afectados por enfermedades
caracterizadas por aumentos del dafio oxidativo (Ferretti et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 89: 2957-2962 (2004);
Ferretti et al., J. Clin. Endocrinol. Metab., 90: 1728-1733 (2005)).

La actividad de PON-AE en plasma se midié tal como se ha descrito anteriormente. Ahmed et al., J. Biol. Chem.,
280: 5724-5732 (2005). En resumen, de diluyé plasma a 1:20 con 1X solucién salina tamponada con fosfato, pH 7,4.
El plasma diluido se combind a continuacion 1:1 con para-nitrofenolacetato 4 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) en
una placa de 96 pocillos por duplicado. La placa se leyé inmediatamente en un lector de placas pre-calentado (37
°C) (FL600 Microplate Fluorescence Reader, Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT) ajustado a 410 nm. Se
tomaron lecturas de absorbancia cada 2 minutos durante 20 minutos. La pendiente de la parte lineal del grafico
cinético (R? 2 0,99) se usé para generar actividad de PON-AE. La actividad de PON-AE se normalizé respecto a
proteina del plasma. La actividad de PON-AE se indica en unidades (U), donde una unidad es igual al cambio en
unidades de mili-absorbancia a 410 nm por minuto por mg de proteina en plasma total.

Los datos de ORP, PON-AE y proteina total se analizaron usando Matlab R14 (Mathworks, Natick, MA). Se us6 una
ANOVA de una via para comparar todos los datos de pacientes frente a datos normales para ensayar para
diferencias significativas con una correccion de Tukey-Kramer para mdltiples comparaciones con un nivel de
significacion de 0,05. Todos los datos se indican como + error estandar de la media (SEM).

Resultados y conclusiones

Se recogid plasma de pacientes gravemente enfermos que habian sufrido varios traumatismos desde el momento
del ingreso hasta el alta. EIl ORP se midié en la serie completa de muestras de plasma recogidas de un paciente
particular después de que el paciente recibio el alta con el fin de limitar cualquier variabilidad de un dia para otro en
el electrodo de ORP.

Se observé un rapido aumento de ORP para todos los pacientes después de una lectura de ORP inicial de -19,9 mV
(x 3,0 SEM) en el ingreso. El valor de ORP en el ingreso es significativamente mayor que el de plasmas normales (-
52,0 mV £ 3,1 SEM, p < 0,05). El maximo de ORP, alcanzado el dia 6 (+ 0,5 SEM), era significativamente mas alto
que el valor en el ingreso, con un valor de + 13,7 mV (x 2,5 SEM). El maximo de ORP también era significativamente
mayor que los plasmas normales (-52,0 mV + 3,1 SEM, p < 0,05). Durante el resto del ciclo de hospitalizacion, el
ORP del plasma de estos pacientes con traumatismo grave se acerc6 de forma constante al ORP de normal plasma.
En el momento del alta, el ORP de plasma obtenido de los pacientes con traumatismo grave no fue
significativamente diferente al del plasma normal (-52,0 mV + 3,1 SEM).

Para fines de validacion del método, se midieron las actividades de PON-AE y los niveles de proteina total. Las
actividades de PON-AE eran significativamente mas altas en las muestras del ingreso (740,0 U/mg de proteina +
20,2 SEM) en comparacion con las muestras de maximos de ORP (649,1 U/mg de proteina + 18,8 SEM). Por lo
tanto, los resultados muestran una correlacion entre traumatismo y una disminucion de la actividad de PON-AE. De
forma similar, los niveles de proteinas fueron mayores en las muestras del ingreso (47,3 mg/ml = 1,6 SEM) en
comparacion con las muestras de maximos de ORP (41,6 + 1,3 SEM).

La presencia de marcadores de estrés oxidativo en pacientes gravemente enfermos esta asociada con un mal
prondstico (Roth et al., Curr. Opin. Clin. Nutr. Metab. Care, 7: 161-8 (2004)). Sin embargo, ningun parametro
individual puede predecir de forma precisa el estado redox global para un paciente gravemente enfermo. La
laboriosa realizacion de multiples ensayos para la cuantificacion de pro-oxidantes y antioxidantes no es practica en
un entorno clinico. Por lo tanto, se justifica un ensayo de diagnéstico rapido y sencillo.

En este contexto, el potencial de oxidorreduccion (ORP) de plasma recogido en dias consecutivos de pacientes con
traumatismo, gravemente enfermos se midié a partir del ingreso en el hospital hasta el momento del alta.
Diariamente, los niveles de ORP se correlacionaban con acontecimientos clinicos registrados en los historiales
médicos de cada paciente particular, con aumentos de ORP que indican un empeoramiento del estado de un
paciente y disminuciones de ORP que indican una mejora del estado de un paciente. Por consiguiente, la
monitorizacion del ORP debe ser una herramienta util para valorar y monitorizar la presencia y el grado de estrés
oxidativo, la gravedad de una lesion, el prondstico de un paciente, y la eficacia de uno o mas tratamientos. La
monitorizacion del ORP podria usarse para determinar las condiciones clinicas apropiadas y la temporizacion que
garantizan el tratamiento (por ejemplo, administracion de antioxidantes) de pacientes con traumatismo. En particular,
podria usarse monitorizacion de ORP para ayudar a la identificacion de pacientes que estan gravemente enfermos y
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aquellos que necesitan un tratamiento mas agresivo que puede estar indicado por sus sintomas y otros resultados
de ensayo de diagnostico.

EJEMPLO 3: ORP de plasmas antes y después del ejercicio

El propésito de este experimento era determinar si el ejercicio tenia un efecto sobre el potencial de oxidorreduccion
(ORP) en plasma. Se recogi6é sangre completa de miembros de un equipo de futbol escolar femenino antes y
después del ejercicio. El ejercicio consistia en un intenso entrenamiento cardiovascular de una hora. La sangre se
recogiéo mediante venopuncion usando un Vacutainer™ que contenia heparina sédica (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, EE. UU.). Los tubos con sangre se centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos, y se recogio6 plasma y
se dividid en alicuotas en cantidades de 1 ml y se almacend a -80 °C para uso futuro.

Las muestras de plasma se descongelaron a temperatura ambiente. Las mediciones de ORP se registraron usando
un Electrodo Redox MI-800/410 cm (Microelectrodes, Inc., Bedford, NH, EE. UU.) conectado a un medidor de mesa
de pH/mV/temperatura HI4222 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.). El electrodo se sumergié en una
muestra de plasma, y se registré una lectura de ORP en situacion de equilibrio en milivoltios (mV).

Los resultados se presentan en la tabla 3 a continuacion. Tal como puede verse a partir de la tabla 3, el ORP de los
plasmas de estas atletas de alto rendimiento disminuy6 después del ejercicio.

TABLA 3

Muestra de paciente | Ejercicio | ORP (mV) | Cambio (+/-)
GR 1814-01 No -39,4

GR 1814-02 Si -46,0 -6,6
GR 1815-01 No -35,5

GR 1815-02 Si -38,3 -2,8
GR 1816-01 No -40,7

GR 1816-02 Si -44 4 -3,7
GR 1817-01 No -49,5

GR 1817-02 Si -49,2 +0,3
Cambio medio -3,2

EJEMPLO 4: ORP de plasma de un paciente gravemente enfermo que padece una infeccion virica

El paciente GR-1029 fue ingresado en la unidad de cuidados intensivos del Swedish Hospital, Englewood, Colorado
con sintomas similares a los de la gripe, neumonia e insuficiencia respiratoria desencadenada por exposicion a
excrementos y orina de rata mientras limpiaba la jaula de una rata mascota. Al paciente se le diagnosticé que
probablemente tenia una infeccion virica transmitida por roedores.

Este estudio recibié la aprobacién de la Junta de Revision Institucional de HCA-HealthOne de acuerdo con las
directrices publicadas por la Oficina para la protecciéon de los seres humanos en la investigacion (HHS Office for
Protection from Research Risk).

Se recogi6é sangre de este paciente varios dias durante su hospitalizacion (véase la tabla 4 a continuacién) por
venopuncion usando un Vacutainer™ que contenia heparina sédica (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.
UU.). El plasma se dividi6 en alicuotas en cantidades de 1 ml y se almacené a -80 °C para uso futuro.

Las muestras de plasma se descongelaron a temperatura ambiente. Las mediciones de ORP se registraron usando
un Electrodo Redox MI-800/410 cm (Microelectrodes, Inc., Bedford, NH, EE. UU.) conectado a un medidor de mesa
de pH/mV/temperatura HI4222 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.). El electrodo se sumergié en una
muestra de plasma, y se registré una lectura de ORP en situacion de equilibrio en milivoltios (mV).

Los resultados se presentan en la tabla 4 a continuacién. Tal como puede verse a partir de la tabla 4, el ORP era el
mas alto durante los 8 primeros dias después del ingreso y a continuacion declinaba hasta que el paciente recibia el
alta, de una manera similar a pacientes con traumatismo gravemente enfermos (véase el ejemplo 2). Sin embargo,
el nivel de ORP para el paciente GR-1029 no volvié a niveles normales (-52,0 mV + 3,1 SEM) antes del alta. Los
niveles de ORP se correlacionaban con acontecimientos clinicos registrados en el historial médico del paciente, con
niveles de ORP aumentados indicando un empeoramiento del estado del paciente y niveles de ORP disminuidos
indicando una mejora del estado del paciente.
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Tabla 4

TIEMPO (dias) | ORP (mV)
1,0 73,0
1,5 78,8
8,0 59,5
9,0 36,6
10,0 60,6
11,0 17,7
12,0 33,6
16,0 3,8
22,0 -13,2
23,0 -12,4
24,0 -26,3
25,0 -14,0
26,0 1,7
30,0 -34,2
31,0 -20,9
33,0 -7,8
36,0 -9,5
37,0 -15,8
38,0 -20,0

EJEMPLO 5: Monitorizacidon de producto sanguineo almacenado (PBRC)

La lesiéon pulmonar aguda postransfusional (TRALI) es un efecto adverso de transfusion y es la causa principal de
muerte relacionada con la transfusion. Silliman et al., Blood, 105: 2266-2273 (2005). Tiempos de almacenamiento
mas prolongados de glébulos rojos concentrados (PBRC) y otros productos sanguineos han sido asociados con un
mayor riesgo de desarrollar TRALI en pacientes a los que se les realizd una transfusion. Véase Biffl et al., J. Trauma,
50: 426-432 (2001).

Un total de 10 bolsas de transfusion que contenian PBRC almacenados en tampon adenina, citrato y dextrosa (ACD)
a 4 °C de acuerdo con los criterios de la Asociacion Americana de Bancos de Sangre (American Association of
Blood Banks) se obtuvieron de Bonfils Blood Center (Denver, CO). En Bonfils, se recogié una muestra de cada bolsa
de PBRC los dias de almacenamiento 1 y 42. Las muestras se centrifugaron inmediatamente a 1000 g a 4 °C
durante 10 minutos, y los sobrenadantes se recogieron y se almacenaron a -80 °C hasta analisis adicional.

El potencial de oxidorreduccion (ORP) se midié a temperatura ambiente en los sobrenadantes de la muestra tanto
del dia 1 como del dia 42. Las mediciones de ORP se registraron usando un micro Electrodo Redox MI-800/410 cm
de Pt/AgCI (Microelectrodes, Inc., Bedford, NH, EE. UU.) conectado a un medidor de mesa de pH/mV/temperatura
HI4222 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.). El electrodo se sumergié en un sobrenadante de muestra, y
se registré una lectura de ORP en situacion de equilibrio en milivoltios (mV).

Los resultados se presentan en la tabla 5 a continuacion. Se usé un test de t de Student para comparar los datos del
dia 1 frente a los del dia 42 para ensayar para diferencias significativas (p < 0,05, Microsoft Excel). Tal como puede
verse, el ORP aumentaba significativamente (p < 0,05) en las muestras del dia 42 (98,1 mV + 21,9 SD) en
comparacion con las muestras del dia 1 (62,6 mV + 21,5 SD).

Para fines de validacion del método, se determind la oxidacidon de proteinas en los sobrenadantes de muestra
midiendo proteinas en plasma en los sobrenadantes mediante espectrometria de masas (MS). Los sobrenadantes
de muestra se analizaron por HPLC (Modulo de separacion 2795 de Waters, Milford, MA, EE. UU.) acoplada a
espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion por electropulverizacion positiva (+ESI-TOF MS, LCT,
Micromass, Reino Unido) usando un método descrito anteriormente. Bar-Or et al., Crit. Care Med., 33: 1638-1641
(2005). Se inyectaron 10 ul de cada muestra en una Columna de HPLC YMC-Pack Protein-RP (Waters, Milford, MA,
EE. UU.) calentada a 50 °C. Se utilizé6 un gradiente lineal de 20 minutos del 10 al 40 % B usando agua/acido
trifluoroacético al 0,1 % (A) y se utilizé6 AcN/TFA al 0,1 % (B) con un caudal de 1 ml/min. Para cada proteina del
plasma detectada, el espectro de MS se deconvolucioné a la masa parental sin cargar usando el software MaxEnt 1
(Micromass, Reino Unido). El espectro de masa parental se integré a continuacion y se calcularon proporciones
relativas de cada especie usando un avanzado, paquete de software de integracion de MS patentado, de desarrollo
propio.
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Las modificaciones por oxidacion de albumina de suero humano (HSA) incluyen cisteinilacion de cisteina 34 y
modificacion con deshidroalanina (DHA) de lisina 487. El porcentaje de especies de HSA oxidadas aumento
significativamente en los sobrenadantes desde el dia 1 (44,1 % + 6,9 SD) hasta el dia 42 (72,1 % + 8,4 SD).

Otras proteinas del plasma identificadas en los sobrenadantes mediante MS fueron cadena o de hemoglobina (a.Hb),
cadena B de hemoglobina (BH), apolipoproteina A1 (ApoAl) y transtiretina (TTR). Se observaron niveles
significativamente mas altos de modificaciones por oxidacion de aHb, Hb y TTR en los sobrenadantes del dia 42 en
comparacion con los sobrenadantes del dia 1 (p < 0,05). Ademas, para aHb y ApoA1, se observaron especies que
tenian un aminoacido C-terminal escindido, lo que indicaba la presencia de actividad carboxipeptidasa, un marcador
de inflamacion.

Los datos demuestran la presencia de un entorno oxidativo en PBRC, que aumenta con el tiempo de
almacenamiento. Esto podria explicar parcialmente el mayor riesgo de desarrollar TRALI relacionada con la
transfusion de productos sanguineos mas antiguos.

Por consiguiente, el ORP de PBRC vy otros productos sanguineos almacenados debe monitorizarse, y el ORP de
pacientes que recibiran los productos sanguineos también debe monitorizarse. Un paciente que tiene un estrés
oxidativo significativo (es decir, tiene un nivel de ORP alto) debe recibir una transfusién con productos sanguineos
mas frescos que contengan menos especies pro-oxidantes (es decir, tengan un nivel de ORP mas bajo). Tener en
cuenta el estado oxidativo del paciente y del producto sanguineo debe dar como resultado una disminuciéon de
factores de riesgo relacionados con transfusion tales como TRALL.

Tabla 5
N.° de muestra de PBRC ORP del dia 1 (mV) | ORP del dia 42 (mV)
054A 41,4 88,5
056A 48,9 113,8
057A 105,2 124,6
058A 77,4 131,2
059A 70,3 115,5
060A 88,0 100,7
061A 48,8 80,6
062A 52,2 73,5
063A 46,8 75,2
064A 46,7 771
Media: 62,6 98,1
Desviacion estandar (SD) 21,5 21,9
Error estandar de la media (SEM) | 6,8 6,9
Valor p 0,0018
% de cambio +56,7 %

EJEMPLO 6: Monitorizacion e identificacion de pacientes con lesidn por traumatismo craneoencefalico

En este experimento, se determin6 estado oxidativo global de pacientes con lesiones por traumatismo
craneoencefalico aisladas (ITBI) midiendo el potencial de oxidorreducciéon (ORP) del plasma de los pacientes.

Se obtuvieron muestras de sangre completa sucesivas de varios pacientes con ITBI (puntuacion de lesion abreviada
(AIS) = 3, N = 32) y demograficamente similares a pacientes sin traumatismo craneoencefalico (N = 26) casi a diario
hasta recibir el alta hospitalaria. También se recogié sangre completa de pacientes con ITBI de menor a moderada
(AIS = 2, N = 18) y voluntarios sanos (N = 22). El plasma se dividié en alicuotas en cantidades de 1 ml y se
almaceno a -80 °C para uso futuro.

Las mediciones de ORP se registraron a temperatura ambiente usando un micro Electrodo Redox MI-800/410 cm de
combinacion de Pt/AgCl (Microelectrodes, Inc., Bedford, NH, EE. UU.) conectado a un medidor de mesa de
pH/mV/temperatura HI4222 (Hanna Instruments, Woonsocket, RI, EE. UU.). Las muestras de plasma se
descongelaron, y el electrodo de ORP se sumergi6 en el plasma. Se registré una lectura en milivoltios (mV) después
de que el valor de ORP fue estable durante 5 segundos.

El ORP en plasma aumento durante los cinco primeros dias de hospitalizacion y se aproximoé a niveles normales en
el momento del alta en todos los grupos de traumatismo. EI ORP en el momento de la presentacion era
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significativamente elevado en todos los pacientes con traumatismo en comparacion con controles sanos (p < 0,05).
El ORP maximo se detecto el dia 6 para pacientes con ITBI grave y sin traumatismo craneoencefalico. Sin embargo,
los valores de ORP maximo fueron significativamente mas altos (p < 0,05) en el grupo de ITBI grave (+8,5 mV % 3,4
SEM) en comparacion con el grupo sin lesion craneoencefalica (-5,2 mV + 2,9 SEM).

Estos resultados demuestran la presencia de un entorno oxidativo en el plasma de pacientes con traumatismo,

incluyendo especialmente pacientes con ITBI grave. Por lo tanto, la monitorizacién del ORP es una herramienta util
para valorar el grado de estrés oxidativo, la gravedad de la lesion y la eficacia del tratamiento en pacientes con ITBI.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de evaluaciéon y monitorizacion de un paciente, en el que el paciente ha padecido un
traumatismo seleccionado entre el grupo que consiste en un traumatismo craneoencefalico, un traumatismo contuso,
una fractura 6sea y una quemadura, comprendiendo el método las siguientes etapas:

a. medir el potencial de oxidorreduccion (ORP) de una muestra de fluido corporal del paciente seleccionada entre
suero o plasma; y
b. realizar una o ambas de las siguientes etapas:

i. determinar si el ORP es significativamente diferente del ORP del mismo fluido corporal de pacientes
normales; y/o

ii. si el ORP del fluido corporal del paciente se ha medido al menos una vez antes de la medicién actual,
determinar si el ORP ha aumentado o disminuido en comparacion con la medicién o mediciones anteriores.

2. Un método in vitro de evaluacion y monitorizacion de un paciente, en el que el paciente esta gravemente enfermo
0 se sospecha que esta gravemente enfermo, comprendiendo el método las siguientes etapas:

a. medir el potencial de oxidorreduccion (ORP) de una muestra de fluido corporal del paciente seleccionada entre
suero o plasma; y
b. realizar una o ambas de las siguientes etapas:

i. determinar si el ORP es significativamente diferente del ORP del mismo fluido corporal de pacientes
normales; y/o

ii. si el ORP del fluido corporal del paciente se ha medido al menos una vez antes de la medicién actual,
determinar si el ORP ha aumentado o disminuido en comparacion con la medicién o mediciones anteriores.

3. Un método in vitro de evaluaciéon y monitorizacion de un paciente, en el que el paciente ha sufrido un infarto de
miocardio o se sospecha que ha sufrido un infarto de miocardio, comprendiendo el método las siguientes etapas:

a. medir el potencial de oxidorreduccion (ORP) de una muestra de fluido corporal del paciente seleccionada entre

suero o plasma; y

b. realizar una o ambas de las siguientes etapas:
i. determinar si el ORP es significativamente diferente del ORP del mismo fluido corporal de pacientes
normales; y/o
ii. si el ORP del fluido corporal del paciente se ha medido al menos una vez antes de la medicién actual,
determinar si el ORP ha aumentado o disminuido en comparacion con la medicién o mediciones anteriores.

4. El método de la reivindicacion 1, en el que el traumatismo es un traumatismo craneoencefalico.

5. El método de la reivindicacion 2, en el que la medicion del ORP se usa como parte de una evaluacion para
determinar si el paciente esta o no gravemente enfermo.

6. El método de la reivindicacién 3, en el que la medicion del ORP se usa como parte de una evaluaciéon para
determinar si el paciente esta sufriendo o no un infarto de miocardio.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que el ORP se monitoriza para determinar la
eficacia de un tratamiento del paciente.

8. El método de la reivindicacién 1-7, en el que el ORP se monitoriza para determinar si el estado del paciente esta
mejorando o empeorando.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en el que el ORP se mide una o varias veces al dia.
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