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Introduccion

El objetivo de este articulo de revisién es hacer una
exposicion actualizada y sistemdtica de los mecanismos
moleculares subyacentes a la disfuncién de los muscu-
los ventilatorios en la sepsis. La temadtica se ha dividido
en diversos apartados con el objetivo de facilitar la
comprension al lector. En primer lugar, se detalla la im-
portancia del estudio de los musculos respiratorios, ya
que son las estructuras principales que componen la
bomba ventilatoria. En segundo lugar, se resume breve-
mente en qué consisten la sepsis y el shock séptico,
para a continuacién detallar los mecanismos molecula-
res implicados en el desarrollo de la disfuncién de los
musculos ventilatorios en estos sindromes. Mds especi-
ficamente, se han centrado los objetivos de este articulo
en la revision de dos de los factores mds clara y amplia-
mente implicados en el desarrollo del fracaso de la
bomba ventilatoria en la sepsis, como son el 6xido nitri-
co y las especies reactivas de oxigeno. Por dltimo, se
hace mencién a la enzima conocida como hemooxige-
nasa, ya que se ha demostrado recientemente su capaci-
dad protectora en la disminucién de la contractilidad
diafragmadtica inducida por la sepsis.

Miisculos respiratorios

Los musculos ventilatorios son estructuras constitui-
das por tejido muscular esquelético estriado. Dichos
musculos controlan el desplazamiento ritmico de la pa-
red tordcica para mover aire hacia fuera y hacia dentro
del organismo con la finalidad de mantener los gases ar-
teriales dentro de margenes de normalidad!. Las dife-
rencias existentes entre los musculos respiratorios y los
musculos esqueléticos de las extremidades estdn direc-
tamente relacionadas con la funcién que deben ejercer.
En este sentido, los muasculos ventilatorios estan disefla-
dos para vencer cargas resistivas y eldsticas, que estdn
sujetas tanto a un control voluntario como involuntario.
Ademds, la longitud de reposo de los musculos respira-
torios viene establecida por el equilibrio existente entre
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las fuerzas de retraccion eldstica pulmonar y las de ex-
pansion de la caja tordcica®!. Cabe afiadir que su fun-
cién es esencial para la vida, ya que han de contraerse
ritmicamente y generar las presiones necesarias para la
ventilacion a lo largo de toda la existencia del individuo®.
Por tltimo, y basado en sus acciones mecdnicas, los mus-
culos ventilatorios se clasifican, en general, en inspirato-
rios y espiratorios. Estas acciones pueden ser llevadas a
cabo por varios grupos de musculos con el fin de asegu-
rar los medios por los cuales el aire puede ser movido
eficazmente en cualquier situacion fisioldgica o fisiopa-
toldgica’.

Sepsis. Definiciones, etiologia y patogenia

La respuesta sistémica a una infeccién grave en for-
ma de fiebre, taquicardia, taquipnea, leucocitosis y sin-
tomas caracterfisticos de la infeccién localizada se cono-
ce como sepsis. Se habla de shock séptico cuando esta
situacion clinica se acompaila de hipotensién o de fallo
multiorgénico, que afecta a drganos como el sistema
nervioso central, el corazén, los rifiones, el higado, el
tracto gastrointestinal, el sistema inmunitario y los pul-
mones (fig. 1). La respuesta cardiovascular del shock
séptico viene caracterizada por una primera fase hiper-
dindmica acompafiada de hipotensién, un gran aumento
del gasto cardiaco y un descenso de las resistencias vas-
culares periféricas. Por el contrario, la fase tardia o hi-
podindmica se asocia a una hipotensién grave, un bajo
gasto cardiaco y un gran aumento de las resistencias
vasculares totales. La incidencia de sepsis y shock sép-
tico ha aumentado considerablemente en los tltimos 70
aflos. Actualmente, es una de las causas mds importan-
tes de muerte en las unidades de cuidados intensivos®.
Las bacterias gramnegativas son la causa mds frecuente
de todos los sindromes de shock séptico, si bien micro-
organismos grampositivos y hongos pueden también
formar parte de la etiologia de esta enfermedad. La en-
dotoxina bacteriana, el lipopolisacdrido (LPS) asociado
a la membrana de los microorganismos gramnegativos,
constituye el mediador clasico de la cascada patogenéti-
ca del shock séptico. Esta molécula consta de un nicleo
interno formado de oligosacaridos, comiin entre las bac-
terias gramnegativas, de un nucleo externo compuesto
de oligosacaridos antigénica y estructuralmente distin-
tos y, por ultimo, del lipido A, que es el responsable de
la mayoria de propiedades téxicas de la endotoxina. La
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administracién de la endotoxina a animales de experi-
mentacién provoca una respuesta cardiovascular similar
a la descrita en los pacientes con un shock séptico.
También se ha constatado que la administracion de pe-
quenas dosis de endotoxina a individuos sanos da lugar
a fiebre, sintomas constitucionales leves y una respuesta
cardiovascular similar a la observada en los pacientes
sépticos. Ademas, se ha descrito una asociacion entre el
incremento de la mortalidad por sepsis y la presencia de
endotoxina plasmadtica en pacientes con shock séptico y
cultivos sanguineos positivos, lo que sugiere que la en-
dotoxina bacteriana es uno de los mediadores mds im-
portantes en el desarrollo de esta entidad.

Evidencia del fracaso de los miisculos respiratorios
en la sepsis. Revision historica

Tradicionalmente, el fracaso respiratorio en la sepsis
se ha atribuido al dafio pulmonar con infiltracién bilate-
ral, que da lugar a un deterioro del intercambio de ga-
ses, una disminucién de la distensibilidad pulmonar y
un aumento del cortocircuito (shunt) pulmonar. Por otro
lado, se ha demostrado recientemente que el shock sép-
tico también se asocia al fracaso de la bomba ventilato-
ria. En este sentido, Burke et al® observaron la existen-
cia de una insuficiencia respiratoria hipercdpnica con
normoxemia en los pacientes con una sepsis fulminante.
En otro estudio se describid la existencia de una dis-
funcién muscular diafragmatica, tanto clinica como
electromiografica, en los pacientes con una sepsis grave
que no podian ser desconectados de la ventilacion me-
canica’. Este hallazgo se basa en las aportaciones des-
critas por Friman8, quien observé que tanto la fuerza
maxima como la resistencia de varios musculos perifé-
ricos estaban disminuidas durante el curso de infeccio-
nes agudas en pacientes®.

Algunos estudios posteriores han demostrado que el
shock experimental, consistente en la administracién a
animales de experimentacidén de microorganismos vivos
o de endotoxina bacteriana, genera una respuesta car-
diovascular similar a la observada en la fase hipodina-
mica del shock séptico en los seres humanos. En esta
misma linea, Hussain et al® describieron que el fracaso
ventilatorio observado en los perros durante el curso del
shock séptico tras la administracién de la endotoxina de
Escherichia coli fue debido a la fatiga de los musculos
respiratorios que, a su vez, condujo a una insuficiencia
respiratoria hipercapnica’. Otros estudios han demostra-
do una reduccién de la fuerza de contraccién diafrag-
madtica en respuesta a altas frecuencias de estimulacién
en la endotoxemia aguda'®y prolongada!!, asi como a
un amplio espectro de frecuencias de estimulacién en la
endotoxemia crénica'?. Por otro lado, la resistencia dia-
fragmadtica se encontrd significativamente disminuida
en respuesta a bajas frecuencias de estimulacién en to-
dos estos estudios. En un estudio més reciente efectua-
do en ratas se ha descrito que la peritonitis aguda se
asocia a debilidad diafragmatica, lo que sugiere que los
pacientes con dicha enfermedad también podrian estar
predispuestos al desarrollo de disfuncién de los muscu-
los respiratorios'?.
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Fig. 1. Representacion de los diferentes sistemas y 6rganos afectados en la
sepsis.

Factores implicados en el desarrollo del fracaso
de los misculos respiratorios inducido por la sepsis

Factores ventilatorios, metabolicos y hemodindmicos

Este grupo de factores son la consecuencia del dese-
quilibrio existente entre las necesidades metabdlicas au-
mentadas de los musculos ventilatorios (debido al in-
cremento de la ventilacion, la hipoxemia y las elevadas
resistencias pulmonares) y la pobre extraccién de oxi-
geno y nutrientes por parte del musculo esquelético
(fig. 2). Las demandas ventilatorias aumentadas en la
sepsis'4, asi como el hecho de que el flujo sanguineo
muscular esté, en funcidn de la presion arterial sistémi-
ca, en situaciones de muy baja presién'>, hacen predecir
que este flujo muscular serd insuficiente para satisfacer
sus necesidades metabdlicas, dando lugar a un incre-
mento del metabolismo anaerdbico y la consiguiente
produccién de dcido ldctico'. Por otro lado, la sepsis
también se asocia a alteraciones metabdlicas que impli-
can la utilizacién de carbohidratos, lipidos y proteinas,
que pueden contribuir a la disminucién de la capacidad
contréctil del mdsculo esquelético'.

Mediadores de la disfuncion muscular

Este grupo de factores incluye deficiencias especifi-
cas celulares, metabdlicos e inmunitarios que interfie-
ren con una serie de procesos necesarios para la genera-
cién de la fuerza muscular (figs. 2 y 3). Estos defectos
son la consecuencia de complejas interacciones entre
mediadores sistémicos y locales que, en conjunto, dan
lugar a la disfuncién de los musculos respiratorios des-
crita en la sepsis. A continuacioén, cada uno de los facto-
res se describe por separado. De entre ellos, el 6xido ni-
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trico (NO) y las especies reactivas de oxigeno (ROS)
constituyen los mediadores mds importantes, motivo
por el que serdn tratados ampliamente en secciones in-
dependientes.

Endotoxina bacteriana. No hay una evidencia clara
de que la endotoxina de E. coli tenga efectos directos
sobre la contractilidad diafragmadtica in vivo'’, si bien
clasicamente se ha propuesto como desencadenante de
una serie de sucesos que conllevarian, en ultima instan-
cia, el desarrollo de un fracaso muscular.

Metabolismo del dcido araquidonico. Boczkowski
et al'' demostraron que la administracién previa de in-
dometacina, un inhibidor de la ciclooxigenasa, practica-
mente abrogé la disminucién de la contractilidad dia-
fragmadtica observada tras tres dias de endotoxemia en

SEPSIS
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Metabolismo
acido
araquidénico
Interleucinas

ROS Induccion
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Fig. 3. Representacion de los principales mediadores de la disfuncion
muscular en la sepsis. La enzima hemooxigenasa 1 (HO-1), la isoforma
inducible, aparece como una molécula potenciadora de la contractilidad
muscular, disminuida en la sepsis.
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ratas. Resultados similares se obtuvieron en respuesta a
la endotoxemia aguda en cochinillos (piglets) tras la ad-
ministracion también de indometacina'®. Ademds, en
este estudio la infusién sistémica de un andlogo del
tromboxano A, redujo la contractilidad diafragmatica
de forma similar a la descrita en la endotoxemia.

Citocinas. Esta bien establecido que la endotoxina
tiene capacidad para estimular a monocitos, macréfagos
y células mastoideas productoras de citocinas, tales
como el factor de necrosis tumoral o (TNF-at) y la in-
terleucina-1 (IL-1). Por otro lado, se sabe también que
el TNF-a es el mediador central de respuestas inmuni-
tarias e inflamatorias, por lo que ha sido objeto de nu-
merosos estudios. En este sentido, se ha evidenciado
una disminucién de la contractilidad diafragmatica en
perros!® tras la infusién de TNF-o, asi como incre-
mentos del ARN mensajero (ARNm) de TNF-a en el
diafragma de ratas tras la infusién sistémica de endo-
toxina?® y una reduccién de la contractilidad de este
musculo. Esta tltima resultd ser parcialmente reversible
tras la administracion previa de anticuerpos anti-TNF-ou
a los animales?. Los mecanismos por los que el TNF-o
ejerce sus efectos deletéreos en el misculo esquelético
no se han establecido claramente, si bien se cree que
esta citocina actuaria mediante la induccién de molécu-
las de tipo mensajero secundario, como el NO y las
ROS, cuyos mecanismos de accion se detallaran a con-
tinuacion.

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una molécula multifuncional
que participa en numerosos e importantes procesos bio-
l6gicos como, por ejemplo, la vasodilatacion, la bron-
codilatacidn, la neurotransmision, la inhibicion de la
agregacién plaquetaria y fagocitaria, y la actividad anti-
microbiana®!2, Se trata de una molécula sin carga, cuyo
ultimo orbital s6lo contiene un electrén. Esta caracteris-
tica fisica le confiere la capacidad de difundir a través
de los tejidos con escasa reactividad, a excepcion de la
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que tiene con moléculas, cuyos tltimos orbitales contie-
nen un solo electrén, como los radicales libres y los me-
tales de transicién?. Desde un punto de vista bioquimico,
los mecanismos de accion del NO pueden simplificarse
en tres tipos de reacciones. Por un lado, el NO puede
actuar como molécula sefializadora (signalling) a través
de la unién y activacion de la enzima guanilato ciclasa®.
También puede ser destruido mediante una reaccién con
la oxihemoglobina de las células rojas para formar
nitrato®. Por tltimo, el NO puede convertirse en peroxi-
nitrito (ONOO") a través de su unién con el anién supe-
roxido (O,7), cuya reaccion suele estar limitada por la
presencia de concentraciones micromolares de superdxi-
do dismutasas (SOD) en las células®. Esta ultima reac-
cién del NO con el anién superéxido se explicard poste-
riormente en una seccién independiente.

El NO se sintetiza a partir del aminodcido L-arginina
por un grupo de hemoproteinas conocidas como NO
sintetasas (NOS) en presencia de nicotinamidaadenindi-
nucleétido fosfato hidrogenado (NADPH) y tetrahidro-
biopterina (BH4)* (fig. 4). Se han identificado tres iso-
formas, dos de las cuales se expresan constitutivamente
y se purificaron de forma originaria en las células endo-
teliales (eNOS, NOS3) y en el cerebro (nNOS, NOS1).
La tercera enzima, que es la inducible, se purific ini-
cialmente en los macréfagos (iNOS, NOS2). Los reque-
rimientos para calcio y calmodulina difieren entre
eNOS y nNOS por un lado, e iNOS por otro, y las tres
isoenzimas se encuentran ampliamente distribuidas en
los tejidos (fig. 4).

Localizacion y expresion de las NOS
en el misculo esquelético

nNOS

Kobzik et al?”’ demostraron que nNOS se localiza en
el sarcolema de las fibras musculares tipo II del miscu-
lo esquelético de la rata. Por el contrario, otros estudios
basados en el musculo esquelético humano han demos-
trado una distribucién equitativa de nNOS en el sarcole-
ma, tanto de fibras tipo I como tipo II.

La expresién de nNOS en los musculos ventilatorios
de las ratas se incrementd en respuesta a la sobrecarga
mecénica mediante la aplicacion de cargas resistivas®.
Asimismo, la endotoxemia en ratas también ha resulta-
do ser un estimulo para el incremento de la expresién
proteica de nNOS, fundamentalmente en el diafragma y,
en menor escala, en los musculos intercostales y el gas-
trocnemio®. En otro estudio més reciente®, en el que se
utilizaron ratones deficientes en el gen de la nNOS (ra-
tones nNOS knockout), concluimos que esta isoforma
podria ejercer un papel protector en la prevencion del
deterioro de la fuerza de contraccién diafragmatica in-
ducida por la inyeccion sistémica del LPS de E. coli.
Esta conclusion se basé en el hecho de que los animales
deficientes en dicha isoenzima presentaron una mayor
disminucién en la contractilidad diafragmatica respecto
a los animales que expresaban nNOS en musculos con-
trol y sépticos. Sin embargo, a pesar de la localizacién
de nNOS en el sarcolema de las fibras musculares, tam-
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Fig. 4. Esquema de la sintesis del 6xido nitrico (NO) en la parte superior.
En la parte inferior se representan los tres tipos de isoformas de las sinte-
tasas del 6xido nitrico (NOS) en el misculo esquelético: de izquierda a de-
recha, la endotelial (eNOS), la neuronal (nNOS) y la inducible (iNOS).

bién demostramos en este mismo trabajo que esta isoen-
zima no estd implicada en el desarrollo del dafio de
membrana observado en las fibras musculares de ani-
males sépticos™®.

eNOS

Kobzik et al®' también demostraron que en la rata
esta isoforma se localiza en las mitocondrias de las fi-
bras musculares. La endotoxemia en ratas también ha
resultado ser un estimulo para el incremento de la ex-
presion de la proteina eNOS en el diafragma y gastroc-
nemio de la rata®>3,

iNOS

Tanto los valores de ARNm como los de la proteina
de la isoforma iNOS han sido indetectables en varios
musculos esqueléticos normales de rata y ratén*>3. Sin
embargo, Gath et al’ demostraron la expresién de
iNOS en musculos normales de cobayas en el ARNm,
la proteina y la actividad enzimética, sugiriendo una ex-
presion “constitutiva” de esta isoforma en el musculo
esquelético. Esta isoforma se localiza en la fraccion
particular de la célula muscular y, especificamente, en
el reticulo sarcopldsmico y/o en el sistema tubular
transverso. Por otro lado, tanto Boczkowski et al®*
como Hussain et al*>** han demostrado recientemente
un incremento sistemdtico en la expresion y la actividad
de la iNOS muscular en respuesta a la inyeccién del
LPS de E. coli en el diafragma®3* y en los misculos in-
tercostales y el s6leo®? de ratas, cuyo pico maximo se
alcanzé a las 12 h de la endotoxemia. Ademas, El Dwa-
ri et al** demostraron en su trabajo que la contractilidad
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Fig. 5. Esquema de los diferentes efectos de la especie reactiva de oxigeno
peroxinitrito (ONOO"). Esta especie puede oxidar directamente proteinas
(parte izquierda) o puede nitrificar diversas moléculas. Entre ellas, el
aminoacido tirosina es la molécula diana para dicho proceso. La forma-
cién de nitrotirosina puede alterar las funciones de las proteinas o actuar
como marcador del estado de estrés nitrosativo celular.

diafragmadtica estaba significativamente disminuida tras
12 h de endotoxemia, al mismo tiempo que se evidencid
la expresion de iNOS y el incremento de su actividad.
Este efecto inhibitorio sobre la contractilidad diafrag-
matica inducido por la sepsis se atribuyé al exceso de
produccion de NO, mediatizado por la formacién de pe-
roxinitrito®. Por otro lado, el mismo grupo de investi-
gadores concluyé mds recientemente’” que la isoforma
iNOS podria tener un papel protector frente a los efec-
tos inhibitorios ejercidos por el LPS de E. coli sobre la
contractilidad muscular diafragmatica, dado que la au-
sencia total (ratones iNOS knockout) de dicha proteina
dio lugar a una mayor disminucién de la fuerza y resis-
tencia del diafragma en animales sépticos”. En este mis-
mo estudio® también se demostré que la ausencia del
gen para la isoenzima iNOS fue responsable del incre-
mento en la expresion de nNOS en respuesta a la sepsis.
Esto sugiere que la isoenzima iNOS regula la expresion
de nNOS, ya sea de forma transcripcional, proteica o en
el ARNm.

Fisiologia del NO en el misculo esquelético

Los estudios existentes en la actualidad sobre la fi-
siologia del NO en el musculo esquelético se han reali-
zado, con animales de experimentaciéon o con fibras
musculares aisladas, mediante el uso de donantes de
NO o de inhibidores, que en algunas ocasiones hacen
dificil su traduccién fisiolégica. Sin embargo, parece
claro que el NO desempeiaria un papel en el acopla-
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miento excitacién-contraccion en el sarcolema, el reti-
culo sarcopldsmico o los miofilamentos, en el consumo
de glucosa, la regulacién del flujo sanguineo hacia el
musculo, el consumo de oxigeno mitocondrial, el dafio
muscular, y, por dltimo, parece también ejercer un papel
en el proceso de diferenciacién de los mioblastos?®.

Peroxinitrito y formacion de nitrotirosina

Descripcion de un fenémeno

La produccién excesiva de NO, como ocurre en los
procesos activos inmunoinflamatorios, conlleva efectos
deletéreos en los tejidos, que han sido atribuido a su re-
accion limitada por la difusién con el superdxido para
formar el potente y toxico oxidante peroxinitrito. En la
actualidad, se considera que esta especie altamente re-
activa es la maxima responsable de los efectos lesionan-
tes de la excesiva produccién de NO en los tejidos®.
Cuando las concentraciones de NO alcanzan valores del
orden del micromol, este radical compite con las SOD
celulares por el superéxido, dado que esta reaccién es
tres veces mas rapida que la de aquellas enzimas con el
superdxido. De aqui se deduce que la formacion de la
especie peroxinitrito es la consecuencia de la produc-
cioén excesiva de NO y superdxido, condicién que inva-
riablemente sucede en los procesos activos inmunoin-
flamatorios®. La especie reactiva peroxinitrito ejerce
sus efectos a través de modificaciones oxidativas que
implican la nitrificaciéon de aminodcidos aromadticos, li-
pidos o bases de ADN**#2, De entre ellos, el aminodcido
tirosina parece ser la molécula diana para dicho proceso
de nitrificacién (fig. 5). De hecho, actualmente se con-
sidera que la formacién de 3-nitrotirosina es un potente
marcador biolégico in vivo de la generacion de especies
reactivas de nitrégeno®. Ademads, existe cada vez mayor
evidencia de que la nitrificacién de residuos esenciales
de tirosina puede inactivar enzimas o bloquear la fosfo-
rilizacién de los sustratos de tirosina cinasas. De todo
esto se deduce que el fendmeno de nitrificacién de resi-
duos de tirosina se considera actualmente como un me-
diador directo de los procesos activos inmunoinflamato-
rios y no s6lo un mero marcador bioldgico in vivo del
estrés nitrosativo.

Formacion de nitrotirosina. ; Marcador o mediador?

Se ha observado recientemente la presencia abundan-
te de proteinas nitrificadas en enfermedades como la
sepsis, el dafio pulmonar agudo, la artritis reumatoide,
la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad de Alz-
heimer y el trasplante hepdtico®**. Estudios recientes
han demostrado, ademds, que diversas proteinas, como
Mn-SOD*, neurofilamento L%, actina y otras proteinas
del citosqueleto®, a-tubulina?’, tirosina hidrolasa*, pro-
tefna A del surfactante pulmonar y o-1-antitripsina®,
tienen sus residuos de tirosina nitrificados. Este feno-
meno de nitrificacion se ha detectado en tejidos diver-
sos y en la mayor parte de los casos la formacion de nitro-
tirosina tuvo como consecuencia la inhibicién de la
actividad de la proteina correspondiente. Mds especifica-
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mente, los datos recientes de nuestro laboratorio, todavia
no publicados, han puesto de manifiesto la presencia
abundante de proteinas nitrificadas de localizacion en el
citosol de las fibras musculares de diversos misculos
normales de la rata. En este caso, tanto las NOS consti-
tutivas, eNOS y nNOS, como la isoforma inducible
contribuyeron a la formacion de nitrotirosina. A su vez,
la induccién de sepsis en dichos animales de experi-
mentacion se relaciond con un incremento significativo
en la formacién de nitrotirosina, especialmente en las
fracciones mitocondrial y de membrana de diversos
musculos esqueléticos. También demostramos a partir
de estos experimentos que la isoforma que mdas contri-
buyé a la formacién de nitrotirosina fue la inducible,
iNOS.

En este estudio se demostrd que el proceso de nitrifi-
cacion estaba limitado a unas bandas especificas de
proteinas, ya que este fendmeno es muy selectivo y de-
pende de varios factores, como la exposicién del anillo
aromadtico a la superficie de la proteina y la presencia
de glutamato en la vecindad del residuo de tirosina. Sin
embargo, la abundancia de residuos de tirosina en una
proteina determinada o de proteinas en un tejido no
condiciona el fenémeno de nitrificacién en el mismo*.
La identificacion de las proteinas nitrificadas detecta-
das en nuestro estudio no formé parte de los objetivos
de este trabajo. Si bien se ha especulado acerca de qué
proteinas podria tratarse, teniendo en cuenta que la ma-
yor parte de la formacién de nitrotirosina se localiza en
el citosol de los musculos control y que el incremento
de las proteinas nitrificadas, en respuesta a la sepsis, se
localiza en los compartimientos de membrana y mito-
condrial del musculo esquelético de la rata. Por tanto, y
en funcién de sus pesos moleculares aparentes y del
tipo de tejido y la localizacion, nos parece probable
que las proteinas nitrificadas detectadas fueran o-tubu-
lina, F-actina y otras proteinas que conforman el citos-
queleto de la fibra muscular. La eventual confirmacién
de nuestra hipétesis de que el fendmeno de nitrotirosi-
na acontece sobre todo en el citosqueleto de la fibra
muscular esquelética contribuiria a la expansion del
conocimiento de los mecanismos, por los que el exceso
de produccién de NO contribuye a la disfuncién mus-
cular en la sepsis.

Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Los radicales libres, y especialmente el anién supero-
xido, se producen en el misculo esquelético normal a
partir de diversas fuentes que se detallan a continuacion.

Cadena mitocondrial de transporte de electrones

Los radicales libres de oxigeno son mediadores nor-
males de las reacciones en cadena del transporte de
electrones en la mitocondria®. El producto final de una
serie de reacciones que tienen lugar como consecuencia
del metabolismo del oxigeno es la formacién del anién
superdxido. La tasa de produccién de este radical es
proporcional a la presién parcial de oxigeno en la mito-
condria®. El hecho de que el ejercicio intenso se acom-
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pafie de un incremento en la utilizacién de oxigeno hace
pensar que la liberacién de superdxido podria también
estar aumentada en el musculo que se contrae>. Por
otro lado, también se ha propuesto que la produccion de
grandes cantidades de superéxido puede llegar a saturar
las defensas antioxidantes mitocondriales, dando lugar
a un escape de superdxido hacia el citosol y otros luga-
res de la fibra muscular, que constituirian el primer paso
en el dafio tisular®'*2, De todo esto se deduce que la mi-
tocondria desempefia un papel central en la produccién
de radicales libres en el miisculo que se contrae.

Xantina oxidasa

La conversion de hipoxantina a xantina y 4cido drico
mediante la accién de la xantina oxidasa da lugar a la
formacién de ROS, que varia mucho entre especies y
tejidos. Esta via ejerce un papel importante en la pro-
duccién de superéxido y en el dafo tisular muscular
tras periodos de isquemia y reperfusién en animales de
experimentacion’,

NADPH oxidasa

Recientemente, este sistema se ha identificado como
fuente de produccién de ROS en las células no fagociti-
cas. Se trata de un sistema enzimético complejo asocia-
do a la membrana que se encuentra en células de origen
mesodérmico y en leucocitos, donde la produccién de
superéxido se utiliza para eliminar organismos extra-
flos, si bien la generacion excesiva de dichos radicales
puede inducir dafio tisular. Nuestro grupo ha demostra-
do la existencia de un sistema NADPH oxidasa en el in-
terior de la fibra muscular™, de caracteristicas muy si-
milares a las descritas en otros tejidos. Este sistema
enzimdtico ha resultado ser activo dentro de las fibras
musculares y capaz de producir ROS tanto en musculo
control como en respuesta a la sepsis.

Sistema microsomal P-450

Se ha constatado que es un sistema importante en la
produccién de radicales libres y dafo tisular en respues-
ta a la administracion de oxigeno y diversas toxinas ce-
lulares™.

Productos del metabolismo del dcido araquidonico

Se ha descrito como fuente importante de produccién
de radicales libres en el cerebro tras periodos de isque-
1955
mia™.

Efectos de las ROS en la contraccion
del misculo esquelético

Los efectos de las ROS sobre la funcién del misculo
esquelético se asocian siempre a ciertas condiciones fi-
siopatolégicas musculares, como la fatiga tras el ejerci-
cio intenso, el dafio por isquemia-reperfusion, las enfer-
medades inflamatorias musculares y otras miopatias.
Sin embargo, se ha demostrado recientemente que las
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ROS enddgenas también regulan la funcién contrictil
del musculo sano”’. Se producen a relativa baja concen-
tracién en el musculo en reposo, son esenciales para la
produccion normal de fuerza muscular y sus valores se
incrementan progresivamente en respuesta a la activa-
cién muscular’”™¥. Los valores de ROS se mantienen re-
lativamente bajos gracias a la accién de los sistemas an-
tioxidantes intracelulares como las SOD. Ademas, se ha
observado que la reduccién selectiva de ROS mediante
la administracién de catalasa o SOD provoca una dismi-
nucioén de la fuerza que es reversible tras la eliminacién
de la correspondiente enzima®*°'. Por el contrario, la ex-
posicion a bajos valores exdgenos de ROS incrementa
la fuerza muscular®2, Si bien la produccién excesiva
de ROS, como ocurre en las contracciones musculares
intensas o en la sepsis, genera un estado de estrés oxi-
dativo que conlleva una disminucién de la produccién
de fuerza por parte del muisculo esquelético®®.

Estrés oxidativo en el misculo esquelético
en la sepsis

Diversos estudios han demostrado que el dafio del
musculo esquelético inducido por la sepsis esta en gran
parte mediado por un incremento en la produccién de
ROS. En atencién a esto Shindoh et al'>® fueron los
primeros en describir que los radicales libres también
contribuyen a la disfuncién diafragmatica inducida por
la inyeccion sistémica de la endotoxina bacteriana. Es-
tos autores concluyeron que la previa administracién de
polietilenglicol-superoxido dismutasa (PEG-SOD) (an-
tioxidante) previno la formacién de malondialdehido
(MDA) (uno de los indices de peroxidacién lipidica me-
diada por ROS), asi como la disfuncién contractil en
hamsters sépticos. Peralta et al® demostraron un incre-
mento de los valores de ROS en los musculos de las ex-
tremidades de ratas sépticas, que se atenud previa admi-
nistracién de SOD. El mismo grupo de investigadores®
reseid en otro estudio la existencia muy precoz de es-
trés oxidativo, junto con una inhibicién de las enzimas
de la cadena respiratoria mitocondrial e inactivacién de
los sistemas antioxidantes en los musculos de ratas sép-
ticas. Supinski et al®® concluyeron que la disfuncién
muscular inducida por la endotoxina bacteriana no sélo
se hizo extensiva a los mdusculos ventilatorios, sino
también a los musculos de las extremidades, mientras que
el misculo miocérdico resultd ser resistente a los efectos
de dicha sustancia. Estudios muy recientes han demostrado
en ratas que los radicales libres reducen el consumo méxi-
mo de oxigeno del diafragma en la sepsis®’, y tienen un
papel central en la alteracién de la capacidad de generar
fuerza por parte de las protefnas contréctiles de dichos
diafragmas sépticos®.

La importancia del estudio del fendmeno de oxida-
cion de proteinas radica en el hecho de la modificacién
de las propiedades bioquimicas de éstas, induciendo
cambios en su actividad enzimatica, la capacidad de los
factores de transcripcién de unirse a moléculas de ADN
y su susceptibilidad a la degradacién proteolitica® .
Otra consecuencia derivada del exceso de produccién
de oxidantes en los tejidos es su capacidad de reaccio-
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nar con los dcidos poliinsaturados de las membranas ce-
lulares, con la consiguiente formacién de aldehidos té-
xicos. Tanto la determinacién de proteinas oxidadas
como la cuantificacién de los productos derivados de la
peroxidacién lipidica son indices que permiten detectar
el exceso de produccion de oxidantes en un tejido deter-
minado. Por otro lado, también es posible conocer el es-
tado de los sistemas antioxidantes celulares, mediante la
determinacion de los valores de SOD, catalasa, o de las
concentraciones de glutatidn, en sus dos fracciones, to-
tal y oxidada. El estado de oxidacién-reducciéon de un
tejido en unas determinadas condiciones vendrd deter-
minado por el equilibrio existente entre los indices de
oxidacion y los sistemas antioxidantes celulares.

Algunas observaciones recientes procedentes de nues-
tro laboratorio, todavia no publicadas, han puesto de ma-
nifiesto la presencia significativa de proteinas oxidadas
de diversos pesos moleculares aparentes de localizacion
preferente en los compartimientos de membrana y mio-
fibrilar de diafragmas sépticos de ratas. También eviden-
ciamos la presencia del fendmeno de peroxidacion lipi-
dica en los musculos sépticos, sin una clara diferencia
respecto de los musculos control. Por dltimo, también
hemos observado una reduccién en los valores de gluta-
tién muscular total en respuesta a la sepsis, acompaiada
de un incremento en los valores de la fraccién oxidada.
Los futuros estudios al respecto deberian permitir la
identificaciéon de las moléculas afectadas por los fend-
menos de oxidacion.

Hemooxigenasa
Descripcion

La hemooxigenasa (HO) es la enzima limitante de la
reaccion inicial en la degradacion del grupo hemo y fue
originariamente identificada por Tenhunen et al’’. La
HO cataliza oxidativamente el grupo hemo para dar
cantidades equimolares de biliverdina, mondxido de
carbono y hierro libre’. La biliverdina se convierte en
bilirrubina mediante la accién de la biliverdina reducta-
sa. El hierro libre se incorpora inmediatamente a la fe-
rritina. Tres isoformas identificadas hasta ahora (HO-1,
HO-2 y HO-3) catalizan esta reaccién””. La isoforma
HO-1 puede también inducirse por otras moléculas no
hemo, como el NO’%", las citocinas’®, los metales pesa-
dos, la endotoxina®®8!, la hiperoxia®? y otras mds, a pe-
sar de que el grupo hemo es el inductor mas tipico. La
isoforma HO-2 se sintetiza constitutivamente, predomi-
nando en el sistema nervioso central y el tejido testi-
cular®, si bien estd presente en otros tejidos, como el
musculo esquelético®*. Mucho mds recientemente se ha
descrito la existencia de la isoforma HO-3 en érganos
como el bazo, el higado, el timo, la préstata, el riiién, el
cerebro y los testes”, con muy escasa actividad cataliti-
ca comparado a la de las otras dos isoformas. Estas tres
isoformas de HO regulan la homeostasis celular me-
diante los tres productos fruto de su catalisis enzimati-
ca: el monéxido de carbono, la bilirrubina y la ferritina,
si bien todavia no se han identificado claramente las
funciones citoprotectivas de cada molécula.
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Induccion de HO-1 en el miisculo esquelético

Recientemente se ha demostrado que las contrac-
ciones musculares repetidas inducen incrementos de
ARNm de HO-1 en el musculo de las extremidades de
la rata®, lo que sugiere un mecanismo antioxidante sub-
yacente en respuesta a valores elevados de ROS genera-
dos durante contracciones musculares intensas. En otro
estudio se demostrd que la expresién inducida de HO-1
tras la administraciéon de hemina sistémica se correla-
ciond con el contenido de fibras rojas y de mioglobina
tisular en diferentes musculos de la rata®®. Mds concre-
tamente, los autores de dicho estudio concluyeron que
la expresion de HO-1 sigue un patrén especifico de dis-
tribucién atendiendo al tipo de fibra muscular, dado que
su presencia es mayor en los musculos con predominio
en fibras tipo I, como el séleo.

Por dltimo, recientemente se ha descrito la expresion
de HO-2 en células satélites, vasculares endoteliales, fi-
broblastos y miofibras extrafusales del musculo esque-
l1ético®.

Induccion de HO en la sepsis

Uno de los estudios mds interesantes ha sido el traba-
jo de Otterbein et al¥’, en el que se demostré un incre-
mento en los valores de ARNm de HO-1, asi como de
su actividad enzimatica en los pulmones de ratas endo-
toxémicas. El pretratamiento de estos animales de expe-
rimentacién con hemoglobina indujo incrementos de la
expresion de HO-1, que propiciaron un 100% de super-
vivencia de los animales. Contrariamente, la adminis-
tracién de un inhibidor competitivo de las HO abrogd
completamente los efectos protectores atribuibles a la
induccion de HO-1 en las ratas endotoxémicas.

Mas recientemente, se ha publicado otro estudio en el
que se demuestra que las HO ejercen un efecto protec-
tor en la disfuncién contrictil del diafragma inducida
por la sepsis en ratas®®. El bloqueo de la actividad de
HO, mediante el uso de inhibidor competitivo especifi-
co, deteriord todavia mds la contractilidad diafragmati-
ca en respuesta a la sepsis. Por el contrario, el uso de un
agente inductor de la expresiéon de las HO la mejor6
significativamente. Datos recientes procedentes de
nuestro laboratorio han confirmado también estos ha-
llazgos (observaciones no publicadas).

Conclusiones

En este articulo se han enumerado y descrito los dife-
rentes mecanismos que participan en el proceso de dis-
funcién del musculo esquelético y, mas concretamente,
de los musculos ventilatorios, que en dltima instancia
podria conllevar el fracaso de la bomba ventilatoria en
la sepsis. La importancia de profundizar en el conoci-
miento de las fuentes responsables de la produccién de
estos factores, asi como de su regulacién e interaccio-
nes, radica principalmente en dos hechos. Por un lado,
la sepsis es una enfermedad que representa hoy en dia
una de las primeras causas de muerte en las unidades de
cuidados intensivos. Ademads, la insuficiencia respirato-
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| Disfuncion diafragmatica inducida por la sepsis |

SEPSIS

Citocinas (TNF- ar, IL-1)

AHO +ROS * Expresion iNOS
(0,) . ¢
NO
= +
oNoO .

—— Estrés oxidativo Estrés nitrosativo

Efectos sobre:

Receptores de rianodina

ATP-asa Ca** reticulo sarcoplasmico
> | Creatincinasa

ATP-asa de miosina

Microtubulos

Sensibilidad al Ca** de la actina

Musculo
esquelético

Fig. 6. Esquema resumen de c6mo la sepsis conduce a un estado de estrés
oxidativo y nitrosativo celular. La sepsis conduciria a un incremento de la
produccion de citocinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-o) y la interleucina 1 (IL-1), que a su vez dan lugar, por un
lado, a la liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico
(NO), con la consiguiente formacién de peroxinitrito (ONOO"); por otro,
conducirian a un incremento en la expresion de hemooxigenasas (HO).

ria constituye uno de sus principales motivos. Por otro
lado, actualmente existe evidencia suficiente de que la
inflamacién de los musculos ventilatorios y su consi-
guiente disfuncién son los principales responsables del
mal funcionamiento de la bomba ventilatoria. Esta dis-
funcién muscular puede conducir a la muerte de los pa-
cientes con una enfermedad séptica.

En la figura 6 se esquematizan los fendmenos descri-
tos en esta revision. Brevemente, la enfermedad séptica
conllevaria la produccién de citocinas inflamatorias,
que a su vez darfan lugar a la produccion excesiva de
ROS y de NO procedente, sobre todo, de la iNOS. La
consecuencia de la excesiva liberacién de ambos tipos
de moléculas comportaria un estado de estrés oxidativo
por un lado, y nitrosativo por otro. Ambos estados me-
tabolicos celulares condicionarian alteraciones en las
propiedades contrictiles del musculo esquelético, me-
diante sus influencias sobre distintas estructuras de la
fibra muscular, esenciales para la contraccién del mus-
culo. Simultdneamente, se inducirian sistemas protecto-
res celulares, como las HO, con la finalidad de contra-
rrestar los efectos deletéreos de las ROS y aliviar la
disfuncién muscular contractil presente en la sepsis.

Por ultimo, cabe mencionar que el mayor conoci-
miento de los mecanismos moleculares y sus interaccio-
nes, en lo que respecta al mal funcionamiento del mus-
culo en la sepsis, puede tener importantes implicaciones
clinicas. El disefio y ulterior establecimiento de estrate-
gias terapéuticas destinadas a la mejoria de las propie-
dades contrictiles del misculo esquelético, entre ellos
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los musculos ventilatorios, constituye la finalidad prin-
cipal de esta linea de investigacién. En este sentido, el
desarrollo de enfoques terapéuticos destinados al incre-
mento de la expresion y la actividad de las HO aparece
como uno de los caminos mds esperanzadores para el
tratamiento del fracaso de la bomba ventilatoria en la
sepsis.
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