TITULO DEL PROYECTO:

ANALISIS DE LOS INTERMEDIARIOS DEL CICLO DE KREBS DURANTE LAS
PRIMERAS 6 HORAS DE ENDOTOXEMIA INDUCIDA POR LIPOPOLISACARIDO EN
UN MODELO DE SEPSIS PORCINA.

KREBS CYCLE INTERMEDIATES DURING THE FIRST 6 HOURS OF
LIPOPOLYSACCHARIDE-INDUCED ENDOTOXEMIA IN A SWINE SEPSIS MODEL

INVESTIGADOR PRINCIPAL:
JUAN DANIEL CAICEDO RUIZ
MEDICO CIRUJANO UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA

Trabajo presentado como requisito para optar al titulo de:

MAGISTER EN FISIOLOGIA

TUTOR:
JUAN JOSE DIAZTAGLE FERNANDEZ
MEDICO INTERNISTA
MAGISTER EN FISIOLOGIA
PROFESOR UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA



UNIVERSIDAD

NACIONAL

DE COLOMBIA




TABLA DE CONTENIDO

Pag.
1. RESUDMEN. ... .o uiiiitiiiiiee it tiatasann et e eeaasaassnnnnssseaaasnnnnnssrsasnnnnnnnes 4
2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA . .......cuiiiiieeeriiinnneeseennnnnnnes 8
T | U1 1 [ (07X od (o] N H 11
4. PREGUNTA DE INVESTIGACION. ......ooiinieeeeeee e eeeee e e e eaeeananeann 12
5. MARCO TEORICO. .. ..ottt e e e e e e e e e e ee e e e e e eea e enees 12
0. OBUETI VO S ... ittt ittt ettt e st eeaaannnnessssasasnnnnnsssraasnnnnnnnses 40
Objetivo General..........ccocviiiiiiiiiii 40
Objetivos ESPecifiCoS.......ccvciiiiiiiiiiiicii e 41
7. METODOLOGIA. ... .o eeeeeeeeee et e e e e e e e e e e e e e e e eneeeernaeeneeenn 42
Disefo de investigacion...........c.ccvoiiiiiiiiiiiii 42
TamanNo de la MUESTIa.......iiiiiiiii i eriiiersrnnnnnnnnnsaaarrnnnns 42
Criterios de SEIECCION.....viiiii it iiee e reasrenaaannnn e e eenn 43
R T =1 o = 43
Protocolo del @StUudio.......cccvii it riii i eeranrenannneeeens 48
ANAliSis @StadiStiCO.....cviiiiiiiiii i 56
090 0 L3 1o =Y = Tod [0] 1 1= T3 = ] 1 (o= 1= 56
1 0] 0= Tox o T =E= o =1 = T [ J0 AR 58
(03 {oT T Yo | - Ty  T- TP 59
8. RESULT AD DS ...ttt it teaaaaan s e e eaaasnnnnsssrraasnnnnnerrraaannannnrnnnn 61
ST 0] £ od U L] [ ] 66
JO.LIMITACIONES. ... oot e i e s e ee s esaaannnnnsessraannnsannnnnerrrnnnns 89
11.FORTALEZAS Y PERSPECTIVAS FUTURAS. ... eennns 91
12 CON CLUSIONES. ... et i i it i e e eeaannn e s e eaaaannnnnereennnns 94

13.BIBLIOGRAFIA



RESUMEN.

Introduccion: El ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT) se considera
tradicionalmente como una via ciclica que opera acoplada a la fosforilacion oxidativa.
En condiciones de hipoxia se asume que el CAT se encuentra detenido. Sin embargo,
la persistencia del funcionamiento del CAT en estados de choque ha sido
documentada, asi como la “fragmentacidén” de sus reacciones enzimaticas en modelos
animales de hipoxia conllevando a la persistencia de sus reacciones catabdlicas. El
objetivo de este trabajo es identificar la cinética de los intermediarios del CAT en el

plasma durante el choque por endotoxemia en un modelo porcino.

Métodos: Estudio experimental, a 9 porcinos se les suministré LPS de E. Coli hasta el
desarrollo de choque (PAM<50 mmHg), 3 porcinos se utilizaron como controles. Se
obtuvieron muestras de sangre venosa en 3 tiempos: TO: inmediatamente antes del
suministro de endotoxina o placebo, T1: 3-horas posterior a su suministro, T2: 6-horas
posterior a su suministro. La cuantificacion de los intermediarios del CAT, lactato y
piruvato en plasma se realiz6 mediante cromatografia liquida. Como medida de la
progresion a la anaerobiosis se utilizo la relacion entre lactato y piruvato (L/P). Las
diferencias de las medianas de las concentraciones entre TO-T1, TO-T2 y T1-T2 para
cada grupo se analizaron con el test de Wilkoxon, igualmente, se analizo la diferencia
entre grupo control y grupo endotoxina para cada tiempo. Finalmente, se realizé una
regresion lineal univariada entre las concentraciones de los intermediarios del CAT y

los valores de lactato.

Resultados: En el grupo control el citrato fue el metabolito del CAT predominante en
plasma en T2 (180 umol/L). En contraste, en condiciones de endotoxemia el succinato
fue el metabolito mas abundante a nivel plasmatico (783 umol/L). En el grupo de
endotoxemia los Unicos metabolitos del CAT que presentaron variaciones significativas
fueron: Succinato (T0:370.00 - T1:586.67 - T2:783.33 pmol/L; p<0.05) y citrato (T0:190

- T2: 540 ymol/L; p<0.05). Los demas intermediarios no presentaron variaciones



significativas durante la experimentacion. La regresion lineal entre los niveles de lactato

y succinato obtuvo un coeficiente de determinacion de 0.347 (p=0.003).

Conclusiones: La elevacion reportada en los niveles de succinato y citrato durante el
transcurso de nuestro biomodelo de endotoxemia sugiere un incremento de la actividad
catabdlica a nivel celular. Asi mismo, los niveles elevados de succinato se
correlacionan de manera parcial con la hiperlactatemia que se observa durante la

endotoxemia.

Palabras clave: Ciclo de Krebs, ciclo de los acidos tricarboxilicos, sepsis, choque

séptico, reprogramacion metabdlica.



- “ UNIVERSIDAD
v NACIONAL

" DE COLOMBIA

= s

ABSTRACT

Introduction: The Krebs cycle or tricarboxylic acid cycle (TAC) is traditionally considered
as a cyclic pathway that operates coupled to oxidative phosphorylation. Under conditions
of hypoxia, it is assumed that the TAC is arrested. However, the persistence of TAC
function in shock states has been documented, as well as the "fragmentation” of its
enzymatic reactions in animal models of hypoxia leading to the persistence of its catabolic
reactions. The aim of this work is to identify the kinetics of TAC intermediates in plasma

during endotoxemia shock in a swine model.

Methods: Experimental study, 9 swine were given LPS of E. coli until the development
of shock (MAP<50 mmHg), 3 swine were used as controls. Venous blood samples were
obtained at 3 times: TO: immediately before endotoxin or placebo administration, T1: 3-
hours after administration, T2: 6-hours after administration. The quantification of TAC
intermediates, lactate and pyruvate in plasma was performed by liquid chromatography.
The lactate to pyruvate ratio (L/P) was used as a measure of progression to anaerobiosis.
The differences in median concentrations between TO-T1, TO-T2 and T1-T2 for each
group were analyzed with the Wilkoxon test, as well as the difference between the control
group and the endotoxin group for each time. Finally, a univariate linear regression was

performed between the concentrations of TAC intermediates and lactate values.

Results: In the control group citrate was the predominant TAC metabolite in plasma at
T2 (180 umol/L). In contrast, under endotoxemia conditions succinate was the most
abundant metabolite at plasma level (783 umol/L). In the endotoxemia group the only
TAC metabolites that presented significant variations were: succinate (T0:370.00 -
T1:586.67 - T2:783.33 pmol/L; p<0.05) and citrate (T0:190 - T2: 540 ymol/L; p<0.05). The
other intermediates did not present significant variations during the experimentation.
Linear regression between lactate and succinate levels obtained a coefficient of
determination of 0.347 (p=0.003).

Conclusions: The reported elevation in succinate and citrate levels during the course of

our endotoxemia biomodel suggests increased catabolic activity at the cellular level.
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Likewise, elevated succinate levels correlate partially with the hyperlactatemia observed

during endotoxemia.

Keywords: Krebs cycle, Tricarboxylic acid cycle, sepsis, septic shock, metabolic

reprogramming.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El choque séptico es una patologia insignia del cuidado intensivo, en su fisiopatologia se
encuentran entrelazados fendmenos inmunoldgicos, alteraciones hemodinamicas, y
compromisos en la microvasculatura; los cuales derivan en la disfuncién celular que
desencadena la falla organica multiple que se observa de manera caracteristica en esta

enfermedad (1).

La mortalidad por choque séptico ocupa el primer lugar en las unidades de cuidado
intensivo y actualmente la mortalidad de estos pacientes oscila entre 30% y 60%,
ademas de conllevar a grandes gastos en salud, la sepsis también empeora la calidad
de vida de los pacientes que la padecen (2), este escenario no es nuevo en el cuidado
critico, y pese a la implementacion de guias de reanimacion y la inclusion de manejos
protocolizados no ha sido posible descender de manera persistente la morbimortalidad

causada por esta enfermedad.

Una explicacion plausible para este fendmeno puede radicar en que las conductas
terapéuticas que se han recomendado parten de un enfoque centrado en la resucitacion
a partir de variables que se enfocan en el aporte de oxigeno y su normalizacion (3);
dejando a un lado alternativas terapéuticas como la inhibicion de la sefalizacion
proinflamatoria, la respuesta hipercoagulante, la disfuncion endotelial, y el estrés
oxidativo, debido a que no han demostrado resultados estadisticamente favorables en la
disminucién de la mortalidad en ensayos clinicos aleatorizados (4, 5). Sin embargo, estas
terapias pueden ser de utilidad cuando se aplican Unicamente en subgrupos de pacientes
sépticos y no de manera homogénea sobre toda la poblacion de individuos, en
congruencia con lo anterior, en los Ultimos afios se ha reportado un incremento de los
trabajos que buscan seleccionar grupos de pacientes con fenotipos especificos y que a
futuro se puedan beneficiar de terapéuticas dirigidas a un mecanismo fisiopatolégico en

particular (6, 7).

Afortunadamente nuestro conocimiento sobre la sepsis se ha ampliado en los ultimos
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afos, y en parte gracias al avance de las ciencias émicas se ha logrado encontrar
diversos metabolitos relacionados con la noxa séptica y que permiten identificar fenotipos
de respuesta a nivel inflamatorio, inmunoldgico, metabdlico y del estado oxido-reductor
gue ocurren durante la sepsis (8), este avance hace necesario identificar una asociacién
entre los multiples fenotipos y el prondstico del paciente ya que esto contribuye a generar
intervenciones dirigidas. En este sentido, se ha encontrado en pacientes no
supervivientes el incremento a nivel plasmatico de metabolitos relacionados con el
metabolismo intermediario, y se ha planteado que esta elevacién corresponde a
fendmenos de reprogramaciéon metabdlica a nivel celular (9). Por lo tanto, un abordaje
metabolémico brinda la posibilidad de estudiar el compromiso metabolico de la sepsis a
través del andlisis de muestras de plasma, lo cual representa una alternativa novedosa
y pragmatica de abordar la noxa séptica, ademas permite establecer fenotipos de
compromiso metabdlico tanto a nivel interindividual como intraindividual y en un futuro
puede contribuir al disefio de intervenciones terapéuticas centradas en el metabolismo

energético (10,11).

Literatura reciente indica que la causa ultima de la disfuncion multiorganica en la sepsis
es el desarrollo de disfuncion mitocondrial contribuyendo a la perdida de las reservas
energéticas que permiten el adecuado funcionamiento celular — tisular — organico, (12,
13, 14), de tal forma que en la sepsis se han planteado dos mecanismos para explicar
este proceso fisiopatoldgico (15): EI mecanismo convectivo, en el cual el descenso en el
aporte de oxigeno (DO>) es la causa de la disfunciéon mitocondrial, no obstante, este
deterioro en el DO2 no siempre se correlaciona con las variables sistémicas que
monitorizan la macrocirculacion, y en este sentido se ha observado como la disminucién
del DOz puede ocurrir como producto del establecimiento de una heterogeneidad
microcirculatoria (16) conllevando a un descenso en el consumo de oxigeno (VO2) y al
establecimiento de una dependencia patolégica entre el VO y el DO2 a nivel tisular (17,
18). El segundo mecanismo es el mecanismo metabdlico, en el cual la mitocondria
desciende su funcionamiento en el contexto de un DO2 preservado. En este mecanismo

la maquinaria metabdlica se encuentra reprogramada a causa de la sefalizacién



intracelular generada por la noxa séptica, lo cual deriva en que el DO: fisioldgico sea
incapaz de sostener el metabolismo aerdbico provocando el sostenimiento de las vias
glucoliticas para la obtencién de energia y desacoplando el proceso de fosforilacidén
oxidativa (19).

El reemplazo de la fosforilacion oxidativa por la glicolisis como fuente de ATP se conoce
como efecto Warburg (20), efecto documentado desde los inicios del siglo XX y que
contribuye a la dependencia de la via glucolitica que se observa en las células tumorales.
Actualmente, se conoce que el efecto Warburg esti4 presente también en la sepsis
independientemente de la biodisponibilidad de oxigeno, y es un fenémeno que puede ser
desencadenado por la sefalizacion inmuno-inflamatoria que se observa en esta
patologia (21, 22). En este sentido, también existe evidencia experimental en torno a una
reprogramacion del metabolismo intermediario durante la sepsis, encontrandose alterada
la utilizacion de diferentes sustratos energéticos, incluidos los &acidos grasos,
aminoacidos, el lactato y las cetonas (23, 24, 25). Un punto en comun de todas las
anteriores vias metabdlicas radica en el ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos
(CAT) por lo que el entendimiento de su funcionamiento y las adaptaciones que este
desarrolla durante la sepsis pueden permitir un entendimiento mas integral de la

respuesta metabdlica que acontece en esta patologia.

Evidencia reciente sugiere que la maquinaria del CAT persiste funcionante en
condiciones hipodxicas y consigue sintetizar ATP en un entorno anaerobio mediante la
fragmentacion y reorientacion de sus reacciones enzimaticas (26, 27). Cuando esto
sucede se pierde el funcionamiento ciclico de las reacciones que conllevan a la oxidacion
de los equivalentes reductores (NADH y FADH2), alterandose el equilibrio entre la
anaplerosis (reacciones que proporcionan intermediarios del CAT) y cataplerosis
(reacciones que emplean los intermediarios del CAT en otras vias metabdlicas), en este
escenario es posible observar reacciones de fosforilacion a partir del sustrato y la

produccion de dioxido de carbono de manera anaerobia (28).

El anterior fraccionamiento del CAT conlleva a la acumulacion de ciertos intermediarios
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debido a la ausencia de un funcionamiento ciclico en las enzimas que lo componen (29,
30). La acumulacién de succinato, citrato y fumarato se asocia con los fenébmenos de
reprogramacion energética, favoreciendo la tolerancia a la hipoxia y la supervivencia
celular. Actualmente existe evidencia en modelos celulares que relaciona el incremento
del citrato y succinato con la estabilizacion del factor inducible por la Hipoxia (HIF-1) (31,
32); ademas, se ha observado la expresion de un fenotipo proinflamatorio (33) y la
proteccién del potencial de membrana mitocondrial cuando se incrementan los niveles
intra celulares de Succinato (34); de tal forma que los intermediarios del CAT pueden
actuar como moléculas pivote que interrelacionan el metabolismo intermediario con la

respuesta inmunologica y la tolerancia a la hipoxia.

En la sepsis, la instauracion de hipoxia puede desencadenar respuestas similares a las
descritas previamente, sin embargo, es posible observar un metabolismo hipercatabdlico
en las fases tempranas de la enfermedad (35) o un metabolismo quiescente en las fases
tardias que conlleva a la instauracion de disfuncién multiorganica (36), este compromiso
“variable” del metabolismo ocurre como producto de la sefializacion inflamatoria y puede

instaurarse de manera independiente a la biodisponibilidad del oxigeno.

Dentro de este paradigma que incluye diversos fendmenos de reprogramacion
metabolica ligados y no ligados a la hipoxia, los intermediarios del CAT pueden
considerarse como metabolitos que contribuyen a la interpretacion del funcionamiento
del metabolismo intermediario y la actividad mitocondrial, por lo que su cuantificacion en
plasma permitiria interpretar de una manera mas integral la respuesta metabdlica en la

sepsis.

JUSTIFICACION

Al momento existen multiples preguntas respecto a si la reprogramacién metabdlica que
ocurre en la sepsis es favorable o desfavorable para la resolucion de esta patologia, se
ignora si todas las células del organismo llevan a cabo estas alteraciones metabdlicas

durante el choque séptico y por ultimo se desconoce el tiempo en el cual esta respuesta
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adaptativa celular puede sostenerse sin entrar en un punto de no retorno en el cual la

disfuncién multiorgéanica se convierta en un fenémeno irreversible.

La investigacion aqui planteada busca identificar la cinética de los intermediarios del CAT
posterior a la induccion de choque séptico con LPS en un modelo animal porcino. Por lo
gue sabemos, hasta el momento no se ha documentado el comportamiento temporal de
estos metabolitos en el plasma de un modelo animal de choque séptico, consideramos
gue cuantificar el comportamiento de estos intermediarios €s un paso que nos permite
identificar la reprogramacion metabdlica celular y la disfuncion mitocondrial que se

observa en la fisiopatologia del choque séptico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl es el cambio de las concentraciones en el tiempo de los intermediarios del CAT

en un modelo porcino de sepsis durante las primeras 6 horas de choque por endotoxina?

MARCO TEORICO

La sepsis es una patologia heterogénea y multicausal que ha sido reconocida como
causa de morbilidad y mortalidad desde hace mas de 3000 afios (37). El entendimiento
de esta enfermedad y su tratamiento evidencian el progreso de nuestra comprension
alrededor de las interacciones huésped — microrganismo, no obstante, la fisiopatologia
de la Sepsis y el Choque séptico va mas allad de la respuesta hiperinflamatoria y
antinflamatoria desencadenadas por el reconocimiento del microorganismo o de
sustancias asociadas al huésped (38); actualmente conocemos que el compromiso
generado por la noxa séptica afecta las variables macro hemodinamicas, la
microcirculacion, el endotelio (38), los sistemas hemostaticos, el sistema inmunolégico y
el metabolismo celular (39, 40); siendo el punto comun de estas alteraciones el desarrollo
de hipoxia celular y el establecimiento de un desbalance en el estado oxido - reductor de

la célula que compromete la obtencion de Energia y su adecuada utilizacién (14, 42, 43)
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El enfoque del presente trabajo se centra en el compromiso metabdlico de la sepsis,
compromiso que ha sido descrito desde la segunda mitad del siglo XX centrandose en
los procesos fisiopatoldgicos que conllevan a las alteraciones enzimaticas que afectan la
ruta glucolitica, el metabolismo del lactato y el descenso en el funcionamiento de la
cadena transportadora de electrones (44, 45, 46).

Recientemente, la incorporacion de los métodos de la metabolémica en biomodelos
animales de choque hemorragico (47) y en pacientes hospitalizados por traumas severos
(48) ha permitido el entendimiento de las complejas adaptaciones metabdlicas que tienen
a lugar durante condiciones de hipoxia e isquemia. En modelos de choque séptico
también ha sido posible identificar la presencia de diferentes metabolitos que se
encuentran asociados con la mortalidad y la progresion de la sepsis (49). Dentro de los
multiples metabolitos reportados, existe evidencia consistente que sugiere un rol
regulador y pronostico de los intermediarios del CAT durante los fendmenos de

reprogramacion metabdlica que ocurren en la sepsis (9, 36, 23).

En aras de introducir la evidencia en torno a los intermediarios del CAT y la sepsis
empezaremos por recapitular brevemente la fisiopatologia de esta enfermedad,
posteriormente se describiran las etapas del metabolismo intermediario y sus
alteraciones durante la sepsis; finalmente, se caracterizara la crisis energética en la
sepsis y la relacion de los intermediarios del CAT con los fendmenos de reprogramacion

metabdlica.

1. Fisiopatologia de la Sepsis y el Choque Séptico.

La sepsis es una entidad que progresa desde una infeccion localizada hasta un
compromiso sistémico que se define por la aparicion de disfuncion multiorganica, la cual
se atribuye convencionalmente a una respuesta inflamatoria e inmunolégica no regulada
y se caracteriza por la instauraciéon de hipoperfusion tisular (50). Por este motivo las
actuales guias de reanimacion (3) establecen que el diagnostico de choque séptico se

realiza en un paciente que presente requerimiento vasopresor en adicién a cifras de
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lactato elevadas, la hipétesis detras de esta recomendacion clinica es que el lactato
evidencia un estado de hipoperfusion tisular y que el soporte vasopresor es la manera
de definir la existencia de un componente cardiovascular como causante de la

hipoperfusion tisular.

La comprension de la hipoperfusion tisular en sepsis ha sido un objeto de debate en los
ultimos afios (51, 52, 53); en primer lugar su definicion permanece siendo elusiva en el
campo clinico y cientifico ya que no existe un “gold-standard” para su cuantificacion, en
segundo lugar se observa en la sepsis una disociacion entre la macro y la
microcirculacion (54, 55) razén por la cual la conducta tradicional y centrada en la
optimizacion de los parametros macrocirculatorios puede ser insuficiente para mejorar la
perfusion tisular en instancias avanzadas del choque séptico (56, 57), en tercer lugar la
heterogeneidad y la disfuncion microcirculatoria del paciente séptico puede explicar
estados de aporte de oxigeno insuficientes a nivel tisular, no obstante, su causalidad, su
regresion o tratamiento y su relacion con la supervivencia permanecen sin un consenso
al respecto (58, 59, 60). Finalmente, el descenso en el consumo de oxigeno a nivel
celular complementa el paradigma de la hipoperfusion tisular, pero al momento
desconocemos si dicho deterioro en la extraccion de oxigeno es la causa o la
consecuencia de la disfuncién circulatoria del paciente séptico (61, 62). Comprendiendo
lo anterior es evidente que el estado de hipoperfusion tisular en sepsis se encuentra
determinado por mdultiples parametros y la interaccidbn entre estos no siempre es
predecible, a continuacion, se analizard los dos principales escenarios de la
hipoperfusion en estado de sepsis y se describird el paradigma de la disfuncién
mitocondrial como un fenbmeno de compromiso intrinseco en el consumo de oxigeno

celular.

1.1. Disfuncién macrovascular.
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El estado de hipoperfusidon en la sepsis tradicionalmente se atribuye a una disfuncion del
sistema cardiovascular que abarca componentes del choque cardiogénico, hipovolémico
y distributivo, de tal manera, la sepsis presenta diferentes patrones hemodinamicos (63,
64, 65). Inicialmente se observa un gasto cardiaco (GC) disminuido producto del
descenso del volumen plasméatico (66), el incremento de la capacitancia venosa (CV)
(67, 68), de la resistencia vascular pulmonar (RVPulm) (69, 70) y el deterioro de la
contractilidad cardiaca (71, 65). Posterior a la resucitacién volumétrica se observa un
patrén de GC incrementado (72) que compensa la fuga del plasma sanguineo por los
capilares, los incrementos en la CV, la RVPulm, y el deterioro de la contractilidad
miocardica (73, 74). Estas dos etapas de disfuncion cardiovascular acontecen durante
un periodo de vasodilatacion arterial de tal manera que la disminucion de la resistencia
vascular periférica (RVP) y el incremento de la frecuencia cardiaca (FC) contribuyen a
gue el GC permanezca relativamente elevado pese a la persistencia de la disfuncion
miocéardica (75). Una vez se realiza la optimizacion de la precarga con el aporte
volumétrico, el descenso de la presion arterial (PA) que se observa en el paciente séptico
corresponde a la persistencia de la vasodilatacion periférica y a la disminucion de la
contractilidad miocardica (76). Finalmente, la progresion a choque séptico se manifiesta
cuando en este contexto de disfuncion cardiovascular existe un compromiso de la
perfusion tisular. Este compromiso puede ser evidenciado por la elevacion concomitante
del lactato a nivel sérico y por el incremento de otras variables relacionadas con el

desbalance entre el consumo y el aporte de oxigeno (77).

Frente a la progresion de eventos ya mencionada es necesario realizar dos salvedades;
en primera instancia, la suposicién de que la hiperlactatemia en sepsis es un indicador
de hipoperfusion tisular es una hipétesis que ha sido reevaluada y actualmente la
hiperlactatemia mas alla de identificar hipoperfusion es un indicador de hiperactividad
simpatica, de compromiso en la funcion hepética y renal, de hipoperfusion esplacnica y
del establecimiento de un metabolismo centrado en la glicolisis aerébica (15, 78, 79), no
obstante, su papel como indicador de mal prondstico y como variable destinada a orientar

la resucitacion del paciente criticamente enfermo permanece vigente (45, 80). En
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segunda instancia, hoy conocemos que las variables macrohemodindmicas
mencionadas anteriormente (RVP, GC, FC y TA) no siempre se correlacionan con la
microcirculacion durante la injuria séptica (54), por tanto, es posible observar en esta

patologia una disociacion entre la macro y la microcirculacion.

1.2. Disfuncidén microvascular y dafio endotelial.

La perfusion tisular es el Ultimo determinante de la entrega de oxigeno a nivel
microcirculatorio, y de manera contraria al paradigma macrocirculatorio centrado en
presiones, su regulacion fisioldgica se lleva a cabo por los cambios en el flujo (81), por
tanto, el control del tono vascular llevado a cabo por el endotelio es el encargado de
regular la entrega de oxigeno de acuerdo a los requerimientos metabdlicos de cada
organo (82, 83), dicho control responde principalmente a factores fisicos (shear stress),

miogeénicos, neuro-humorales y metabdlicos (84, 85).

En este proceso de control del flujo microcirculatorio el endotelio modula la liberacion de
sustancias vasodilatadoras entre las cuales el 6xido nitrico (ON) es el mediador mas
estudiado; el ON actia como activador la enzima Guanilato Ciclasa (GC), la cual se
encarga de producir un incremento en los niveles de Guanosin Monofosfato Ciclico
(GMPc) desencadenando la relajacion del musculo liso (86). En la sepsis existe una
desregulacion en la produccion del ON causada principalmente por la expresion
incrementada de la Oxido Nitrico Sintasa (ONS), enzima que se expresa de manera
heterogénea en diferentes lechos vasculares, favoreciendo el desarrollo de shunts
arterio-venosos, lo cual conlleva a la aparicion de zonas hipoperfundidas adyacentes a
zonas con perfusion normal e incluso incrementada, constituyéndose de esta forma, un
estado de heterogeneidad microcirculatoria propio de la patologia séptica (87).
Adicionalmente, este fenbmeno de heterogeneidad explica el comportamiento de las
variables derivadas del consumo de oxigeno, como la SvO., la cual puede encontrarse
normal o incluso incrementada como producto de los shunts arterio-venosos vy el flujo

heterogéneo resultante (88).
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Otras alteraciones en la microcirculacion acompafian al proceso séptico, y se asocian
con la progresion de la disfuncion multiorganica: a) La destruccion del glucocalix que
expone a la célula endotelial al estrés oxidativo incrementa la permeabilidad vascular y
altera el mantenimiento de los gradientes de presion encargados de regular el
intercambio capilar (89). b) La pérdida de la sensibilidad a las catecolaminas que deriva
en la disminucion del tono microvascular (90). c) El incremento de la agregacion
plaquetaria que contribuye a la generacion de microtrombos y a la destruccién del
glucocalix endotelial (91). Por ultimo, d) Los eritrocitos presentan alteraciones reolégicas
gue deterioran su deformabilidad y favorecen su agregabilidad en la superficie endotelial

incrementando con esto la heterogeneidad microcirculatoria (92).

Diferentes autores plantean que el dafio endotelial y la disfuncion microcirculatoria son
los eventos causantes del establecimiento de la disfuncion multiorganica que se observa
en la sepsis (93, 94). En concordancia con lo anterior, es posible observar a traves de la
microscopia de campo oscuro (SDF) que aquellos pacientes con choque séptico con
mayor cantidad de alteraciones en la visualizacién de la microcirculacion sublingual
desarrollan un mayor compromiso multiorganico, por otro lado, aquellos pacientes que
optimizan el estado de su microcirculacién cursan con un descenso en la severidad de
la disfuncion multiorganica (95). Adicionalmente, la cuantificacion de productos de
degradacion del glucocdlix ha demostrado la presencia de valores mayores en los
pacientes con choque séptico que no sobreviven (96). Esta evidencia sugiere que la
microcirculacion es participe en el deterioro organico que se observa en la sepsis y que

el dafio endotelial puede ser indicativo de mal prondstico en estos pacientes.

Si consideramos que la adecuada distribucién del flujo sanguineo depende de la
autorregulacion fisiologica de la microcirculacion; los fendbmenos como la pérdida de
control del tono vascular y la heterogeneidad microcirculatoria conllevan al descenso del
aporte de oxigeno y favorecen la instauracion de hipoxia tisular (39, 97). En este
contexto, el deterioro de la oxigenacion celular es causado directamente por la caida del
aporte de oxigeno (DO3), descenso que en condiciones fisiolégicas no se acompafia del

descenso concomitante del consumo de oxigeno (VO.), sin embargo, existen reportes
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que indican como multiples factores contribuyen a la detencion de la cadena
transportadora de electrones, impidiendo el sostenimiento del VO, y favoreciendo el
desarrollo de hipoxia celular por mecanismos no convectivos (98, 99).

1.3 Disfunciéon Mitocondrial.

Una teoria contra intuitiva, establece un fenébmeno de disfuncion mitocondrial como el
causante de la disfuncion multiorganica en el choque séptico, esta teoria ha sido
planteada teniendo en cuenta que los estudios que han dirigido sus intervenciones a la
optimizacion de variables derivadas del DO2 no han proporcionado resultados favorables
en términos de desenlaces (100), lo cual sugiere que la mejoria del estado macro y
microhemodinamico no conlleva necesariamente a la reversion de la hipoxia a nivel
celular (101, 85). Adicionalmente, en los ultimos afos se ha investigado en torno a los
mecanismos celulares que favorecen la disfuncion organica en la sepsis y en este sentido
la muerte celular secundaria a hipoxia es un fenémeno plausible teniendo en cuenta la
progresion del compromiso circulatorio, sin embargo, en la sepsis se ha reportado una
escasa presencia de muerte celular pese a un estado de evidente falla multiorganica, y
las Unicas células que presentan una disminucién en su niumero han sido encontradas a
nivel del tracto gastrointestinal, el endotelio y las células del sistema inmune, mientras
gue a nivel de otros 6rganos no ha sido posible demostrar areas significativas de necrosis
0 apoptosis celular (102). Inclusive, existen datos de modelos experimentales en los
cuales se observa normalidad e incluso incremento en la biodisponibilidad de oxigeno
una vez se ha establecido la disfuncion multiorganica propia del choque séptico (103,
104, 105). En este mismo sentido, existe evidencia experimental en torno a la detencién
de la fosforilacion oxidativa que ocurre como producto de la sefalizacion proinflamatoria
desencadenada por el lipopolisacarido de bacterias gram-negativas (46). En sintesis,
estos hallazgos sugieren que el descenso en el VO: es causado por la desregulacion de
la funcién mitocondrial, disminuyendo con esto el consumo de energia a nivel celular,
(106, 107, 12) y favoreciendo un estado de hibernacion en el cual se preserva la

supervivencia celular a costa de la funcion tisular y organica (19, 108, 109).
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Durante la disfuncién mitocondrial que ocurre en sepsis es posible observar que existen
organos incapaces de utilizar eficientemente sus combustibles metabdlicos pese a
presentar tensiones tisulares de oxigeno 6ptimas. Este fendmeno se conoce como
hipoxia citopatica y complementa el paradigma de la disfuncion mitocondrial en la sepsis
(110, 111). En este mecanismo de hipoxia celular la obtencion de energia recae en el
sostenimiento de la via glucolitica debido a que el funcionamiento mitocondrial se
encuentra comprometido (112), lo cual deriva en un aumento en la generacion de H*
provenientes de la hidrolisis del ATP (113) y dado que también existe algin grado de
disfuncién en la fosforilacion oxidativa (114, 115) este fendbmeno se acomparfa de la
generacion concomitante de radicales libres (116, 117). Considerando lo anterior, las
alteraciones mitocondriales en la sepsis pueden generar una aparente adaptacion a la
hipoxia mediante el desarrollo de un estado de hibernacion o pueden ser francamente
desadaptativa si su progresion conlleva al sostenimiento de los mecanismos de dafio

propios de la hipoxia citopatica.

En este momento desconocemos si la disfuncion mitocondrial es un epifendmeno del
proceso fisiopatoldgico e inmunolégico de la sepsis 0 es una respuesta celular que se
ejecuta ante la noxa séptica en aras de preservar la supervivencia de la célula (118, 62).
Lo que es evidente es que la disfuncién mitocondrial contribuye al proceso patolégico
con el cual se instaura la disfuncion multiorganica en la sepsis, no obstante, aun
desconocemos el grado de contribucion de las alteraciones mitocondriales en el

prondstico de los pacientes sépticos.

Si se desea entender el rol de la mitocondria en la progresion del choque séptico, es
necesario aclarar en primera instancia el funcionamiento mitocondrial, los procesos
metabdlicos en los que se utiliza su maquinaria, su rol principal en el proceso de

respiracion celular, la sintesis del ATP y su adaptacion en los procesos de hipoxia.
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2. Bioenergética Celular.

La primera ley de la termodinamica, afirma: “La energia total de un sistema aislado
siempre permanece constante”. Podemos concluir; igualmente, que la energia no se crea
ni se destruye, solo se transforma. Es decir, si en un sistema desaparece una clase de
energia esta debera producirse de manera exactamente equivalente en otra forma, tal y
como se observa en nuestros procesos metabolicos, los cuales consumen energia
quimica y generan diversos tipos de energia siempre en compafiia de la liberacion de
energia caldrica. La segunda ley de la termodinamica, establece: “En un sistema cerrado
la energia disponible para realizar un trabajo siempre disminuye.” En este caso, la
energia destinada para realizar un trabajo se conoce como energia libre de Gibbs (8G).
De tal forma que en un sistema cerrado para que ocurra una reaccion quimica de manera
espontanea es necesario que la energia libre (6G) dentro del sistema disminuya. Por

ejemplo:

A+B-C(1)

Si la reaccion (1) posee un 8G negativo se observa la generacién de reactivo (C) a partir
de los productos (A 'y B), en esta reaccion existe una liberacion de energia y catalogamos
a esta reaccion como espontanea y exergoénica. Si la reaccion posee un dG positivo
implica que para la obtencién de (C) a partir de (A 'y B) es necesario que el sistema reciba
energia, por tanto, conocemos a este tipo de reacciones como endergonicas, es decir,

gue consumen energia.

Nuestro organismo es incapaz de llevar a cabo reacciones quimicas cuyo 6G sea
positivo, para esto se necesita que las reacciones que representan un consumo
energético sean acopladas a reacciones con 8G negativos, con lo cual, la energia libre
total del sistema (8Gtot) permanece negativa. La reaccion quimica de hidrolisis del ATP
(2) es una reaccién cuyo 6G es igual -30.5kJ/mol (-7,7 kcal/mol) su utilizacién en la

termodindmica de los sistemas vivos permite que reacciones con 0G positivos
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acontezcan de manera espontanea una vez se acoplan con la hidrolisis de uno de sus
enlaces de anhidrido acido:
. kJ
ATP & ADP + Pi + —30.5——. (2)

mol
Por tanto, el descenso en los depdsitos celulares de ATP es un evento que si ho se
resuelve genera la perdida de la funcionalidad de la célula y en caso de mantenerse
conlleva ala muerte celular. Algunos estudios (119, 120), han corroborado la observacién
de un deterioro en la produccion y en la utilizacién de ATP en el choque séptico, siendo
este un factor determinante en la instauracion de DOM en las fases tardias de la sepsis
(107, 121). Para describir estas alteraciones en el balance del ATP es necesario proceder
con la descripcion de las vias metabdlicas encargadas de su produccion en condiciones

fisiologicas y en condiciones patologicas:
2.1 Metabolismo Intermediario.

El metabolismo intermediario es el grupo de reacciones que se encargan de convertir los
nutrientes que ingerimos en energia quimica a través de su catabolismo, o en

biomoléculas mas complejas a partir de su anabolismo.

Los carbohidratos y los lipidos se disponen como fuentes de energia a corto y largo plazo,
mientras que las proteinas consolidan la masa funcional y activa del andamiaje celular y
su rol como reservas energéticas en condiciones normales es pequefio (122). La
oxidacion de estas macromoléculas conlleva a la perdida de electrones (e°) los cuales
son cedidos por las moléculas organicas en compafia de atomos de hidrogeno (H*). Por
ejemplo, la oxidacion terminal de la glucosa resulta en la produccién de un compuesto
de baja energia como el didxido de carbono (CO>) y en la aceptacion de sus electrones
(e”) y protones (H*) por el oxigeno, produciendo H>O (Fig. 1). Durante este proceso
catabdlico, e” y H* son liberados en fases intermedias de la oxidacién y son captados
transitoriamente por las coenzimas nicotina adenina dinucle6tido (NAD) y flavina adenina
dinucledtido (FAD), posteriormente, serdn cedidos a la cadena transportadora de

electrones (CTE) ubicada en la membrana mitocondrial interna, esta cadena se compone
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de 4 complejos respiratorios, cada complejo posee una mayor afinidad por los (e”) y dicha
afinidad se encuentra determinada por el potencial oxido reductor de cada complejo, de
manera que los electrones avanzan desde el complejo | en el caso del NADH+H y desde
el complejo Il en el caso del FADH+H, hasta el complejo IV (citocromo oxidasa), el cual
se encarga de reducir el oxigeno en agua. El transporte de los electrones entre cada
complejo se acompafa de la extrusion de los (H*) hacia el espacio intermembrana,
creando asi un gradiente electroquimico sobre la membrana mitocondrial interna, este
gradiente electroquimico conforma la fuerza proton-motriz que es empleada por el
complejo V (ATP sintetasa) para acoplar la sintesis de ATP (reaccidén endergdnica) con

la entrada de (H*) hacia la matriz mitocondrial (fenédmeno exergonico).

Outer mitochondrial membrane (permeable to metabolites)

Cco, Intermembrane space
Stage | ; Inner mitochondrial membrane
Glucose U
2 NAD* 7 Stage Il GTP ‘
2 NADH <> 2 ATP co,
2 Pyruvate————> Pyruvate — ) Acetyl CoA Citric acid 2CO,- = 2CO,
Fatty acid Transporter yap+ NADH NADH A
ATP + b
HSCoA )
AMP + FADH,

PP,

Fatty acyl
CoA

3 NADH Mitochondrial matrix

Stage Il Stage IV
————NADH napH 8 L] ATP ATP

Succinate ADP :g
20+ 2H" Y0 H.0 + TrunaporiersADP
e +30,—H; P; P;
«——— NAD*~ Electron ~NADH 0 >@< ST

Fumarate 43 H,O|
shuttle, ’ o
H* 3H*
Electron transport chain FoF; complex

Figura 1. Esquema del metabolismo oxidativo. Tomado de: (123).

Este proceso de sintesis de ATP que conlleva a la reduccion y a la oxidacion de las
moléculas transportadoras de electrones (NAD y FAD) generando CO; y H2O se conoce
como respiracion mitocondrial y normalmente consume el 80% del oxigeno disponible en

la célula en estado basal. Segun estudios llevados a cabo en mamiferos
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aproximadamente el 30% de este consumo de oxigeno se utiliza en la sintesis de
proteinas (Tabla 1), un 25% se emplea en el funcionamiento de la Na*/K* ATPasa, 10-
15% en el funcionamiento de la bomba Ca** ATPasa, 10% en la generacién de
glucégeno, urea y fracciones pequefias del ATP total se emplean para la sintesis de

acidos nucleicos.

Tabla 1. Consumo de oxigeno de las funciones celulares.

Tissue Protein Synthesis Na“-K"-ATPase (Ca™"-ATPase (ther Major Contributors

Liver 4 B=10 b Gluconcogenesis (16-40%) and urea synthesis (12%),
substrate cyeling (26%), oligonucleotide synthesis
(5%), proton leak (26%), nonmitochondrial (20%)

Gastrointestingl tracl T fi0

Kidney i 10-70 Gluconeogenesis (5%)

Heart 3 [-5 15-30 Actinomyosin ATPase (40-50%), proton leak (15% max)
Brain b 5060 Slgnificant

Skeletal musele 17 A=10 A Proion leak (500), nonmitochondrial (14%)

Contribucién al consumo de oxigeno total por parte de los principales procesos metabdlicos tisulares de
un mamifero (rata) en condiciones standard. Tomado de: (124)

2.2- Produccién de ATP a partir de la Glucosa.

La glicolisis puede considerarse como un proceso metabolico en el cual una molécula de
glucosa se divide en 2 moléculas de piruvato en presencia de oxigeno; en este proceso
se obtiene la ganancia de 2 moléculas de ATP y 2 moléculas de NADH+H, tal y como se

observa en la siguiente reaccion:

Glucosa + 2NAD~ + 2ADP* + 2Pi~ = 2Piruvato + 2NADH + H + 2ATP (3)

Inicialmente (Tabla 2), se hace necesario fosforilar la glucosa generando en primera
instancia glucosa-6-fosfato (G6P), esta molécula al estar ionizada evita su salida de la
célula gracias a la adicién de un grupo fosfato. La G6P puede proseguir el metabolismo
oxidativo de la glicolisis o puede ser convertida en glucosa-1-fosfato como paso previo a
la sintesis de Glucogeno, adicionalmente puede ser utilizada por la via de las pentosas

fosfato cuando se requiere sintetizar acidos nucleicos y NADPH.

23



UNIVERSIDAD

NACIONAL

2 DE COLOMBEIA

Tabla 2. Reacciones metabodlicas del proceso oxidativo de la glucosa.

] Reaction Enzyme

G6P from glycogen

Glycogens, + Pi*= = Glycogensn-1 + Glucose l-phosphate Phosphorylase
Glucose 1-phosphate = Glucose 6-phosphate Phosphoglucomutase

GOP from glucose
Glucose + MgATP*~ = Glucose 6-phosphate®™ + MgADP~ + H* Hexokinase

Glyeolysis

| Glucose 6-phosphate®= —» fructose 6-phosphate*~ Glucose-6-phosphate isomerase
2 Fructose 6-phosphate~ + MgATP?~ = fructose | 6-bisphosphate’= + MgADP~ + H* 6-Phosphofructokinase
3 Fructose 1,6-bisphosphate*™ = Dihydroxyacetone phosphate + Glyceraldehyde 3-phosphate®~ Aldolase
| Dihydroxyacetone phosphate — Glyceraldehyde 3-phosphate®~ I'miose Phosphate Isomerase
5 2 Glyceraldehyde 3-phosphate*= + 2NAD* + 2P~ — 2 | 3-bisphosphoglyerate’~ + Glyceraldehyde-3-Phosphate
2 NADH + 2 H' dehydrogenase
6 2 1,3-bisphosphoglyerate*™ + 2 MgADP™ —» 2 3-phosphoglycerate’™ + 2 MgATP*~ Phosphoglycerate kinase
7 2 3-phosphoglycerate*= —» 2 2-phosphoglycerate*~ Phosphoglycerate mutase
8 2 2-phosphoglycerate’™ —» 2 phosphoenolpyruvate’= + 2H20 Phosphopyruvate hydratase
9 2 phosphoenolpyruvate’™ + 2 MgADP~ + 2 H* = 2 pyruvate™ + 2 MgATP*~ Pyruvate kinase

Net protons per 2 pyruvate

Reacciones balanceadas de acuerdo a carga, protones y agua. Tomado de: (113)

En caso de continuar con la oxidacion de la glucosa (Tabla 2), la molécula de 6 carbonos
se isomeriza a fructosa y posteriormente se fosforila una segunda vez para ser dividida
en dos fragmentos de 3 carbonos conformados por gliceraldehido-3-Fosfato (GA3P) y
dihidroxiacetona fosfato esta ultima se isomeriza a (GA3P), molécula que es llevada a
un proceso de fosforilacion y deshidrogenacién por el complejo enzimatico de la
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GA3PDH) generando 2 moléculas de 1,3-
bifosfoglicerato y 2 moléculas de NADH+H por cada molécula de glucosa. A
continuacion, se procede a fosforilar el ADP mediante la enzima bifosfoglicerato quinasa
liberando un ATP a partir de un fendbmeno conocido como fosforilacién a partir del
sustrato. En este punto se generan 2 ATP mediante el metabolismo intermediario de la
glucosa y sin necesidad de la utilizacién de la maquinaria mitocondrial. Los siguientes

pasos de la glicolisis conllevan a la formacién de piruvato con la subsecuente generacion
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de 2 moléculas de ATP las cuales se consideran como la restitucion de los 2 ATP

empleados en la fosforilacion de la glucosa en la fase inicial de su metabolismo.

2.3- Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos

El piruvato obtenido mediante la glicolisis ser4 llevado al CAT mediante su
descarboxilacion en acetil coenzima-A (CoA) (2 Carbonos), este proceso es llevado a
cabo por la enzima piruvato deshidrogenasa (PDH) generando CO, y NADH+H, como

se observa en la reaccion (4):

2 Piruvato (3C) — 2 Acetil — CoA (2C) + 2NADH + 2H* + 2C0, (4)

Una vez obtenido el acetil CoA, este se condensa con oxalacetato (4 Carbonos)
formando citrato (6 Carbonos), esta reaccion catalizada por la enzima citrato sintasa se
considera como el principal punto de entrada al CAT. A partir de este punto se puede
analizar al CAT como un sistema de regeneracion de oxalacetato, constituyendo asi, una
via ciclica que reutilizara el oxalacetato cuando otra molécula de acetil CoA se incorpore
al ciclo. De esta forma, se evita la acumulacion de subproductos carbonados ya que si el
oxalacetato fuese el metabolito final del metabolismo intermediario una dieta de 2000
Kcal generaria al final del dia 800 gramos de oxalacetato, lo cual resultaria imposible de
eliminar por nuestras vias metabdlicas (29). El anterior problema se resuelve con la
utilizacion de una via ciclica que emplea 8 enzimas (Tabla 3) para regenerar el
Oxalacetato, y en la cual, cada giro del ciclo conlleva a la obtencién de 1 ATP en forma
de GTP y 2 moléculas de COz (Fig. 2); ademas, la importancia metabdlica del CAT en
condiciones aerodbicas radica en la entrega de 4 e” con sus respectivos H* a 3 moléculas
de NAD y a 1 de FAD. Teniendo en cuenta que son 2 las moléculas de Acetil-CoA que

ingresan al CAT obtenemos el siguiente equilibrio:

2 Acetil — CoA (2C) - 4C0, + 6 NADH + 6H* + 2FADH, + 2GTP (5)

25



UNIVERSIDAD

» NACIONAL

Tabla 3. Bioenergética del CAT.

AG*’ AG
Reaction Enzyme (kJ - mol) (kJ - mol™?)

1 Citrate synthase —31.5 Negative

2 Aconitase ~5 —~0

3 Isocitrate =21 Negative
dehydrogenase

4 a-Ketoglutarate —33 Negative
dehydrogenase
multienzyme
complex

s Succinyl-CoA —2.1 —0
synthetase

6 Succinate —+6 —~0
dehydrogenase

7 Fumarase —3.4 —~0

8 Malate +29:7 —~0
dehydrogenase

Un total de 8 reacciones que presentan diferentes valores de A G°" (Cambios en la Energia Libre Standard) y

de A G (Cambios en la Energia Libre Actual), la primera hace referencia a la reaccion en condiciones Standard

y la segunda a las condiciones de un sistema Fisioldgico. El A G determina el comportamiento in-vivo de la

reaccién, por tanto, cuando se acoplan las 8 reacciones en el CAT su comportamiento global tiende hacia la

liberacion energia. Tomado de: (125).
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Glicolisis

J NADH NAD*
Piruvato Lactato .
Acidos Grasos
\L CoA CO >

Piruvato % Acetil-CoA

Oxafacetato \\ Aminodcidos
NADH
NAD*

Malato Ci tra to
Hz‘O\%\
Fumarato Isoc;trato
FADH 5 NAD™
FAD* : % /-m NADH
Succinato o- Cetoglutarato
A=
NAD*
STK ]
CoA GDP NA?\H / //
S coA

\, Succinil-CoA<——
P, | KGDH
! CcO

2

Figura 2. Funcionamiento del CAT. La enzima Citrato Sintasa (CS) y la enzima Cetoglutarato
Deshidrogenasa (KGDH) son las Unicas enzimas irreversibles del ciclo, esta Ultima genera NADH lo cual
hace que el funcionamiento anterégrado del CAT requiera de la biodisponibilidad de NAD*.

2.4 Fosforilacion Oxidativa.

Como es evidente, en ninguna de las reacciones previas se ha requerido al oxigeno como
agente reductor ya que este evento solo ocurre al final del trasporte de los electrones, en
un fase conocida como la tercera fase del metabolismo intermediario; siendo la primera
fase, la generacidn de acetil CoA a partir de los macronutrientes disponibles y la segunda
fase, las reacciones de descarboxilacion y de oxido-reduccidn que son realizadas por el
CAT y que producen la mayor cantidad de moléculas trasportadoras de electrones (ver
Fig. 1), de manera interesante, en la fase 1 y 2 ocurre una produccién anaerébica de
CO,, fendmeno que puede estar relacionado con la preservacion de los gradientes

arterio-venosos de CO2 en condiciones de hipoxia (126).
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En la tercera fase, el NADH+H y el FADH: entregan sus electrones a los complejos
respiratorios | y Il, respectivamente. El transito de los electrones sobre los complejos
genera la extrusion de H* desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana
(Fig. 3); el complejo | exporta 4 H* al igual que el complejo I, el complejo IV solo exporta
2 H* y el complejo Il no exporta ningun H*, de esta forma, la circulacion de electrones
desde el NADH+H genera la extrusion de 10 H* al espacio intermembrana mientras que
la circulacion de electrones desde el FADH> genera la extrusion de solo 6 H™.
Posteriormente, los protones transferidos al espacio intermembrana son empleados por
la Fase 4 del metabolismo, en la cual, el complejo V sintetiza ATP mediante el gradiente

guimiosmotico generado por la extrusion de H* (ver Fig. 3).

Cytoplasma

Outer mitochondrial membrane

Inter-membrane space
4H* 4H*
+ 4+ + + + 4+ + + + + + +
Inner
) , Coenzyme Q
mitochondrial —
membrane -
Complex
]

NADH + H* NAD %0, + 2H*  H,O

Succinate Fumarate ADP + Pi

Mitochondrial matrix

Figura 3. Funcionamiento de la cadena trasportadora de electrones. Los equivalentes reductores
obtenidos por el CAT permiten la sintesis de ATP mediante el trasporte de los electrones por y la extrusién
de protones por la CTE; el NADH+H y el FADH2 generan aproximadamente 3 y 2 moléculas de ATP,
respectivamente. Tomado de: (127)

La bioenergética de las siguientes reacciones permite que en condiciones aerdbicas 38
moléculas de ATP sean producidas por 1 molécula de glucosa; 2 ATP se obtienen por la
glicolisis, 2 GTP adicionales que se convierten en ATP se obtienen por el CAT, por tanto,
4 moléculas de ATP se producen sin necesidad de la Fosforilacion oxidativa. Las 34
moléculas restantes de ATP se producen por el transporte de electrones que ocurre a
partir del NADH+H y el FADH»: El complejo GA3PDH de la glicolisis genera 2 NADH+H
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por cada molécula de glucosa, lo cual, en adicion a los 8 NADH+H que produce el CAT,
genera 30 moléculas de ATP, y finalmente, las 2 moléculas de FADH: que se obtienen
por la oxidacién del Succinato generan los 4 ATP restantes. La oxidacidon de la glucosa

se resume en la reaccion (6):

Glucosa + 60, - 6C0, + 6H,0 + 38 ATP. (6)

3. Lacrisis energética en la sepsis.

En condiciones de laboratorio una célula que se encuentra expuesta a un medio saturado
con aire al 21% presenta concentraciones de oxigeno equivalentes a 200uM, mientras
tanto, una mitocondria “in vivo” se encuentra expuesta a un rango de tensiones de
oxigeno que oscila alrededor del 5%, lo cual, equivale a aproximadamente 46uM. (128).
Para que exista hipoxia a nivel intracelular es necesario que las tensiones de oxigeno se
encuentren por debajo del margen requerido para sostener el funcionamiento celular en
una condicion particular; por tanto, es necesario mencionar que el término “umbrales de
hipoxia” es una simplificacion que no puede ser extrapolada a todas las células ya que
el requerimiento energético de una célula varia dependiendo del tejido, de su entorno y
su condicion; bien sea esta, basal, stress o inflamacién. Por el anterior motivo existen
diferentes rangos de presiones o concentraciones de oxigeno a partir de los cuales las

células desarrollan hipoxia (129).

Tensiones de oxigeno inferiores a los requerimientos celulares para mantener la
generacion de ATP causan lo que se conoce como “disoxia”, por tanto, el termino disoxia
representa el estado en el cual la obtencion de energia se torna dependiente de la
biodisponibilidad de oxigeno (130, 101). Como condicibn necesaria para el
establecimiento de disoxia se necesita inicialmente un descenso en la tension del
oxigeno a nivel celular; el cual, la célula tolera mediante el descenso del potencial de
fosforilacién expresado a partir de la relacion: [ATP]/[ADP][Pi] y la disminucién en el
estado oxido reductor: [NADH]/[NAD"]; esto favorece la actividad catalitica de la glicolisis

e incrementa la obtencion de energia por vias no dependientes de oxigeno (113), sin
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embargo, la persistencia de hipoxia requiere de respuestas a largo plazo que son
generadas por el incremento de la actividad del factor inducible por la hipoxia tipo 1 (HIF-
1), este es un factor encargado de activar la transcripcién de cerca de 200 genes que
constituyen los elementos respondedores a la hipoxia (HRE) (131). Los anteriores
mecanismos le confieren a la célula un margen de adaptabilidad a la hipoxia que depende
de los requerimientos energéticos celulares, si no es posible suplir la generacion de ATP
gue demanda la célula; la obtencion de energia pasa a ser dependiente de la
biodisponibilidad de oxigeno instaurandose con esto un estado de disoxia (129).

Las adaptaciones metabdlicas a la hipoxia se encuentran presentes en todo el reino
eucariota (132, 133), en el caso de los mamiferos se observa un descenso de la
fosforilacion oxidativa y un incremento de la via glucolitica anaerobia, esta reorientacion
metabolica se genera por multiples mecanismos; entre ellos: La translocacion de los
transportadores de Glucosa hacia la membrana celular (134), el incremento en la sintesis
de las enzimas de la glicolisis (135), el ascenso de la actividad de la enzima
fosfofructoquinasa (136), el aumento en la expresion de la piruvato deshidrogenasa
quinasa (PDK-1) la cual es una quinasa del complejo PDH encargada de inhibir su
funcidn impidiendo la descarboxilacion oxidativa del piruvato y con esto su entrada al
CAT (137). Algunas de estas adaptaciones responden directamente al descenso en la
concentracion del oxigeno (efecto Pasteur), sin embargo, existen otros estimulos que
son mediados por otros mecanismos, como lo son; la sefalizacion de proteinas quinasas
(138), la transcripcion inducida por HIF-1 (131, 135) y también la produccion de radicales

libres (139), entre otros.

Durante la sepsis se plantea a la hipoxia como una via comun en el desarrollo de DOM,
no obstante, los fendmenos de reprogramacién metabdlica no siempre se desencadenan
por un descenso en la biodisponibilidad del oxigeno. En 1925 Otto Warburg postulé a
partir de sus observaciones en tejidos tumorales que las células cancerigenas obtienen
su energia en condiciones aerobias a partir de la glicolisis en reemplazo a la fosforilacion
oxidativa siendo esta una caracteristica metabdlica de estas células; y la cual, se

relaciona con la presencia de disfunciéon mitocondrial (20, 140). Este efecto, conocido
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como efecto Warburg ha sido estudiado por varias décadas en las células tumorales, y
en los ultimos afos se ha planteado su existencia en la fisiopatologia de la sepsis (141),
lo cual sugiere un estado de reprogramacién metabdlica independiente de la instauracién
de hipoxia, fenébmeno que ha sido posible de observar en las células del sistema inmune
y que se ha caracterizado por ser una respuesta adaptativa durante las fases tempranas
de la sepsis (142). En este sentido, los procesos de activacion de células como los
neutréfilos, macréfagos y linfocitos se encuentran relacionados con un cambio fenotipico
gue ocurre como respuesta a la infeccion y que reordena sus vias metabdlicas (22). A
pesar de lo anterior, la presencia del efecto Warburg en la sepsis resulta paraddjica ya
gue de encontrarse documentada en condiciones hipoxicas se consideraria como una
respuesta homeostatica que busca mantener el gasto energético de la célula (143), sin
embargo, el hecho de que se encuentre en condiciones de normoxia implica una
reprogramacion metabdlica en la cual pese a existir biodisponibilidad de oxigeno, la
célula recae en el metabolismo “anaerobio” de la glucosa, por lo tanto, este fendmeno
observado en la sepsis oscila entre un mecanismo adaptativo vs deletéreo para la célula
(144).

Actualmente, conocemos que los mecanismos de disfuncidn organica en la sepsis son
multiples y complejos, al momento, la evidencia es consistente en reportar la existencia
de disfuncion mitocondrial en el choque séptico (105, 108, 145). El debate actual se
centra en entender si la disfuncion mitocondrial y la reprogramaciéon metabdlica son
eventos que preceden a la instauracion de las alteraciones en la perfusion, o son
fendmenos desencadenados por el descenso en el aporte de oxigeno como respuesta

adaptativa ante una disfuncion macro y microvascular (85, 39).
4- Reprogramaciéon metabdlica en la Sepsis.

Para el entendimiento de los mecanismos de reprogramacién metabdlica y su rol en la
adaptacioén a la injuria séptica se requiere de una postura que tenga en cuenta a la sepsis
como una patologia compleja dada su heterogeneidad y el gran nimero de factores que

afectan su comportamiento fisiopatolégico y pronostico. En congruencia con lo anterior,
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se hace necesario aportar evidencia particular en torno a multiples vias metabdlicas, su
reprogramacion y su interrelacion durante la sepsis, por tanto, el presente documento
busca aportar conocimiento alrededor de un tema particular y se centra especificamente

en el funcionamiento del CAT.
4.1- Reprogramacion Metabdlica e intermediarios del CAT.

Dentro del paradigma metabdlico tradicional de la sepsis se ha observado la disminucion
proporcional de la actividad de la citrato sintasa conforme se descienden las tensiones
de oxigeno, indicando la disminucion en la masa mitocondrial (128), igualmente, existe
un consenso respecto a la disminucion de la actividad de la PDH en condiciones de
hipoxia (146, 147), y como producto de la sefalizacion mediada por LPS (148), a su vez,
se ha reportado la asociacion de la hipoxia con la detencidn de la fosforilacion oxidativa
(149, 150) evento que también puede desencadenarse por mecanismos independientes
de la biodisponibilidad del oxigeno (hipoxia citopatica) (151, 114, 152, 153). Partiendo de
estas observaciones el paradigma tradicional establece que el CAT se encuentra
“apagado” como producto del descenso de la relacion NADH/NAD™*, factor comun en
todos los anteriores escenarios, sin embargo, el CAT posee ciertas caracteristicas
evolutivas y bioquimicas que hacen posible la reorientacion de sus reacciones y le
otorgan un funcionamiento diferencial durante la hipoxia/hipoxia citopatica. Lo anterior,

se sustenta principalmente en tres hallazgos:

1- ElI CAT es una via anfibdlica. Esto implica que la misma via es capaz de utilizarse en
procesos catabdlicos o anabdlicos. En el caso de la oxidacion de la Glucosa y los acidos
grasos; la entrada del acetil CoA al CAT mediante su condensacion con el oxalacetato
es una reaccion que se cataloga como anaplerética y es el principal punto de entrada al
ciclo, no obstante, el CAT interviene en la gluconeogénesis y la lipogénesis para lo cual
se emplean los intermediarios malato y citrato, respectivamente, constituyendo lo que
Se conoce como reacciones catapleroticas, aunque ambos procesos se entiendan como
vias bioguimicamente opuestas se encuentran intrinsecamente relacionadas. Por un

lado, la anaplerosis ocurre cuando suceden reacciones de biosintesis que emplean
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intermediarios del CAT, lo cual requiere repletar los intermediarios del ciclo (anaplerosis)
gue abandonan la mitocondria, el proceso opuesto también es necesario, de tal manera
gue se extraen intermediarios del CAT (cataplerosis) cuando se incorporan los productos
de otros sustratos al ciclo como parte de reacciones anaplerética. El equilibrio entre
cataplerosis y anaplerosis indica que el CAT no solo es un punto pivote en el metabolismo
intermediario sino que es una ruta metabdlica compuesta por multiples flujos de sustratos
(30) (Fig. 4), en la cual, el tipo de intermediario que ingresa o se extrae depende del
tejido y del balance energético celular, como ejemplos de lo anterior podemos destacar:
El enterocito en condiciones postprandiales utiliza la Glutamina como fuente de energia,
para esto se acopla la entrada del alfa-cetoglutarato al CAT con la salida del Malato al
citoplasma y su incorporacion a la via glucolitica (154). Un escenario diferente se observa
en las células tubulares renales en condiciones de ayuno, en estas circunstancias se
hace necesario el ingreso de aminoacidos al CAT; cuando ocurre la entrada del alfa-
cetoglutarato al ciclo esta se acopla con la desaminacion del glutamato y la excrecion de
amonio a la luz de los tubulos renales, este proceso constituye una via adicional al ciclo
de la urea para la eliminacién del ion amonio, y por ende, incrementa el valor calérico de
la oxidacion proteica ya que la excrecion renal de amonio, a diferencia del ciclo de la
urea, no requiere de energia (155), en este caso, el ingreso de aminoacidos al CAT
compensa el descenso de la actividad glucolitica y mantiene las reservas energéticas.
Como se vera mas adelante, la anaplerosis en condiciones de baja biodisponibilidad de
oxigeno es una respuesta clave de la reprogramacién metabdlica que ocurre durante los

estados de hipoxia tisular.
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2- Es un ciclo que no involucra la molécula del oxigeno. Segun datos extraidos de la
biologia evolutiva, las enzimas del CAT inicialmente se encontraban en medios
anaerobicos (156), lo cual explica porque ninguna de sus reacciones consume oxigeno.
En congruencia con lo anterior, es posible observar en los procariotas un andamiaje
enzimatico del CAT similar al que se encuentra en el reino eucariota; sin embargo, sus
enzimas conservan una configuracion no ciclica que les permite operar en condiciones
de anaerobiosis y que debido a su naturaleza fragmentada genera la acumulacion de
subproductos metabdlicos. Observaciones pertenecientes a la biologia comparativa
indican que el comportamiento ciclico de las enzimas del CAT se encuentra presente en
Rickettsia, genero bacteriano a partir del cual se incorporaron por endosimbiosis las
estructuras encargadas de llevar a cabo la respiracién celular, y por tanto, de acoplar la
obtencién de energia con el consumo de oxigeno (156), de esta forma, la aparicion del
metabolismo aerobio en los eucariotas se encuentra ligada con la apropiacién de un
funcionamiento ciclico o candnico del CAT (157). Partiendo de estas consideraciones es
posible suponer que en condiciones de descenso en la biodisponibilidad de oxigeno la
célula conserve la capacidad de reprogramar sus vias metabélicas mediante el retorno
a un metabolismo anaerdbico, en el cual, se pierda el funcionamiento candnico del CAT
y se reemplace por un funcionamiento fraccionado o no candnico que permita la

adaptacioén a la hipoxia, suposicion que es valida ya que desde hace mas de 50 afios se

34



dispone de evidencia que ha documentado la produccion de CO> por el CAT en
condiciones de anoxia (28).

3- Funcionamiento Fraccionado. En circunstancias de ausencia de oxigeno se asume
gue la enzima alfa-cetoglutarato deshidrogenasa (KGDH), enzima similar al complejo
PDH, y por ende, modulada por la relacion NADH/NAD*, se encuentra inhibida, no
obstante, actualmente se ha descrito en modelos celulares de isquemia/reperfusion
(159), sepsis (31, 33) y en modelos animales de choque (47) la posibilidad de que el
CAT posea una configuracion alternativa que le permita el funcionamiento de sus
enzimas en hipoxia como producto del acople termodinamico de sus reacciones. Si se
analiza inicialmente el funcionamiento del CAT en condiciones basales encontramos que
el dGtotal de sus reacciones es negativo, sin embargo, si observamos cada enzima por
separado es evidente que el CAT se divide en dos partes de acuerdo a la energia libre
generada por sus reacciones (160) (Tabla 2). A la primera parte se le conoce como fase
oxidativa y abarca desde la sintesis de citrato hasta la sintesis de alfa-cetoglutarato,
siendo todos estos procesos exergonicos en su naturaleza, en especial, la reaccion de
la KGDH, una reaccién que es irreversible y que se caracteriza por ser dependiente de
NAD*. A la segunda parte del CAT pertenecen las reacciones que hacen parte de la
llamada fase reductora, ya que en el metabolismo bacteriano funcionan en el sentido
inverso, estas reacciones poseen 8G pequenos e incluso algunos de ellos son positivos,
se destaca en esta parte la reaccion de la malato deshidrogenasa (MDH) la cual posee
un 8G de: +29.7 kJ/mol lo cual implica que es una reaccion que normalmente sucederia
en el sentido contrario (oxalacetato 0 malato) (161), el hecho de que in-vivo esta reaccién
genere oxalacetato se debe a que dentro del CAT el funcionamiento de esta enzima se
acopla a dos factores: El primero, es el consumo metabdlico constante del oxalacetato,
lo que favorece que la reaccion de la MDH tienda hacia la generacién de este
intermediario por ley de accion de masas. El segundo, es la participacion de esta reaccion
dentro de un ciclo metabdlico lo que permite que su funcionamiento se acople a las

reacciones exergonicas de la primera parte del CAT (27).
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En condiciones de hipoxia/hipoxia citopatica es evidente que la perdida de la actividad
de la KGDHC es el principal impedimento para el funcionamiento anaerobico del ciclo ya
gue las concentraciones bajas de NAD* y el incremento de NADH impiden la persistencia
del CAT en su forma candnica debido a que el mayor control enzimético del ciclo se
centra en esta enzima (162). No obstante, durante estas circunstancias se observa que
el flujo metabdlico del CAT deja de ser ciclico y pasa de ser una via encargada de
regenerar oxalacetato a convertirse en una via que favorece la acumulacion de Succinato
por dos caminos (163, 164) (Fig. 5). El primer camino ocupa la parte de predominio
endergodnico del CAT o fase reductora que opera en sentido inverso como producto de
la acumulacion de NADH, inicialmente la actividad “inversa” de la MDH regenera NAD*
y sintetiza Malato; posteriormente, la reversion de las siguientes reacciones se detiene
con la generacion de succinato, llevada a cabo por la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH). EIl segundo camino de este funcionamiento fragmentado se acopla a la reaccion
inversa de la MDH (166) y la regeneracion de NAD*, con el cual, es posible mantener la
actividad irreversible de la KGDH y el sostenimiento de las reacciones de predominio
exergonico de la fase oxidativa del CAT, estas reacciones ocurren en sentido
anterogrado y conllevan a la obtencion de succinil CoA, un compuesto que posee un
enlace tioester liberador de energia y es el substrato de la enzima succinato tioquinasa
(STK), enzima encargada de llevar a cabo el proceso de fosforilacion a partir del sustrato

generando GTP y nuevamente, succinato.

El anterior funcionamiento no canonico del CAT se ha descrito en modelos celulares de
hipoxia (166, 167) y en linajes de células tumorales humanas (168), estas observaciones
indican que la reprogramacién del CAT cumple un rol importante en la supervivencia
celular debido a que algunos de sus intermediarios (succinato, fumarato y oxalacetato)
actian como estabilizadores del HIF-1 mediante la inhibicion de las enzimas
prolilhidroxilasas (PHD), enzimas que en condiciones normales conllevan a la
ubiquitinacién del HIF-1, por tanto, la inhibicién de las PHD favorece las sefializaciéon del
HIF-1, generando el sostenimiento de la glicolisis anaerdbica, la inhibicion de la

descarboxilacion oxidativa del piruvato, el incremento de la autofagia mitocondrial, y el
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consecuente descenso de la actividad aerdbica de la mitocondria (32). Adicionalmente,
en condiciones de disfuncion de la CTE el funcionamiento no canonico del CAT libera
ATP a partir de su interconversion con GTP, actualmente se desconoce si esto conlleva
a una optimizacién de la bioenergética celular, sin embargo, es evidente que la
persistencia de la actividad enzimatica del CAT conlleva a adaptaciones metabdlicas y

funcionales Utiles en el contexto de la respuesta a la hipoxia celular (169).
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Figura 5. Funcionamiento no canonico del CAT. En condiciones de hipoxia/hipoxia citopatica el CAT opera
revirtiendo el funcionamiento de la MDH lo que permite regenerar NAD* y sostener la reaccion irreversible
de la KGDH. El funcionamiento fragmentado del CAT ocurre por dos vias: La via anterégrada u oxidativa
(flechas verdes), y la via retrograda o reductora (flechas rojas) que incluye la reversion de las reacciones
llevadas a cabo por las enzimas MDH, FMS y SDH. Adaptado de (27).

4.2- Reprogramacién del CAT y su relaciéon con la Sepsis.
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Recientemente se le ha atribuido a esta reprogramacion del CAT un rol protector, en el
cual, las alteraciones metabdlicas ocurren como un mecanismo destinado a descender
el consumo de oxigeno mitocondrial, y adaptar el gasto energético celular a la utilizacién
de la glucdlisis. En concordancia, tanto los fendmenos de hipoxia tisular (39) como de
hipoxia citopatica (110), han sido reportados como desencadenantes de la
reprogramacion metabdlica que se observa en la sepsis (21, 144). EI CAT, al ser un punto
clave en la regulacion del metabolismo intermediario responde ante los requerimientos
energéticos celulares y ante la biodisponibilidad de los sustratos metabdlicos (30), por
tanto, se plantea que desempefia un rol adaptativo durante la respuesta a la hipoxia, la

modulacion de la respuesta inflamatoria y la supervivencia celular.

La elevacion de los intermediarios del CAT se ha documentado en modelos animales de
choque, en pacientes en cuidado critico y en pacientes con sepsis. Hace
aproximadamente 40 afios Cerra y Siegel describieron el perfil metabdlico que se
observaba en los pacientes que fallecian de sepsis (170), los autores, indicaron de una
manera reveladora para la época que la respuesta metabdlica de la sepsis se centraba
en el sostenimiento de vias catabdlicas, de las cuales, la Glucolisis y la Lipolisis eran las
vias destinadas a sostener el balance energético para posteriormente dar paso a la
protedlisis periférica. Un articulo seminal entorno al metabolismo en la sepsis elaborado
en 1980 (171) estableceria que los pacientes no supervivientes a la sepsis, no sélo
exhibian un metabolismo catalitico con predominio de la elevacion de aminoacidos
ramificados, sino que dicho estado no es posible de reprimirse con el suministro de
aminoacidos ramificados exdgenos, a diferencia de los pacientes supervivientes, en
guienes se observd a nivel sérico la elevacion de Alanina, lo cual reflejaba la
transaminacion de los aminoacidos ramificados con el Piruvato, poniendo en evidencia
como los individuos supervivientes poseian una maquinaria enzimatica capaz de permitir
el sostenimiento anaplerético del CAT y un metabolismo predominantemente catalitico.
Recientemente, se ha documentado que la anaplerosis del CAT ocurre por mecanismos
no canodnicos en estados de choque hemorragico (47) y de dafio por

isquemia/reperfusion (34), en estas circunstancias el CAT presenta un funcionamiento a
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partir de la entrada de sustratos diferentes a la glucosa; en especial la glutamina, y los
acidos grasos, las conclusiones de estos estudios identifican una detencién de la
fosforilacién oxidativa y un CAT que al igual que como se describié por Cerra y Siegel en
el 80 se nutre a partir de otros substratos energéticos.

Otra perspectiva del CAT y su funcionamiento durante la sepsis surge del entendimiento
de la reprogramacion metabdlica en las células del sistema inmune. Intermediarios del
CAT como lo son el Citrato y el Succinato se han encontrado asociados a los procesos
de sefializacion celular de respuestas inmunitarias y proinflamatorias (172,173, 174). El
Citrato, ha demostrado ser un sustrato que interviene en la generacién de especies
reactivas de oxigeno y en la produccion de prostaglandinas (175), ademas, la
estimulacion de su transporte mitocondrial se incrementa por la sefializacion mediada
por LPS y la inhibicion de su transportador se asocia a un descenso en la produccion de
oxido nitrico (172), por tanto, actualmente se considera que posee un rol importante en

la reprogramacion de la inmunidad celular.

El succinato es una sustancia clave en el metabolismo y en especial en condiciones de
hipoxia e inflamacion, se le han descrito funciones reguladoras sobre los receptores TLR
(Toll Like Receptor); estimulando su expresion, favorece también la sintesis de IL-1b, e
incrementa la actividad de las células presentadoras de antigeno (176). El succinato
también controla enzimas esenciales de la via glucolitica y del CAT (incluyendo el
complejo PDH) estimulando su funcionamiento mediante el proceso de succinilacion, un
proceso que hace parte de los mecanismos de regulacion postraduccional y que es
llevado a cabo por enzimas conocidas como sirtuinas (Sirt 1 - 6) (177), estas enzimas se
encuentran reguladas de manera negativa por la concentracion de NAD* y de manera
positiva por el succinato, lo cual sugiere que este intermediario actla como un indicador
del estado oxido-reductor celular y como un posible regulador de las adaptaciones

metabdlicas.

Finalmente, un rol adicional del succinato sobre el metabolismo es la estabilizacion del

HIF-1 mediante la inhibicion de las PHD, incluso en condiciones de normoxia (178),
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evento que como se ha puesto en evidencia en modelos celulares de infusién de LPS
sucede durante el funcionamiento anaplerético del CAT (31) y no se limita Unicamente a
la actividad del succinato sobre las PHD sino que también incluye la inhibicién de PHD
mediada por fumarato y al oxalacetato (32).

En consonancia con lo anterior podemos concluir que el funcionamiento de las
reacciones metabdlicas del CAT persiste en condiciones de hipoxia/hipoxia citopatica
mediante la instauracion de un funcionamiento no candnico, en el cual, sus vias se
encuentran fragmentadas y resultan en la acumulaciéon de succinato. Al momento,
desconocemos si la intervencion en las vias anfibdlicas de esta autopista metabdlica
confiere un beneficio durante la deficiencia multifactorial en la utilizacion de oxigeno que
se observa en la sepsis, no obstante, de acuerdo con nuestra perspectiva, la
investigacion en torno a la anaplerosis y la cataplerosis del CAT contribuye al
entendimiento de la reprogramacion metabdlica que ocurre en la sepsis, reprogramacion
gue no se limita unicamente a la alteracion de la fosforilacion oxidativa y al dafio por
estrés oxidativo como marcadores de disfuncion mitocondrial, sino que también incluye
la respuesta dinamica del metabolismo intermediario analizada a partir de las

concentraciones plasmaticas de los intermediarios del CAT.

La investigacion aqui planteada busca identificar el cambio en el tiempo de las
concentraciones de los intermediarios del CAT posterior a la induccion de choque por
endotoxemia en un modelo animal porcino, por lo que sabemos, hasta el momento no se
ha documentado el comportamiento temporal de los intermediarios del CAT a nivel sérico

durante la sepsis.
OBJETIVOS.
Objetivo General.

Evaluar el comportamiento temporal de los intermediarios del CAT durante las primeras
seis horas de choque en un modelo de animal porcino de endotoxemia inducido por

polisacarido.
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Objetivos Especificos.

Determinar los cambios de los niveles de succinato en la hora 0, 3y 6, en el modelo de

experimentacién animal mencionado.

Determinar los cambios de los niveles del alfa-cetoglutarato en la hora 0, 3y 6, en el

modelo de experimentacién animal mencionado.

Determinar los cambios de los niveles de citrato en la hora 0, 3 y 6, en el modelo de

experimentacién animal mencionado.

Determinar los cambios de los niveles de fumarato en la hora 0, 3y 6, en el modelo de

experimentacion animal mencionado.

Determinar los cambios de los niveles de malato en la hora 0, 3 y 6, en el modelo de

experimentacion animal mencionado.

Determinar los cambios de los niveles de piruvato en la hora 3 y 6, en el modelo de

experimentacion animal mencionado.

Determinar los cambios de los niveles de lactato en la hora 3 y 6, en el modelo de

experimentacion animal mencionado.

Determinar los cambios de la relacion lactato/piruvato en la hora 3 y 6, en el modelo de

experimentacion animal mencionado.

Establecer la correlacion entre los intermediarios del CAT y los parametros de perfusion

tisular: Lactato y la relacion lactato/piruvato.

Identificar el comportamiento de la relacion DO2/VO2 durante el biomodelo y su relacion

con los hallazgos metabdlicos.

Documentar el comportamiento hemodinamico del biomodelo durante la induccién de un

patron de choque hiperdindmico.
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METODOLOGIA

e Disefio de Investigacion

Estudio experimental.

e Tamafo de la muestra

Se calcul6 el tamafo de la muestra para un estudio animal con biomodelo porcino
comparando dos grupos cuando el objetivo es estudiar una variable cuantitativa,

segun la siguiente formula:

Tamaro de la muestra = 2 SD2 (Zao/2 + Z3) 2/d2

Donde SD es la desviacion estandar de estudios previos, y d es el tamafio del efecto
o diferencia entre valores medios. Segun los valores de dispersion de la

concentracion de succinato obtenidos en el estudio de Reisz et al (179) (Tabla 4).

Tabla 4. Datos para el célculo del tamafio muestral

Succinato en porcinos Concentracion Valor dep
<0.001
Basal 4.88+1.00 (SD)
Shock 77.08+ 41.06 (SD)

Tomando la SD de la concentracion plasmatica de succinato, y d como la diferencia
entre las concentraciones de Succinato en estado basal y Shock (d = 77.08 — 4.88 =
72.2), para un nivel de significancia del 5% y un poder del 80%, se calcula el siguiente

tamafno de muestra.

n =2 (41.06)2(1.96 + 0.842) 2/ (72.2)2
n = 2(1686) (7.85) /5213
n = 26470/5213
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Considerando que un 10% de la poblacion animal puede fallecer durante la
experimentacién se hace necesario un minimo de 6 biomodelos. Sin embargo, dado
gue nuestro estudio hace parte de un protocolo de investigacion destinado también a
evaluar la elastancia dinamica durante los cambios hemodindmicos que ocurren con
la endotoxemia, un mayor numero de animales fue calculado (12 animales); 9 de
estos seran sometidos a endotoxemia y 3 seran destinados al grupo de controles.

Adicionalmente, existe experiencia y protocolos estandarizados por otros grupos de
investigacion, usando la misma especie de cerdo, dosis de endotoxina similares, los

cuales utilizan un nimero similar de animales. (18, 179, 180).

e Criterios de seleccion

Se utilizaron cerdos raza Yorkshire de aproximadamente 40 kg y con un promedio de
edad de 120 dias.

Se analizaron 9 cerdos sujetos al protocolo de induccion de choque séptico por LPS
y 3 que controles que completaron 6 horas de observacion posterior al periodo de

estabilizacion.

e Variables

Tabla 5. Variables que se mediran en el estudio.

Variable Definicion Tipo de [Medicion
variable
Succinato Concentracion de | Cuantitativa |Estimacion
Succinato en Suero. Continua. tentativa por
HPLC: uM.
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Alfa Cetoglutarato.

Concentracion de Alfa
Cetoglutarato en Suero.

Cuantitativa

continua.

Estimacion
tentativa
HPLC:

MM.

por

Citrato

Concentracion de Citrato

en Suero

Cuantitativa

continua.

Estimacion
tentativa
HPLC:

MM.

por

Fumarato

Concentracion de

Fumarato en Suero

Cuantitativa

continua.

Estimacion
tentativa
HPLC:

MM.

por

Malato

Concentracion de

Malato en Suero

Cuantitativa

continua.

Estimacion
tentativa
HPLC:

MM.

por

Lactato*

Concentracion de

Lactato en Suero.

Cuantitativa

continua.

Estimacion
tentativa
HPLC:

MM.

Cuantificacion

por

amperimétrica en
maquina de gases:
mMol/L

Piruvato

Concentracion de

Piruvato en Suero.

Cuantitativa

continua

Estimacion
tentativa
HPLC:

MM.

por
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Saturacion venosa
central de Oxigeno
(SvcOy)

Porcentaje de
Saturacién de Oxigeno

de la sangre venosa

Cuantitativa

continua.

%

medida en la auricula

derecha.
Aporte de Oxigeno | Volumen de oxigeno que | Cuantitativa | mL/min/m?
(DO2) se transporta por minuto. | continua.

DO, = Ca0, x CI x 10.
Consumo de | Volumen de oxigeno que | Cuantitativa | mL/min/m?
Oxigeno (VOy) se consume por minuto. | continua

VO, = ClI x C(a-v) Oz x

10.
Extraccion de |Porcentaje de Oxigeno | Cuantitativa |%
oxigeno. (OE) gue se consume en|continua

relacion al Aporte.

OE = VO2/DO:..
Presion arterial | Presion promedio | Cuantitativa | mmHg
media. durante un ciclo|continua

cardiaco.
Presion  venosa|Presion venosa que se|Cuantitativa |mmHg
central opone al retorno venoso. | continua
Frecuencia Latidos cardiacos por|Cuantitativa |Latidos por minuto
cardiaca minuto continua
Resistencia Resistencia periférica al | Cuantitativa |dyn/cm>/m?
vascular periférica |flujo sanguineo. | continua

Cuantificada a partir de
la férmula: RVP=(PAM-
PVC) / GC.
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Gasto cardiaco Volumen de sangre que | Cuantitativa |L/min
circula por minuto en el | continua
sistema cardiovascular.
Volumen sistélico. |Volumen de sangre que | Cuantitativa |mL
es eyectada en cada|continua
latido cardiaco.
Volumen global de |Volumen de sangre al|Cuantitativa |mL
final de diastole. |final de |la diastole que se | continua
encuentra en las 4
camaras cardiacas.
Cuantificado a partir de
Termodilucion
Transpulmonar.
Variabilidad de | Variabilidad de la | Cuantitativa | %
Presion de pulso. |presion de pulso durante | continua
la ventilacion mecanica.
Variabilidad de | Variabilidad del volumen | Cuantitativa |%
volumen sistdlico. |sistolico durante la|continua
ventilacion mecéanica.
Poder cardiaco. Energia en Julios que se | Cuantitativa |Watts
transfiere en 1 segundo. | continua
Cuantificado a partir de
la formula: GC x PAM.
Presion media de|Presion ejercida en los|Cuantitativa | mmHg
llenado sistémico. |vasos sanguineos por el | continua

volumen estresado vy
que favorece el retorno
venoso. Cuantificada a

partir de la férmula de
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Parkin (181) PMLLS=a x
PVC + b x PAM + ¢ x GC.
a=0.96, b=0.04,
c=constante

antropométrica

dP/dt max  —|Pendiente méaxima del|Cuantitativa |mmHg/sec
Periférico ascenso sistolico de la|continua

presion. Cuantificada

periféricamente.
Glucosa Concentracion sérica de | Cuantitativa

glucosa. continua mg/dL

e Protocolo de estudio

1.

A 12 cerdos de raza Yorshire con un peso aproximad de 40 Kg y de 120 dias
de edad se les realiz6 induccion anestésica, se us6 como inductor anestésico

Tiletamina Zolazepam (Zoletil®) a dosis de: 4.4 mg/kg via intramuscular.

Después los modelos experimentales fueron canalizados en la vena marginal
de la oreja, posterior a este procedimiento el modelo experimental se ubico
dentro de la zona de monitoreo para la fijacion en mesa y se realizo cobertura
de sus extremidades, se procedi6 a la induccién pre anestésica con Isoflurano
al 1.5% por méascara facial, y se llevd a cabo la intubacién orotraqueal con tubo
endotraqueal numero 6.5y lidocaina en espray al 2%. Se inicio posteriormente
ventilacion mecanica con Vt 10 mi/kg a una FR de 20 veces por minuto y un
PEEP de 5 cmH:20.

Cuando el modelo porcino se encontraba en adecuada profundidad anestésica
se garantizd asepsia y antisepsia de las zonas a intervenir; zona cervical e

inguinal. Se realizé diseccién por planos hasta ubicar la vena yugular y la
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arteria femoral respectivamente, posteriormente se inserté un catéter venoso
central (PICCO®) y linea arterial (PICCO®) mediante venodiseccion. Se

confirm@ la correcta posicion de los catéteres a través de su curva de presion.

. El modelo experimental durante el desarrollo del protocolo se encontr
posicionado en mesa quirdrgica con sujetadores de extremidades y se
monitorizé su temperatura mediante un termistor ubicado en el catéter venoso

central.

. Después de la estabilizacién del biomodelo porcino, entre 30 a 60 minutos, en
el grupo de endotoxina se procedié a administrar LPS E-Coli 055: B5 (Sigma,
St. Louis, MO), iniciandose a una velocidad de infusion de 7 pg/kg/h y la cual
se incrementd cada 10 minutos (7, 14 y 20 pg/kg/h) hasta una infusién de 20

Ma/kg/h. En el grupo control no se suministré endotoxina.

. Se administraron bolos de SSN para la realizacién de un reto de liquidos con
el propdsito de evaluar la respuesta a volumen durante el biomodelo. El reto
de ligquidos se realiz6 cada hora en ambos grupos y se llevé a cabo mediante
la infusion de un bolo de SSN de 4 cc/kg a una velocidad de 100 mi/min. Previo
a lainfusion de cada bolo de SSN se calibro el sistema (PICCO®) mediante la
infusion por triplicado de 20 cc de agua a < 4°C de temperatura, este
procedimiento se realizé nuevamente al final de la infusién de cada reto de
liquidos con el propdsito de ajustar el andlisis de contorno de onda a las

variaciones hemodinamicas inducidas.
. En los tiempos sefalados en la Tabla 6 se procedié a extraer muestras de

sangre arterial y venosa para su analisis gasimétrico y para su analisis por

HPLC, respectivamente.
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8.

En el grupo de endotoxemia posterior a la instauracion de choque, definido
como PAM < 50 mmHg, se procedid a detener la infusion de LPS. Se inicio
inmediatamente el suministro de 1 bolo de lactato de Ringer a una dosis de 20
cc/kg, al cabo de 1 hora se inicié el suministro de Noradrenalina iniciando con
una dosis de 0,05 mcg/kg vy titulando con ascensos de 0,05 mcg/kg cada 30
minutos hasta obtener un PAM > 65 mmHg o hasta la terminacion del

biomodelo (Fig. 6). En el grupo control la Gnica maniobra de reanimacion que

se llevo a cabo fue la infusion de un bolo de 20cc/kg de lactato de Ringer a las
3 horas de haberse alcanzado la estabilizacion del biomodelo este tiempo se
definié de manera previa teniendo en cuenta que en biomodelos similares el

tiempo de inestabilidad acontece entre las 2 y las 3 horas (180). (Fig. 7).

Tabla 6. Tiempos para la toma de muestras en el modelo animal.

Tiempo Grupo Control Grupo de Endotoxina

To(Basal) Inmediatamente completado el |Inmediatamente completado el
periodo de estabilidad | periodo de estabilidad
hemodinamica. hemodinamicay previo al suministro

de la endotoxina.

T1(3H) 3 horas posterior al periodo de |3 horas posterior al inicio de la
estabilidad hemodinamica. infusion de Endotoxina.

T2 (6H) 6 horas posterior al periodo de|6 horas posterior al inicio de la
estabilidad hemodinamica. infusion de Endotoxina.
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Figura 6. Resumen del protocolo de induccion de choque por endotoxemia y reanimacion hemodinamica,
se aproxima el tiempo de inicio de choque (suspension de LPS) a las 3 horas con fines representativos.

Estabilizacion

Bolo de 20
cc/kgde
lactato de
Ringer

INICIO

mi

hemodindmica.

estabilidad
hemodinamica.

] 1 1 ] | )
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in
TO: Posteriora T1:3H T2: 6H
estabilidad posteriora posteriora

estabilidad
hemodinamica.

Figura 7. Resumen del protocolo del grupo control.

Protocolo de medicién de Gases Arteriales.

1- En el tiempo TO, T1y T2 se realizé la extraccién de muestras de sangre venosa

mediante jeringa no heparinizada.

2- Posteriormente una muestra aproximada de 1 ml fue analizada mediante una
maquina de gases sanguineos AVL OMNI™ 1-9 RADIOMETER en donde:
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- La medicion de lactato se obtuvo a partir del método amperométrico
gue utiliza un electrodo de platino acoplado a la reaccién de
oxidacién de la enzima lactato oxidasa.

- Lamedicion de la pCO: se realiz6 por el método amperométrico que
utiliza un electrodo de Severinghaus - Stow.

- La medicién de la pO2 se realiz6é por el método amperométrico que
utiliza un electrodo de Clark.

- La medicibn de SvO. se realizO6 mediante el método de
espectrofotometria, calculando la concentracion relativa a partir de
la absorcion de la luz a diferentes longitudes de onda y conociendo

el valor del hematocrito.

Protocolo de preparacion para analisis por HPLC.

En los tiempos descritos, se extrajo una muestra de sangre venosa equivalente a
10 ml mediante una jeringa no heparinizada y posteriormente este volumen se
deposité en vacutainers heparinizados de 5 ml.

Los vacutainers fueron centrifugados a 1500 x g por un tiempo de 10 minutos con
el uso de una centrifuga cuyo rotor y cuyos portatubos fueron previamente
conservados a una temperatura de -20 °C, de esta forma se aislo el plasma de las
muestras recolectadas.

Una vez obtenido el plasma fue rapidamente transferido a unidades de
ultrafiltracion AMICON Ultra 15 para filtracién de particulas superiores a 30.000
kDa, las cuales se centrifugaron a 1560 x g por 15 minutos con el uso de un nuevo
rotor y nuevos portatubos también mantenidos a temperatura de -20 °C.

El ultrafiltrado obtenido se almacend a -60 °C para ser llevado a su analisis en las
siguientes 24 horas. Previos trabajos han demostrado la utilidad de este
procedimiento para evitar el descenso de las concentraciones de los acidos del
CAT y facilitar su andlisis diferido (181,182).
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5- Las muestras se trasladaron al laboratorio de Cromatografia de la Universidad
Nacional de Colombia, donde se realizé el andlisis de las muestras mediante el
uso de Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC)

6- Mediante el uso de HPLC se obtuvo la cuantificacion tentativa en yM de los
siguientes acidos: Pirtvico, Léctico, Succinico, Alfa-Cetoglutarico, Citrico,

Fumarico y Malico.

Protocolo de anéalisis mediante HPLC

1- En la fase inicial de la implementacion de la metodologia para la separacion y
cuantificacion por HPLC de metabolitos del CAT, se siguidé el procedimiento
descrito por Shurubor et al (183).

2- Se realizo la validacion del método por cada uno de los analitos, y por cada uno
de estos se hicieron una serie de disoluciones partiendo de una solucién estandar
de 1 mM de los patrones: Acido Pirdvico, A.a- Cetoglutarico, A. Citrico, A.
Fumarico, A. Succinico, A. Lactico y A. Malico, asi como de una mezcla de los 7
patrones.

3- Laecuacion de la recta para la curva obtenida se expresa de acuerdo a: y = m X

+ b con un coeficiente de determinacién (R?) para todas las curvas > 0.999,
corroborandose la correlacion lineal que existe entre las dos variables (X-Y). Los
analisis por HPLC se realizaron por triplicado para cada solucién estandar,
observandose los siguientes niveles de deteccion (LOD) y limites de cuantificacion

(LOQ):

Tabla 7. Niveles de deteccion y coeficientes de determinacién de los analitos cuantificados.

ANALITO LOD LOQ R2

52



4-

5-

Acido Pirtvico 0,000176 |0,000535 1
A. Mdlico 0,00156 0,00474 0,9995
A. Léctico 0,003 0,008 0,9991
A.a- Cetoglutarico |1,329E-04 |0,000402 0,9989
A. Citrico 1,009E-03 |0,00306 0,9997
A. Fumarico 1,478E-05 |0,0000447 1
A. Succinico 0,00287 0,00870 1

Con esta fase de validacion se estandarizé la técnica para la cuantificacion de
intermediarios por HPLC.

Para todas las separaciones cromatograficas, se utilizé el sistema HPLC Hitachi
Primaide, bomba cuaternaria 1110, Automuestreador 1210, Detector UV-Vis
1410. Se empled una columna Fase Reversa C18 Phenomenex, Prodigy 5u ODS3
100A (250X4.6 mm). Como fase Movil se utilizd una solucién Buffer de Fosfato de
Sodio a 20 mM (pH 2.9). Las disoluciones patréon y las muestras problema se
prepararon en Acido Perclérico al 10%.

Los analisis se realizaron con un detector UV-Vis ajustado a una longitud de onda
de 210nmy con un flujo de fase movil de 0.45ml/min en modo isocrético y variando
el flujo en el tiempo iniciando en 0,3ml/min por 7 minutos y luego a un flujo de

0.45ml/min hasta 18 min.

Disposicion del cadaver

Todos los modelos experimentales una vez finalizado el protocolo de estudio

fueron sacrificados por el profesional veterinario segun los criterios
internacionales de la AVMA (American Veterinarian Medical Association), este
procedimiento se realizé mediante la administracion de Pentobarbital sédica mas
Difenilhidantoina (Euthanex ®) a dosis de 1ml por cada 5 kg de peso via

intravenosa. Estos lineamientos son guiados por la AVMA (Asociacién Americana
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de Medicina Veterinaria), donde se contemplan los métodos de sacrificio de
animales avalados para procesos investigativos. La decision de causar eutanasia
se valida por el grado de riesgo sanitario y de bioseguridad que se pueden generar
por parte de estos animales al ser fuentes de inoculaciéon y reservorios de
productos activos de anestesia, analgesia, antibioticoterapia y sedacion. El uso de
animales dentro de este protocolo no generd viabilidad para su supervivencia
posterior, ya que el grado de cambios hemodinamicos y los estados de morbilidad
gue se generaron durante el transcurso de esta investigacibn comprometieron
seriamente la normalidad de sus variables fisiologicas.

La técnica de eutanasia fue realizada Unicamente por el médico veterinario
encargado, el cual contaba con matricula profesional vigente y con la experiencia

profesional indicada para llevar a cabo este proceso.

Criterios de punto final.

o Siel biomodelo presentaba PAM menor de 30 mm Hg sin respuesta a dosis
de noradrenalina hasta 1 pg/kg/min

o Si el biomodelo presentaba signos de hipertermia maligna (temperatura
mayor a 40 grados, frecuencia respiratoria mayor a 40 veces por minutos y
mucosas congestionadas).

o Conclusion del tiempo de observacion: 6 horas en el grupo control y 3 horas

posterior al choque en el grupo de endotoxemia.

Control de sesgos

Considerando que este es un estudio experimental se tomaron medidas para
evitar el sesgo de medicién, para esto el grupo a cargo de la preparacion del

animal, su induccién anestésica, su intubacion y su posterior monitorizacion por
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un personal certificado en anestesia veterinaria. Este personal estuvo encargado
de garantizar la induccién de choque por endotoxemia en el biomodelo porcino.
Para evitar el sesgo de confusion desencadenado por el tiempo entre la toma de
la muestra y el andlisis por HPLC de la misma se realizé la ultrafiltracién del
plasma del animal y su posterior almacenamiento a -20 °C con el propésito de
preservar la estabilidad de estos intermediarios hasta el momento de su andlisis.
El andlisis fue realizado en las primeras 24 horas de extraida la muestra.
Cuando se realiz6 la determinacion de intermedios metabolicos del CAT se contd
con la disposicién del laboratorio de Cromatografia de la Universidad Nacional de
Colombia en donde personal capacitado en el método de identificacion por la
técnica de HPLC llevo a cabo la cuantificacion de los intermediarios del CAT en
las muestras de ultrafiltrado plasmatico.

Previo a la realizacion de los analisis que se utilizaron para la elaboracion del

presente trabajo de investigacion se capacito al personal pertinente en:

- La preparacion del biomodelo animal.

- La monitorizacion hemodinamica del Biomodelo.

- El ajuste de las interfaces dispuestas para la obtencién de las
variables hemodinamicas.

- La induccién de choque séptico con patron hiperdinamico por
infusion de dosis subletales de LPS.

- La toma de muestras de sangre venosa para su analisis mediante
gasimetria.

- La toma de muestras de sangre arterial para su analisis mediante
HPLC.

- La preparacion de las muestras de sangre arterial para su andalisis
mediante HPLC

- La cuantificacion de los acidos del CAT mediante el uso de HPLC
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e Anaélisis estadistico.

Se realizé un analisis descriptivo de las variables en estudio, se calcularan
medidas de tendencia central (mediana y media) y de dispersion
(desviacion estandar).

Se realizé una prueba de normalidad para definir la distribucion de las
variables principales: Succinato, alfa-Cetoglutarato, Citrato, Fumarato y
Malato. En el caso de una distribucion normal se utiliz6 estadistica
paramétrica, en caso de ausencia de distribucién normal se empled
estadistica no paramétrica, para tal propodsito se utilizé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov.

Las diferencias de las medianas de las concentraciones entre TO - T1, TO -
T2y T1 -T2 para cada grupo se analizaron mediante el test de Wilcoxon.
Se calcularon por el mismo método las diferencias entre grupo control y
grupo endotoxemia para cada tiempo.

Se realiz6 una regresion linear simple (RLS) de los intermediarios que se
elevaron de manera significativa para calcular el coeficiente de
determinacidn entre sus concentraciones y las concentraciones de Lactato.
El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el software estadistico
STATA.

e Consideraciones Eticas.

De acuerdo con los principios establecidos en Guide for the Care and Use of

Laboratory Animals (NIH Guide), en la resolucion 008430 de octubre 4 de 1993 y en

la ley 84 del 27 de diciembre de 1989; y debido a que esta investigacion se considero

como molestia menor por lo cual en cumplimiento con los aspectos mencionados en

el articulo 87 de la presente resolucion, este estudio se desarrollé6 conforme a los

siguientes criterios:

56



o La presente investigacion pretende contribuir con la comprension y el
conocimiento de los principios biolégicos para el adecuado manejo del paciente
humano en estado critico.

o Solamente se emplearon animales adquiridos legalmente y se mantuvieron en
condiciones adecuadas que cumplieron con las reglamentaciones sanitarias
vigentes.

o El presente estudio no se habia realizado previamente en animales.

o Los resultados del presente estudio no eran posibles de obtenerse por otro medio
idbneo como modelo matematico, simulacibn en computador y sistemas
bioldgicos in vitro.

o Los investigadores nunca dejaron de tratar a los animales como seres sensibles.

o Los animales mantenidos a través de la investigacion se mantuvieron bajo
supervision de meédicos veterinarios con experiencia en animales de laboratorio.

o Los investigadores vigilaron el cumplimiento de las medidas de seguridad para el
cuidado y manejo de los animales, asi como las medidas de profilaxis y
vacunacion necesaria para la proteccion del personal ocupacionalmente
expuesto.

o La eutanasia de los animales se efectu6 con los anestésicos apropiados,
aprobados por el médico veterinario encargado.

o Los investigadores y el personal encargado tienen la calificacion apropiada para
realizar procedimientos en animales.

La Universidad Nacional de Colombia vigilo, ordend y ejecuté que se tengan en

cuenta las siguientes medidas de seguridad, segun el caso:

o Aislamiento

o La cuarentena

o La observacion de personal.

o Lavacunacion de personas.

o La suspension de trabajos o servicios.

o El aseguramiento y destruccion de objetos o productos o substancias.
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o Las demas de indole sanitaria que determine el ministerio de proteccion social o

entidad competente de su nivel.

La investigacion se comenzd una vez se obtuvo la aprobacion por parte del comité
de ética de medicina veterinaria y zootecnia de la Universidad nacional de
Colombia (CB-FMVZ-UN-013-17).

Impactos esperados a partir del uso de los resultados.

- Corroborar la elevacion de los intermediarios del CAT a nivel plasmatico en un
biomodelo animal durante la induccion de choque séptico hiperdinamico mediante
LPS.

- Establecer la dinamica temporal que siguen estos intermediarios durante el

proceso de choque séptico hiperdinamico inducido por LPS.

- Generar resultados que sustenten una correlacion entre la elevacion de los
intermediarios del ciclo de CAT y el desarrollo de hipoperfusion, esta ultima

evaluada a partir de la cuantificacion del lactato y la relacion Lactato/Piruvato.

- Plantear una discusion académica entorno al abordaje metabdlico del choque
séptico, interpretando la elevacion de ciertos intermediarios como epifendmenos
de la disfuncion mitocondrial que hace parte elemental de la fisiopatologia del

proceso séptico.

- Fortalecer la linea de investigacion en Fisiologia de Sistemas del Departamento

de Fisiologia de la Universidad Nacional.

- Brindar herramientas que permitan la elaboracion de otros modelos animales de
choque séptico con los cuales se profundice en la investigacion traslacional para

responder preguntas del ambito clinico.
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- Demostrar la importancia de estandarizar los procedimientos realizados en la
preparacion y el analisis del modelo animal de choque séptico inducido por LPS,
asi como enfatizar en el rigor con que se deben realizar estas investigaciones que
incorporan el empleo de animales para simular condiciones patolégicas que

ocurren en humanos.

e Cronograma de actividades.

ACTIVIDADES |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
(meses)

Preparacion de | X X
la propuesta

Revision X X X X X X X X X X
bibliografica

Estandarizacion X X
de protocolo

Reunion de X X X X
coordinadores
de proyecto

Prueba piloto X

Recoleccién de X X X X X
informacioén

Validacion de X X X X
base de datos

Andlisis de X X X
datos

Presentacion de X
informe final
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RESULTADOS.

Los resultados de nuestra experimentacion incluyen el andlisis de 12 cerdos hembra de
raza Yorkshire de 4 a 5 meses, con un promedio de peso de 50 kg. Tres biomodelos
hicieron parte del grupo control y 9 del grupo de endotoxemia. El promedio de volumen
de liquidos empleado durante el protocolo fue semejante en los dos grupos; 3586 mL
grupo control y 4043 mL en el grupo de endotoxemia. La dosis promedio de endotoxina
y el tiempo promedio para el desarrollo de choque (PAM< 50 mmHg) por endotoxina
fueron de aproximadamente: 2.55 mg y 170 minutos, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas generales de los animales de los grupos Control y Endotoxemia

CASO No C1 C2 C3 E1l E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9
Sexo F F F F F F F F F F F F
Peso (Kg) 48 50 48 50 52 52 49 48 47 50 50 50
Superficie
corporal (m?) | 0.93 | 0.96 | 0.93 0.96 | 0.98 | 0.98 | 0.94 | 0.93 | 0.92 | 0.96 | 0.96 | 0.96
Edad (meses) 5 4 4 5 5 5 4.5 5 4 5 4 4
Tiempo para
Choque (min) 96 | 129 | 95 | 160 | 270 | 82 | 133 | 360 | 200
Dosis de LPS
(ug) 1429 | 2052 | 1469 | 2435 | 4128 | 1126 | 2039 | 5000 | 3145
Volumen
promedio de
liguidos
previoaTO
(mL). 964 | 970 | 1320 1466 | 1480 | 1485 | 1467 | 1467 | 1461 | 1670 | 1470 | 1470
Volumen
promedio de
liguidos TO -
T2 (mL). 2472 | 2560 | 2472 | | 2560 | 2648 | 2648 | 2516 | 2472 | 2428 | 2560 | 2560 | 2560

C: Control, E: Endotoxemia. TO: Inicio del protocolo, T2: 6 horas posterior a TO.

El comportamiento hemodinamico del grupo control no presentdé variaciones
hemodinamicas significativas, en el grupo de endotoxemia se documentd el ascenso
progresivo de la frecuencia cardiaca (FC) (T0:99 Ipmy T2: 159 Ipm), la variabilidad de la
presién de pulso (VPP) (T0:19 %, T2: 28%), la variabilidad del volumen sistélico (VVS)
(TO: 19%, T2: 28%) y el dP/dtmax (510 mmHg/sec en TO y 889 mmHg/se en T2), la
resistencia vascular periférica disminuy6 inicialmente (TO: 1117 dyn/cm®m?; T1: 776

dyn/cm>/m?) para posteriormente retornar a sus valores basales (T2: 967 dyn/cm®/m?), el
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volumen global de final de sistole (GEDV) (T0:504 mL, T2:445 mL), la presién media de
llenado sistémico (PMSF) (T0:16.98 mmHg, T2: 13.53 mmHg) y el volumen sistélico (VS)
(TO:51 mL, T2: 34 mL) disminuyeron conforme progresé la endotoxemia (Tabla 9).

Unicamente en el grupo de endotoxemia se observo el descenso significativo de la
glicemiaen T1y T2 (T1: 76 mg/dL, T2: 76 mg/dL). En cuanto a la relacion DO2/VO2 no

se observaron diferencias significativas entre los grupos y durante la endotoxemia se

observo la estabilidad de estas variables (Tabla 9).

Tabla 9. Variables hemodinamicas, glucemia y DO2 -VO: durante el biomodelo.

T0 (Basal) T1 (3H) T2 (6H)
Control 109 (103-111) 106 (86-122) 103 (75-128)
FC (|pm)Jri
LPS 99 (92-103) 141 (97-165) 159 (119-177) ¥
BAM Control 80 (71-81) 85 (63-92) 75 (73-81)
11
(mmHg) LPS 75 (68-82) 52 (50-59) § 55 (44-64) ¥
By Control 11.6 (7.1-13.3) 12.6 (10.5-13) 10.3 (8-11.3)
(mmHg) LPS 11.3(9.7-13.5) 11.9 (9-12.6) 8.7 (7.4-9.5)
2P Control 1297 (1083-1339) 1123 (850-1523) 1016 (1013-1503)
5 2
(dyn/cm*/m?) LPS 1117 (786-1165) 776 (487-960) § 967 (605-1248) £
GCTD Control 4.89 (3.24-5.41) 4.34 (4.15-4.99) 5.89 (4.09-6.23)
(L/min) LPS 4.12 (4.05-5.58) 4.3 (4.01-7.66) 5.25 (2.82-7.16)
Control 49 (30-51) 47 (36-47) 52 (50-57)
VS (ml)
LPS 51 (43-55) 40 (33-63) 34 (18-44) ¥
Control 556 (474-591) 592 (458-608) 630 (550-636)
VGFD (ml) ¥
LPS 504 (467-641) 455 (430-485) 445 (419-452) ¥
Control 10 (7-19) 9 (5-18) 7(5-12)
VPP (%)
LPS 19 (14-20) 18 (13-28) 28(21-31) ¥
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Control 8 (8-14) 8 (6-15) 6 (5-10)
VVS (%) *
LPS 16 (9-18) 19 (12-22) 24 (18-28) ¥
Control 0.97 (0.45-1.06) 0.88 (0.64-0.99) 0.94 (0.77-1.23)
PC (W)
LPS 0.66 (0.61-0.93) 0.57 (0.53-0.97) 0.81(0.32-1.16)
OMLLS Control | 16.88(12.50-17.04) | 16.92(15.98-18.37) | 15.58 (13.63-16.39)
(mmHg) LPS 16.98 (15.57-18.16) | 15.44(12.17-16.40) | 13.53(12.26-14.87)¥
dP/dt max | Control 437 (332-528) 321 (314-522) 292 (202-372)
Periférico
(mmHg/sec)™ | LPS 510 (461-848) 637 (556-764) 889 (819-1329)
Glucosa | Control 104 (84-106) 97 (82-99) 102 (83-141)
I
(mg/dL.) LPS 110 (96-130) 76 (67-94) § 76 (69-103) ¥
6 Control 13.82 (6.49-15.18) | 11.45(10.60-12.46) | 14.73 (10.03-16.78)
(mL/min/kg) LPS 14.48 (11.99-15.46) | 14.16 (10.96-17.87) 15.43 (7.79-19.97)
Vi Control 2.07 (1.86-2.44) 2.35 (1.45-2.37) 2.17 (1.59-3.24)
(mL/min/kg) LPS 1.88 (1.83-3.56) 2.23(1.3-3.29) 2.25 (1.64-2.96)
Control | 19.87(13.99-28.18) | 18.11(11.96-22.09) | 17.14(11.06-21.34)
O2ER (%)
LPS 16.2 (11.32-23.89) 13.63 (8.94.24.46) 23.20 (11.75-34.99)

Se representan los valores de las medianas y el RIQ de las variables en TO, T1 y T2. FC: Frecuencia
cardiaca, PAM: Presion arterial media, PVC: presién venosa central, RVP: Resistencia vascular periférica,
GC-TD: Gasto cardiaco por termodilucién, VS: Volumen sistdlico, VGFD: Volumen global de final de
diastole, VPP: Variabilidad de presiéon de pulso, VVS: Variabilidad de volumen sistélico, PC: Poder
cardiaco, PMLLS: Presién media de llenado sistémico, dP/dt max: Pendiente maxima del ascenso sistolico
de la presion, O2ER: Tasa de extraccion de oxigeno.* p<0.05 TO Control vs TO Endotoxemia, 1 p<0.05 T1
Control vs T1 Endotoxemia, F p<0.05 T2 Control vs T2 Endotoxemia. § p<0.05 TO vs T1 (ambos grupos),
¥ p<0.05 TO vs T2 (ambos grupos), £ p<0.05 T1 vs T2 (ambos grupos).
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Figura 8. Representacion individual de los metabolitos cuantificados por HPLC y la relacién
Lactato/Piruvato (L/P) en los grupos control y endotoxemia (lineas negras y verdes respectivamente). Las
lineas rojas representan las concentraciones normales reportadas en la literatura.
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Al evaluar los datos de las medianas, las concentraciones séricas de los intermediarios
en el grupo control no presentaron variaciones significativas a excepcion del lactato que
disminuyé significativamente en el intervalo comprendido entre T1 y T2 (T1: 1.70, T2:
1.19) (Tabla 10). En el grupo de endotoxemia se presentaron diferencias significativas
en comparacion al grupo control en las concentraciones de lactato en TO (2.88 mmol/L
vs 1.36 mmol/L), T1 (6.57 mmol/L vs 1.7 mmol/L) y T2 (11.78 mmol/L vs 1.19 mmol/L).
Igualmente, se encontrd un ascenso significativo en las concentraciones de succinato en
T2 en el grupo de endotoxemia en comparacién al grupo control (783 pmol/L vs 160
pumol/L). En el grupo de endotoxemia los unicos metabolitos que presentaron variaciones
significativas en el tiempo fueron el lactato (TO: 1.36 mmol/L - T1: 6.57 mmol/L - T2:
11.78 mmol/L ), piruvato (TO: 1.08 mmol/L - T2: 1.79 mmol/L), succinato (T0: 370 ymol/L
- T1: 586.67 pmol/L - T2: 783.33 umol/L) y citrato (TO: 190 umol/L - T2: 540 ymol/L), los
demas intermediarios no cambiaron sus concentraciones de manera significativa. Se
destaca que durante la progresion de la endotoxemia el succinato es el metabolito del

CAT predominante a nivel sérico (Tabla 10y Fig. 9).
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Tabla 10. Concentraciones de los metabolitos cuantificados por HPLC y la relacion Lactato/Piruvato.

T0 (Basal) T1(3H) T2 (6H)
Control 215 (10-296.67) | 213.33 (40-446.67) | 180 (75-200)
CITRATO uM
190 (156.67- 290 (186.67- ]
LPS 31539 203.3% 540 (333.33-4160) ¥
CETOGLUTARATG | Control 53;?3(‘;%)67‘ 60 (42.5-236.67) | 83.33 (70-266.67)
M
H LPS 57.5(40-83.33) | 62.5 (46.67-80) 70 (63.33-110)
440 516.67
SUCCINATO LMl ¢ Control (173.33-1210) (95.67-883.33) 160 (156.67-453.33)
H s 370 586.67 783.33
(303.33-406.67) | (403.3-693.33) | (646.6-1063.3) £ ¥
Control | 6.07 (2.85-673.73) | 7.6 (0.79-63.53) | 4.93 (3.18 - 66.6)
FUMARATO pM
LPS 3.725 (3.04-5.13) | 4.97 (4.3-6.89) 7.03 (4.21-9.45)
Control 0.61 (0.55-1.56) | 0.71(0.63-1.16) 0.65 (0.56-1.2)
MALATO pM
LPS 0.81(0.4-0.87) | 0.95(0.45-1.39) | 0.82 (0.67-1.29)
Control 1.36(0.91-1.83) | 1.7(1.69-1.83) | 1.19(0.79-1.38) £
LACTATO mM " t# 75
LPS 288(2535) | 657(61473)5 | o el
Control 1.21(0.68-1.43) | 1.39 (0.44-1.59) | 1.25(0.68-1.39)
PIRUVATO mM
LPS 1.08(0.88-1.29) | 1.31(0.94-1.46) | 1.79 (1.24-1.94) ¥
Control 0.95(0.75-2.69) | 1.31(1.05-3.68) | 0.98(0.64-1.16)
Lactato/Piruvato *
LPS 255 (1.95-4.22) | 5.56 (3.40-6.99)§ | 6.83(3.67-8.80) ¥

Se representan los valores de las medianas y el RIQ de las variables en TO, T1y T2. * p<0.05 TO Control
vs TO Endotoxemia, 1 p<0.05 T1 Control vs T1 Endotoxemia, ¥ p<0.05 T2 Control vs T2 Endotoxemia. §
p<0.05 TO vs T1 (ambos grupos), ¥ p<0.05 TO vs T2 (ambos grupos), £ p<0.05 T1 vs T2 (ambos grupos).
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Figura 9. Mediana de las concentraciones de los metabolitos cuantificados y la relacién L/P de los grupos
control (barras grises) y endotoxemia (barras negras), en cada uno de los tiempos evaluados: TO; T6; T12.
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La regresion lineal entre la totalidad de valores de Succinato y Lactato demuestra una

correlacion parcial: R? = 0.347 la cual es estadisticamente significativa (p=0.003). (Fig.
10).
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Figura 10. Correlacion Lactato — Succinato. R? = Coeficiente de determinacion.
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DISCUSION.

Nuestro estudio analiza los cambios hemodinamicos y metabdlicos que tuvieron a lugar
en un modelo hiperdinamico de endotoxemia. Se destaca la instauracion de hipotension
en el contexto de un descenso progresivo de las resistencias vasculares, sin embargo,
el ascenso del Gasto Cardiaco no fue observado pese al suministro conjunto de liquidos
y vasopresores. En cuanto al componente metabdlico analizado en plasma se observo
el ascenso de los intermediarios del CAT siendo estadisticamente significativo el
incremento del Citrato y el Succinato. Procederemos a analizar dichos resultados en dos

apartados.

Parte I. Analisis de los cambios hemodinamicos y de la relacion aporte - consumo

de Oxigeno durante el biomodelo de endotoxemia.

El biomodelo realizado en el presente estudio requirié en promedio 2.5 mg de endotoxina
para descender la PAM por debajo de 50 mmHg (Tabla 8); tardando cerca de 3 horas en
promedio, en alcanzar este punto. La respuesta hemodinamica que se observé entre TO
y T1 se encuentra caracterizada inicialmente por el descenso de las resistencias
vasculares (RVP), y de la presion arterial media (PAM), el gasto cardiaco (GC) no
presenté variaciones durante este periodo. Conforme progresoé la endotoxemia (T1-T2)
e inicio el protocolo de resucitacion se observo la recuperacion de la RVP, pero no de la
PAM y se hizo evidente la disminucion del volumen sistolico (VS) manteniéndose estable
el GC como producto de la elevacion significativa de la frecuencia cardiaca. (Tabla 9).
Por lo anterior, podemos inferir que nuestro modelo presentd principalmente un
comportamiento hiperdinamico durante la fase inicial de la endotoxemia y posteriormente
una recuperacion del tono vascular como producto de la infusién de Noradrenalina. Este
patron hemodinamico caracterizado por una RVP disminuida y un GC elevado se ha
observado de manera experimental cuando se instaura una reposiciéon de volumen de
manera concomitante a la progresion del choque, lo cual, evidencia la presencia de un
grado variable de hipovolemia o vasodilatacion que revierte con el suministro de liquidos

ya que la contractilidad cardiaca en las fases tempranas del choque séptico se encuentra
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preservada (191,192,193). Especificamente, en los biomodelos de endotoxemia la
expresion de un fenotipo hiperdinamico se logra mediante la infusion de dosis bajas de
endotoxina con lo que se impide la liberacion de tromboxano A2 por parte de los
macrofagos pulmonares evitando la vasoconstriccion pulmonar y la disfuncion ventricular
derecha (194), con lo cual, se favorece la instauracion de choque hiperdinamico cuando

se realiza una adecuada resucitacion con volumen (195,196).

En nuestro estudio fue posible observar el descenso significativo de la RVP 3 horas
posterior al inicio de la infusion de endotoxina, y aunque no se cuantifico la resistencia
vascular pulmonar, durante la experimentacion se observd un incremento del GC
estimado en aproximadamente 1.13 litros, si bien dicho ascenso no fue estadisticamente
significativo consideramos que representa un patron hiperdinamico como respuesta a la
endotoxemia. Dicha respuesta en este contexto experimental se atribuye también al
soporte hemodinamico, ya que como se ha reportado por otros autores el suministro de

cristaloides y vasopresores evita la instauracion de hipodinamia (197,198,199).

Durante nuestro biomodelo se observo el incremento paulatino de la VVS y la VPP vy el
descenso del GEDV, indicando que durante la progresion de la endotoxemia y el choque
se presentaron fenOmenos que se relacionan con una respuesta favorable a liquidos lo
gue sugiere que los biomodelos se encontraron en la porcién ascendente de la curva de
Frank-Starling. De acuerdo con los resultados obtenidos; el proceso de reanimacion no
conllevo a la normalizacion del GEDV, VPP, VVS, pero si modifico el impacto de la
endotoxemia sobre una variable relacionada con la contractilidad cardiaca ya que de
manera paralela a la resucitacion se observo el ascenso del dP/dtmax arterial en el grupo
de endotoxemia (Tabla 9). Por tanto, el descenso del VS que se documenta al final del
biomodelo probablemente fue secundario a una resucitacion volumétrica suboptima, tal

y como se ha demostrado en modelos animales similares al nuestro (200)

De manera llamativa, durante el desarrollo de choque por endotoxemia no fue posible
revertir la hipotensién pese al suministro concomitante de noradrenalina siguiendo un
protocolo de ascenso escalonado, se destaca el ascenso de la RVP en T2 respecto a

T1, cuyo cambio fue significativo por lo que probablemente la hipotensién persistente fue
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secundaria al descenso del VS que se observo en T2, este comportamiento de la PAM
durante la infusion de noradrenalina ha sido documentado por otros autores durante la
resucitacion de pacientes con choque séptico y probablemente se encuentre relacionado
con el incremento de la poscarga (76), en este sentido el ascenso de la PAM durante la
infusion de noradrenalina en pacientes con choque séptico se observa
predominantemente en aquellos pacientes que poseen un mayor inotropismo y pueden

por tanto, tolerar el ascenso de la poscarga generado por esta catecolamina.

En nuestro biomodelo no se observaron cambios en el DO, conforme se instauré el
choque por endotoxina (TO-T1) (Tabla 9), a nuestra consideracion esto se debidé a dos
factores primordiales: En primer lugar, en nuestro biomodelo se ascendié de manera
progresiva la dosis de endotoxina evitando asi la instauracion temprana de una fase
hipodinamica en la cual se suele observar el descenso del gasto cardiaco y el ascenso
de las resistencias vasculares periféricas (201, 193). En segundo lugar, el suministro de
cristaloides durante nuestro biomodelo se ejecutd desde el comienzo de la infusion de
endotoxina, con lo cual, se evitd un descenso marcado de la precarga y la instauracion

de la fase hipodinamica por hipovolemia relativa (197, 202, 203).

La interpretacion de la estabilidad del DO; entre T1 y T2 (Tabla 9) es mas compleja ya
gue pese al desarrollo de hipotension y al descenso del volumen sistdlico que se observo
en esta fase no se documentd un descenso concomitante del DO.. A nuestra
consideracion en este intervalo de tiempo nuestro biomodelo se encontré sujeto a
reanimacion volumétrica y a suministro de noradrenalina por lo que con estas
intervenciones se evitd la instauracion de un colapso hemodindmico mas severo (204),
adicionalmente, teniendo en cuenta que el descenso del VS no resulté en un descenso
del DOg, es evidente que la explicacion mas probable para esta preservacion del DO>
fue el desarrollo de taquicardia; si se observa con detenimiento es posible observar un
descenso en el VS equivalente al 44% y un ascenso del 66% de la FC cuando se
comparan sus valores entre T2 y TO. Los valores de FC que encontramos son superiores

a los observados en otros estudios en la instancia previa a la instauracion de resucitacion
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hemodindmica (18,180), probablemente este incremento de la FC se encontré mediado
por multiples factores; como la accién 1 de la noradrenalina que fue suministrada
durante el protocolo, igualmente la hipoglicemia desarrollada durante la endotoxemia
contribuyo al incremento de la actividad simpatica, y en adicion a esto la hipotensién
arterial persistente que se observo en nuestro biomodelo y la cual atribuimos a un estado
de hipovolemia relativa, conllevé mediante la accion de los baroreceptores periféricos, al
ascenso sustancial de la FC. Este ascenso de la FC es a su vez deletéreo para la
hemodinamia ya que disminuye el tiempo de llenado diastolico favoreciendo el descenso
del VS (205), lo cual puede conllevar a un estado de no respuesta a los vasopresores
(76), sin embargo, nuestro estudio no busco identificar la presencia o la explicacion de

este fendmeno y por tanto nuestra argumentacion es principalmente especulativa.

En cuanto al comportamiento del VO observamos una dinamica similar a la reportada
en el DOy, esta evidencia puede ser interpretada como un fenOmeno de dependencia
entre el aporte y el consumo (206). Tal dependencia entre estas dos variables se ha
descrito en biomodelos de endotoxemia (17), al igual que en pacientes sépticos (207),
observandose en estos escenarios la transicion a la dependencia con valores de DO
superiores a los reportados en condiciones basales, las probables explicaciones para
este fendmeno de “dependencia patolégica” se centran en alteraciones microcirculatorias
gue conllevan a un aumento de la heterogeneidad entre el DO y el VO3, lo cual favorece
la aparicion de regiones con un insuficiente DO para el VO2 respectivo, a nivel sistémico
esto se representa con la instauracion de un fenédmeno de dependencia entre VO, y DO>
con tasas de extraccion de oxigeno menores y con DO: criticos superiores a los basales
(208). Las alteraciones microcirculatorias que sustentan este fendmeno se encuentran
representadas por la disminucion de la densidad de capilares perfundidos en algunos
lechos microcirculatorios y el consecuente incremento de las distancias intercapilares
(18,209).

Otras alteraciones que contribuyen a la “dependencia patolégica” radican en el

compromiso de la extraccion de oxigeno a nivel celular, el cual es causado por la
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respuesta inflamatoria mediada por citoquinas (210), el estrés oxidativo generado por la
desregulacion del ONS (211), las alteraciones en las vias de apoptosis y el desarrollo de

disfuncién mitocondrial.

Probablemente, tanto los mecanismos microvasculares como celulares se encuentran
presentes durante la endotoxemia y son los responsables de la dependencia patoldgica
en el DOz y el VO, sin embargo, en nuestro biomodelo existen varias limitaciones
metodoldgicas que nos impiden documentar de manera inequivoca la fase de
dependencia entre el DO2 y el VO2: En primer lugar, no se cuantificaron de manera
diferencial el DOz y el VO.. En nuestro estudio calculamos el aporte y el consumo de
oxigeno utilizando la ecuacion derivada a partir del principio de Fick con lo cual se
favorece la interdependencia matematica entre DOz y VO2 ya que ambos comparten
variables comunes para su célculo (212, 213), por este motivo es posible que los cambios
de GC generados por el proceso de resucitacion hayan contribuido a variaciones
similares, tanto en sentido como en magnitud, en ambas variables. En segundo lugar,
los estudios que han identificado en sepsis la dependencia entre el DO, y el VO han
llevado a cabo la modificacion del DO2 mediante el desarrollo de hipovolemia en modelos
animales (17), mediante el suministro de agentes vasoactivos (214) o por el incremento
de la presion espiratoria al final de la espiracion (PEEP) (207), en nuestro biomodelo no
se llevaron a cabo intervenciones destinadas a incrementar o disminuir el DO por lo que
el cambio en el VO2 no se puede atribuir de manera causal a las variaciones en el DOo.
En tercer lugar, teniendo en cuenta que la instauracién de dependencia se encuentra
relacionada con la heterogeneidad microcirculatoria, nuestros métodos fueron
insuficientes para documentar este fenbmeno y por tanto no podemos descartar o
confirmar que a nivel microcirculatorio durante nuestro biomodelo se hayan presentado
alteraciones microcirculatorias capaces de incrementar la disparidad en la relacion
DO2/VO2, no obstante, tal objetivo se encuentra por fuera del alcance de la actual
investigacion. Finalmente, la relacion lactato/piruvato (L/P) (Tabla 10) observada en
nuestro biomodelo no es sugestiva de anaerobiosis, este dato es de especial importancia

ya que tradicionalmente se asume que la progresion hacia la zona de dependencia entre
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el DOz y el VO3 se asocia al desarrollo de anaerobiosis, por lo tanto, nuestros resultados
indican que un estado de dependencia entre DOz y VO2 en nuestro biomodelo a nivel

sistémico es poco probable (15).

Parte II. Analisis de los cambios metabdlicos durante el biomodelo de

endotoxemia.

En nuestros resultados se destaca la instauracion temprana de hipoglucemia y el
incremento de los niveles de succinato y citrato en el grupo de endotoxemia. Los otros
intermediarios del CAT: a-cetoglutarato, fumarato y malato incrementaron sus
concentraciones, pero no presentaron variaciones estadisticamente significativas en
comparacion al grupo control. En relacion a las concentraciones de lactato y piruvato
encontramos el ascenso esperado de sus niveles en el grupo de endotoxemia,
manteniendo una relacion lactato/piruvato por debajo del umbral de anaerobiosis. Estos
hallazgos evidencian un metabolismo activo, con predominio de las vias oxidativas que
conllevan al funcionamiento del CAT, sin embargo, en comparaciéon al funcionamiento
basal del CAT que ocurre en condiciones normales, en nuestro biomodelo de
endotoxemia se identificd al succinato como metabolito predominante a nivel sérico. A
continuacion, se procedera a discutir los posibles mecanismos que conllevaron a los
cambios metabdlicos reportados en nuestro biomodelo. En primera instancia se analizara

cada intermediario por separado y posteriormente en conjunto.

Andlisis individual de los metabolitos del CAT cuantificados durante la

endotoxemia: Glucosa, succinato, citrato, a-cetoglutarato, fumarato y malato.

Glucosa: Durante nuestro biomodelo se observo el desarrollo de hipoglicemia desde T1,
manteniéndose hasta el final de la experimentacion. Esta alteracion ha sido previamente
documentada por otros autores en modelos de endotoxemia (215) y a través de su

suministro en humanos sanos (216). En cuanto a los mecanismos que fundamentan su
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instauracion se destacan el incremento de la sensibilidad a la insulina y la inhibicion de
la gluconeogénesis, ambos eventos se encuentran mediados por la sefalizacién
proinflamatoria mediada por la endotoxina (217).

Actualmente se conoce que durante el choque se requiere el aumento de la captacion
intracelular de la glucosa para sostener el incremento de la via glucolitica como principal
mecanismo de adaptacion metabdlica (218), adicionalmente, células del sistema
inmunolégico como neutréfilos y macrofagos tienen preferencia por la via glucolitica
como fuente energética y en modelos de endotoxemia se ha calculado que dosis de 5
ug/kg de LPS estimulan al sistema inmunoldgico de manera aguda y generan el consumo
de 116 g de glucosa en un periodo de 480 minutos (219). En este sentido, el LPS se ha
documentado como un factor que favorece la captacion de glucosa, mediante el ascenso
de la vida media de la insulina, el incremento de su sefializacion y también, mediante
mecanismos independientes de insulina entre los que se destaca la sefalizacion por IGF-
1y por TNF-a (216, 217, 220). Por otra parte, la inhibicion de la gluconeogénesis se ha
documentado con dosis altas de endotoxina (215), y actualmente se conoce que la
sefalizacion proinflamatoria mediada por Il-1, IL-6 y TNF-a conlleva a la inhibicion de la
gluconeogénesis en los hepatocitos de ratas expuestas a LPS (221).

La hipoglicemia que se reporta durante el choque por endotoxemia y la cual nosotros
también reportamos, representa tan solo una parte de las alteraciones metabdlicas que
ocurren durante el choque por endotoxemia ya que posteriormente, y por lo general
después de un periodo de 6 horas es posible observar la transicion hacia un estado de
insulinoresistencia e incremento de hormonas contrarreguladoras con lo que es posible
observar entonces un comportamiento bifasico del metabolismo de la glucosa (222).
Finalmente, teniendo en cuenta el previo estado de ayuno de nuestro biomodelo los
anteriores mecanismos hacen factible el desarrollo de hipoglicemia durante nuestra
experimentacion, las consecuencias hemodinamicas de esta hipoglicemia se
encontraban por fuera del alcance de este estudio, pero es probable que su presencia
haya contribuido a las alteraciones hemodindmicas y en especial a la taquicardia e

hipotensidn sostenidas.
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Succinato: En nuestro experimento se destaca la presencia de valores méas altos en TO
para ambos grupos (Tabla 10) en comparacion con los valores en porcinos normales
(Fig. 8), de acuerdo a nuestro criterio dicha elevacion puede ser secundaria a la
preparacién del biomodelo ya que la sedacion, intubacion, anestesia general e insercidn
de catéteres por venodiseccion, son procedimientos que no estan exentos de un grado
variable de hipoxia e hipoperfusion (204), condiciones que en la literatura también se han
asociado a la elevacién de las concentraciones de succinato (223). No obstante,
conforme transcurrioé el biomodelo todos los animales del grupo control presentaron un
descenso de las concentraciones de succinato (ver Fig. 8), el cual sin ser
estadisticamente significativo refleja la estabilizacion hemodinamica conforme
transcurrio el tiempo, tendencia contraria a la observada en el grupo de endotoxemia en
donde prima la acumulacién de Succinato de manera paralela a la instauracion del
choque hemodinamico, acumulacién que resulta significativa en T2 (Fig. 9). Hallazgos
similares se han reportado de manera consistente en otros modelos de choque
hemorragico en murinos, porcinos y primates no humanos (179). En particular, el
incremento en las concentraciones de succinato que se ha identificado en porcinos
durante condiciones de hemorragia es inferior al incremento que se observé en nuestro
estudio; en este sentido, Reisz et al. reportan concentraciones post choque de un
promedio de 77.8 uM, niveles que son 10 veces menores a los niveles succinato que se
encontraron en nuestro estudio durante T2 (783.33 uM) lo cual sugiere que la elevaciéon
de succinato durante el choque por endotoxemia responde a factores independientes del
DO..

Evidencia reciente sugiere que la acumulacion de succinato a nivel sérico se encuentra
relacionada con fendmenos de reprogramacion metabdlica secundarios a la aparicion de
hipoxia celular (224, 225, 226), presentandose un descenso en la relacion NADH/NAD*
lo que conlleva a un funcionamiento reverso del CAT y a la acumulacién de succinato
(Fig. 5) (34, 227). Se plantea que en dichas condiciones la principal via para la formacién
de Succinato es a partir del funcionamiento anterégrado de la primera parte del CAT
(228), de tal forma que la re-oxidacion del NADH en NAD* mediante el funcionamiento

reverso de la enzima Malato Deshidrogenasa (MDH) es un factor fundamental para la

73



acumulacién de este metabolito (27, 229). Otras rutas capaces de conllevar a la
acumulacién de Succinato en hipoxia también han sido documentadas (230) y dentro de
estas se destaca el funcionamiento reverso de la Succinato Deshidrogenasa (SDH) con
lo que se obtiene la reduccion del Fumarato en Succinato en condiciones en las cuales
el Fumarato actia como receptor de los electrones de la Coenzima Q y opera en el
funcionamiento reverso de la segunda parte del CAT (34) (Fig. 5). Nuestros resultados,
como ya ha sido mencionado de manera previa, no son congruentes con la instauracién
de hipoxia a nivel sistémico, y aunque desconocemos si en nuestro biomodelo se
presentaron condiciones de hipoxia o de hipoxia citopética a nivel tisular u organico, la
posibilidad de hipoxia local sin evidencia de hipoxemia a nivel sistémico se ha
corroborado por otros autores que han empleado biomodelos animales similares a los
nuestro (103, 231, 232). Pese a lo anterior, nuestro disefio experimental no nos permite
confirmar o descartar que la elevacion de Succinato ocurra como producto de

alteraciones en el DO2/VO: a nivel tisular.

Dado que la generacion de succinato no se puede atribuir Unicamente a una
reprogramacion metabdlica mediada por la hipoxia, el hecho de que en nuestro
biomodelo se haya observado un incremento de sus concentraciones en ausencia de
variaciones significativas en el DO puede ser interpretado como el reflejo de un estado
de hipermetabolismo. En torno a esta posibilidad, la hiperlactatemia acompafada de
estabilidad de la relacion Lactato/Piruvato que se observo en nuestro biomodelo es un
hallazgo bioquimico que se ha relacionado con estados de hipermetabolismo a nivel
tisular (233, 234, 235) y asi mismo en condiciones de choque la sefializacion adrenérgica
incrementa la oxidacion del piruvato a nivel mitocondrial (236) por lo que nuestros
resultados nos permiten plantear que durante la fase temprana de endotoxemia se
observa un estado de hipermetabolismo en el que se favorece la acumulacion de

succinato.

Citrato: Los niveles de citrato que se presentaron en nuestros controles son cercanos a

los reportados a nivel sérico en humanos (Fig. 8), no encontramos valores normales para
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porcinos. En cuanto a las concentraciones observadas en el grupo de intervencion se
identific6 un ascenso significativo conforme progresoé la endotoxemia (Fig. 9), lo cual
puede ser secundario a un descenso en su eliminacion renal, proceso que en
condiciones de ayuno se encuentra favorecido (237), sin embargo, dado que en el grupo
control no se encontrd un ascenso significativo de Citrato (Fig. 9) no consideramos que
nuestros hallazgos correspondan al ayuno del biomodelo. En cuanto a la produccion de
citrato, este es un proceso que acontece a nivel de todas las células como producto de
la actividad del CAT pero que es especialmente regulado por los procesos de resorcién
Osea (238, 239); dado que no se anticipa un cambio en el metabolismo 6seo durante un
periodo tan corto de experimentacion podemos suponer que el incremento del citrato es
secundario a su produccion a nivel tisular por parte de la Citrato Sintasa del CAT, siendo
lo anterior un indicio indirecto del incremento de la actividad catalitica a nivel mitocondrial

durante nuestro biomodelo.

Los hallazgos en nuestro biomodelo pueden ser también un reflejo del efecto de la
activacion proinflamatoria del sistema inmune, ya que la acumulacién conjunta de citrato
y succinato es un fenémeno que se ha demostrado a nivel celular en macréfagos durante
la sefalizacion mediada por LPS (240, 241), en el caso del citrato se ha reportado su
elevacion como producto de la inhibicion de la enzima Isocitrato Deshidrogenasa (IDH)
gue ocurre durante la sefializacion inflamatoria mediada por TLR-4 (242), lo que favorece
la produccion de acido itacénico. Por su parte, la acumulacion de succinato puede
generarse como producto de la inhibicion de la SDH secundaria al incremento de acido
itaconico (243). Por tanto, los resultados de nuestro biomodelo pueden estar en relacion
con la reprogramacion metabolica que esta ligada a la instauracion y el sostenimiento de

un fenotipo proinflamatorio (244).

a-Cetoglutarato: Los niveles de a-cetoglutarato en el grupo de control y endotoxemia
fueron superiores a los valores séricos reportados en porcinos sanos (Fig. 8). En el grupo
de endotoxemia nosotros encontramos una tendencia hacia el incremento de sus

concentraciones sin alcanzar la significancia estadistica (Fig. 9). El analisis del ascenso

75



del a-cetoglutarato desde una perspectiva fisioldgica puede ser debido a la inhibicion de
las deshidrogenasas que ocurre en la sepsis ya que como se conoce desde hace
décadas la enzima Piruvato Deshidrogenasa (PDH) se encuentra inhibida en condiciones
de endotoxemia (245) y mas recientemente se ha demostrado dicha inhibicién en
pacientes sépticos (148). Teniendo en cuenta que existe un alto grado de homologia
entre la enzima a-Cetoglutarato Deshidrogenasa (KGDH) y la PDH es factible suponer
una disminucion en su activacién durante el transcurso de la sepsis. El anterior
planteamiento se sustenta a partir de estudios en pacientes con acidosis metabdlica
internados en UCI (182) al igual que en pacientes sépticos (246); en lo que respecta a
estas observaciones, Forni et al. reportaron concentraciones promedio de a-
cetoglutarato de 547 uM en pacientes con acidosis metabdlica de anion gap elevado y
de 79.17 uM en el grupo de controles, el ascenso de los niveles de cetoglutarato que se
reporta en este estudio es 10 veces superior a las concentraciones que Nnosotros
evidenciamos en nuestro biomodelo. Por su parte Beloborodova et al. reportan la
presencia de cetoglutarato en el 45 — 77 % de los individuos sépticos mientras que en el
grupo control solo el 5 % de los individuos tuvieron concentraciones detectables de este
metabolito. Las dos anteriores investigaciones han identificado el incremento de a-
cetoglutarato en conjunto con el ascenso de las concentraciones de succinato y citrato
lo cual implicaria que la disminucion en el funcionamiento de las deshidrogenasas no
inhibe totalmente el funcionamiento del CAT. En lo concerniente a nuestros resultados
es posible que un biomodelo mas prolongado de endotoxemia hubiese reportado
variaciones significativas en las concentraciones de a-cetoglutarato ya que la tendencia

de sus valores siempre indico un ascenso en sus niveles.

Fumarato y malato: En el caso del fumarato se observaron niveles semejantes en el
grupo control con los reportados en humanos sanos (Fig. 8). Con relacion al malato
encontramos en el grupo control niveles cerca de cincuenta veces inferiores a los
reportados en humanos sanos, desconocemos si estos valores se encuentran por debajo
de los limites de normalidad en cerdos ya que no conocemos estudios que hayan

reportado niveles de malato en plasma en esta especie. No obstante, se destaca que en
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la poblacién de controles se presentd una tendencia al descenso del fumarato y malato
mientras que en el grupo de endotoxemia se evidencio la tendencia contraria en lo
concerniente a los valores de fumarato (Fig. 8), aunque dichos cambios no alcanzan la
significancia estadistica, conforme progresa el tiempo suponemos que existe un
comportamiento metabdlico diferente durante la endotoxemia en el que prima la
acumulacién de estos intermediarios. Dicha tendencia también fue reportada por
Beloborodova et al en pacientes sépticos (246), en dicho estudio los pacientes con mayor
SOFA presentaron los niveles de fumarato y succinato mas elevados.

Analisis individual de los metabolitos cuantificados durante la endotoxemia: El

Lactato y Piruvato.

El lactato se ha considerado como un marcador prondéstico en el paciente séptico (80), y
en afnos recientes se han empleado estrategias de reanimacion orientadas por el
descenso de sus concentraciones (247, 248, 249), sin embargo, la interpretacion de sus
niveles en sepsis se ha convertido en un desafio clinico y fisiolégico (250), debido a que,
aunque sus valores séricos se han relacionado tradicionalmente con la perfusién tisular
(251, 252, 253, 254), también son afectados por el funcionamiento hepatico (255, 256),
renal (257), el estimulo del metabolismo glucolitico (258), y la accion de catecolaminas
exdgenas (259). Una manera de relacionar los niveles de lactato con condiciones de
hipoxia es a partir de la relacién lactato - piruvato (L/P) (44, 251, 260), relacién que
representa el cociente entre las concentraciones del producto y el reactivo de la reaccion
catalizada por la Lactato Deshidrogenasa (LDH); deshidrogenasa citoplasmatica que
opera principalmente reduciendo el piruvato a lactato y que regenera el NAD* a partir de
la oxidacion del NADH, por tanto, la relacion L/P refleja el estado oxido-reductor
(NADH/NAD™) a nivel citoplasmatico. Previamente se ha planteado que en condiciones
de un DO2 normal el ascenso de las concentraciones de lactato es proporcional al
incremento del piruvato, en tales circunstancias las concentraciones de lactato se elevan
como producto del metabolismo glucolitico y por fuentes no hipdxicas manteniendo

relaciones L/P cercanas a los limites de la normalidad (<10) (15,190,260); por otra parte,
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en condiciones de anaerobiosis el equilibrio fisiologico del lactato y piruvato se altera
predominando la acumulacién del lactato independientemente de los valores de piruvato,
reflejando el descenso del metabolismo oxidativo y la acumulacion de NADH, por lo que
la relacion L/P se eleva (15, 260, 261). En la literatura se identifican multiples puntos de
corte para definir hipoxia de acuerdo a la relacion L/P sérica (15, 44, 260, 261, 262) lo
cual indica que esta variable hasta el momento carece de estandarizacidbn como
indicador de anaerobiosis. En cuanto a nuestra especie de experimentacion modelos de
hemorragia reportan una relacion L/P de 40 posterior a 90 minutos de hemorragia (188),
y en el caso de endotoxemia valores inferiores a 10 se han observado en ausencia de
compromiso en la funcion mitocondrial (263), por tanto, durante nuestra discusion este
sera el limite empleado para definir el umbral de anaerobiosis, no obstante, es preciso
aclarar que esta relacion es dinamica, no depende Unicamente del grado de anaerobiosis

(260) y no esta exenta de una interpretacion individualizada.

De manera predecible en nuestro estudio se observo el ascenso significativo de los
valores de lactato durante la progresion de la endotoxemia, asi como la estabilidad de
sus niveles en el grupo control (Tabla 10). En T2 se encontrdé un ascenso de 5 — 7 veces
los niveles basales de Lactato en conjunto con un incremento en los valores de piruvato,
esto puede ser explicado por el incremento en el funcionamiento de la glicolisis y la
oxidacion de aminoacidos gluconeogénicos, igualmente, la relacion L/P presentd un
ascenso significativo observandose un incremento de 2 a 3 veces sus valores basales,
sin embargo, en 7 de 9 biomodelos el cociente L/P permanecié por debajo del umbral de
anaerobiosis conforme progresaron las alteraciones hemodinamicas propias de la
endotoxemia (Fig. 8 y 9). En consonancia con nuestros hallazgos se puede inferir que la
elevacion de lactato correspondié en la mayoria de biomodelos a un incremento en la
concentracion de piruvato y no a la instauracién de hipoxia a nivel celular, observacion
gue es consistente con los hallazgos de Brandt et al. quienes reportaron una relacion L/P
inferior a 10 a nivel de la vena hepatica en biomodelos porcinos de endotoxemia sujetos
a resucitacion hemodinamica, en esta investigacion se midido el funcionamiento

mitocondrial a partir de la actividad de los complejos | y Il de la fosforilacién oxidativa y

78



se encontr6 ausencia de alteracion en su funcionamiento pese al desarrollo de

hiperlactatemia durante el transcurso de la endotoxemia (263).

Por ultimo, el hecho de que los valores de L/P sean inferiores a los reportados en otros
modelos de choque plantea como cuestionamiento razonable el desarrollo de un
verdadero estado de choque en nuestra experimentacion. En lo que a esto respecta
consideramos que, en primer lugar, hasta el momento ningun valor de L/P se ha asociado
de manera inequivoca con la instauracion de anaerobiosis, por lo que en la literatura se
utilizan multiples puntos de corte sin un consenso al respecto (15, 44, 260, 261, 262). En
segundo lugar, hemodinamicamente los parametros macrocirculatorios de nuestro
biomodelo representan un estado de choque por endotoxemia, y en cuanto a los
resultados relacionados con el metabolismo, observamos que la relacion L/P descarta
gue la hiperlactatemia sea derivada de hipoxemia, observacion que también se ha
realizado por otros autores durante modelos experimentales de sepsis (15) por lo que
este hallazgo no controvierte la instauracion del choque, sino el origen de la

hiperlactatemia.

Correlacion lactato — succinato.

Uno de nuestros planteamientos iniciales se centrd en la elevacion del succinato durante
la endotoxemia como indicador de hipoxia tisular, y en este sentido, una alta correlacion
con el lactato representaria su viabilidad como indicador de hipoperfusion (179). Sin
embargo, no fue posible observar un deterioro del aporte o el consumo de oxigeno y
considerando el comportamiento de la relacion L/P durante nuestro biomodelo no
podemos afirmar la presencia de alteraciones macrohemodinamicas y metabdlicas
asociadas a la hipoperfusion. Teniendo en cuenta lo anterior, la elevacion del succinato
evidenciada en nuestra experimentacion corresponderia principalmente a causas no
hipéxicas, entre las que se destaca la reprogramacion metabodlica del CAT ya
previamente discutida y la inhibicion del funcionamiento de la enzima succinato

deshidrogenasa (SDH) por las siguientes causas:
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- Produccion bacteriana de &cidos fendlicos: Los acidos fendlicos son compuestos
arométicos que se han reportado elevados en los pacientes con choque séptico (264),
su origen proviene de patdgenos bacterianos como Pseudomona spp, Acinetobacter spp
y Serratia spp, sin embargo, especies pertenecientes a la flora bacteriana como
Lactobacillus spp y Bifidobaterium spp pueden contribuir a su produccion en estados de
translocaciéon bacteriana (36). Estos metabolitos se han asociado a alteraciones en el
estado oxido-reductor mitocondrial favoreciendo la produccién de ROS, y mas
recientemente se ha reportado como algunos de estos metabolitos como el acido
benzoico y el acido fenilacetico inhiben las deshidrogenasas mitocondriales, dentro de
estas enzimas se encuentra la SDH enzima del CAT encargada de oxidar el succinato y
generar fumarato (246, 265). Por tanto, un porcentaje de la elevacion de los niveles de
succinato durante la sepsis puede ser explicada por la produccién bacteriana de acidos

fendlicos.

- La generaciéon de acido itaconico. El acido itaconico se produce por la accion de la
enzima aconitato decarboxilasa 1 (Acod-1) esta enzima cataliza la descarboxilaciéon del
cis-aconitato, el cual, es un producto metabolico del CAT en la serie de reacciones que
isomerizan el citrato en isocitrato (242,243). La acumulacién del acido itaconico se ha
observado en los macréfagos estimulados con LPS y se ha identificado como su
produccion se asocia a la inhibicion de la SDH conllevando al incremento de succinato y
ejerciendo control sobre los procesos de transporte de electrones y produccion de ROS
(243,266).

Dado que nuestro biomodelo se llevo a cabo mediante el suministro de endotoxina, es
poco probable que se haya presentado bacteriemia durante su desarrollo, por lo tanto, la
produccion de &cidos fendlicos no contribuyo al ascenso en las concentraciones de
succinato. En cuanto a la produccion de &cido itaconico se conoce que este fenbmeno
ocurre principalmente a nivel tisular en un foco infeccioso (267) condicion que en nuestra

experimentacion no se encontrd presente, por lo que suponemos que la principal causa

80



5 UNIVERSIDAD

° NACIONAL

DE COLOMBIA

para la elevacion del succinato en nuestra experimentacion fue el desarrollo de un
fendmeno de reprogramacién metabdlica no mediado por hipoxia. (226). En este sentido,
la correlacion parcial que se observa entre el lactato y succinato (Fig.10) es esperable
ya que las causas que conllevan al incremento sérico del lactato son mdltiples, en
cambio, la elevacion del succinato representa a nuestro criterio la reprogramacion del

metabolismo durante las fases tempranas de la endotoxemia.

Nuestros resultados son concordantes con lo evidenciado por otros autores. Reisz et al.
en un biomodelo porcino de choque hemorragico reportaron un r? para las
concentraciones de lactato - succinato de 0.513, valor que es superior al obtenido en
nuestra experimentacion (r> = 0.347) (179). Hay que tener en cuenta que el biomodelo
de estos investigadores empled la generacion de choque por hemorragia permitiendo la
manipulacion del DO> de una forma directa, lo cual favorece la instauracion de
hipoperfusion tisular, lo que se posibilita el desarrollo de fenomenos de reprogramacion
metabolica mediados por hipoxia y un mayor ascenso en las concentraciones lactato,
haciendo mas probable en estas circunstancias la correlacion entre el lactato y succinato
ya que el mecanismo que conlleva a choque esta directamente ligado con la noxa
generada por la hipovolemia, lo anterior se diferencia ampliamente de nuestro biomodelo
en el que en primer lugar el compromiso del DO2 no fue posible de documentarse y en
segundo lugar las alteraciones hemodinamicas que conllevaron al desarrollo de choque
fueron multifactoriales y no estuvieron directamente controladas durante la

experimentacion.

Analisis integral de los metabolitos cuantificados durante la endotoxemia.

Previamente se han descrito los fundamentos con los que se plantea la reprogramacion
del CAT durante la endotoxemia; en congruencia con esta posibilidad, nuestros
resultados evidencian la acumulacién de lactato en condiciones de un DO, estable y sin
un aumento considerable en la relacion L/P evidenciando un incremento del metabolismo

oxidativo; el cual, ocurrid de manera paralela al incremento de los intermediarios del CAT,
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dicho incremento se encontr6 caracterizado por el predominio del succinato respecto a
los demas intermediarios, de acuerdo a nuestro criterio esto puede representar la
instauracion de un fenédmeno de reprogramacién metabdlica no mediado por hipoxia
tisular. Sin embargo, para establecer esta relacion se hace necesario contrastar la
sumatoria de nuestros resultados con las investigaciones que han cuantificado diferentes
intermediarios del CAT en modelos experimentales de sepsis o durante la progresion de

esta patologia en pacientes sépticos.

Modelos experimentales:

Liu et al. en 1985 fueron los primeros en reportar los cambios que ocurren durante la
endotoxemia en las concentraciones de los intermediarios del CAT (268); en su estudio
emplearon un biomodelo canino al cual se le suministraron dosis letales de endotoxina
para posteriormente llevar a cabo la cuantificacion de los intermediarios a nivel hepatico.
En esta investigacion se observé el ascenso de oxalacetato junto con la disminucion de
cetoglutarato y malato 2 horas posterior a la infusion de endotoxina, dentro de otros
resultados relevantes se report6 el descenso significativo en la concentracion de glucosa,
en los niveles de ATP y el ascenso significativo de la relacion L/P evidenciando la
aparicion de hipoxia tisular. En conjunto los resultados obtenidos por Liu et al. fueron
interpretados como evidencia del predominio del metabolismo reductor a nivel celular.
En estas condiciones también se documento el ascenso de oxalacetato y la disminucién
del fosfoenolpiruvato como producto de la inhibicion de las rutas gluconeogénicas que
acontecio durante la endotoxemia; fendmeno que se puede observar en fases avanzadas
de la sepsis y que por lo general se asocia a un compromiso severo (11, 269, 270); por
tanto los resultados de Liu et al. son el producto de un modelo méas severo de
endotoxemia el cual emplea dosis letales de endotoxina y por ende permite el desarrollo
de alteraciones en la obtencion de energia a nivel celular. Las principales divergencias
metodolégicas entre los analisis de Liu et al. con nuestros resultados radican en que
nuestros analisis se ejecutaron a nivel sérico y no a nivel tisular, ademas, en nuestro
estudio la cuantificacién de oxalacetato no se realizé debido a que su vida media en una

muestra de suero es cercana a los 70 segundos (183) lo cual superaba el tiempo que
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disponiamos para la preparaciéon y el almacenamiento de las muestras, y por ultimo,
nuestro modelo no empleo dosis letales de endotoxina sino subletales, por lo que se
desarroll6 un modelo menos severo y en el cual se observo el predominio del
metabolismo oxidativo acompafado del incremento del citrato y succinato, sin

observarse el descenso de ningun intermediario del CAT.

Mas recientemente, Whelan et al. reportaron en un modelo murino de sepsis el ascenso
a nivel hepatico de multiples intermediarios del CAT en conjunto con el descenso en la
actividad del complejo Il de la cadena transportadora de electrones (CTE) lo que sugiere
la persistencia del funcionamiento del CAT en condiciones en las cuales la fosforilacion
oxidativa presenta una disminucion en su funcionamiento (24). En el modelo empleado
por estos autores los cambios en la actividad del complejo Il de la CTE se documentaron
a las 8 horas de induccion de sepsis mediante puncion y ligacion cecal (PLC) por lo que
probablemente este deterioro en la actividad mitocondrial ocurri6 como producto de la
sefalizacion de mediadores inmunolégicos y no necesariamente por un compromiso del
DO, ya que modelos de puncion y ligacion cecal similares no han reportado la
instauracion de una fase hipodinamica en este tiempo (271, 272, 273). Si bien el
biomodelo que nosotros empleamos diverge del empleado por Whelan et al. en materia
de la especie utilizada y el mecanismo de induccion de sepsis, es factible que el estado
de hipermetabolismo que fue evidenciado en nuestro biomodelo se encuentre
relacionado con los fendmenos de reprogramaciéon metabdlica que han sido
documentados por estos autores a nivel tisular. Sin embargo, diferencias significativas
de nuestro trabajo nos impiden plantear de manera absoluta tal relacion ya que nuestro
biomodelo no analiz6 muestras tisulares y ademas nuestra metodologia para el analisis
de intermediarios del CAT uUnicamente incluyo la realizacion de cromatografia liquida

(CL) y la espectrometria de masas (EM) no se llevé a cabo.

Las observaciones anteriormente descritas contrastan con lo reportado en otros tipos de
biomodelos que analizaron tejidos diferentes al hepatico. Hotchkiss et al. llevaron a cabo

un biomodelo de sepsis murino inducido por PLC en el cual la cuantificacion de
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intermediarios metabdlicos se realizd en tejido cardiaco y mediante espectroscopia por
resonancia magnética nuclear (RMN) (274). Los hallazgos de este estudio describen la
estabilidad en las concentraciones de citrato, cetoglutarato y malato a las 42 horas de
haberse llevado a cabo la PLC, reportando posterior a este intervalo de tiempo la
estabilidad concomitante en los niveles tisulares de ATP y fosfocreatina lo que descarta
la presencia de disfuncion mitocondrial durante estas condiciones experimentales. De
manera similar a nuestros resultados Hotchkiss et al. reportan la estabilidad en los
valores de la relacién sérica de L/P pese a la instauracion de hiperlactatemia,
[lamativamente en su modelo experimental los niveles de lactato y piruvato a nivel
cardiaco no presentaron variaciones significativas por lo que podemos inferir que el
ascenso en las concentraciones de lactato y piruvato que fue observado a nivel sérico
correspondio a la instauracion de hipermetabolismo en tejidos que no fueron analizados
en dicho estudio. Recientemente Lado et al. analizaron también tejido cardiaco mediante
espectroscopia por RMN en un modelo porcino de endotoxemia, tomaron las muestras
de tejido al cabo de 72 horas de infusion de LPS y reportaron la estabilidad de los
intermediarios del CAT y a su vez el incremento de lactato a nivel miocardico, incremento
gue se atribuyéo al descenso del metabolismo oxidativo de la glucosa (275).
Probablemente los hallazgos de Lado et al. contrastan con los datos de Hotchkiss et al.

en materia del tiempo en el cual se registraron las mediciones metabdlicas a nivel tisular.

En el tejido renal también se han llevado a cabo mediciones de los intervalos del CAT;
Waltz et al. observaron una disminucién en los niveles de fumarato y malato en murinos
posterior a las 8 horas de la induccion de sepsis mediante puncion y ligacion cecal (25),
lo cual contrasta con las observaciones previas a nivel tisular ya que hasta donde
tenemos conocimiento esta es la Unica cuantificacion tisular en la que se reporta un
descenso de los intermediarios del CAT en un modelo de sepsis. Esta observacion; a
nuestro criterio, también sugiere un fenémeno de reprogramacién metabdlica mediado
por factores inmunolégicos ya que su instauracion temprana durante la experimentacion
no corresponde a la progresion usual de las alteraciones en el DO2 que acontecen
durante un modelo de PLC (271, 272, 273). El descenso en las vias metabdlicas del CAT
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gue se reporta a nivel renal es indicativo de una alteracion en la actividad mitocondrial
en este tejido, lo cual, probablemente esté relacionado con la instauracion de un
metabolismo hibernante en un érgano que en condiciones basales presenta altos

requerimientos energéticos (43,101).

A partir de los anteriores andlisis podemos plantear que a nivel tisular la actividad del
CAT durante la sepsis es 6rgano especifica y posiblemente tiempo dependiente, por lo
gue su actividad puede encontrarse inhibida o incrementada dependiendo el tejido y el
momento en el cual esta se analice. Aunque nuestros resultados son sugestivos de un
incremento en la actividad del CAT durante un estado de hipermetabolismo no es posible

concluir la contribucion particular de cada organo.

Estudios clinicos:

Los estudios clinicos que han analizado las concentraciones de los intermediarios del
CAT han empleado en su mayoria herramientas provenientes de la metabolomica. Estas
herramientas permiten la identificacion de multiples metabolitos de una manera no

dirigida que permite la cuantificacion de multiples intermediarios relacionados.

Un estudio de gran importancia en este campo fue realizado por el grupo de Langley et
al., en dicho estudio se identificé el perfil metabolémico de pacientes con diagnéstico de
sepsis (9). Los andlisis metabolémicos fueron realizados mediante cromatografia liquida
(CL) o cromatografia de gases (CG), ambas técnicas se acoplaron a EM y se realizaron
a muestras de suero obtenidas al ingreso a urgencias y 24 horas después. Uno de los
principales hallazgos de este estudio radic6é en la cuantificacibn de mayores
concentraciones de intermediarios de la via glucolitica y del CAT en los individuos no
supervivientes. Especificamente se reporto la elevaciéon de citrato y malato en este grupo
de pacientes, observaciéon que ha sido corroborada por otros autores que han empleado
metodologias similares en pacientes sépticos, tal es el caso del estudio de Liu et al. (276)
quienes identificaron el ascenso de Citrato, o-cetoglutarato, succinato y malato en

individuos no supervivientes. En este Ultimo estudio se analizaron pacientes con
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diagnéstico de choque séptico y la mortalidad del grupo de pacientes analizado fue
cercana al 60%, lo que puede explicar la presencia de un mayor compromiso del CAT en
estos pacientes.

Recientemente, el grupo de investigacion de Beloborodova et al. han analizado de
manera dirigida y mediante CG-EM las concentraciones de los intermediarios del CAT
en pacientes sépticos con diferentes grados de severidad, como resultado principal dicho
estudio evidencia el ascenso de succinato, a-cetoglutarato y fumarato y ademas
establece una correlacion entre el ascenso de los niveles de succinato y la progresion de
la disfuncion multiorganica secundaria a la sepsis (246). A partir de estos hallazgos, se
ha interpretado que en individuos no supervivientes existe una actividad anaplerotica que
permite la generacion de intermediarios del CAT, sin embargo, estos pacientes presentan
alteraciones a nivel del metabolismo oxidativo que impiden la utilizacion efectiva de estos

intermediarios para la obtencion de energia.

Datos del estudio de Cambiaghi et al. aportan una perspectiva dinamica al analisis de los
intermediarios metabdlicos en el choque séptico. Dichos autores analizaron el
metaboloma en individuos con choque séptico y compararon los perfiles metabdlicos de
los individuos respondedores de acuerdo al descenso del puntaje de SOFA (A > 5) 48
horas después del ingreso a UCI, en comparacion a aquellos individuos catalogados como
no respondedores (A <5) a las 48 horas. En este estudio el Unico intermediario del CAT
que se reportod elevado fue el citrato, y llamativamente sus concentraciones Unicamente

descendieron de manera significativa en los individuos respondedores (23).

Las anteriores observaciones se relacionan con lo encontrado en las investigaciones de

la década de los 80 de Cerra y Siegel (170, 171, 277), quienes plantearon de manera
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reveladora para la época la presencia de un catabolismo sostenido en los individuos no
supervivientes a la sepsis, este patron hipercatabdlico exhibia como caracteristica la
elevacion persistente de aminoacidos ramificados (170,171). La hipétesis de este
comportamiento metabdlico se centraba en una capacidad preservada de los
supervivientes para incorporar sustratos del metabolismo intermediario en el CAT, lo cual
se encontraba limitado para los pacientes no supervivientes, dando lugar a la elevacién

plasmatica de sus intermediarios.

En contraposicion con el previo planteamiento metabdlico, Fedotcheva et al. reportaron
niveles disminuidos de succinato, a-cetoglutarato, malato y fumarato en pacientes con
disfuncion multiorganica, y plantearon que en esta etapa de la sepsis el descenso de los
intermediarios del CAT se puede explicar por la presencia de un metabolismo quiescente
(36), hallazgo que es consistente con lo reportado en diferentes especies de mamiferos
hibernantes en las cuales el descenso de los intermediarios del CAT a nivel plasmatico
representa un metabolismo persistentemente deprimido lo que permite conservar las
reservas energéticas celulares (278, 279, 280). Los resultados de Fedotcheva et al.
fueron interpretados dentro de un fendmeno de reprogramacion metabdlica

probablemente mas tardio y mas severo.

El andlisis de las investigaciones recopiladas previamente en conjunto con nuestros
resultados nos permite plantear una hipotesis frente al comportamiento de los
intermediarios del CAT, una hipétesis en la que se incluyen los cambios temporales en
el funcionamiento del CAT (Fig. 11); y en la cual, en una fase inicial prima la elevacion
sérica de los intermediarios debido al predominio de una respuesta hipermetabdlica a
nivel tisular que incorpora multiples sustratos del metabolismo intermediario hacia la
obtencidén de energia, en estas condiciones suponemos que el CAT opera de manera no
canodnica y genera la acumulacion de succinato y citrato como productos de la respuesta
humoral e inmunitaria que ocurre durante la sepsis. En una fase posterior; dependiendo
de la respuesta del huésped y del tratamiento instaurado se puede presentar el

sostenimiento de esta fase hipercatabdlica indicando la persistencia de la sefializacion
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proinflamatoria y de las alteraciones en el metabolismo celular; como se ha descrito
previamente, los individuos no supervivientes cursan con la elevacion sérica de los
intermediarios del CAT, mientras que en pacientes supervivientes se ha observado la
tendencia contraria. Finalmente, en aquellos individuos en quienes persiste la respuesta
hipercatabdlica el descenso posterior de los intermediarios del CAT se encontraria
relacionado con el desarrollo de un metabolismo hibernante en el que se preserva la
supervivencia celular a costa de la funcion tisular, esta respuesta ha sido considerada
como “adaptativa” y segun algunos autores es la causa primaria del desarrollo de la

disfuncion multiorganica en la sepsis (43,50,61).

Fase Hipercatabdlica
A no adaptativa

Quiescenpia
Metabdlica

Estado Basal

Fase
Hipercatabolica

[c] Intermediarios del CAT

Fase Anabolica Recuperacion Muerte

Tiempo

Figura 11. Representacion hipotética del cambio de la concentracién de los intermediarios del CAT a nivel
sanguineo conforme a la temporalidad de la noxa séptica.
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LIMITACIONES.

Nuestro estudio posee varias limitaciones:

1-

La cuantificacion de los intermediarios del CAT a partir de la metodologia de HPLC
permite una cuantificaciébn aproximada en comparacion a otros métodos con
mayor capacidad de discriminacion y sensibilidad. En nuestro caso, de manera
previa realizamos una identificacion cualitativa de los intermediarios mediante una
serie de titulaciones de muestras patron de cada uno de los metabolitos, lo cual
nos permitid6 conocer el tiempo de retencion de cada uno y la variacion de su
absorbancia a diferentes concentraciones, con lo cual, posteriormente
identificamos las concentraciones presentes en las muestras de nuestros
biomodelos (184). Sin embargo, metodologias como la EM permiten identificar
intermediarios del metabolismo con mayor sensibilidad y de manera mas precisa
ya que esta herramienta emplea un analisis de la carga y la masa de las moléculas
a identificar con lo que es posible lograr, sin la necesidad de un proceso de
calibracion previo, un mejor grado de discriminacion entre multiples metabolitos
(281,282).

Otro punto importante en torno a la cuantificacion de los intermediarios del CAT
radica en la complejidad metodoldgica para su andlisis, ya que es conocido que
sus concentraciones son dependientes del tiempo entre su extraccion y su analisis
(182). Nosotros realizamos un proceso de centrifugacion semi-refigerada en el
lugar de obtencion de las muestras, posteriormente un almacenamiento a -80
grados Celsius, y finalmente los andlisis por HPLC ocurrian en menos de 24 horas,
aunque este procedimiento ha sido llevado a cabo de manera similar por otros
autores (183), no esta exento de que existan variaciones preanaliticas generadas
por la centrifugaciéon semi-refrigerada y por los lapsos de tiempo que se

presentaron entre la extraccion de las muestras, su almacenamiento y su analisis.
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3-

Nuestro biomodelo no incluy6 el andlisis tisular de los intermediarios del CAT. Por
lo tanto, los resultados de nuestro estudio identifican Unicamente el resultado de
la medicién en sangre y no la contribucién particular de cada tejido. Este punto es
una limitacion importante de nuestra investigacion ya que como se ha mencionado
previamente la actividad del CAT en la sepsis es 6rgano-especifica y ha sido
detallada por otros autores (24,25,268,274,275). Si bien nuestros resultados
indican la tendencia global del metabolismo, nos impiden establecer el origen de
las altas concentraciones de intermediarios del CAT que fueron encontradas a
nivel sérico. Por tanto, nuestra hipotesis respecto al funcionamiento del CAT
durante la sepsis debe corroborarse mediante estudios enfocados en el

componente tisular.

Otra de las limitaciones de nuestro biomodelo radica en el analisis de los
intermediarios del CAT y del comportamiento hemodinamico en un periodo de
tiempo aproximado de tres horas posterior al desarrollo de choque por endotoxina,
por este motivo las alteraciones observadas no pueden ser extrapoladas a la
instauracién del compromiso organico que se presenta durante la sepsis, el cual
estd enmarcado en una serie de alteraciones que tienen a lugar de manera

paulatina y se desarrollan a partir de un compromiso inicialmente local.

Una limitacién propia de los biomodelos de sepsis por endotoxina radica en el
empleo de un fuerte inductor de la respuesta inmunitaria innata como lo es el LPS
(193), por lo tanto, no abarcan la complejidad total de la respuesta inmunoldgica
gue ocurre durante la infeccion microbiana que acontece en la sepsis, ademas de
esto, la infeccién bacteriana genera la interaccion del huésped con diversos
productos metabdlicos de origen bacteriano, los cuales, también contribuyen al
desarrollo de las alteraciones hemodinamicas y metabdlicas que se observan en

la sepsis (283). Teniendo en cuenta esta limitacion intrinseca de nuestro
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biomodelo, no es posible la extrapolacion total de sus resultados al contexto
clinico.

6- En nuestra experimentacién se observaron alteraciones metabdlicas que pueden
correlacionarse con la respuesta inflamatoria propia de la endotoxemia, sin
embargo, su relacidon con el compromiso hemodindmico o el soporte vasopresor
suministrado es igualmente probable, ya que es posible que alteraciones
hemodindmicas mas severas deriven en mayor compromiso metabdlico si estas
consiguen generar la instauracion de anaerobiosis tisular, e igualmente, es factible
qgue el suministro de catecolaminas como la noradrenalina haya contribuido en
algun grado al desarrollo de hiperlactatemia. El hecho de que no se realiz6 un
grupo en el cual las alteraciones hemodinamicas fuesen mayores o el cual no
estuviese sujeto a suministro de catecolaminas, nos impiden evaluar la relacion
gue existe entre le deterioro hemodinamico, la resucitacién con catecolaminas y
el cambio en el funcionamiento del metabolismo intermediario que nosotros

documentamos.

7- Debido al caracter exploratorio de nuestro estudio no es posible realizar
conclusiones con relacién al pronéstico y la concentracion de los intermediarios
del CAT. Asi mismo, tampoco es posible justificar con nuestros resultados las
variaciones temporales previamente planteadas ya que nuestros resultados
anicamente nos permiten interpretar la respuesta inicial del metabolismo

intermediario a la noxa séptica.

FORTALEZAS Y PERSPECTIVAS FUTURAS.

Nuestro estudio posee algunas fortalezas:

1- Desde nuestro punto de vista, la experimentacion con biomodelos animales

permite la caracterizacion de patologias complejas y multifactoriales mediante

el control de diversas variables que no son posibles de manipular en el
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paciente criticamente enfermo. En este contexto, un modelo porcino de
endotoxemia permite obtener resultados mas extrapolables al ser humano ya
gue esta especie comparte caracteristicas inmunoldgicas, metabdlicas y
hemodinamicas especificas de nuestra especie. Por lo tanto, el adiestramiento
en este tipo de experimentacién es metodolégicamente valioso y con su
estandarizacion esperamos que sea posible el desarrollo de otras hipotesis de
trabajo. A nuestro saber, este es el primer estudio en Colombia que lleva a
cabo un modelo de endotoxemia como parte de la experimentacién en sepsis,
experimentaciéon que en el momento también se lleva a cabo en otras
instituciones del pais (18, 284). Con nuestra investigacion contribuimos a la
generacion de conocimiento y al planteamiento de estudios generadores de
hipotesis que son posibles de continuarse en nuestro departamento de

Fisiologia.

Datos como los reportados por nuestro grupo no se encuentran en la literatura;
nosotros analizamos de manera dirigida el cambio temporal de los
intermediarios del CAT en las muestras de suero de un biomodelo porcino de
endotoxemia; analisis que no se ha ejecutado de manera previa en ninguna
especie ya que convencionalmente se encuentran en la literatura resultados
gue son el producto de analisis metabolémicos no dirigidos, en los cuales, se
cuantifican gran cantidad de metabolitos (9, 23, 159, 223, 268). Si bien, el uso
de analisis metabolémicos no dirigidos permite obtener una perspectiva global
del metabolismo, y su vez, realizar una identificacion cualitativa de multiples
sustancias con un alto grado de precision, nosotros consideramos que los
resultados aqui expuestos mediante la metodologia de HPLC son congruentes
con los encontrados mediante el uso de tecnologias mas costosas y poco

exequibles en nuestro medio.

El desarrollo del modelo nos ha permitido identificar datos que sugieren una

respuesta hemodinamica no homogénea entre los animales, por lo que no es
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posible suponer que un modelo animal estd exento de variabilidad biologica.
Lo anterior, puede orientar el desarrollo de biomodelos futuros que permitan
identificar fenotipos resistentes al colapso hemodindmico o que exhiban un
grado de adaptacion metabdlica mas favorable.

La estandarizacion de nuestro modelo se encuentra ligada a la adquisicion de
habilidades y de conocimientos que nos permitiran desarrollar biomodelos en
los cuales el colapso hemodinamico sea mayor; ya que de acuerdo a nuestras
observaciones esta especie tolera la endotoxemia por mas de 6 horas,
igualmente, es posible desarrollar biomodelos que no empleen el uso de
liquidos y vasopresores, con lo cual se logre la instauracion de hipoxia global

y la observacion de alteraciones hemodinamicas y metabodlicas mas marcadas.

Multiples perspectivas futuras son factibles y dependen principalmente de la
hipétesis de trabajo, sin embargo, es necesario tener en cuenta que los
biomodelos animales deben buscar la estandarizacion de sus protocolos con
el fin de no generar resultados confusos que generen ruido en la literatura, a
favor de nuestra metodologia, en esta investigacion seguimos un protocolo
similar al empleado por Hatib et al para el suministro de la endotoxina (180).
Con esto se lograron condiciones de colapso hemodinamico similares a las
reportadas por estos autores; observandose la induccion de choque por
endotoxemia en un periodo de tiempo similar (3 horas), sin embargo, a
diferencia de Hatib et al. nosotros empleamos una resucitacion protocolizada
con liquidos y vasopresores buscando asemejar las intervenciones
hemodinamicas que se llevan a cabo durante la resucitacién de los pacientes
con choque séptico.

En cuanto a nuestros resultados metabdlicos se refiere, se hace necesario el
desarrollo de otros protocolos que nos permitan observar la dindmica temporal

de la respuesta metabdlica a la sepsis en escenarios mas tardios y mas
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severos, continuando asi, el estudio de las hipétesis generadas por esta
investigacion.

La investigacién en torno a la anaplerosis y la cataplerosis del CAT contribuye
al entendimiento de la reprogramacion metabdlica que ocurre en la sepsis,
reprogramacion que no se limita Gnicamente a la alteracién de la fosforilacion
oxidativa y al dafio por estrés oxidativo como marcadores de disfuncion
mitocondrial, sino que también incluye la respuesta dinamica del metabolismo

intermediario a nivel tisular y plasmético.

CONCLUSIONES.

[EEN
1

Nuestro biomodelo exhibiéo un perfil hiperdinamico en su fase inicial, y de
manera concomitante fue posible observar el ascenso de la VPP y la VVS
indicando que nuestros biomodelos se encontraron en la porcién ascendente
de la curva de Frank-Starling.

Nuestro biomodelo de choque por endotoxemia no conllevé hacia el deterioro
del DO2/VO,, solo en 2 de 9 biomodelos fue posible observar el ascenso de la
relacion L/P a valores superiores a 10, por lo cual no fue posible identificar la
instauracion de hipoxia a nivel sistémico durante nuestro protocolo de
endotoxemia.

Todos los intermediarios del CAT se incrementaron durante la endotoxemia,
sin embargo, los Unicos metabolitos que presentaron un ascenso
estadisticamente significativo fueron el succinato y el citrato.

El succinato fue el metabolito del CAT predominante a nivel sérico al final de
nuestra experimentacion.

La elevacion de succinato y los otros intermediarios del CAT no estuvo ligada
a la instauracion de hipoxia y probablemente correspondié a la sefializacion
proinflamatoria e inmunoldgica que acontecié durante la progresion de la

endotoxemia.
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6-

Durante nuestra experimentacion se observo el desarrollo de hipoglicemia, la
instauracion de hiperlactatemia manteniendo una relacion L/P menor a 10 y el
incremento sérico de los intermediarios del CAT los cuales son indicadores
indirectos de un estado hipercatabolico.

Encontramos una correlacion parcial entre las concentraciones de succinato y
lactato durante el desarrollo de endotoxemia. De acuerdo a nuestro
planteamiento ambos metabolitos ascendieron a consecuencia del incremento
del metabolismo oxidativo, sin embargo, las causas que conllevaron a su
acumulacién sérica son mdlltiples y solo se encuentran parcialmente

relacionadas.
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