ID: 2011-7197.mct.14202 I berAM

Re\/igié N ’ Review

Rolde la
mitocondria en la
Sepsis

on de La literatura y enfoque

i °
@ traslacional.
Review :)? the literature and translational approach. @

Rev

ifitocioNria.n thé Sepsis:

.

Gustavo Carlos Velarde
: . Jorge Luis Vélez
N, \ Pablo Andrés Velez
) Santiago %iemguayo Moscoso
ario Patricio Montalvo Villagomez

) Pedro René-Torres Cabezas
Fernando Esteban Jara Gonzalez

MCT Volumen 14 #2 Julio-Diciembre

Movimiento

« »  Cientific)

ISSN-:2011-7191 | &15SN:- 2463-2236 ]

Publicacion Semestral



https://www.shutterstock.com/es/image-illustration/digital-illustration-mitochondria-colour-background-224615416
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Movimiento
Cientific]}

ISSN-1:2011-7191 | =-155N-2463-2236

Publicacién Semestral

2011-7197.mct.14202

Title: Role of mitochondria in the Sepsis

Subtitle:  Review of the literature and
translational approach.

Titulo:  Rol de la mitocondria en la Sepsis

Subtitulo: Revision de la literatura y enfoque
traslacional.

Alt Title / Titulo alternativo:

[en]: Role of mitochondria in the Sepsis:
Review of the literature and
translational approach.

Rol de la mitocondria en la Sepsis:
Revision de La literatura y enfoque
traslacional.

Author (s) / Autor (es):

Velarde, Vélez, Vélez, Aguayo Moscoso,

Montalvo Villagomez, Torres Cabezas &

Jara Gonzélez

Keywords / Palabras Clave:

[en]: Septicemia, Septicemias,
Severe Sepsis, Sepsis, Severe, y
Mitochondrion
Septicemia, Septicemias,
Severe Sepsis, Sepsis, Severe, y
Mitochondrion

Submited: 2020-07-11

Acepted: 2020-11-06

Gustavo Carlos Velarde, vd. sp
ORCID: 0000-0002-6530-1280 ORCID:
Source | Filiacion:

Hospital Pablo Arturo Sudrez

Pablo Andrés Vélez, wq.
0000-0002-6392-3895 Md. sp
Source | Filiacion: ORCID: 0000-0003-2987-7095

Hospital general de Ibara IESS

Resumen

La mitocondria es una organela compleja,
su funcién principal es producir energia

en forma de ATP, esencial para la vida.
Semiautonoma ya que posee ADNmt capaz
de producir algunas proteinas principales
de la cadena respiratoria. Alteraciones en la
fisiologia enzimética por inhibicion de estas
estructuras pueden explicar las alteraciones
en el consumo de oxigeno “hipoxia citopatica”
vista en la sepsis. Ademas, se ha demostrado
que sus componentes son productores de
respuesta inflamatoria desregulada al tener
en su estructura DAMPs potentes como el
ADNmty el citocromo C, que perpettian o
gatillan el estres oxidativo, que clinicamente
se ven asociados como marcadores
pronosticos de disfuncién multiorganica

y mortalidad en el paciente con choque
séptico. Por lo que sus componentes
podrian usarse como biomarcadores para
el diagndstico y pronostico, ademas de
convertirse en objetivos farmacoldgicos.

Citar como:

Abstract

The mitochondria is a complex organization,
its main function is the production of energy
in the form of ATP, essential for life. Semi-
autonomous since it has mtDNA capable

of producing some main respiratory chain
proteins. Alterations in enzyme physiology
due to inhibition of these structures may
explain the alterations in oxygen consumption
“cytopathic hypoxia” in sepsis. In addition,
its components have been detected as
producers of a dysregulated inflammatory
response by having powerful DAMPs in its
structure such as mtDNA and cytochrome C,
which perpetuate or trigger oxidative stress,
which are clinically associated as producers
of multiorgan dysfunction and mortality in
the patient with septic shock. Therefore, its
components can also be used as biomarkers
for diagnosis and prognosis, in addition to
becoming pharmacological targets
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Rol de la mitocondria en
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Role of mitochondria in the Sepsis: Review of the literature and translational approach.
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Jorge Luis Vélez

Pablo Andrés Vélez

Santiago Xabier Aguayo Moscoso
Mario Patricio Montalvo Villagémez
Pedro René Torres Cabezas
Fernando Esteban Jara Gonzalez

Introduccion

Sepsis es la condicién clinica de disfuncion organica que pone en peligro la vida del
paciente, es causada por una respuesta inflamatoria desregulada del huésped a la
infeccion (M. Singer, C. S. Deutschman, 2016). Declarado desde el 2017 prioridad por la
Asamblea Mundial de Salud como problema de salud publica mundial con tres ejes
principales: prevencién, diagnéstico y tratamiento(Reinhart K, Daniels R, Kissoon N, Machado
FR, Schachter RD, 2017). Aun con una alta incidencia en la Ultima década 437y 270 casos de
sepsis y sepsis grave por 100 000 personas-ano respectivamente y una mortalidad del
17% para sepsis, 26% para sepsis severa y 40% para choque séptico(Andrew Rhodes, Gary
Phillips, s. f; Fleischmann C, Scherag A, Adhikari NK, 2016).

La sepsis es una respuesta inmune desregulada del huésped a la infeccidn
causando dafio celular, que puede llevar a disfuncion multiorganica poniendo en peligro
la vida del paciente (Singer, 2016). Los efectos de esta respuesta inmune inapropiada se
caracterizan por un incremento en la respuesta inflamatoriay también por un estado de
inmunosupresion (vanderPoll, T, van de Veerdonk, F. L, Scicluna, B. P. & Netea, 2017), 0ocasionando
alteraciones macrocirculatorias y microcirculatorias (endoteliales glicocalix) (De Backer,
D., Orbegozo, C. D, Donadello, K. & Vincent, 2014), disfuncion celular, incluyendo alteraciones
mitocondriales, modificaciones del mecanismo de muerte celular (apoptosis, pyroptosis,
netosis)(Gomez, H., Kellum, J. A. & Ronco, 2017), asi como, del rol de la microbiota intestinal
(Haak, B. W. & Wiersinga, 2017).
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Los mecanismos precisos de la lesién celular y la disfuncion
organica inducida por sepsis no se comprenden completamente y
continlian siendo un area activa de investigacion cientifica. Terapias
enfocadas en la resucitacién temprana dirigida por objetivos han
permitido en las dos Ultimas décadas disminuir la mortalidad, sin
embargo, pareceria ser que llegamos a una fase estacionaria. Analisis
inmunohistoquimicos revelan que la muerte celular en la sepsis
es minima(k. S. Hotchkiss, P E. Swanson, 1999); Evidencia creciente
sefiala que la incapacidad de la célula para consumir oxigeno juega
un rol muy importante en la fisiopatologia de la sepsis, ya que la
mitocondria consume el 90 % del oxigeno corporal total se vuelve un
blanco atractivo de ensayos clinicos.

Objetivos

Esta revision descriptiva tiene como objetivos resumir informacion
en relacion con la mitocondria en el contexto de sepsis, ayudar
al lector a una compresion de un tema desconocido en el campo
médico general, identificar los aspectos relevantes conocidos en
la fisiopatologia, mostrar la evidencia cientifica disponible y en lo
posible establecer un nexo traslacional a la practica clinica en el
campo de la medicina critica.

Métodos.

La blsqueda bibliografica se realizd en fuentes secundarias, bases
electrénicas como LILACS; SCIELO, PUBMED, los descriptores de
ciencias de la salud utilizados fueron SEPSIS, MITOCHONDRIA, la
busqueda fue realizada en mayo del 2019, los filtros utilizados fueron
revisiones, revisiones sistematicas, metaanalisis, y ensayos clinicos
randomizados de los Ultimos diez afios excluyendo a poblacion
menor de 18 afios de edad, se obtuvo 120 estudios, la seleccién de
los principales estudios se realiza en base a su titulo y resumen que
permitan responder a las preguntas de los objetivos de esta revision
descriptiva.

Términos MESH: Septicemia, Septicemias, Severe Sepsis, Sepsis,
Severe, y Mitochondrion.

Sepsis y disfuncion multiorganica

Algunos de los mecanismos de disfuncién multiorganica en sepsis
son similares para todos los érganos, e incluyen una combinacién
de alteraciones hemodinamicas y celulares, resultado del efecto de
varios mediadores inflamatorios, en resumen, la fisiopatologia de la
sepsis como disfuncion multiorganica incluye:

La primera fase implica la deteccién de PAMPs ( flagelina,
peptidoglucanos, ARN viral y el mas estudiado lipopolisacarido)
mediantelosPRR(TLR-4,LBP,MD2)delascélulasinmunesinnatas,que
generan activacion de varias vias de sefializacién intracelular como la
quinasa asociada a receptor IL-1(IRAK) y el receptor asociado al factor
de necrosis tumoral (TRAF), que finalmente conducen a la activacion
del (MAP3K, JNKy ERK) y el mas importante, el factor nuclear kappa
beta (NFk-B), desencadenando la transcripcion de numerosos genes
responsables de la respuesta inmune temprana(Hotchkiss, 2016), este
respuesta inflamatoria desregulada a su vez puede generar DAMPs

( DNAmt, Glicosaminoglicanos, Heparanasa-1) los cuales pueden
amplificar la respuesta inflamatoria por PRR(Timmermans, K., Kox, M,
Scheffer, 6. J. & Pickkers, 2016), este proceso afecta a varios niveles como
se describe a continuacion:

Disfuncién circulatoria. - el paciente con sepsis genera
disfuncion circulatoria, causando un metabolismo anormal del
oxigeno que se lo puede identificar por la produccion de lactato >
de 2 mmol/L flujo dependiente, ocasionado por una hipovolemia
relativa secundaria al edema y perdida del tono vascular asociado
principalmente al estrés oxidativo, asi como, depresién miocardica
por la toxicidad de los mediadores, que clinicamente se ven
reflejadas en hipotension arterial(Vincent, J. | & De Backer, 2013). Las
anormalidades macrocirculatorias son faciles de identificar, pero
las alteraciones microcirculatorias causantes de shunt (aumento del
didmetro de difusion del oxigeno) a nivel celular como disminucién
en la densidad capilar y un aumento en la heterogeneidad de la
perfusion(De Backer, 2013), pueden ser valoradas utilizando técnicas
especiales, como la microscopia electronica de campo oscuro
y polarizacion ortogonal (por ejemplo, en el area sublingual) en
tiempo real. Los mecanismos causantes de esta disfuncién pueden
ser vasodilatacion, microtrombosis y edema.

Disfuncién endotelial. - el endotelio tiene un rol importante en
el tono vasculary el flujo sanguineo, sus alteraciones son frecuentes
en el paciente séptico e incluyen interrupcion de las conexiones
célula a célula mediante la degradacion de las uniones adherentes,
cadherina endotelial vascular y uniones estrechas que comprende
principalmente caludinasy ocludinas generando edema, y perfusion
microvascular reducida. Otras moléculas que estan involucradas
en la disrupcion endotelial son VEFG, Angiopoyetina 1(Opal, S M. &
van der Poll, 2015). El glicocélix endotelial es una [dmina que recubre
el endotelio, su degradacién por sepsis puede generar DAMPs
perpetuando e incrementando la respuesta inflamatoria y la fuga
de liquidos llevando al edema vy alteracién del metabolismo del
OxigenO(Che/ozz/, C, Villa, G., Mancinelli, P, De Gaudio, A. R. & Adembri, 2015).

Disfuncién celular. - la disfuncion celular en sepsis es una linea
de investigacién cientifica en las dos Ultimas décadas, estudios han
proporcionado informacién importante sobre disfuncion celular en
sepsis como alteraciones en las vias de muerte celular, procesos de
reciclaje intracelular (autofagia), disfuncién mitocondrial (mitofagia
y biogénesis) y estres oxidativo intracelular.

Disfuncién mitocondrial.- la mitocondria es un organulo clave
para multiples procesos esenciales incluyendo la produccién de ATP,
homeostasis del calcio intracelular, produccién de especias reactivas
de oxigeno, nitrégeno y algunas hormonas(Singer, 2014), asi como
en la activacion de la apoptosis cuando hay permeabilizacién de la
membrana mitocondrial(Czabotar, P E, Lessene, G, Strasser, A & Adams,
2014), de ahf que cada vez es reconocido por ser fundamental en la
fisiopatologia de la sepsis, durante esta patologia varias funciones
mitocondriales se ven afectadas como carencia del ATP producto
de la disminucion de la fosforilacién oxidativa, incremento en los
niveles de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno(/Arulkumaran,
2016). Ademas, las mitocondrias dafiadas pueden liberar potentes
DAMPS (ADNmt) que pueden perpetuar e incrementar la respuesta
inflamatoria(Ma, K C., Schenck E. J, Pabon, M. A & Chol, 2017). Una
probable hipotesis de las alteraciones mitocondriales tempranas
en sepsis, es que se den como un mecanismo de adaptacién para
proteger a las células mediante la disminucion de produccién de
sustancias nocivas, adaptacion dependiente de un equilibrio entre
la mitofagia (eliminacién de mitocondrias dafiadas) y biogénesis
(producciéon de mitocondrias saludables).



Velarde, Vélez, Vélez, Aguayo Moscoso, Montalvo Villagémez, Torres Cabezas & Jara Gonzdlez

Por lo tanto, parece probable que las diversas alteraciones
mitocondriales ocurren en diferentes momentos. En qué medidayen
qué etapa estas alteraciones influyen en la disfuncion organica aln
no esta claro, estas preguntas son tema de profunda investigacion
traslacional, ya que de estos complejos procesos se puede obtener
respuestas objetivas para posibles terapias.

Mitocondria

La mitocondria es un organulo que mide entre 0.75 y 3.00 um de
didmetro, el nimero de mitocondrias en una célula puede variar
por tipo de célula, tejido u érgano. Por ejemplo, los glébulos rojos
carecen de mitocondrias, mientras que las células hepaticas pueden
tener mas de 2000.

Esteorganulose componede compartimentos quellevan a cabo
funciones especializadas, entre éstos se encuentran la membrana
mitocondrial externa, el espacio intermembranoso, la membrana
mitocondrial interna, las crestas y la matriz mitocondrial.

Adiferenciadeotrosorganulos, es una organela semiautonoma,
es decir, contiene su propio genoma que muestra una similitud
sustancial con los genomas bacterianos, conocido como ADN
mitocondrial (ADNmt) capaces de producir sus propias proteinas
mitocondriales que son responsables de su biogénesis.

La mitocondria es un compleja organela, disefiada
principalmente para producir energia biolégicamente disponible en
forma de trifosfato de adenosina (ATP).

Una vez que ingresa la glucosa a la célula a través de los
transportadores GLUT, este es fosforilado en glucosa 6 fosfato lo
que imposibilita su salida de la célula, seguido de la conversion a
piruvato por la reduccién de NAD + a NADH por la enzima piruvato
deshidrogenasa proceso que se desarrolla en el citoplasma,
a continuacion por proteinas transportadoras ingresa por la
membrana externa mitocondrial hacia la matriz mitocondrial donde
se encuentra el conjunto enziméatico del acido citrico, cuya finalidad
principal, es proporcionar grandes cantidades de electrones en
procesos de reduccién, y, como paso final estos se dirigen hacia
la membrana interna que alberga un sofisticado sistema de
transporte de electrones (ETS), el movimiento gradual de estos,
produce un gradiente energético, el cual, es utilizado para bombear
protones desde la matriz mitocondrial secuencialmente a través
de multiheteroméricos complejos proteicos que se denominan:
complejo respiratorio (I a IV) y dos elementos moviles. (coenzima
Q y citocromo C) a su aceptor final, complejo V, ATP-sintasa
para la produccion final de 38 moléculas de ATP por cada ciclo
metabdlico y la reduccion del oxigeno en agua (Figura 1). Luego el
ATP es transportado fuera de la mitocondria a través de la enzima
denominada adenina especializada transportadora de nucleétido
translocasa (ANT).
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Figura 1. (M. KOHOUTOVAL, 2, J. DEJMEK2, 3, Z. TUMA2, 2018). Transporte de electrones mitocondrial.

Los electrones que alimentan el ETS, provienen de sustratos
producidos en el ciclo del 4cido citrico y la B-oxidacién de acidos
grasos, a partir de varios complejos enzimaticos(GNAIGER, 2014).

Las mitocondriastambiénsonsitiode producciénde: esteroides,
hormonas, grupos de hierro-azufre, especies reactivas de oxigeno
y nitrégeno necesarios para la sefializacién celular, consideradas

importantes reguladores del calcio intracelular; ademas generan
calor contribuyendo asi a regulacion de la temperatura y tasa
metabolica basal, inician la muerte celular apoptésica y también
pueden ser criticos en funciones como la diferenciacion celular,
determinacion del tipo celular, movimiento y patron celular(MArDA
Y, 2013).
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Comportamiento de la mitocondria durante
la sepsis.

Alteraciones morfoldgicas.

La descripcion del deterioro morfolégico de las mitocondrias, fue
reportada por primera vez en un modelo canino séptico en una
muestra de tejido cardiaco, similar a las alteraciones encontradas
posteriormente en biopsias post morten en pacientes humanos
SEpticos(BOLKSTEGERS B WEIDENHOFER S, KAPSNER T, 1994). Los hallazgos
mitocondriales fueron: hinchazén, pérdida de crestas, matriz
depurada, vesiculas internas y rotura de las membranas interna vy
externa.

El contexto fisiopatologico que engloba estos cambios,
es generado por estrés oxidativo y sobrecarga mitocondrial de
calcio(frmak G, 2002); los mismos que causan un dafio directo
en la membrana interna mediante la formacion de poros con la
consecuente pérdidadel gradiente osmotico, creando permeabilidad
entre la membrana externa e interna. Después de la lesion, las
mitocondrias disfuncionales son seleccionadas por autofagosomas
y son entregados a los lisosomas para su reciclaje, proceso conocido
como mitofagia.

La mitofagia es una forma de autofagia especializada, que
cumple varias funciones principalmente remocién y reciclaje de
material mitocondrial dafiado durante periodos de estrés (Parzych
KR, 2014); Cualquier lesion a la mitocondria puede generar perdida
del potencial de membrana mitocondrial (MMP) que lleva a la
permeabilidad mitocondrial transitoria (MTP) con fuga de material
como: ADNmt, citocromo C, que son potentes DAMPs que podrian
gatillar y/o perpetuar el estado inflamatorio e injuria tisular (kubli DA,
2012). Las vias moleculares conocidas, al momento, responsables
de la autofagia son la: PINK1/Parkin y la Nix/BNIP3L este Ultimo liga
proteinas y gatilla la accion de los autofagosomas/Hammerling BC,
2014).

En estudios clinicos de biopsias post morten y en modelos
experimentales en animales se confirma este incremento de
autofagosomas en modelos sépticos, ademas, la inhibicion de la
autofagia genera mayor apoptosis con el subsecuente incremento

del estres oxidativo, es decir un circulo vicioso de mayor respuesta
inflamatoria y esto se correlaciona con disfuncién multiorganica.

El proceso contario a la autofagia (mitofagia) es la biogénesis
mitocondrial, que implica la produccion de proteinas mitocondriales
codificadas por ADN nuclear, con posteriorimportacion e integracion
en las mitocondrias, o via, ADN mitocondrial que codifica 13 proteinas
situadas principalmente dentro de la via de fosforilacion oxidativa; o
podemos decir que su funcion es reemplazar las proteinas dafiadas
y/o contribuir al aumento de masa mitocondrial en situaciones de
dafio mitocondrial o mayor demanda de energia(Hacen DIV, Suliman
HB, Carraway MS, 2007).

Las proteinas mitocondriales estan codificadas por ADN (ADNn)
o (ADNmt), ha sido documentado que la expresién de ADNmt esta
fuertemente regulada por:

1. PRARy-coactivator- 1a (PGC-1a),
2. Factores respiratorios nucleares 1y 2 (NRF-1y-2)y
3. Factor de transcripcién mitocondrial A (TFAM).

PPAR gamma-coactivator-la (PGC-1a) es una pieza clave en
la orquesta de la biogénesis mitocondrial (Rasbach KA, 2007), activa
la transcripcion de factores tales como los factores respiratorios
nucleares 1y 2 (NRF-1y-2) que regulan el aumento de la produccion
nuclear de proteinas mitocondrialesy posterior expresion de factores
de transcripcién como TFAM (factor de transcripcion A para la
mitocondria) queestimulalatranscripciéondel ADN mitocondrial(Visol/
£, Clementi £, Paolucel €, 2003), y en conjunto permiten la reparacion o
generacion de nuevas mitocondrias (Figura 2).

La expresion de PGC-la varia en respuesta a muchos
estimulos, por ejemplo: fisiolégicos (ejercicio), patolégicos (hipoxia)
y hormonales (piruvato, acidos grasos libres, glucocorticoides,
estrégenos y Oxido nitrico endégeno).

Enetapasinicialesdesepsisexisteunacorrelaciéninteresantede
biogénesis activa, tanto en estudios clinicos de biopsias de musculo
esquelético de pacientes humanos, asi como, en modelos murinos
experimentales en células renales, producto de una activacién de la
expresion de ADNmt. Ademas, el analisis retrospectivo de pacientes
sépticos indicd una expresion elevada de PGC-1a en sobrevivientes
junto con un mayor nivel de ATP en el musculo en comparacion con
aquellos con resultados fatales.
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Bioenergética celular en la sepsis.

Disponibilidad de Oxigeno

Aungue en el pasado se ha propuesto que hay disminucién del
suministro de oxigenoy/o de los sustratos metabélicos, considerados
estos como factores limitantes de la velocidad en la produccién de
energia, este no parece ser el caso en pacientes sépticos, porque las
células no sufren falta de suministro de oxigeno a nivel tisular(l everve
XM., 2007).

Estudios de (Fink 2002). Indican que el suministro de oxigeno
no es el problema en la sepsis, el problema radica en la capacidad
de la mitocondria para utilizar el oxigeno, acufiado como “ hipoxia
citopética”. Este proceso normalmente no esta presente en las
primeras etapas de la sepsis y tiende a aparecer después en la fase
tardia (incoherencia hemodinédmica), esto podria explicar algunos
de los beneficios terapéuticos observados en la “terapia temprana
dirigida por objetivos”, en donde existe coherencia hemodinamica.

Consumo de oxigeno.

En pacientes sépticos ya reanimados, aun cuando la disponibilidad
de oxigeno (DO2) es normal o incrementada, puede haber disoxia
tisular; es decir alteracion funcional del consumo de oxigeno (VO2) a
nivel celular. Durante este proceso existe disminucién de la actividad
de subproteinas respiratorias y del complejo respiratorio |y 1V,
que conlleva a la reducciéon de niveles de ATP, a esto le llamamos
mecanismo bioenergético hipometabdlico.

El mecanismo molecular causante de esta baja regulacion
puede ser:

1. Aumento significativo en el oxido nitrico (NO), mediado en
parte por el incremento de la actividad de la enzima oxido
nitrico sintasa inducible (iNOS). Estas grandes cantidades
de NO pueden reaccionar con el superéxido generando
peroxinitrito, una “especie reactiva de nitroégeno” (RNS);
siendo capaz de inhibir de forma persistente las sub
unidades proteicas I y IV del complejo respiratorio
mitocondrial.

2. Inhibicién del citocromo C oxidasa (CCO), o liberacion al
citoplasma con la subsecuente activacion de las caspasas 'y
muerte celular.

Estado bioenergético hipometabdlico.

La falla organica es la causa principal de mortalidad en el paciente
séptico y esta se incrementa a medida que aumentan el nimero de
organos que fallan(Vartin GS, Mannino DM, Faton S, 2003), de no haber
una pronta recuperacion es un factor de riesgo para desarrollar
“estado inflamatorio persistente” (Guirgis FIV, Khadpe JD, Kuntz GM,
2014). La fisiopatologia de la disfuncién organica es multifactorial,
sin embargo, estudios histologicos demuestran que las alteraciones
celulares podrian ser mas funcionales que estructurales, en este
escenario nace la teoria hipometabdlico(Carre JE, 2008; Deutschman S,
2014).

Recordemos que la sepsis se caracteriza por un estado inicial
hipermetabdlico, que genera mayor respiracion mitocondrial,
produccion de ATP y activacion endocrina. Sin embargo, un estado

hipometabdlico eventualmente sobreviene en fases més tardias, que
se manifiesta con disminucion de la respiracion mitocondrial, baja
en la produccion de ATP y activacion de vias endocrinas paralelas
encaminadas a esta supresién de la produccién de energia, asi como
a laresistencia en receptores(Singer M, 1999).(Carre JE, 2008; Singer, 2007)
propuso la teoria hipometabdlica en sepsis, que clinicamente se
correlaciona con falla orgénica, en la que las células en estados de
estres excesivo entran en una “hibernacion”, como mecanismo de
proteccion para una posterior recuperacion celular. Esta hibernacion
se basa en proteger a la célula del agotamiento de suministros de
ATP. Sin embargo, un estado hipometabdlico prolongado podria
generar disfuncion organica persistente y a su vez mayor mortalidad,
el detalle de las vias moleculares de estos mecanismos es aun
desconocido.

ADN mitocondrial

ADNmt es una molécula circular de 16,569 pb que codifica 37 genes
en humanos(Shadel GS, 1997). Es esencial ya que codifica varias
proteinas clave del sistema de fosforilacion oxidativa/Nunnari J 2012).

Sin embargo la importancia del ADNmt se extiende més alla de
la codificacion de proteinas para la cadena respiratoria, ya que esté
involucrado por ejemplo en funciones inmunolégicas en donde el
ADNmt, puede ingresar a compartimentos celulares o extracelulares,
y posteriormente puede desencadenar o promover respuestas
inmunitarias al ser reconocidos como DAMPs(West AP 2017). Los
mecanismos involucrados con este mecanismo pueden ser:

1. Permeabilidad de la membrana mitocondrial. - permite la
translocacién del ADNmt de la mitocondria al citosol donde
puede ser reconocido por macréfagos, y activar o potenciar
la respuesta inflamatoria y asi generar especies reactivas de
oxigeno ROS, que perpetlan la inflamacion desregulada.
(Patrushev M, Kasymov V, Patrusheva V, Ushakova T, Gogvadze V,
2004)

2. Desestabilizacién del empaquetamiento. - el ADNmt se
empaquetay se estabiliza mediante la unién al factor
de transcripcién A mitocondrial (TFAM) dentro de la
membrana interna mitocondrial. La deficiencia de TFAM
causa un empaquetamiento aberrante de ADNmt que
promueve el escape del ADNmt en el citosol. (West AR,
Khoury-Hanold W, Staron M, Tal MC, Pineda CM, Lang SM, 2015)

3. Necroptosis, necrosis programada. La evidencia que apoya
esta teoria se deriva de un estudio en ratones donde se
demostrd que las transfusiones de sangre aumentan los
niveles de ADNmt extracelular por induccién de necroptosis
de células endoteliales(Mangalmurti N, DO, Hotz M, Siegel DL,
Sondheimer N, 2016). Sin embargo, sigue sin estar claro si
otros tipos de muerte celular también pueden promover la
liberacién de ADNmt.

ADNmMt como DAMP.

La teoria endosimbidtica de las mitocondrias, indica que el ADNmt
también puede ser reconocido por TLR9 y desencadenar una
respuesta inmune innata mediante la activacion de la via (TLR-9)/
NF-KB o por via inflamosoma NALP3, con la subsecuente activacion
de citoquinas inflamatorias IL-6 y TNF-a,IL-1(3, vy IL-18 (Figuran 3).
Una investigacion reciente sobre la relacion entre TLR9 y ADNmt
en pacientes criticamente enfermos encontré que el ADNmt esta
significativamente asociado con mayor mortalidad en pacientes
con alta expresién intracelular de TLR9 [HR, 2.3; IC del 95%, 1.1-4.8;
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p = 0,025)(Krychtiuk KA, Ruhittel S, Hohensinner RJ, Koller L, Kaun C, Lenz M,
2015). Otro mecanismo importante por el cual el ADNmt en el citosol
desencadena una respuesta inmune es a través de la interaccién con
inflamasomas con la liberacion de citoquinas inflamatorias como

IL 18 relacionado con mayor severidad y mortalidad en pacientes
criticos(Nakahira K, Kyung SY, Rogers AJ, Gazourian L, Youn S, Massaro AF,
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Figura 3. ADNmt como DAMP (John Harringtonl, Augustine M.K. Choil, s. f)

Eliminacién y degradacién del ADNmt: dados los roles
potenciales del ADNmt en la inflamacion, también es importante
que existan mecanismos para regular o eliminar el exceso de ADNmt.
Una vez que el ADNmt se traslada al citosol, este es degradado
principalmente por la DNA asa l(Oka T, Hikoso S, Yamaguchi O, Taneike
M, Takeda T, Tamai 1, 2012), adicionalmente se ha encontrado DNA
mitocondrial en orina por lo que sugiere que el rindn también
desempeia un papel en su depuracidn(Whitaker KM, Stallons L, Kneff
JE, Alge JL, Harmon JI, Rahn JJ, 2015). Los mecanismos moleculares
de eliminacion y degradacién aun son desconocidos en pacientes
sépticos.

ADNmt en el paciente criticamente enfermo.

Dado que el ADNmt es un DAMP hay un creciente interés de su
utilidad como predictor de severidad, y mortalidad. Nakahira et
al, en una de las primeras publicaciones, enrolo 200 pacientes
criticamente enfermos, encontrando que el ADNmt se relaciona de
forma estadisticamente significativa con mortalidad a los 28 dias en
relacion a los sobrevivientes, (median 9,504 copias/ul versus 1,927
copias/ul, p = 2x10-8)(Collins V. Hajizadeh S, Holme E, Jonsson IM, 2004).
Este resultado fue replicado en una poblacion de 243 pacientes
criticamente enfermos con SDRA, ademas mencionan que 3,200
copias/ul, podria discriminar entre pacientes quienes tienen alto
riesgo de mortalidad con un area bajo la curva de 0.76 to 0.83.

En relacién a la poblacién de pacientes sépticos, Schafer et al,
tomoé unamuestrasanguineaa 165 pacientesen las primeras 24 horas
de diagndstico de sepsis severa, encontrando que hay niveles altos
de ADNmt en pacientes sépticos versus controles sanos, y ademas se
relaciona con mayor mortalidad a los 28 dias (D-Loop, 1.6fg/ul + 3.6
vs. 0.4fg/ul + 1.2; p = 0.003)(Schafer ST, Franken L, Adamzik M, Schumak

B, Scherag A Engler A 2016). Timmermans et al. ademas demostro
correlaciéon de ADNn, ADNmt con marcadores inflamatorios (TNF-q,
IL-6, IL-8, IL-10, and IL-1RA)(Timmermans K, Kox M, Scheffer GJ, 2016).

John S. Harrington, et al. realizaron una reciente revision
sistematica de ensayos clinicos para determinar si el ADNmt es
un predictor de mortalidad en el paciente critico, encontraron 16
estudios que establecen esta relacién; de los cuales 11 estudios
reportaron asociacion con mortalidad estadisticamente significativa,
conun area bajo lacurvade0.61 a0.95como predictor de mortalidad
(John S. Harrington, MD;, 2019) (Figura 4).

Sin embargo, los autores concluyen, que hay un creciente
interés sobre la utilidad del ADNmt como predictor de mortalidad,
los estudios incluidos en esta revisién son pequefios, cohortes
de validacién y utilizan diferentes protocolos para la medicion
del ADNmt. Una estandarizacién en la medicion y ensayos largos
prospectivos multicéntrico podrian definir la verdadera utilidad
clinica como predictor de mortalidad.

Oxidantes y antioxidantes

El término antioxidante se refiere a una sustancia que dona
electrones, mientras que un oxidante es una sustancia que acepta
electrones(k. Kohen and A Nyska, 2002).

Siempre debemos tener en mente que las reacciones quimicas
de reduccion juegan un papel clave en los mecanismos bioquimicos
imperativos para la funcién celular como sefializacion celular(/
Zhang, X. Wang, 2016), en la defensa contra infecciones bacterianas
mediante la generacidn de radicales libres(\. k. Webster and J. F. Nunn,
1958), la regulacién del tono vascular, reacciones de adhesién celular
y como sensor para la concentracion de oxigeno(Droge, 2002).
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Es decir, los oxidantes, en pequefias concentraciones son parte
de la orquesta de homeostasis celular. Para la proteccién de esta
homeostasis hay varias enzimas y moléculas que en conjunto forma
el sistema de defensa antioxidante.
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Figura 4. (John Harrington, Augustine M.K. Choil, s. f). Area bajo la curva
del ADNmt como predictor de mortalidad en el paciente critico.

Las principales enzimas antioxidantes son (i) glutation
peroxidasa (GPx) que cataliza la conversion de H202 en agua,
(i) superéxido dismutasa (SOD) que convierte 02 - en 02 o en
H202 menos reactiva, y (iii) catalasa (CAT) que también cataliza la
descomposicion del H202.

También hay otras sustancias de bajo peso molecular como el
acido ascérbico (AA), el glutatién (GSH) y el a-tocoferol.

Entre estos, GSH es uno de los antioxidantes méas importantes
para las células, ya que se puede encontrar en todos los
compartimentos celulares. GSH puede actuar como cofactor para
varias enzimas, ayudar en la reparacién del ADN, eliminar HO,
H202, peroxidos de lipidos. Regenerar otros antioxidantes como AA
y tocoferoles. La forma oxidada del glutation (GSH/GSSG glutation
disulfide,) es un buen marcador de strees oxidativo.

Hay varios procesos envueltos en la produccion de moléculas
oxidantes, porejemplo, en la sepsis el sistema inmune innato a través
de células como: los macréfagos y neutréfilos en etapas tempranas
son los principales productores de especies reactivas de oxigeno
como: (02-) anién superdxido, (H202) perdxido de hidrogeno y (OH)
radical hidroxilo y también especies reactivas de nitrogeno como él
(NO) éxido nitrico y el (ONOO-) peroxinitrito.

Estrés oxidativo.

El problema es el desequilibrio de antioxidantes — oxidantes llamado
estrés oxidativo mecanismo que se ve en situaciones de alto estrés,
este desbalance entre la defensa antioxidante y la generacién al alza
de los mismos, conduce a una mayor concentracién de oxidantes,
generando un mecanismo de lesion para muchos procesos
enzimaticos como modificaciones en proteinas, acidos nucleicos
y lipidos que contribuyen a la injuria celular y la lesion endotelial;
de varias enfermedades entre ellas la sepsis. En los Ultimos 10 a 15
afnos, hahabido una gran cantidad de estudios que relacionan mayor
cantidad de sustancias reactivas y menor cantidad de antioxidantes
en pacientes sépticos(H. i Goode, H. C. Cowley, B. £ Walker, PD. Howdle,
1995; K. Takeda, Y. Shimada, M. Amano, T. Sakai, T. Okada, 1984).

El significado clinico del estres oxidativo en el paciente séptico
ha sido demostrado en varios estudios, Cowley et al encontrd que
los sobrevivientes tienen un potencial antioxidante alto, y viceversa
la deficiencia de antioxidantes se correlacionan con mortalidad en

dos estudios observacionales prospectivos (C. C. Chuang, 5. C. Shiesh,
2006, M. Karapetsa, M. Pitsika, N. Goutzourelas, D. Stagos, A. Tousia Becker,
2013}, como marcador utilizaron la medicion de glutation.

Las respuestas inflamatorias iniciadas por el estrés oxidativo
aplicados a la mitocondria en la sepsis se producen a través de los
siguientes mecanismos (Figura 5):

Figura 5. (Galley*, s. f). Produccién de ROS a nivel mitocondrial.

1. Lesién enel ADNmt con la subsecuente mutacion, o déficit
de proteinas de la cadena respiratoria

2. Inactivacién de proteinas de la cadena respiratoria, NO
inactiva el complejo respiratorio |y IV

3. Lesién de la membrana interna, generando permeabilidad
de membrana salida de citocromo C que gatilla la
apoptosis

4. Activacion de vias de transcripcién pro inflamatorias como
la via NK k beta

Las especies reactivas de oxigeno (ROS)

Se generan a lo largo de la cadena respiratoria mitocondrial como
subproductos de la reduccion incompleta de electrones cuando el
aceptor final de electrones 02 no forma H20. Del 1 al 2 % del 02
corporal total que llega a la cadena respiratoria termina en radicales
libres, cantidades mayores podrian generar lesion mitocondrial.

Las especies reactivas de nitrégeno (RNS)

Ademas de producir ROS, la cadena respiratoria mitocondrial
puede producir otros subproductos llamados especies reactivas de
nitrégeno, (RNS) como el radical éxido nitrico (NO) y el peroxinitrito
(ONOO-), este ultimo formado de la reaccion del oxido nitrico vy el
anion superoxido, se cree que el peroxinitrito explica la mayoria de
las acciones citotdxicas del Oxido nitrico. Ademas, la produccion
de novo del éxido nitrico en la sepsis esta incrementada por la
estimulacién de la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible.

Como ejemplos de lesién mitocondrial por radicales libres
podemos citar:

1. Laperoxidacion de la cardiolipina lipidica mitocondrial
en la membrana mitocondrial interna, conduce, a la
disociacion del citocromo Cy su liberacién que actlia como
gatillante para el inicio de la apoptosis, con la subsecuente
reduccién de la produccion de ATP, y mayor produccion de
ROS(Droge, 2002; James AM, s. £.).
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2. Lesiones en el ADNmt generan mutaciones o deleciones
y a su vez pérdida de transcripcion de novo para la
posterior sintesis de proteinas constitutivas de la cadena
respiratoria, asi como mas generacién de ROS, causando
un circulo vicioso de lesién e induccion de més radicales
libres que eventualmente pueden llevar a la muerte celular,
fendmeno conocido como “catastrofe mitocondrial” o
estrés oxidativo toxico (Whitaker KM, Stallons L), Kneff JE, Alge
JL, Harmon JL, Rahn JJ, 2015).

3. Normalmente el interior de la membrana mitocondrial
interna es impermeable, sin embargo, las mitocondrias al
estar expuestas a estrés oxidativo pueden sufrir la [lamada
transicion de la permeabilidad que resulta en la activacion
de la cascada de caspasas, a través del lanzamiento del
citocromo cy el factor inductor de apoptosis, que en
Ultima instancia se traduce en apoptosis o muerte celular
programada.

Medicina Traslacional “Terapias potenciales”.

Selenio. - es esencial en la formacion de enzimas antioxidantes
como el GPx(S. J. Fairweather-Tait, V. Bao, 2011), sin embargo, aun con un
contexto fisiologico adecuado, en un reciente metaanalisis de 21 RCT
los investigadores concluyen que la suplementacién parenteral en el
paciente critico no tiene ningln efecto en la mortalidad, dias libres
de ventilacién mecanica, infecciones o dias libres de ventilacion
mecanica(W. Manzanares, M. Lemieux, G. Elke, P L. Langlois, F. Bloos, 2016).

Acido Ascérbico o vitamina C.- es un antioxidante natural,
pacientes con falla multiorganica se correlacionan con bajos niveles
de AA(E Borrelli, P Roux-Lombard, 1996), € incremento de peroxidacion
lipidica(H. £ Galley, P D. Howdle, B. £ Walker, 1997), modelos animales
han demostrado que su suplementacién disminuye la hipotension el
edemay sobre todo mejoran la respuesta arteriolary el flujo capilar(x.
P Shen, Y. C. Lo, R.C.Yang, H. W Liu, | J. Chen, 2005); Estudios en voluntarios
sanos que fueron inducidos toxemia por E. coli demostraron que
altas dosis de AA, corrigen la hiporreactividad(. Pleiner, . Mittermayer,
G. Schaller, €. Marsik, k. J. MacAllister, 2003). Un analisis retrospectivo
realizado por(F. £ Marik, V. Khangoora, R. Rivera, M. H. Hooper, 2017). Indica
que el uso de tiamina, vitamina C e hidrocortisona se correlaciona
con menor mortalidad y otros objetivos secundarios sin embargo
estudios prospectivos y controlados son necesarios para sostener
esta teoria.

N- Acetil Cisteina (NAC). - un potenciador de la accién del GSH,
estudios en humanos han demostrado que la administracion de NAC
mejora el flujo sanguineo a nivel hepéaticoy esplénico(\. Rank, €. Michel,
2000, sin embargo otros estudios no han demostrado beneficio en la
mortalidad ni en niveles de citoquinas inflamatorias(s. £met, D. Memis,
2004). Los resultados conflictivos podrian estar en relacién al nimero
limitado de pacientes, ensayos randomizados largos son necesarios.

Antioxidantes de accion mitocondrial. - MitoQ (ubiquinona
ligado al cation trifenilfosfonio), la habilidad de los cationes
lipofilicos de acumularse en la mitocondria los hacen candidatos
atractivos para estudios clinicos, en modelos animales de momento
han dado resultados prometedores demostrando bajos niveles de
marcadores bioquimicos de falla renal y hepatica/o. A Lowes, B M.
Thottakam, N. R. Webster, M. P Murphy, 2008), otras sustancias también
han sido conjugadas como la vitamina E (MitoVit E), resultados en
humanos aln son desconocidos.

Inhibidores de NOS.- el rol crucial de NOS en la fisiopatologia
de la sepsis los hacen candidatos ideales para ensayos clinicos, el
uso de inhibidores no selectivos de NOS en pacientes con choque

séptico fueron finalizados tempranamente por el incremento en la
mortalidad(A Lopez, J A Lorente, 2004). La inhibicion de la eNOS podria
explicar estos resultados. Lo que ha permitido plantear nuevas
hipétesis como la inhibicion selectiva de la iNOs, modelos animales
han sugerido resultados alentadores(C. J. King, S. Tytgat, k. L. Delude,
1999)

).

Conclusiones.

Probablemente el incremento de radicales libres de oxigeno vy
nitrégeno originados del exceso de estrés oxidativo en el proceso
inflamatorio en sepsis son el factor gatillante de las alteraciones
mitocondriales histolégicas (poros mitocondriales) y funcionales
como; perdida del potencial de membrana mitocondrial que
ocasiona permeabilidad mitocondrial transitoria con fuga de
material como: ADNmt, citocromo C, que a su vez, son potentes
DAMPs que podrian perpetuar el estado inflamatorio e injuria tisular,
asi como, inhibir de forma persistente las sub unidades proteicas
Iy IV del complejo respiratorio mitocondrial con la subsecuente
dificultad para el consumo de oxigeno.

Acorde a la evidencia disponible hasta el momento podemos
decirque la mitofagia no prolongada en la sepsis protege a las células
de la apoptosis, que es una fuente principal de estrés oxidativo.

La mitofagia y la biogénesis se activan para preservar la
homeostasis energética mitocondrial dinamica, con el objeto de
restablecer la energiay el metabolismo celular,y probablemente una
recuperacion celular posterior a la respuesta séptica.

El mecanismo exacto del estado hipometabdlico observado, es
todavia un tema de debate, pero puede implicar una combinacién
del deterioro de la fosforilacién oxidativa, dafio del ADNmt vy
consecuentemente menor transcripcion de genes e incremento de
vias de proteccién celular como la autofagia con el objetivo aparente
de proteger a la célula en tiempos de carencia de ATP.

El ADNmt exdgeno es un predictor de mortalidad en el paciente
séptico, y en el criticamente enfermo, sin embargo, otros estudios
son necesarios para confirmar estos hallazgos.

Con un contexto fisiopatologico prometedor varios ensayos
clinicos (VITAMINALS) han queridointerveniren el estrés oxidativo con
el uso de antioxidantes, sin embargo, sus resultados no han sido los
esperados, probablemente una intervencion directa con moléculas
de accion a nivel mitocondrial podrian ser la respuesta (Mito Q, Mito
Vit E), de momento es fundamental el reconocimiento precoz de la
sepsis, tiempo de oro donde la coherencia hemodinamica permita
una reanimacion temprana 6ptima con el objetivo de equilibrar la
disponibilidad y consumo de oxigeno a nivel celular.
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