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El salbutamol mejora la fuerza diafragmatica

en la sepsis experimental

Héctor Piriz, Nicolds Nin, José Boggia, Martin Angulo y Francisco Javier Hurtado

Departamento de Fisiopatologia. Facultad de Medicina. Universidad de la Reptiblica. Montevideo. Uruguay.

OBJETIVO: La sepsis grave se acompaiia en un alto por-
centaje de casos de insuficiencia respiratoria aguda, donde
la debilidad de los misculos respiratorios desempefia un pa-
pel importante. Los misculos respiratorios debilitados y so-
metidos a una carga mecanica aumentada pueden evolucio-
nar a fatiga muscular con agravamiento de la insuficiencia
respiratoria. Los farmacos adrenérgicos 3,, al mejorar la
fuerza de contracciéon muscular, podrian ser de utilidad en
la prevencion y el manejo de la insuficiencia respiratoria de
pacientes con sepsis. El objetivo de este trabajo ha sido estu-
diar los efectos del salbutamol en la funcién diafragmatica
en un modelo animal de sepsis peritoneal.

MATERIAL Y METODOS: Se estudiaron 3 grupos de anima-
les: a) grupo control (n = 7), al que se realizé laparotomia
mediana sin abordaje visceral; b) grupo sepsis (n = 10), al
que se indujo sepsis peritoneal por ligadura y puncién cecal
(LPC), y ¢) grupo salbutamol (n = 7), en el que la sepsis pe-
ritoneal se traté con salbutamol (LPC + salbutamol). Los
parametros hemodinamicos y los gases sanguineos se midie-
ron in vivo. La funcién diafragmatica se evalud in vitro.

REesuLTADOS: El salbutamol aumenté el flujo adrtico y la
frecuencia cardiaca a la vez que disminuy6 la presion arte-
rial media en la sepsis peritoneal (p < 0,05). La sepsis deter-
miné una caida significativa de la fuerza diafragmatica tan-
to antes como después de un protocolo de fatiga muscular.
El tratamiento con salbutamol mejoré la fuerza de contrac-
cién muscular en ambos casos (p < 0,05).

CoNcLUSIONES: El uso de agentes adrenérgicos 3, como el
salbutamol mejora la funcion diafragmatica durante la sep-
sis experimental. Los mecanismos de esta mejoria deben es-
tudiarse en mayor profundidad.

Palabras clave: Miisculos respiratorios. Sepsis. Disfuncion dia-
fragmdtica. Adrenérgicos [3,.

Salbutamol Improves Diaphragm Force
Generation in Experimental Sepsis

OBJECTIVE: In a high percentage of cases, severe sepsis is
accompanied by acute respiratory failure, in which weakness of
the respiratory muscles plays an important role. Weakened
respiratory muscles that are subjected to an increased
mechanical load may develop muscle fatigue, with exacerbation
of the respiratory failure. Because f3,-adrenergic drugs increase
muscle contraction force, they may play a role in preventing
and managing respiratory failure in septic patients. Our aim
was to study the effects of salbutamol on diaphragm function in
an animal model of peritoneal sepsis.

MATERIAL AND METHODS: The study included 3 groups of
animals: a) a control group (n=7), in which the animals underwent
a median laparotomy without visceral manipulation; b) a septic
group (n=10), in which peritoneal sepsis was induced by cecal
ligation and puncture (CLP); and ¢) a salbutamol group (n=7), in
which peritoneal sepsis (CLP) was treated with salbutamol.
Hemodynamic parameters and blood gases were measured in
vivo. Diaphragm function was evaluated in vitro.

ResuLts: Salbutamol increased aortic blood flow and
heart rate while it reduced mean arterial pressure in the
animals with peritoneal sepsis (P<.05). Sepsis produced a
significant drop in diaphragmatic force both before and
after the application of a muscle-fatigue protocol. Treatment
with salbutamol improved muscle contraction force before
and after application of the protocol (P<.05).

ConcLusiONs: The use of fB,-adrenergic drugs such as
salbutamol improves diaphragm function in experimental
sepsis. The mechanisms that produce this improvement
require further study.

Key words: Respiratory muscles. Sepsis. Diaphragmatic
dysfunction. f3,-adrenergic drugs.

Introduccion

La sepsis grave continda siendo una de las principa-
les causas de muerte en la poblacion de pacientes criti-
cos'. En un alto porcentaje de los casos se acompana de
insuficiencia respiratoria aguda, con grados variables de
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alteracion del intercambio gaseoso en los pulmones por
lesién pulmonar aguda/sindrome de distrés respiratorio
agudo. El edema pulmonar determina importantes cam-
bios en la mecanica respiratoria, con disminucién de la
capacidad residual funcional y de la distensibilidad pul-
monar, que aumenta el trabajo de los musculos respira-
torios y puede conducir a fatiga muscular®. Estas situa-
ciones se ven agravadas por debilidad muscular, que se
manifiesta por disminucién de la fuerza de contraccién
de los musculos respiratorios. Se ha demostrado de di-
versas maneras la depresion de la funcién muscular du-
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rante la sepsis. Asi, la debilidad muscular disminuye la
resistencia a la fatiga y contribuye a agravar la insufi-
ciencia respiratoria. En tanto no mejore el cuadro sépti-
co, los pacientes podran requerir ventilacién mecénica
para mantener la funcién de intercambio gaseoso y po-
ner en reposo los misculos respiratorios®. Se han discu-
tido las causas que determinan esta disfuncidn, que se
ha atribuido a mecanismos similares a los que provocan
las demas insuficiencias organicas.

Algunos investigadores han evidenciado que los ago-
nistas adrenérgicos (3, mejoran la fuerza de los miscu-
los respiratorios*®. Puede conjeturarse que una mejor
funcién muscular podria ayudar a mantener la ventila-
cién espontdnea en los cuadros sépticos en que la fun-
cion de bomba muscular esta amenazada. Ademas, una
intervencion farmacoldgica de este tipo podria contri-
buir a preservar o restablecer las fuerzas musculares,
con vistas a acortar los tiempos de ventilacién mecédnica
o a facilitar su retirada.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar los efectos
del tratamiento con salbutamol, administrado tanto in
vivo como in vitro, sobre la funcién diafragmatica en un
modelo animal de sepsis peritoneal.

Material y métodos

El protocolo experimental se condujo de acuerdo con las re-
comendaciones de la Comisién Honoraria de Experimenta-
ciéon Animal de la Universidad de la Republica. Se estudiaron
ratas Wistar Kyoto con un peso de 300-400 g. Se anestesio a
los animales con pentobarbital sédico a dosis de 50 mg/kg por
via intraperitoneal. La sepsis se indujo por la técnica de liga-
dura y puncién cecal (LPC)°. Brevemente, se exterioriza el
ciego a través de una laparotomia mediana y se liga distal-
mente respecto a la vdlvula ileocecal. Luego el ciego se pun-
ciona 2 veces con una aguja (16 gauge), presionando suave-
mente hasta exteriorizar el contenido fecal. Por tltimo se
reintroduce el intestino en la cavidad peritoneal y se sutura la
pared abdominal en 2 planos. En el postoperatorio inmediato
se inyecta solucién salina a razén de 3 ml/100 g de peso por
via subcutdnea, como medida de soporte hemodindmico ini-
cial y para cubrir posibles pérdidas de volumen durante el
tiempo quirdrgico. Se deja despertar a los animales en jaulas
individuales con agua y comida ad libitum durante 48 h.

Los animales se asignaron de forma aleatorizada a uno de
los 3 grupos siguientes:

1. Grupo control (n = 7). Se realizé inicamente laparotomia
y exploracién del ciego.

2. Grupo sepsis (n = 10). Se realiz6 laparotomia seguida de
LPC segtin se ha descrito.

3. Grupo salbutamol (n = 7). En estos casos, ademds de la
LPC, se realiz6 tratamiento con salbutamol, que se administrd
por via intravenosa a las 48 h de evolucion del cuadro séptico,
a dosis de 25 pg/kg, después de la instrumentacién invasiva.

Para poder efectuar la evaluacion final, se anestesié nueva-
mente a las ratas con pentobarbital, seguido de traqueostomia
con anestesia local (xilocaina al 1%, via subcutanea). Para
permitir la respiracion espontdnea se colocé una cdnula tra-
queal conectada a un tubo en T con aporte suplementario de
oxigeno. La vena cava superior se cateterizé a través de la
vena yugular. Se colocé otro catéter en la arteria femoral para
el seguimiento hemodindmico y la obtencién de muestras de
sangre arterial. En todos los casos se midieron la frecuencia
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cardiaca y la presién arterial media con un monitor hemodina-
mico (Nihon Kodhen, Life Scope 8, Tokio, Japén). Para me-
dir el flujo adrtico se colocé un sensor ultrasénico de flujo al-
rededor de la aorta abdominal, tras diseccién cuidadosa, por
encima de la arteria renal izquierda (Transonic Systems Inc.,
T206, Ithaca, NY, EE.UU.). Todas estas medidas se efectua-
ron tras un periodo de estabilizaciéon de 20-30 min una vez
terminados los abordajes vasculares. La impedancia adrtica se
calcul6 como el cociente de presion arterial sistdlica/flujo adr-
tico (mmHg/ml/s). Se obtuvieron muestras de sangre arterial
para andlisis de gases sanguineos (ABL 520 Radiometer Co-
penhagen, Brgnshgj, Copenhague, Dinamarca). Finalmente, los
animales se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital.

Para estudiar las propiedades mecanicas del diafragma, in-
mediatamente después de sacrificar a los animales se extrajo
el hemidiafragma izquierdo, del que se cortaron bandas de te-
jido muscular, que se fijaron en una cdmara de vidrio. El dia-
fragma se perfundié con solucién de Krebs en la que se bur-
bujeaba una mezcla gaseosa de oxigeno al 95% y anhidrido
carbénico al 5%, mientras la temperatura (37 °C) y el pH
(7,40) se mantenian constantes (Myobath, World Precision
Instruments Inc., Sarasota, FL., EE.UU.). En los animales del
grupo salbutamol se agregd salbutamol al baflo de suspension
hasta obtener una concentracion aproximada de 20 ug/l. Las
bandas diafragmadticas se fijaron por uno de sus extremos a
un transductor de fuerza (Fort 100, World Precision Instru-
ments Inc., Sarasota, FL, EE.UU.) y se estimularon eléctrica-
mente con electrodos de platino (Somatosensory Stimulator,
S10DSLMA, Grass Instruments Co., Quincy, MA, EE.UU.).
La funcién contrictil se evalué por medio de la medida del pico
de tensiéon méxima desarrollada (PTM) y por el estudio de las
caracteristicas de la curva fuerza-frecuencia. Estos pardmetros
se registraron con un sistema de adquisicién de datos (CVMS
Data Acquisition System, World Precision Instruments Inc.,
Sarasota, FL., EE.UU.). Las curvas fuerza-frecuencia se obtu-
vieron por una secuencia de estimulos de 1 s de duracién con
trenes de 10; 20; 30; 50, y 100 Hz. Se hicieron curvas fuerza-
frecuencia antes y después de aplicar un protocolo de fatiga
muscular. Se asumid la presencia de fatiga diafragmatica
cuando la fuerza desarrollada por el misculo disminuy6 a un
50% del valor inicial por efectos de un tren de estimulos su-
pramdximos a una frecuencia de 20 Hz. El PTM —expresado
en newtons/centimetros cuadrado (N/cm?)— se midié como la
respuesta a un estimulo tnico, antes y después de la induccién
de fatiga muscular. Las medidas de las fuerzas musculares se
indexaron por drea de seccion transversal de las bandas mus-
culares y se expresan en N/cm?.

Andlisis estadistico

Todas las variables analizadas mostraron una distribucién
normal. Los valores de cada pardmetro de la poblacién se ex-
presaron como media * error estdndar. Las diferencias entre
los grupos se determinaron por medio de andlisis de la varian-
cia para comparaciones multiples. El andlisis post hoc se rea-
liz6 por el test de Scheffé. Los valores de p < 0,05 se conside-
raron estadisticamente significativos. El andlisis estadistico se
realiz6 utilizando el programa informatico SPSS versién
12.0.1.

Resultados

Durante la reintervencién abdominal se documenta-
ron los hallazgos macroscépicos de la cavidad perito-
neal. Los animales de ambos grupos sépticos (grupo
sepsis y grupo salbutamol) presentaron una cantidad
moderada de exudado purulento, sin observarse diferen-
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TABLA I
Variables fisioldgicas en los grupos de estudio

Grupo sepsis (n = 10) Grupo salbutamol (n = 7)

Grupo control (n=7)

Presion arterial media (mmHg) 132 +5,7
Frecuencia cardiaca (ciclos/min) 410 £ 25,8
Flujo sanguineo adrtico (ml/min) 33,2+3,98
Impedancia adrtica (ml/min/cmH,0) 4,7+0,5
PaO,/FiO, 417 £ 143,6
pH de sangre arterial 7,40 £ 0,02
Bicarbonato arterial (mEq/1) 26,4 +2.4°

128 +19,3 103 +9,1*
418 45,2 501 +28,5°
26,0 £ 6,5 372+84°
59+1,2 3,8+0,8
251 +99,2 431 107
7,41 £0,03 7,34 +0,08*
22,7+2,6 24,0%1,9

Valores expresados en media + error estdndar.
PaO,/FiO,: indice presién parcial de oxigeno/fraccion inspiratoria de oxigeno.
*p < 0,05 comparado con los otros grupos. *p < 0,05 comparado con el grupo sepsis.

cias de significacién entre ambos. El grupo control no
mostré elementos de actividad inflamatoria en la regién
peritoneal.

Pardmetros fisiologicos

En la tabla I se resumen los valores medios + error es-
tandar de los principales pardmetros hemodindmicos y
de los gases sanguineos. El grupo sepsis presentd una
impedancia adrtica significativamente mds elevada que
los otros grupos (p < 0,05). La relacién presion parcial
de oxigeno arterial/fraccién inspiratoria de oxigeno ten-
di6 a disminuir en el grupo sepsis, aunque este descenso
carecié de significacion estadistica. Desde el punto de
vista metabdlico, el bicarbonato arterial fue significati-
vamente menor tanto en el grupo sepsis como en el gru-
po salbutamol cuando se los comparé con el grupo con-
trol (p < 0,05). En el grupo salbutamol la presion arterial
media fue significativamente menor y la frecuencia car-
diaca significativamente mayor, cuando se compararon
ambos pardmetros con los de los otros grupos (p < 0,05).
El flujo adrtico fue significativamente mayor en el grupo
salbutamol respecto al grupo sepsis (p < 0,05).

Funcion diafragmadtica

En la figura 1 se muestra el PTM en los 3 grupos es-
tudiados, antes y después del tren de fatiga muscular. La
fuerza diafragmadtica desarrollada fue significativamente
menor en el grupo sepsis cuando se compard con los
demds grupos (p < 0,05). En el grupo salbutamol los va-
lores de PTM fueron comparables con los del grupo
control. Las curvas fuerza-frecuencia antes y después
de la fatiga diafragmatica se muestran en la figura 2. La
curva se encontrd significativamente descendida en los
animales del grupo sepsis (p < 0,05), mientras que la
curva del grupo salbutamol no fue significativamente
distinta de la del grupo control.

Discusion

La administracién de salbutamol determind cambios
hemodinamicos caracteristicos, vinculados a estimulos
de receptores 3,, al tiempo que se demostrdé una franca
mejorfa de la funcién muscular tanto antes como des-
pués de la fatiga muscular en nuestro modelo de sepsis
experimental.

Los efectos de los farmacos con accién adrenérgica
B, sobre las fuerzas musculares se han estudiado en di-
ferentes situaciones o contextos clinicos y experimenta-
les. El salbutamol incrementa la fuerza diafragmaética in
vitro®’. La administracién oral de salbutamol en atletas
determiné una mayor resistencia muscular a la fatiga'®.
Otros agonistas betaadrenérgicos como el isoproterenol*
y la terbutalina® mejoran la contractilidad diafragmatica
en la sepsis peritoneal.

En nuestro modelo experimental hemos encontrado,
al igual que otros investigadores, que la sepsis peritone-
al compromete gravemente la funcién diafragmaética. En
la génesis de esta alteracién se ha implicado a las espe-
cies reactivas derivadas del oxigeno y del nitrégeno, a la

T T
8 *
2
§ T
o)
=)
L
Control Sepsis Salbutamol
8.5
3,0
Ng 2,5:
= 2,0 * T
N 1,54 T
(0] -
=)
T 1,0
0,5
0,0
Control Sepsis Salbutamol

Fig. 1. Pico de tension maxima desarrollada —en newtons/centimetro cua-
drado (N/cm?)- in vitro antes (izqda.) y después (dcha.) de un protocolo
de fatiga muscular.

*p < 0,05 al comparar el grupo sepsis con el grupo control.
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Fig. 2. Curvas fuerza-frecuencia in vitro —en newtons/centimetro cuadrado (N/cm?)- en diafragma de animales de los 3 grupos estudiados. Se muestran las

curvas antes (izqda.) y después (dcha.) de un protocolo de fatiga muscular.

*p < 0,05 al comparar el grupo sepsis con el grupo control.

disfuncién mitocondrial y a la afectacion de los meca-
nismos intracelulares de produccién de energia, asi
como al complejo ubicuitina-proteasoma''"'’. Los cam-
bios hemodindmicos inducidos por el salbutamol fueron
evidentes en el actual modelo dado que su administra-
cidn sistémica aumento la frecuencia cardiaca y el flujo
adrtico, al tiempo que disminuy6 la presion arterial me-
dia y la impedancia adrtica. Estos cambios ponen de
manifiesto sus efectos inotrépicos y cronotrépicos sobre
el miocardio y sus efectos vasodilatadores sobre la cir-
culacion sistémica. Al mismo tiempo, se observd una
mejoria del estado funcional del diafragma, medido tan-
to por aumento del PTM como de las curvas fuerza-fre-
cuencia. En el grupo sepsis, desde el punto de vista sis-
témico, la tendencia al descenso de la presion arterial,
del flujo adrtico y de la oxigenacion arterial careci6 de
significacién estadistica. De esta manera, estos cambios
dificilmente podrian explicar la depresién de la fuerza
muscular diafragmatica encontrada en dicho grupo. Por
otra parte, el salbutamol por via sistémica mejoré signi-
ficativamente el flujo adrtico y la oxigenacion arterial.
Probablemente el aporte sistémico de oxigeno se vio fa-
vorecido por la intervencién farmacolégica, aunque ello
no asegura que al mismo tiempo se produjera una mejo-
ra de la perfusion y oxigenacion tisulares en el diafrag-
ma. Dado el disefio experimental, no podemos estable-
cer si la mejoria de la fuerza muscular fue producto de
los cambios cardiovasculares inducidos por el farmaco
o de sus efectos directos sobre el tejido muscular. Si
bien hubo una asociacién entre la mejoria hemodindmi-
cay de la fuerza diafragmatica, deben estudiarse otros
posibles mecanismos.

Se ha descrito un efecto ergogénico de los adrenérgicos
B, sobre el musculo esquelético, provocando un aumento
de la sintesis y una disminucién del catabolismo protei-
co™>'% e hipertrofia de las fibras diafragmaticas'®"®. El
clembuterol restaura la pérdida de fuerza y masa muscular
diafragmadtica que se asocia al envejecimiento® y al trata-
miento con glucocorticoides?'. Otros autores han plantea-
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do que el efecto inotrépico del salbutamol estd mediado
por una elevacién del adenosinmonofosfato ciclico y de la
liberacién de calcio del reticulo sarcopldsmico®’.

Hay numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo,
que han comprobado que el estrés oxidativo y nitrosati-
vo ejercen importantes efectos sobre la contractilidad
diafragmatica. Supinski et al*??> demostraron que la ad-
ministracién in vivo de atrapadores de radicales libres
reduce la fatiga diafragmadtica a bajas frecuencias. En el
mismo sentido, Barreiro et al'* han demostrado que se
puede prevenir el dafio estructural y funcional diafrag-
madtico que se observa en la sepsis con intervenciones
orientadas a prevenir el estrés oxidativo y nitrosativo.

El salbutamol fue capaz de atenuar la depresion de la
contractilidad antes y después de la fatiga diafragmatica
in vitro. Efectos similares a éstos se han observado al
utilizar un atrapador de especies activas derivadas del
oxigeno'?. Dado que los agonistas 3, mejoran la con-
tractilidad diafragmatica al igual que los atrapadores de
las especies reactivas derivadas del oxigeno y del nitré-
geno, podria conjeturarse que estos farmacos comparten
alguna via metabdlica comin. De hecho, en la literatura
médica ya se ha sefalado la actividad antioxidante de
los farmacos agonistas adrenérgicos?*°. También se ha
comprobado un efecto inhibitorio sobre la produccién
de especies reactivas derivadas del oxigeno por parte de
células inflamatorias mediado por el receptor 3,.

Si bien el mecanismo por el cual los agonistas adre-
nérgicos 3, intervienen en el equilibrio del metabolismo
proteico no se conoce del todo, hay evidencias de que
pueden inhibir la via del complejo ubicuitina-proteaso-
ma, responsable de la degradacion de proteinas muscu-
lares®’?%. Finalmente, el efecto de los agonistas adrenér-
gicos [3, sobre la respuesta inflamatoria puede ser otro
de los mecanismos implicados en los resultados obteni-
dos. En este sentido, estos fairmacos disminuyen la pro-
duccioén de citocinas proinflamatorias como el factor de
necrosis tumoral alfa y la interleucina-18 inducida por
la sepsis®.



PIRIZ H ET AL. EL SALBUTAMOL MEJORA LA FUERZA DIAFRAGMATICA EN LA SEPSIS EXPERIMENTAL

Los efectos antioxidantes y antiinflamatorios de los
agonistas adrenérgicos 3,, asi como su capacidad de in-
hibir la protedlisis muscular a través de una accién so-
bre la via del complejo ubicuitina-proteasoma, deben
seguir investigandose.

En resumen, hemos puesto en evidencia que el salbu-
tamol mejora la contractilidad diafragmadtica in vitro
durante la sepsis peritoneal. Si bien esta mejoria de la
funcién muscular estd asociada a cambios hemodinami-
cos y de la oxigenacién arterial, no podemos asegurar
que ello haya provocado una mejora de la oxigenacién
tisular. Los mecanismos implicados en estos cambios
funcionales deben estudiarse con mayor profundidad.
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