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ABSTRACT

Ventilator-induced Diaphragmatic dysfunction

The ventilator-induced diaphragmatic dysfunction is a group of disorders caused by the inactivity of the dia-
phragm muscle during controlled mechanical ventilation. From a structural point of view, the diaphragm
subjected to mechanical ventilation undergoes an atrophy process, in which decreased synthesis and increa-
sed muscle protein degradation are observed. Recent research has identified different molecular signaling
pathways that link both processes in the diaphragm, describing compelling evidence that shows that oxidative
stress contributes to this phenomenon. Also, functional changes characterized by a reduction in stress and
fatigue resistance, associated with an increase in the maximum shortening velocity are observed. The purpose
of the present review is to analyze the impact of mechanical ventilation on the structure and function of the
diaphragm muscle. Clinical implications and potential preventive steps are discussed. Since the duration of
mechanical ventilation is the primary responsible for the absence of mechanical stimulation on the diaphragm,
the use of ventilatory strategies for successful early weaning and early use of partial modalities should be the
main pillars in the prevention of this condition.
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Rev Chil Pediatr 2014; 85 (4): 491-498

RESUMEN

La disfuncién diafragmatica inducida por ventilacién mecénica consiste en un conjunto de alteraciones produ-
cidas por la inactividad del musculo diafragma durante la ventilacién mecanica controlada. A nivel estructu-
ral, el diafragma sometido a ventilaciéon mecanica experimenta un proceso de atrofia por desuso, en el que se
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observa una disminucién de la sintesis y aumento en la degradacion de proteinas musculares. Recientemente
se han identificado diferentes rutas de sefializacion molecular que vinculan ambos procesos en el diafragma,
existiendo evidencia fehaciente que el estrés oxidativo contribuye a este fenomeno. Concomitantemente, se
han observado cambios funcionales caracterizados por una reduccion de la fuerza y resistencia a la fatiga,
asociado a un incremento en la velocidad méaxima de acortamiento. El objetivo principal de esta revision es
analizar el impacto de la ventilacion mecanica sobre la estructura y funcion del musculo diafragma. Ademas se
discuten implicancias clinicas y potenciales intervenciones preventivas para esta emergente entidad. Dado que
el tiempo de permanencia en ventilacion mecanica controlada es el principal factor responsable de la ausencia
de estimulo mecanico sobre el diafragma, el empleo de estrategias de destete ventilatorio precoz y el uso tem-
prano de modalidades parciales, debieran constituir los pilares de su prevencion.

(Palabras clave: ventilacion mecénica, diafragma, atrofia muscular, estrés oxidativo).
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Introduccion

La Ventilacion Mecanica (VM) es una te-
rapia de soporte vital que busca mantener una
adecuada ventilacion alveolar y un intercambio
gaseoso efectivo en pacientes criticamente en-
fermos. Sus indicaciones mas frecuentes son
la falla respiratoria aguda, el compromiso de
conciencia y la exacerbacion de una patologia
respiratoria cronica'. La VM es necesaria para
la sobrevida en estos pacientes, pero su pro-
longacion esta asociada a diversas complica-
ciones, tales como neumonia, lesiéon pulmonar
y disfuncion diafragmatica®>. Asi, el retiro de
la VM debe ser precoz, mediante una estrate-
gia programada denominada destete ventilato-
rio, que consiste en la reduccion gradual de la
asistencia ventilatoria, a la vez que el paciente
asume progresivamente el trabajo ventilatorio.
Este proceso finaliza con el retiro del tubo en-
dotraqueal, evento conocido como extubacion®.

En general, el periodo destinado al destete
representa entre el 40-50% de la duracion total
de la VM, sin embargo, algunos pacientes fra-
casan, aumentando la estadia hospitalaria, cos-
tos en salud y mortalidad’. Reportes recientes
sugieren que la VM controlada (VMC), la cual
asume completamente el trabajo ventilatorio,
pudiera contribuir al fracaso de la extubacion,
debido a que induce en el diafragma tanto al-
teraciones estructurales (atrofia y dafio mus-
cular) como funcionales (disminucién de la
fuerza y resistencia a la fatiga). Esta condicion
ha sido denominada disfunciéon diafragmatica
inducida por VM (DDIVM)*349,
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Los efectos de la VMC sobre la estructura y
funcion del diafragma, asi como los mecanis-
mos moleculares involucrados en la DDIVM
seran el objetivo de esta revision. Ademas, dis-
cutiremos las posibles implicancias clinicas de
estos nuevos hallazgos, evaluando herramien-
tas que nos permitan aproximarnos al diagnos-
tico y potenciales intervenciones capaces de
atenuar esta complicacion.

1. Efectos de 1a VMC sobre la estructura
del diafragma

La atrofia muscular por desuso es una con-
dicioén que, en ausencia de enfermedad, puede
producirse debido a la inmovilidad, sedenta-
rismo, envejecimiento, microgravidez o enfer-
medades cronicas'®. Sus manifestaciones in-
cluyen la disminucion en el diametro de las fi-
bras musculares y en el contenido de proteinas
musculares (desbalance sintesis/degradacion),
asi como la disminucién en la capacidad de ge-
nerar fuerza y resistencia a la fatiga. Debido
a la dificultad para establecer los mecanismos
responsables de esta complicacion en huma-
nos, los estudios en animales han permitido
dilucidar este fenomeno, identificindose que
la atrofia del diafragma durante la VM ocurre
tempranamente, previo al desarrollo de atro-
fia de musculatura periférica, también inacti-
va durante la VM'%3. De hecho, los niveles
de atrofia presente en el diafragma al cabo de
12 h son comparables a los observados en el
musculo séleo a las 96 h de descarga'®'4. Mas
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aun, la atrofia inducida por VM ha mostrado
ser mayor a la reportada en el diafragma de-
nervado'>16.

La programacion de los parametros de la
VMC también pudiera tener relevancia, don-
de la presion positiva al final de la espiracion
(PEEP) podria acelerar el proceso de atrofia,
ya que posicionaria al diafragma inactivo en
situacion de acortamiento®!”!®. Este fendmeno
es concordante con estudios que indican un in-
cremento en los niveles de atrofia en musculos
periféricos inmovilizados en posicion de acor-
tamiento'>%.

Ultra-estructuralmente, en la DDIVM se
aprecia disrupcion de miofibrillas, incremento
en el nimero de vacuolas en el sarcoplasma
y disrupciones en la membrana mitocondrial,
especulandose que la activacion de la calpaina
secundaria al estrés oxidativo podrian contri-
buir a estas alteraciones’.

2. Efectos de 1a VMC sobre la funcion del
diafragma

El diafragma es el tnico musculo esquelé-
tico esencial para la vida, actuando junto a los
pulmones para lograr un intercambio gaseoso
efectivo. Desde el punto de vista mecanico, su
contraccion produce una presion negativa que
incrementa la dimension céfalo-caudal de la
caja toracica. Este movimiento genera un au-
mento de la presion intraabdominal y disminu-
cion de la presion pleural, diferencia denomi-
nada presion transdiafragmatica (Pdi), la cual
representa la fuerza del musculo diafragma®'-?.
Estudios in vivo en diversas especies animales,
han mostrado que la Pdi, medida a través de la
estimulacion del nervio frénico, experimenta
una reduccion temprana y progresiva, la que
ocurre a nivel del acoplamiento excitacion/con-
traccion y de la depolarizacion del sarcolema,
es decir, en la misma fibra muscular'®?>2°, Los
estudios in vitro han confirmado estos resul-
tados, evidenciando que tanto en contraccion
aislada como tetanica, las fibras diafragmaticas
experimentan una reduccion de su fuerza iso-
métrica maxima en un 30-50%726-2%,

Los efectos de la VMC sobre la resistencia
a la fatiga diafragmatica son controversiales.
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Anzueto et al mostraron una disminucion de la
resistencia a la fatiga de un 36%, tras una so-
brecarga inspiratoria resistiva en babuinos so-
metidos a VMC durante 11 dias®, pero esto no
ha sido corroborado en otros estudios, donde
emplearon tiempos mas breves''%%, De este
modo, la disminucion de la resistencia a la fa-
tiga diafragmatica pudiera ser un efecto tardio
durante la VM.

La relacion fuerza-velocidad del diafrag-
ma, medida que cuantifica la velocidad maxi-
ma de acortamiento, tiene un comportamiento
inesperado en VMC. La velocidad maxima de
acortamiento experimenta un incremento tras
1 a 3 dias de VMC. Este incremento se inter-
preta como un mecanismo compensatorio para
preservar la potencia del diafragma debido al
déficit de fuerza®.

De este modo, la atrofia por desuso diafrag-
matica induce cambios disimiles en la fuerza,
resistencia a la fatiga y velocidad de contrac-
cion.

3. Efectos de la VMC sobre la mecano-
transduccion del misculo diafragma

Las células son capaces de detectar estimu-
los mecanicos, transformandolos en senales
bioquimicas, proceso comunmente conoci-
do como mecanotransduccion. Si el estimulo
mecanico es excesivo, la mecanotransduccion
puede desencadenar una respuesta nociva. En
términos generales, la atrofia muscular por des-
uso se manifiesta a través de una disminucion
del contenido muscular de proteinas, debido
a una reduccion de su sintesis 0 un aumento
de su degradacion (protedlisis)'’. Shanely et
al reportaron una reducciéon en la sintesis de
proteinas musculares mixtas y de las cadenas
pesadas de miosina tras seis horas de VMC?,
mientras Futier et al, observaron una reduc-
cion progresiva en la sintesis proteica, que
antecedio al aumento de su degradacion’'. Las
vias moleculares relacionadas con la proteo-
lisis han sido mas profundamente estudiadas,
observandose que los sistemas proteoliticos
intracelulares calpaina, caspasa y ubiquitina-
proteosoma incrementan su actividad diafrag-
matica durante la VM!!1232_ La activacion de
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calpaina y caspasa-3 tienen la capacidad de
disociar el complejo actina-miosina, dando
paso a la actividad proteolitica de ubiquitina-
proteosoma>*'° (figura 1).

La calpaina es una cisteina proteasa cuya
activacion depende de los niveles citoplasma-
ticos de calcio y de la concentracion intrace-
lular de su inhibidor. Su actividad proteolitica
no se dirige directamente a las proteinas con-
tractiles, sino que a las proteinas estructurales
que mantienen el ensamble de la sarcomera, lo
que propicia el desemsamblaje de los miofila-
mentos'®. Si bien aun no es bien conocido el
estimulo primario que desencadena la activa-
cion de la calpaina en el diafragma, la dismi-
nucion de la expresion de la enzima SERCA
(Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium
ATPase), responsable de la remocion de calcio
del sarcoplasma, podria contribuir a su activa-
cion®. Por su parte, la caspasa-3, cuya activi-
dad es conocida como un marcador de apop-
tosis celular, es una endoproteasa que degrada
numerosas proteinas musculares y juega un
rol importante en condiciones de atrofia mus-
cular por desuso'?. Su activacion especifica es
compleja e involucraria diversas rutas de sefia-

lizacion interconectadas, siendo precedida de
la activacion de otras caspasas, e incluso de la
misma calpaina'®**,

Existen varios reportes que vinculan el au-
mento de la actividad proteolitica con el estrés
oxidativo en el diafragma durante la VMC?!3*
7. Whidden et al demostraron la activacion de
los sistemas proteoliticos mencionados a tra-
vés de una sefal corriente arriba que involu-
cra al estrés oxidativo*. El estrés oxidativo se
produce por un desbalance entre la produccion
de radicales libres y la capacidad antioxidan-
te neutralizadora a nivel celular'®. El musculo
esquelético habitualmente produce especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno
(RNS), tanto durante la contracciéon como en
reposo. Estos actuarian sobre proteinas, lipidos
y acidos nucleicos, produciendo tanto altera-
ciones estructurales como funcionales en el
musculo esquelético en desuso. Se ha identifi-
cado un incremento en la oxidacion de protei-
nas (cuantificada como formacion de proteinas
carboniladas), de la peroxidacion de lipidos
(medida como formacion de hidroxiperoxidos
y modificacion de proteinas por 4-hidroxi-
2-nonenal) y la disminucion de sistemas enzi-

Figura 1. Rutas de senaliza-
cién molecular en disfuncion
diafragmatica inducida por
ventilacion mecanica. IGF-1:
Factor de crecimiento insulini-
co tipo 1; PI3K: Fosfatidil-ino-
sitol 3 kinasa; p705%: p70S6
kinase; NADPH: Nicotinami-
da adenina dinucleétido fosfa-
to; ROS: especies reactivas de
oxigeno; Ca?': calcio.
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maticos y no-enzimaticos antioxidantes neu-
tralizadores*-". Zergeroglu et al evidenciaron
que el incremento en los niveles de proteinas
carboniladas, asi como de los hidroxiperoxi-
dos lipidicos en el diafragma, se producia al
cabo de 6 hde VM, y que los efectos del estrés
oxidativo podrian afectar la expresion de pro-
teinas contractiles®. Esto no es sorprendente
si consideramos estudios en otros musculos
estriados. La primera evidencia sobre la con-
tribucion del estrés oxidativo en la atrofia por
desuso del musculo soleo fue reportada hace
ya casi 2 décadas por Kondo et al, donde la
inmovilizacion muscular estaba asociada a le-
sion oxidativa®®. Posteriormente, los mismos
autores observaron que la administracion de
antioxidantes exogenos, como la vitamina E,
mitigaban los efectos asociados a la atrofia
muscular por desuso en aproximadamente un
20%?%*. De modo semejante, un estudio recien-
te reportd que la administracion de un analogo
de la vitamina E, atenua la protedlisis asociada
al estrés oxidativo®’.

Ultimamente se ha evidenciado que el es-
trés oxidativo también jugaria un rol en la re-
duccioén de la sintesis proteica diafragmatica.
Especificamente, la disminucion de la activi-
dad de Akt (proteina kinasa B), cuya funcion
estd asociada a la mantencion del tamaio de la
fibra muscular, deriva en una reduccion de la
sintesis proteica y un aumento en la proteoli-
sis. La fosforilacion de Akt estd precedida de
la activacion de IGF-1 (Factor de crecimien-
to insulinico tipo 1) y de la PI3K (fosfatidil-
inositol 3 kinasa). Ademas, la inactivacion de
Akt activa a FoxO (forkhead box O), la que a
su vez activa los factores de transcripcion aso-
ciados a la protedlisis (ubiquitin-ligasas)*. En
este sentido, McClung et al demostraron que
6 y 18 h de VMC produjeron una regulacion
inhibitoria en la ruta de sefializaciéon molecular
IGF-1-PI3K-Akt. No obstante, también obser-
varon que esta regulacion negativa se produjo
a pesar de la atenuacion de la atrofia diafrag-
matica mediada por antioxidantes, lo que nos
indica que esta ruta de sefializacion molecular
es necesaria en el desarrollo de atrofia diafrag-
matica inducida por VM.

En otro estudio, McClung et al observaron
una reduccion en la fosforilacion de la proteina
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p705% (proteina efectora en la ruta de sintesis
de proteina a nivel ribosomal) en el diafragma
de ratas al cabo de 6 h de VMC, sugiriendo que
la regulacion negativa en la etapa de iniciacion
de la traduccion en la sintesis proteica podria
ser el mecanismo responsable de la alteracion
en la sintesis de proteinas*!.

Aun cuando existe asociacion entre estrés
oxidativo y DDIVM, no hay certeza del meca-
nismo exacto que explique el rol de los radica-
les libres en los procesos relacionados con el
metabolismo proteico en el diafragma. Un me-
canismo propuesto es el aumento en la peroxi-
dacion lipidica, medido como produccion del
aldehido reactivo 4-hidroxi-2-nonenal, identi-
ficado bajo condiciones de sepsis y de sobre-
carga muscular resistiva*’. Este compuesto
reduce la actividad de la bomba Ca*>-ATPasa
en la membrana plasmatica de los neutroéfilos,
favoreciendo la acumulacion de Ca*™ en el ci-
toplasma celular®®. Este fenomeno podria ex-
trapolarse a la fibra muscular diafragmatica,
asi explicariamos la activacion de la calpaina
y el aumento de la degradacion de proteinas
musculares®®!°.

El impacto del estrés oxidativo en el dia-
fragma durante la VMC no solo se produciria
por un aumento en la produccion de ROS sino
también por una reduccion de la capacidad an-
tioxidante de la fibra muscular®®. Por otra par-
te, diversos estudios**” han intentado revelar
la fuente primaria de produccion de ROS en el
diafragma durante la VMC, sin embargo, hasta
ahora lo que sabemos es que la contribucion de
la NADPH oxidasa (Nicotinamida adenina di-
nucleotido fosfato) y de la NOS (6xido nitrico
sintetasa) es bastante baja**°. Por otra parte,
se ha observado que la inhibicion de la xantina
oxidasa, favorece levemente la contractibili-
dad, pero no logra evitar la atrofia diafragma-
tica*®. Por ultimo, Kavazis et al mostraron en
un estudio reciente que la mitocondria diafrag-
matica de ratas libera gran cantidad de ROS
durante la VMC y ademas se evidencio dafio
oxidativo mitocondrial en lipidos y proteinas
musculares*’. Es relevante mencionar que no
existe evidencia de una infiltraciéon de células
inflamatorias o de la expresion génica de cito-
quinas pro-inflamatorias locales en el diafrag-
ma durante la VMC*4,
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4. Antecedentes en humanos e implicancias
clinicas

En humanos, la DDIVM no esta del todo
dilucidada, debido a limitaciones en el uso de
técnicas de medicion y a la presencia de diver-
sos factores que podrian influir en las medi-
ciones (vide infra)®. Knisely et al realizaron
estudios histopatologicos post-mortem en 13
recién nacidos sometidos a VM por mas de 12
dias, evidenciando una disminucién en el area
de seccion transversal diafragmatica, cambio
no observado en pacientes ventilados por me-
nos de 7 dias®®. En concordancia, Levine et al
mostraron una marcada reduccion en el area
de seccion transversal de fibras lentas y rapi-
das en el diafragma de 14 pacientes sometidos
a 18-69 h de VM, en contraste con pacientes
ventilados durante 2-3 h asociando directa-
mente la atrofia diafragmatica y la expresion
génica de ubiquitina-ligasas®'.

La medicion clinica de las propiedades
contractiles de los musculos ventilatorios es
compleja, debido a su localizacion y la dificul-
tad para aislar la participacion de los musculos
involucrados. Técnicas especificas para medir
la fuerza de los musculos ventilatorios se han
descrito para el diafragma, esternocleidomas-
toideo y abdominales, mientras que la medi-
cion de la fatiga, definida como la reduccion
de la capacidad de generar fuerza bajo condi-
ciones de sobrecarga, se ha centrado principal-
mente en el diafragma*. Ambas mediciones
requieren de la participacion activa del sujeto
y se obtienen a través de la capacidad de gene-
rar presion durante una maniobra maxima vo-
luntaria (Presion inspiratoria maxima, Pl,,),
asi como a través de la relacion entre la pre-
sion inspiratoria de cada respiracion y la Pl
bajo condiciones de sobrecarga aguda’’. Sin
embargo, durante la VM, estas mediciones han
sido cuestionadas por su escasa confiabilidad,
ya que dependen de la cooperacion del pacien-
te, y por la pobre asociacion con el resultado
final del destete ventilatorio®*>4. Recientes es-
tudios han propuesto la estimulacion bilateral
anterior magnética del nervio frénico como un
método confiable, que prescinde de la colabo-
racion activa del sujeto, y que permite medir
tanto fuerza como resistencia a la fatiga. Este
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método consiste en la estimulacion magnética
supramaxima de ambos nervios frénicos en la
zona anterior del cuello, y requiere de la insta-
lacion de un balon gastrico y esofagico™*. Un
estudio prospectivo observacional de Hermans
et al, reportd una asociacion inversa entre fuer-
za diafragmatica y permanencia en VM>.

5. Potenciales estrategias terapéuticas

En base al conocimiento actual, tras lograr
la estabilizacion del paciente debiéramos con-
siderar la utilizacion temprana de modalidades
ventilatorias parciales y de niveles de PEEP
moderados a bajos, ademas el empleo de estra-
tegias de destete ventilatorio protocolizados,
que permitan reducir al minimo el tiempo bajo
asistencia ventilatoria mecénica. Complemen-
tariamente, en pacientes de riesgo de desarro-
llar DDIVM debemos limitar la utilizacion de
aquellos factores responsables de miopatia de
paciente critico, como esteroides sistémicos,
bloqueadores neuromusculares, glicopéptidos,
aminoglicosidos, deplecion electrolitica, entre
otros, asi como prevenir o tratar temprana-
mente aquellos responsables de inducir poli-
neuropatia, como hiperglicemia, sepsis y falla
multiorgénica. Finalmente, futuros ensayos
clinicos debieran dilucidar el potencial rol de
antioxidantes, como terapia adyuvante o pre-
ventiva de la DDIVM.

6. Conclusiones

La disfuncion diafragmatica inducida por
VM es una entidad emergente, de creciente
conocimiento y potencialmente prevenible.
Esta es responsable de inducir cambios estruc-
turales, funcionales y en vias de transduccion
molecular, desencadenados fundamentalmen-
te por la sobre-expresion de vias patogénicas
proteoliticas y estrés oxidativo, siendo el prin-
cipal estimulo para su desarrollo, el tiempo de
permanencia en VM. De este modo, el empleo
de estrategias activas de destete ventilatorio
precoz y el uso temprano de modalidades par-
ciales, tras lograr su estabilizacion, debieran
constituir los pilares de su prevencion.
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