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RESUMEN

La sepsis por bacterias Gramnegativas, un
diagnéstico clinico relativamente raro hace solo
unas décadas, es quiza el problema infeccioso
mas importante en los hospitales hoy en dia. A
pesar de los avances recientes en la
comprensién de los mecanismos fisiopa-
tolégicos de la sepsis y las mejoras en la terapia
antimicrobiana, la tasa de mortalidad por este
cuadro lamentablemente sigue siendo muy alta,
particularmente después del establecimiento del
choque séptico.

La mayoria de los efectos biologicos y los
consecuentes signos y sintomas de la sepsis, se
inician con el contacto de la endotoxina
bacteriana o lipopolisacarido (LPS) con células
susceptibles. En esta revision, se discuten con-
ceptos acerca de la interaccion primaria del LPS
con receptores humorales y celulares en
mamiferos, destacando los estudios recientes
en la caracterizacion de las proteinas solubles
de unién a LPS, asi como en la cascada de
eventos intracelulares que se desencadena
como respuesta al contacto con LPS. Se discute
acerca de la produccién, inducida por LPS, de
mediadores solubles por parte de macrofagos y
otras células y la contribucion potencial de estos
factores en la patogénesis del choque
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endotdxico.

Los conocimientos generados por estudios
celulares y moleculares de la accion de las
endotoxinas son vitales para dirigir
adecuadamente la terapia del choque séptico.
La identificacién y caracterizacion de moléculas
blanco del LPS a nivel celular tiene importantes
implicaciones en el combate de este importante
problema clinico. (Rev. Costarricense de
Ciencias Médicas. 1996. 17-4:37-52)
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ABSTRACT

Gram negative sepsis, a relatively rare
clinical diagnosis only a few decades ago, is
perhaps the most important infectious disease in
hospitals. Despite recent advances in the
understanding of the pathophysiological mecha-
nisms of sepsis and improved antimicrobial
therapy, the mortality rate due to Gram negative
sepsis remains regrettably high, particularly after
the onset of shock.

The majority of biological effects, and
consequently, signs and symptoms of sepsis,
initiate with the contact of bacterial endotoxin or
lipopolysaccharide (LPS) with responsive
mammalian cells. In this review, current
concepts about the primary interaction of LPS
with humoral and mammalian ceil receptors are
discussed. Particular emphasis is given on
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recent studies on the characterization of soluble
LPS binding proteins, as well as findings in the
cascade of events elicited by LPS. The LPS-
induced production of soluble mediators from
macrophages and other cell types, and the po-
tential contribution of these mediators to
endotoxin shock is also discussed.

The knowledge generated by cellular and
molecular studies of endotoxin activities is vital
for the proper focusing of therapy in patients with
septic  shock. The identification and
characterization of membrane as well as
intracellular targets of LPS have important
implications for the therapy of this disease.

INTRODUCCION

El lipopolisacarido (LPS), componente
importante de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas, es liberado cuando
las bacterias mueren y se lisan. El LPS liberado
es reconocido como una potente toxina
bacteriana, de donde derivd el término
endotoxina, y se considera como un factor
responsable de las manifestaciones toéxicas en
infecciones severas por Gram-negativos y en
inflamacion generalizada (1). La mayor parte de
la evidencia que apoya las respuestas
fisiopatoldgicas mediadas por la endotoxina ha
sido obtenida de estudios in vivo en animales
experimentales, los cuales han mostrado
marcadas similitudes con pacientes con sepsis
por Gram-negativos, como fiebre, choque y
coagulacion intravascular diseminada (2).

La estructura quimica primaria del LPS ha
sido bien establecida, y existe abundante
informacion estructural de cada uno de sus
dominios (12, 13, 14). El LPS esta compuesto
de un polisacarido O, un nucleo o “core” que a
su vez estd unido a un lipido inmerso

en la membrana externa de la bacteria,
denominado lipido A. Aun cuando el lipido A es
el responsable de la mayoria de los efectos de
endotoxinas en animales o en cultivos celulares
(3), otros componentes del LPS podrian
contribuir también a la actividad biologica. Cabe
destacar las actividades adyuvantes e
inmunoreguladoras de la proteina asociada al
LPS en Brucella sp. (4, 5), la activacion de la via
alterna de complemento por el polisacarido de la
endotoxina (6) o la existencia de receptores
celulares para dominios de carbohidratos en la
endotoxina y la activacion funcional de estas
células (7, 8).

La actividad biolégica del LPS involucra una
potente estimulacion sobre un amplio espectro
de moléculas efecto ras en el hospedero. Estos
efectos incluyen la sobreproduccién de
citoquinas, tales como el factor de necrosis
tumoral-alfa (TNF-a) y la interleucina-1 (IL-1),
producidas fundamentalmente por macréfagos
(9, 10). Por otro lado, la alta actividad
inmunopotenciadora del LPS es capaz de
inducir la resistencia inespecifica a infecciones
virales y bacterianas y funciona como un
potente adyuvante inmunolégico en vacunas y
toxoides (11).

En esta revision se resumen experimentos
recientes dirigidos a identificar receptores
celulares para endotoxina, eventos celulares
durante la activacion por LPS, asi como
elementos fisiopatoldgicos del choque séptico
por Gramnegativos.

RECEPTORES PARA
LIPOPOLISACARIDO EN
MAMIFEROS

Como ha sido demostrado con ma-
terial sintetizado  quimicamente, el lipido
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A es responsable de la mayoria de los efectos
de la endotoxina en células animales (3, 15). El
lipido A es necesario para inducir la activacion
de células de mamiferos; sin embargo, su acce-
sibilidad a proteinas de membrana o células es
dificil, dada su localizacion fisica dentro de la
membrana externa de la bacteria. En el cuadro
1 se resumen algunos de los principales
sistemas LPS-receptor descritos hasta la fecha.

Se ha sugerido que la interaccion del lipido A
con células animales podria darse mediante
interacciones hidrofébicas, o por medio de
receptores. En el primer caso hay evidencias
que indican que el lipido A puede unirse e
insertarse en bicapas lipidicas, y provocar un
aumento de la viscosidad de la membrana (16).
Asimismo, en macrofagos se ha demostrado
que existe una regulacion de la activaciéon
dependiente de LPS, mediante la
interaccién  con gangliésidos, aunque no
esta clara la funcion de los gangliosidos
como facilitadores de la insercion del

LPS, como receptores especificos o como
cofactores de la activacion celular (17, 18).

El uso de sondas radiactivas preparadas con
precursores de lipido A suministré reactivos mas
faciles de dispersar en soluciones bioldgicas,
adecuados para localizar e identificar posibles
receptores celulares para LPS. Con estas
sondas se encontr6 que los receptores
acetilados de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) eran capaces de unir lipido A (19). Este
tipo de receptores podria participar en la remo-
cion de endotoxinas de la circulaciéon vy
transportarlas a los lisosomas, donde pueden
ser metabolizadas a sustancias menos activas.
Otros receptores que podrian estar involucrados
en el aclaramiento y degradacién de endotoxina
son los antigenos CD11/CD18 (conocidos
también como B2 integrinas o adhesinas
leucocitarias). Estas moléculas unen LPS de la
superficie de bacterias intactas o de eritrocitos
recubiertos con LPS (20).

Cuadro 1
Principales interacciones del LPS con receptores eucariotas.

Receptor* Localizacion Tipo de interaccion Referencias
Lipidos de membrana Membrana interacciones hidrofébicas 16
Gangliésidos Membrana Interacciones hidrofdbicas, receptores especificos de LPS? 17,18
Receptores LDL Membrana Remacion de LPS circulante 19
CD1Y/CD18 Membrana Remocion de LPS circulante 20

p73 Membrana Receptor especifico para LPS? 21-28
p38 Membrana Reconoce oligosacarido del LPS . 26,42
p4D, p47, pd5 Membrana Receptores especificos para LPS? 42
Alblmina Plasma Proteina de union al LPS 6,35
Complemento Plasma Proteina de unién al LPS 8,35
LDL, HDL Plasma Proteinas de unién al LPS 6,35
L8P Plasma Proteina de unién al LPS 29-33
BRI Granulos de PMN  Proteina de union al LPS 32,34
CD14 Membrana Receptor de compiejos LPS-LBP 36-39

@ LDL, lipoproteinas de baja densidad; HDL, lipoproteinas de alta densidad; LBP, proteina
de unién a lipopolisacarido; BPI, proteina bactericida que incrementa la permeabilidad;

PMN, leucocitos polimorfonucleares.
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A mediados de la década pasada,
Wollenweber y Morrison utilizaron una sonda de
LPS radioactiva, '°I-ASD-LPS, para el analisis
de esplenocitos de ratén en electroforesis
bidimensional (21). Los ensayos revelaron la
presencia de una proteina fijadora de LPS con
una masa molecular de 73 kDa, que mostraba
especificidad por el lipido A (22, 23, 24). La
proteina (p73) fue detectada en lineas de
macréfagos y células T y B de ratén, asi como
en monocitos, linfocitos, leucocitos polimor-
fonucleares y plaquetas humanos (25, 26).
Estos datos sugieren la existencia de al menos
un receptor especifico para el LPS, aunque su
papel fisiolégico no se ha definido aun. Hay
indicios de que la p73 podria interaccionar con
proteinas G, las cuales promueven la activacion
de importantes vias metabdlicas en células
eucariotas (27,28). Por otro lado, ademas de la
p73, existen otras proteinas de membrana, de
38, 40, 47, y 95 kDa, que podrian funcionar
como receptores especificos para LPS (42).

En 1986, Ulevitch y colaboradores aislaron
una glicoproteina de 60 kDa de suero de conejo,
denominada proteina de unién a lipopolisacarido
(“Lipopolysaccharide-binding protein”, LBP), la
cual normalmente se encuentra en suero en una
concentracion de 0,5 ug/ml y se eleva a mas de
50 pg/ml durante una respuesta de fase aguda
(29). La LBP posee especificidad por el LPS en
la regién de lipido A, tanto de cepas virulentas
como de cepas avirulentas. Se han aislado
proteinas similares a la LBP en otros mamiferos,
incluyendo humanos, y la homologia de las
secuencias de ADN sugiere que las distintas
especies comparten un mecanismo similar de
reconocimiento de LPS (30, 31, 32). A su vez, la
LBP es una proteina altamente relacionada con
otra proteina que une LPS, la proteina

bactericida que aumenta la permeabilidad
(“Bactericidal/permeability increasing protein”,
BPI), una glicoproteina de 50-60 kDa que ha
sido purificada a partir de los granulos de leuco-
citos polimorfonucleares (34). La proteina BPI
exhibe actividad bactericida in vitro muy potente
y es probable que se libere junto con otras
proteinas en la vacuola fagocitica durante la
fagocitosis. Ademas de estas dos proteinas, se
ha encontrado que el LPS también se puede
unir a otras proteinas séricas tales como
albumina, factores de complemento vy
lipoproteinas de afta y baja densidad (6, 35).
Las LBP podrian ser importantes en la
movilizacién de las defensas del hospedero
contra las infecciones por bacterias Gram-
negativas , al promover la fagocitosis de
particulas recubiertas de LPS e incrementar la
sensibilidad de leucocitos al LPS (33). En
estudios con cultivos celulares primarios y de
lineas establecidas, se ha observado que los
complejos LPS-LBP son hasta 1000 veces mas
activos que el LPS en la induccién de citoquinas
tales como TNF o IL-1 (32). El receptor para los
complejos LBP-LPS ha sido identificado como
uno de los antigenos leucocitarios, el CD14 (36).
El CD14 es una glicoproteina de 50-55 kDa
onginalmente descrita como un antigeno de
diferenciacion de monocitos y macrofagos. La
proteina no contiene un dominio
transmembrana, sino que estd sujeta a la
superficie celular por un anda de glicosil-
fosfatidilinositol  (GPI), un glicolipido de
membrana (37, 38). La funcion del CD14 como
receptor ha sido demostrada usando bacterias
Gramnegativas, particulas recubiertas de LPS o
preparaciones altamente purificadas de LPS. El
CD14 se encuentra principalmente en monocitos
y macrofagos (90%), pero también se ha
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detectado en linfocitos B, granulocitos y otras
células de mamiferos (38), asi como en
sobrenadantes de cultivos de monocitos y en
plasma humano normal como CD14 soluble
(39).

La existencia de varios tipos de interacciones
entre el LPS y componentes humorales y
celulares, asi como la presencia de distintos
receptores distribuidos en multiples tejidos y
6rganos de mamiferos, son evidencia del
pleiotropismo del LPS, y pueden explicar en
parte el espectro de reacciones observadas in
vivo durante la estimulacién con esta molécula.
Se esta realizando una intensa investigacion
basica para identificar y caracterizar los
receptores de LPS, con el fin de encontrar
agentes bloqueadores de la union que tengan
utilidad terapéutica.

MECANISMOS DE ACTIVACION
CELULAR POR LPS

Existen tres posibilidades actualmente bajo
investigacion mediante las cuales el LPS podria
estimular a las células sensibles a
desencadenar la reaccion endotdxica. Primero,
transduccion directa mediada por CD14, la cual
reconoce al complejo LPS-LBP: segundo,
transduccion indirecta, en la cual el CD14
participa como un aceptor capaz de transferir
con alta eficiencia el LPS a otro receptor en la
membrana, el cual transmite la sefial al interior
de la célula: y finalmente, el LPS podria activar
ciertos receptores de membrana directamente.
sin la ayuda de LBP ni de CD14 (1, 40, 41, 42).

En el primer caso, la interaccién del
complejo LBP-LPS con el receptor CD14
ha sido el sistema receptor-ligando mas
estudiado. La introduccion  (transfeccion)
del gen de CD14 humano a lineas
celulares murinas aumenta en gran

medida la respuesta al LPS en presencia de
LBP. De la misma manera, lineas celulares que
expresan constitutivamente altos niveles de
CD14 pueden ser activadas por cantidades de
LPS mucho menores (38, 43). Sin embargo, no
esta claro aun como la molécula de CD14. que
no esta inmersa en la membrana citoplasmatica,
es capaz de transmitir una sefal que causa una
activacion celular tan profunda.

Las otras dos posibilidades alternativas
incluyen la participacion de CD14 como un
aceptor de LPS incapaz de transmitir sefales
por si mismo, pero permite que el LPS active un
segundo receptor en la membrana, o bien. la
existencia de otros receptores de membrana
especificos para LPS. Existen evidencias de que
la unién de LPS con CD14 aumenta la cantidad
de receptores de adherencia en monocitos lo
que promueve la agregacioén celular (44)

Independientemente de cudl sea el sistema
receptor-ligando, es probable que las vias de
transduccion de sefiales iniciadas por el LPS
sean comunes a otros sistemas de estimulacion
celular. capaces de amplificar las senales
extracelulares en varios 6rdenes de magnitud.
Estas vias incluyen la fosforilacion de proteinas
y el aumento en la concentracion intracelular de
iones Ca** (45).

Desde finales de la década pasada se han
presentado informes de activaciéon de
macréfagos por LPS via proteina quinasa C
(PKC) vy tirosina quinasas (TK) (46, 47). Sin
embargo, las pruebas mas contundentes de a
participacion de estas vias de transduccion han
sido proporcionadas por los ensayos de
inhibicion de la activacién por LPS de células
mononucleares usando una gran variedad de
inhibidores de PKC y TK (48, 49, 50, 51). Un
estudio reciente encontré6 que el LPS inducia
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alteraciones en la fosforilacion de proteinas de
monocitos en el residuo tirosina. Dentro de las
proteinas involucradas estaban dos miembros
de la familia de tirosina quinasas src, Hck y Lyn,
cuyo papel esta bajo investigacion (52). En la
mayoria de los casos la estimulacion de las
células animales por LPS es potenciada por la
presencia de LBP y de CD14, lo cual reafirma su
papel importante en la transduccion de senales
intracelulares. Los efectos de la activacién de
proteinas quinasas incluyen la regulacion de
importantes  procesos celulares 'y en
metabolismo, mediante la fosforilacion de
enzimas clave.

Un importante punto en discusién acerca del
mecanismo de accién del LPS es el papel de los
iones Ca”". Se ha demostrado que el LPS
puede estimular el reciclaje de fosfatidil inositol
(PI), y generar asi inositol-1,4,5-trifosfato, el cual
a su vez libera iones Ca®* de las reservas
intracelulares. Este mecanismo, entre otros,
provocaria el incremento en la concentracion
intracelular de Ca** y la estimulacion de proteina
quinasas y fosfolipasas dependientes de un
aumento en el Ca®" intracelular (53, 54, 55, 56).

A pesar de que las evidencias presentadas
en muchos casos no son concluyentes, es muy
probable que los mecanismos de activacion de
células por parte del LPS estén mediados por
fosforilacion de proteinas y movilizacion de ca®
intracelular, lo cual generaria una gran variedad
de respuestas celulares, que van desde la
produccion de moléculas inmunoldgicamente
activas, como las citoquinas, hasta Ila
proliferacion de vanas poblaciones de células
del sistema inmune. Estos fenémenos podrian
ser los principales responsables del efecto
inmunoestimulador observado después del

contacto con LPS tanto in vivo como in vitro. Los
principales tipos de respuesta celular a
endotoxina se detallan a continuacion.

RESPUESTA CELULAR
EN LA PATOGENESIS DEL
CHOQUE SEPTICO

La estimulacién de células de mamiferos con
LPS y otros activadores conduce a la activacion
del factor de transcripcion nuclear NF-¢B, el cual
a su vez regula la expresibn a nivel de
transcripcion de varios genes involucrados en la
respuesta inflamatoria, tales como moléculas de
adhesion  celular (CAMs), interleucinas,
sintetasa de 6xido nitrico (NOS) y otros factores
de transcripcién, como AMP ciclico y proteina
quinasa A (40, 57, 58).

El sistema monocito/macréfago juega un
papel central en la respuesta al LPS al secretar
citoquinas importantes, que incluyen TNF-a, IL-
1, IL-6, IL-8/factor quimiotactico de neutrdfilos y
factor estimulante de colonias-
granulocito/macréfago (GM-CSF). Los
resultados de algunos estudios celulares y
moleculares muestran un patron sumamente
complejo en la produccion y secrecidon de estas
moléculas durante cuadros sépticos (59, 60).
Existen indicios que sugieren que la expresion
de genes de interleucinas puede ser dividida en
dos grupos baésicos: un grupo temprano,
dependiente de la presencia de LPS, que
incluye las citoquinas IL-8, IL-13, IL-12 y TNF-q,
y un grupo tardio y menos dependiente de la
presencia de LPS, que incluye IL-1q, IL-6 y GM-
CSF. Los datos sugieren que estas citoquinas
son reguladas en forma dinamica y estricta en el
macréfago no solo a nivel genético, sino
también a nivel de traduccién, procesamiento y
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secrecion de proteinas. Dicho control colocaria
una vez mas al macréfago como un regulador
central de la respuesta inflamatoria, marcando
una diferencia entre la respuesta local y la
respuesta sistémica a la estimulacién con LPS.
El cuadro 2 resume las principales actividades
biolégicas de las citoquinas producidas durante
la respuesta al LPS.

La IL-8/factor quimiotactico de neutrofilos
tiene una funcion importante como
quimioatrayente y activador de neutrofilos. El
TNF-a y la IL-18 han sido ampliamente
caracterizados como moléculas intrinsecamente
pirogénicas, que ademas inician la liberacion de
un nimero de mediadores locales del endotelio
vascular asi como de linfocitos (61, 62). La
triada inflamatoria  compuesta  por IL-1,
TNF y LPS son potentes estimuladores
de las moléculas de adhesidn/activacion
de células endoteliales tales como
molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1),

molécula de adhesion leucocitoendotelial
(ELAM-1) y molécula de adhesion vascular 1
(VCAM-1). Estas moléculas participan en la
adhesion y migracion de leucocitos durante
procesos inflamatorios. Por su parte, la IL-12,
descrita recientemente, posee una potente
actividad estimuladora de proliferacion de
células T y NK, asi como de secrecién de
citoquinas, particularmente interferbn-gamma
(IFNg) (62).

La secrecion del segundo grupo de
citoquinas (IL-1a, IL-6 y GM-CSF) durante una
infeccién bacteriana progresiva podria resultar
en efectos locales pero también jugaria un papel
clave en la respuesta sistémica a la infeccion.
Esto incluye la produccién de proteinas de fase
aguda y la activacion de la médula ésea (60).
Con la presencia de estas citoquinas la
respuesta séptica se establece definitivamente,
y el proceso deja de ser localizado.
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Cuadro 2

Las principales citoquinas y otros mediadores producidos durante la respuesta a
endotoxinas.

Factor @ Principal fuente Efectos biolégicos

IL-1a/f  macréfagos inflamacién

IL-4 células T, baséfilos inhibicion de citoquinas

IL-6 células , macroéfagos inflamacién, diferenciacién de células B

IL-8 células T, macréfagos activacion de polimorfonucleares

IL-10 células T y B macréfagos  inhibicion de citoquinas

IL-12 macrdéfagos, células B activacion de células Ty NK, produccién de IFN-y

IL-13 células T inhibicidn de citoquinas

IFN-y células T, células NK activacién de macréfagos

TNF- monocitos, macréfagos citotoxicidad, fiebre, choque

TNF-B células T citotoxicidad, fiebre, choque

TGF-p células T, macréfagos inhibe migracién de macréfagos, activacién de
macrofagos

GM-CSF  células T diferenciacién de granulocitos y monocitos

PGs macrofagos potente actividad supresora general

LTs macrofagos vasodilatacién, vasoconstriccion, quimiotaxis

PAF leucocitos, plaquetas, agregacion plaquetaria, aumento de permeabilidad

células endoteliales vascular, anafilaxia
NO macréfagos, aumento de capacidad microbicida de macréfagos

células endoteliales

2 IL, interleucina; IFN-y, interferén-gamma; TNF, factor de necrosis tumoral; TGF-13, factor
de crecimiento transformante-beta; MIF, factor inhibidor de la migracion; GMCSF, factor
estimulador de las colonias granulocito-macréfago; PGs, prostaglandinas; LTs, leucotrienos;

PAF, factor activador de plaquetas; NO, éxido nitrico.

Ademas de inducir la liberaciéon de
citoquinas, los macréfagos producen grandes
cantidades de  metabolitos del acido
araquidonico en respuesta a LPS, IL-1 y TNF
(63). Estos mediadores lipidicos del choque
séptico  incluyen prostaglandinas  (PG),
leucotrienos (LT), tromboxanos y factor
activador de plaquetas (PAF), los cuales son
responsables de los efectos vasculares tardios
(de 6 a 12 horas después de establecido el
proceso séptico). El  acido araquidénico
deriva del metabolismo de fosfolipidos
de membrana por la accion de las
enzimas fosfolipasa A, y C (64).

La prostaglandina E, (PGE;) es un potente
mediador inmunosupresor para células maduras
y suprime una amplia variedad de funciones,
como proliferacion de linfocitos, citotoxicidad
mediada por linfocitos T y células NK (“asesinas
naturales”), locomocién leucocitaria e
interacciones célula-célula (incluyendo
agregacion plaquetaria). Si bien es cierto que
PGE, inhibe la liberacion de otros mediadores
inflamatorios e interleucinas, también

aumenta las propiedades quimiotacticas vy
vasoactivas de otros mediadores locales.
Como resultado de estas activida-
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des complejas, es posible que las PG puedan
regular el balance de eventos inflamatorios y no
inflamatorios. Los leucotrienos estan
involucrados con efectos vasodilatadores y
vasoconstrictores, asi como quimiotaxis de
muchos tipos celulares, incluyendo neutréfilos
(62). El PAF es producido por una gran variedad
de células, incluyendo neutréfilos, basdfilos,
fagocitos mononucleares, plaquetas y células
endoteliales. Posee diversas actividades
biolégicas, tales como agregacion y secrecion
plaquetaria, degranulacion de neutrofilos,
contraccion de mdusculo liso, aumento en la
permeabilidad vascular, hipotensién y muerte. El
PAF representa pues uno de los mas poderosos
mediadores descritos que juegan un papel clave
en el choque anafilactico y podrian ser
importantes en el choque endotdxico (2).

El interferon gamma (IFN-y) es una citoquina
activadora de macréfagos producida
principalmente por linfocitos T y por otros
leucocitos ante diferentes estimulos, entre ellos,
eh LPS (2). Esta citoquina estimula una cantidad
impresionante de respuestas del hospedero,
que incluyen aumento del metabolismo oxidativo
de macrofagos y estimulacion de la actividad
fagocitica de macrdéfagos al inducir la expresion
de receptores Fc (62).

Otros productos derivados de la interaccion
con LPS son los intermediarios reactivos de
nitrégeno, siendo el 6xido nitrico (NO) el mas
importante. EI NO se produce en macréfagos
activados por la conversién de L-arginina y 02
molecular a L-citrulina y NO. Este proceso es
catalizado por la enzima sintetasa de Oxido
nitrico (NOS), la cual puede estar presente en
macréfagos activados asi como en
hepatocitos, fibroblastos, y células endoteliales,
como una isoforma inducible  que

aumenta sus niveles intracelulares después de
la activaciéon con LPS o citoquinas inducidas por
LPS (65) Dentro de las citoquinas estimuladoras
de NOS estan IL-1, IFN-y, TNF-a, y factor
inhibidor de la migracién leucocitaria (MIF),
mientras que las inhibitorias incluyen IL-4, IL-10,
IL-13 y factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) (66). Los intermediarios reactivos de
nitrégeno aumentan la eficacia de los
mecanismos microbicidas de los macréfagos
contra bacterias intra y extracelulares.

La complejidad de las respuestas bioldgicas
a la endotoxina bacteriana esta reflejada en el
amplio espectro de mediadores producidos por
el contacto con LPS y Ila subsecuente
transduccion de sefiales y activacion de genes
de respuesta local y sistémica. La activaciéon
simultanea de sistemas complejos como la
coagulacién y el complemento, asi como de
otras sustancias vasoactivas enddgenas
(endorfinas, catecolaminas y  corticoides
adrenales, por ejemplo) conduce a las
manifestaciones severas del choque séptico, a
saber, fiebre o hipotermia, hipotensién,
hipoperfusiéon a 6rganos vitales y coagulacion
intravascular diseminada.

IMPLICACIONES PARA LA TERAPIA DEL
CHOQUE SEPTICO

El tratamiento clasico de los pacientes
sépticos involucra principalmente la terapia
agresiva con antibiéticos sistémicos, el manejo
adecuado de fluidos vy electrolitos, y el
controversial uso de corticosteroides (67).

La inmunoterapia en el tratamiento
de infecciones, iniciada hace mas de
100 afos pero descontinuada después
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del inicio de la era antibidtica, ha resurgido tras
los problemas en el impacto tan variable que
muestra la terapia antibiotica en la disminucion
de la mortalidad causada por el choque séptico.
Las cadenas de polisacarido O del LPS son
altamente inmunogénicas, pero los anticuerpos
producidos con fines terapéuticos son
especificos para un serotipo particular y su
utilidad clinica es limitada. Una alternativa ha
sido la produccién de anticuerpos especificos
para el nucleo y lipido A, con el objetivo de
lograr proteccion cruzada contra el componente
téxico presente en todas las bacterias Gram-
negativas (68).

El antisuero humano contra la cepa mutante
J5 de E. coli 0:111:B4 se ha usado en ensayos
clinicos con pacientes sépticos y ha reducido
hasta en un 50% la mortalidad (61). En los
Ultimos anos, dos anticuerpos monoclonales
anti-lipido A han recibido particular atencion. El
primero de ellos, E5, es un anticuerpo
monoclonal de raton dirigido contra lipido A, el
cual ha mostrado una eficiencia relativamente
buena para prolongar la sobrevivencia de
pacientes con choque séptico. El segundo grupo
de ensayos clinicos se ha realizado con el
anticuerpo monoclonal humano, HA1A, el cual
ha reducido la mortalidad hasta en un 42% de
los pacientes sépticos tratados (68). Los
resultados globales indican que este tipo de
inmunoterapia es segura y mejora la
sobrevivencia en pacientes con sepsis por
Gram-negativos. Sin embargo, todavia existen
dudas sobre su efectividad, lo que hace
necesario mas investigacion clinica en este
campo.

Debido a la gran cantidad de factores
celulares y humorales involucrados en la sepsis
y choque séptico, es evidente que
el bloqueo  de un solo mediador,
aunque tenga algun efecto beneficioso,
probablemente no sera suficiente para

alterar la morbilidad y mortalidad de este cuadro
clinico. Por ejemplo, la inhibicién directa de LPS
con anticuerpos podria no ser suficiente para
eliminar los efectos endotdxicos de otros
componentes con actividad de endotoxina, por
ejemplo, fragmentos de peptidoglican, proteinas
y lipidos complejos de membrana externa.

La dilucidacion de los eventos
fisiopatologicos en los que participan citoquinas
clave, como TNF e IL-1, ha promovido el
desarrollo de estrategias para contrarrestar la
produccién o liberacion excesiva de estos
mediadores, y por consiguiente, para prevenir y
tratar el choque séptico. Algunas
consideraciones en el disefio de estas
estrategias terapéuticas han sido la rapida
desaparicion de estas citoquinas en la
circulacion, las variaciones individuales en los
niveles sanguineos, los cuales no siempre
correlacionan con la severidad del cuadro
clinico, y la extrema importancia de estas
citoquinas como mediadores de la resistencia
natural contra una gran variedad de
microorganismos. Dos estudios clinicos sobre el
bloqueo de citoquinas estan siendo realizados,
uno con anticuerpos monoclonales contra TNF y
el segundo con el antagonista del receptor de
IL-1 (IL-1ra). De acuerdo con algunos autores,
los estudios sugieren que, si bien la terapia
podria ser uti en los pacientes mas
severamente afectados, es potencialmente
perjudicial para pacientes con cuadros leves a
moderados, debido principalmente a la
disminucion en las concentraciones fisiolégicas
de estas citoquinas (68).

Una gran variedad de mediadores celulares y
humorales esta siendo evaluada a nivel
experimental por su papel en la patogénesis del
choque séptico y su posible uso en terapéutica.
Estos incluyen otras citoquinas (IL-8, IL
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10), proteinas de fase aguda, factores de
complemento y de coagulacion y moléculas de
adhesion. Recientemente, la IL-10 ha surgido
como un candidato para el tratamiento del
choque séptico, debido a su potente actividad
supresora de la produccion de IL-1, IL-6 y TNF
(69).

CONCLUSION

La sepsis por Gram-negativos sigue siendo
una causa significativa de morbilidad y
mortalidad a pesar de la continua aparicién de
nuevos antibidticos. Esto ilustra la complejidad
de los mecanismos patogenéticos que participan
en la respuesta inflamatoria sistémica, muchos
de los cuales aun no se han dilucidado. Toda
informacion novedosa acerca de estos
mecanismos ayudara a identificar los grupos de
pacientes que se podrian beneficiar de la
inmunoterapia con anticuerpos antiendotoxina o
citoquinas, en conjunto con el tratamiento
clasico de este cuadro clinico.

Los estudios de Ila actividad de las
endotoxinas en modelos animales y sistemas
celulares definidos son de gran ayuda en el
entendimiento de los mecanismos por los cuales
las bacterias Gram-negativas causan
enfermedad. En los préximos afios, con la
interaccién creciente de investigaciones basicas
y clinicas, se generaran conocimientos que
podran ser traducidos en nuevas y mas
eficientes estrategias terapéuticas, lo cual
contribuira a la reduccion de la mortalidad por
sepsis.
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