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Resumen

La sepsis constituye un complejo sindrome en el que a consecuen-
cia de una respuesta anomala del huésped frente a una infeccion se
desencadenan una serie de mecanismos fisiopatoldgicos celulares y
moleculares que se traduciran en el dafio multiorganico del paciente
y su respectivas manifestaciones clinicas. Las bacterias gram negati-
vas, gracias al lipopolisacarido (LPS), principal constituyente de su
membrana externa son reconocidas por moléculas como la proteina
de uniodn al lipopolisacarido (LBP) y por complejos de receptores de
membrana celular en el huésped que reconocen su estructura antigé-
nica como son el TLR4, el CD14 y la MD2, dando lugar, por medio
de diferentes vias de sefalizacion mieloide dependiente (MyD88) y
mieloide independiente o TRIF, a la activacion de una serie de kina-
sas que finalmente a través de vias de sefializacion intracelular como
como NF — kB, generaran cambios transcripcionales que induciran la
produccion de citocinas pro inflamatorias, que explican el Sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y las antinflamatorias,
que explican el sindrome de repuesta anti inflamatorio compensato-
rio (CARS), ambos constituyen las fases de la sepsis a través de los
cuales pasa el paciente séptico en diferentes momentos del proceso.
Todos estos procesos fisiopatologicos moleculares de la sepsis son
los que daran como resultado cambios en el endotelio, la microvas-
culatura, el sistema del complemento, la coagulacion y finalmente en
cada uno de los organos del paciente las diferentes manifestaciones
clinicas que desde scores de valoracion del paciente, como el SOFA,
permiten identificar al paciente en sepsis, su pronéstico y directrices
acerca del tratamiento. Es asi como la comprension de las bases fisio-
patologicas moleculares de las sepsis por gram negativos constituyen
hoy en dia la base para su definicion, la comprension de la clinica y el
punto de partida para mejoras terapéuticas en el manejo de la sepsis,
traducida en la supervivencia del paciente.

PALABRAS CLAVE: sepsis, bacterias gram-negativas, molecular, facto-
res de virulencia, patologia clinica.




Pathophysiology of sepsis by gram negative bacteria: Molecular bases

Sepsis is a complex syndrome in which as a consequence of an abnormal response of the host against an infection, a
series of cellular and molecular pathophysiological mechanisms are triggered, resulting in the multiorgan damage of the
patient and their respective clinical manifestations. Gram-negative bacteria, due to the presence of lipopolysaccharide
(LPS), the main constituent of its outer membrane, are recognized by molecules such as lipopolysaccharide binding
protein (LBP) and complexes of cell membrane receptors in the host that recognize its structure Antigenic as are the
TLR4, CD14 and MD2, giving rise, through different pathways of signaling dependent myeloid (MyD88) and inde-
pendent myeloid or TRIF, to the activation of a series of kinases that finally through intracellular signaling pathways
Such as NF - kB, will generate transcriptional changes that will induce the production of pro - inflammatory cytokines,
which explain the Systemic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) and the anti - inflammatory drugs that explain
the compensatory anti inflammatory response syndrome (CARS) of the sepsis through which the septic patient passes in
different moments of the process or. All these molecular pathophysiological processes of sepsis are those that will result
in changes in the endothelium, the microvasculature, the complement system, the coagulation and finally in each one
of the organs of the patient the different clinical manifestations that from scores of the patient’s evaluation, such as the
SOFA, identify the patient in sepsis, their prognosis and treatment guidelines. Thus, the understanding of the molecular
pathophysiological bases of gram-negative sepsis is nowadays the basis for its definition, the understanding of the clinic
and the starting point for therapeutic improvements in the management of sepsis, translated into survival of the patient.

KEYWORDS: sepsis, gram-negative bacteria, molecular, virulence factors, clinical pathology.

tifacética, que incluye la activacion de mecanismos pro
y antiinflamatorios orientados a mantener la homeostasia
del organismo en la defensa ante el agente causal de la in-
feccion. Las respuestas sistémicas no solo son inmunolo-

Introduccion

La Sepsis constituye la segunda causa de mortalidad
en unidades de cuidados intensivos no coronarios. Su in-

cidencia, aunque no se conoce del todo, va en aumento,
haciendo que sea un importante problema de salud pu-
blica que parece reflejar a una poblaciéon con mayores
comorbilidades y un mayor diagndstico de la misma. Se
estima que en las dos décadas pasadas tuvo un incremento
anual del 9% y para el 2013 llegd a afectar cerca de 240
por cada 100 000 habitantes en los estados Unidos (1, 2).

Las primeras definiciones de Sepsis, establecidas por
la Society of Critical Care Medicine (SCCM) en la con-
ferencia consenso de 1991, se enfocaron en ésta como el
resultado del Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sisté-
mica (SIRS) del huésped ante la infeccidon; sin embargo
para el 2014, la European Society of Intensive Care Me-
dicine (ESICM) y SCCM la definen como una disfuncion
organica que pone en peligro la vida causada por una res-
puesta andmala del huésped ante la infeccion (1).

Esta nueva definicion resulta de la comprension y de-
puracion de los conceptos de la fisiopatologia, que a lo
largo de estos aflos se ha llegado a tener. Este sindrome
denominado sepsis, reconoce una respuesta inmune mul-

gicas; son hemodindmicas, ventilatorias, neuroendocrinas
y metabolicas.

Las comorbilidades, el estado nutricional y los medi-
camentos administrados cronicamente modifican la fisio-
patologia y la semiologia de los pacientes sépticos. Por
otro lado los antigenos y endotoxinas bacterianas también
son un elemento fuerte en el control de la respuesta infla-
matoria sistémica (2). Las bacterias gram negativas son
microorganismos que por décadas se han considerado los
mayores causantes de sepsis bacteriana, sin embargo, en
los ultimos afios, nuevamente cobran protagonismo el
grupo de gram positivas, incrementando la tasa de resis-
tencia a los antibidticos (3,4).

Esta revision narrativa sobre la fisiopatologia de la
sepsis por gram negativos desde una dptica molecular,
pretende orientar al clinico hacia un enfoque funcional y
mas légico en el tratamiento de la sepsis, que a su vez le
permita entender las metas de la reanimacion, controlar
eficazmente la disfuncion multiorganica y prevenir la dis-
capacidad del paciente séptico.
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Bacterias Gram negativas: Estructura molecu-
lar antigénica

Los microorganismos gram negativos estan en contac-
to permanente con el huésped y la pérdida del equilibrio
ecologico dan lugar a la infeccion. La severidad de la mis-
ma depende de la respuesta del huésped, la capacidad an-
tigénica del agente y el medio en el cual se desarrolla esta
interfase. Los microorganismos desarrollan diversos fac-
tores de virulencia que les permiten protegerse y sobre-
vivir ante el sistema inmune del huésped, y les capacitan
para atravesar las barreras mucosas, diseminarse y repli-
carse en diversos organos. La eficacia de dichos factores
se halla vinculada, entre muchos aspectos, a una serie de
interacciones con componentes del citoesqueleto de las
células del huésped como son los filamentos intermedios
de vimentina, conduciendo a arreglos del citoesqueleto y a
desencadenar diversas respuestas proinflamatorias (2, 5, 6).

Dentro de estos factores de virulencia, los mas impor-
tantes son las toxinas que podemos clasificarlas en tres
tipos segin su modo de accion (Tabla 1.), y segtin su natu-
raleza en exotoxinas, aquellas proteinas solubles y termo-
labiles que sintetizan las bacterias y liberan al exterior, y
endotoxinas aquellas moléculas insertas en la membrana
externa de las bacterias que solo se liberan tras la ruptura
de la pared y cuyo mayor representante es el lipopolisaca-
rido (LPS), presente de forma caracteristica en las bacte-
rias gram negativas (7).

El Lipopolisacarido (LPS), histéricamente llamado
endotoxina, es el mayor constituyente de la membrana
celular externa de las bacterias gram negativas, llegan-

TABLA 1. Tipos de Enzimas bacterianas segun su mecanismo de accion

do a ser considerado como el mas fuerte desencadenante
de la respuesta inflamatoria en humanos; aun a dosis tan
bajas de Ing/kg masa corporal/h. EI LPS corresponde a
una molécula anfifilica, es decir que posee un dominio
hidrofobico que corresponde al Lipido A, el cual ancla el
LPS a la membrana externa de la bacteria y un dominio
hidrofilico correspondiente a una cubierta (Core) de oli-
gosacaridos unidos por el acido 3 - deoxy - D- manano
- oct - ulosonico (Kdo) al lipido A y una region llamada
antigeno O conocida como polisacarido especifico O. El
LPS puede estar compuesto por estas tres regiones y en
tal caso se llama forma suave (S) del LPS y en caso de no
tener la region del polisacarido O, se llama forma aspera
(R) o LOS (Figura 1) (7, 8).

El Lipido A, esté constituido por unidades del disaca-
rido glucosamina unidas por enlaces B (1-6), fosforiladas
en la posicion 1 y 4 del disacarido y unidas a 4cidos gra-
sos en la posicion 2 y 3 de cada monosacarido, usualmen-
te tiene 6 cadenas de acidos grasos de diferente longitud,
correspondientes en su mayoria al dcido caproico, laurico,
miristico, palmitico y estearico. Cuando estas cadenas de
acidos grasos se unen directamente al azucar se habla de
cadenas primarias, si se unen por enlaces ester a los gru-
pos hidroxilo de las cadenas primarias se llaman cadenas
secundarias (Figura 2).

El lipido A corresponde a la region del LPS que es re-
conocida por la inmunidad innata, incluso a concentracio-
nes picomolares puede ser suficiente para activar los ma-
crofagos. Este se encuentra unido al dominio hidrofilico
constituido por una region relativamente conservada de
oligosacaridos y a la porcion variable del O- polisacarido,

Tipo Caracteristicas Ejemplo
Tipo 1 Rompen las células del huésped sin necesidad de entrar a la célula Superantigenos de S. aureus y S pyogenes.
Tipo 2 Destruyen las membranas de las células del huésped e invaden e Hemolisinas
interrumpen los procesos de defensa del huésped dentro de la célula. Fosfolipasa
Tipo 3 Interrumpen las defensas del huésped y se diseminan a los drganos Toxina Shiga, Toxina del célera

cercanos. Son llamadas las Toxinas A/B. Estructura binaria,

y toxina del antrax

el componente B se une a la superficie celular del huésped y el A

posee la actividad enzimatica que dafia la célula.

Tomada de: 2. Ramachandran, G. Gram-positive and gram-negative bacterial toxins in sepsis A brief review. Virulence. 2014 Jan 1; 5(1): 213-218.

Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3916377/
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FIGURA 1. Estructura del LPS

Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articu-
lo: Steimle A, Autenrieth I, Frick J.S. Structure and function: Lipid A
modifications in commensals and pathogens. Int. J. Med. Microbiol.
2016; 306(5):290-301.

la cual varia dependiendo de la especie bacteriana y esta
compuesta por un numero de cero a cincuenta unidades
repetitivas de oligosacaridos incluyendo 1 a 8 unidades
con carga negativa que es neutralizada mediante iones di-
valentes de magnesio y calcio, presentes en la membrana
externa bacteriana, lo cual asegura para la bacteria una
efectiva barrera contra los antimicrobianos y otras mo-
léculas nocivas. El O- polisacarido es la porcion del LPS
que activa la respuesta inmune adaptativa (8, 9).

Una vez la bacteria gram negativa infecta al huésped,
el LPS se comporta como un patrén molecular asociado
a patogenos (PMAPs), aquellas estructuras muy conser-
vadas de los microorganismos invasores que son recono-
cidas por el sistema de inmunidad innato. La actividad
del LPS como endotoxina depende, entre otros factores,

de la asociacion ionica que presente, asi aquellos LPS ri-
cos en sodio y potasio son mucho mas activos como en-
dotoxinas que aquellos con magnesio y calcio (9). En su
papel fisiopatogénico de la sepsis el LPS también actua
como barrera ante el sistema inmunolédgico del huésped
favoreciendo la colonizacion y explicando en algunos ca-
sos la resistencia bacteriana. Este impide, en el marco de
muchos otros mecanismos, la accion de lo que se han lla-
mado los péptidos antimicrobianos cationicos (CAMPs)
dentro de los que se encuentra la polimixina, que logran
desestabilizar la membrana celular bacteriana, inducen a
la formacion de poros llevando finalmente a la lisis celu-
lar. Su mecanismo de defensa bacteriana lo logra gracias
a que las bacterias gram negativas, principal blanco de
los CAMPs, adicionan moléculas con cargas positivas al
lipido A, como con por ejemplo azucares, tal es el caso
de la aminoarabinosa en Pseudomonas aeuroginosa y
Salmonella typhimurium; o residuos de aminoacidos en
el caso de Vibrio cholerae, o fosfoetanolamina en el caso
de Neisseria gonorrhoeae; que logran neutralizar la car-
ca anionica de sus superficie de membrana dada por los
grupos fosfato del Lipido A, y con esto incrementan la
resistencia a los CAMPs y su accion bactericida. En otros
casos la resistencia a los CAMPs se da por remocion de
las cargas negativas, aumentando la hidrofobicidad del
LPS con lo que disminuye la permeabilidad de la mem-
brana bacteriana impidiendo la insercion de los CAMPs
(Figura 3) (9, 10).

Adicionalmente hoy en dia se sabe que muchas bacte-
rias cuentan con lo que se ha llamado el “quorum sensing”,
un mecanismo de comunicacion bacteriano dado por enzi-
mas que se activan ante altas densidades bacterianas me-
diante moléculas de comunicacion o autoinductores (Al),
producidas por las mismas bacterias que en el caso de las
bacterias gram negativas estan constituidas por moléculas
denominadas AHLs (N-acyl L- hoserina lactones) que co-
rresponden a moléculas ciclicas con cadenas simples de
acidos grasos, como las alquil quinolonas utilizadas por
la P. aeuruginosa (Figura 4). Estas enzimas catalizan la
sintesis de sefales y receptores que reprograman la ex-
presion de diversos genes entre estos los que codifican la
sintesis de factores de virulencia, incluyendo el LPS, los
mecanismos de resistencia antimicrobiana, moléculas que
ejercen efectos sobre el sistema inmunitario del huésped,
entre otros; asegurando con esto que una vez alcanzada
la densidad de microorganismos necesaria, se produzca
la cantidad de factores de virulencia y mecanismos sufi-
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cientes que permitan superar la inmunidad del huésped y
resistir el ataque farmacologico. Dentro de las bacterias
gram negativas en quien se ha identificado este sistema,
estan en Pseudomonas aeuroginosa, Escherichia coli y y
Acinetobacter baumanii (11-14).

En el estudio y la comprension de la estructura antigé-
nica de las bacterias gram negativas, punto de partida de
la fisiopatologia de la sepsis, se reconoce la participacion

de una fuerte base genética que determina la expresion
de los factores de virulencia. Dentro de esta regulacion
genética se ha identificado el papel de la proteina aso-
ciada a nucleoide (H — NS) la cual ha sido ampliamente
estudiada en Escherichia coli y otras enterobacterias en
las que juega un papel determinante en la estructura del
nuceloide y modula le expresion de genes codificadores
de la virulencia (15).

Lipido A

HiC

Estructura del Lipido A

1. Grupo Fosfato

2. Disacérido Glucosamina

3. Cadenas primarias de &cidos
grasos

4. Cadenas secundarias de
acidos grasos

5. Enlace al Core

6. Enlace B 1-6
(*) La mayoria son Acido
caproico, lauritico, miristico,
palmitico y estedrico

FIGURA 2. Estructura del Lipido A.

Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articulo: Steimle A, Autenrieth I, Frick J.S. Structure and function: Lipid A modi-
fications in commensals and pathogens. Int. J. Med. Microbiol. 2016; 306(5):290-301.
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Reconociendo la importancia del LPS en la fisiopato-
logia de la sepsis, se han desarrollado una serie de me-
dicamentos llamados antagonistas del lipopolisacaridos,
dentro de los que se encuentran los péptidos sintéticos
anti — lipopolisacarido (SALP), los cuales se postulan
como candidatos para el tratamiento de la sepsis por gram
negativos por mecanismos no bactericidas sino neutrali-
zantes de las toxinas bacterianas que llevan a la respuesta
inflamatoria (16, 17).

Dentro de éstos, que vienen siendo puestos a prueba
en modelos animales, se encuentra la vizantina, glicoli-
pido de la superficie celular de Corynebacterium spp, y
las diferentes moléculas hibridas construidas a partir de
esta; que compite con el lipido A en la unidén a receptores
de la inmunidad innata, especificamente el TLR — 4, pero
a diferencia del lipido A, inhibe la produccion de ciertas
citoquinas proinflamatorias, entre estas el factor de necro-
sis tumoral alfa (TNF-a) y la IL-1p, ambos mediadores

Sin
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y lisis bacteriana

ACAMPS {Polimixina)
@ LpPs
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FIGURA 3. Péptidos antimicrobianos Cationicos.

Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articulo: Band V, Weiss D. Mechanisms of Antimicrobial Peptide Resistance in

Gram-Negative Bacteria. Antibiotics. 2015;4:18-41.
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FIGURA 4. “Quorum sensing”: Sistema de comunicacion bacteriana.
Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articulo: Reuter K, Steinbach A, Helms V. Interfering with Bacterial Quorum Sensing.

Perspectives in Medicinal Chemistry 2016;8:1-15.

proinflamatorios efectores de la respuesta inmune indu-
cida por los gram negativos en la sepsis. Un mecanismo
idéntico como antagonista del lipopolisacarido se ha des-
crito y probado en modelos animales para el quercetin,
principal flavonoide de las plantas y uno de los principa-
les constituyentes de la dieta humana presente en frutas,
verduras y bebidas (16-19).

Identificacion antigénica e Inicio de respuesta
inmunoldgica: LBP, CD14, MD -2, Receptores
TLR4 y senalizacion transcripcional

Para que el LPS sea reconocido por el sistema inmune
del huésped, debe ser removido de la membrana bacte-
riana. Esto ocurre indirectamente en células bacterianas
muertas que llevan a la liberacion del mismo o a través
de la proteina de union al lipopolisacarido (LBP). La LBP
inicialmente fue descubierta como un reactante de fase
aguda unido al LPS de la pared bacteriana formando el
complejo LBP/LPS, posteriormente también se hallo ele-
vado en bacteremias por grampositivos (21). La LBP ac-
tua como una transferasa y se considera un modulador po-

tente del reconocimiento del LPS ya que puede remover
moléculas desde la membrana bacteriana despolimerizan-
do el LPS polimérico a mondémeros que se unen a él y por
intermedio de €l al CD14 localizado en la superficie de
macrofagos, monocitos y neutrofilos. La LBP adicional-
mente se encuentra en el suero humano a concentracio-
nes 5 a 10 pg/ml y es secretada en la luz intestinal donde
identifica el LPS de las bacterias patdgenas invasoras y
las comensales que pueden ser simbioticas en el huésped
y nunca induciran enfermedad o patobidnticas que poten-
cialmente pueden inducir reacciones inmunes patoldgi-
cas. Dado el papel que desempefia la LBP, se considera
que ayuda en el balance del sistema inmune intestinal y de
otros epitelios y junto a la proteina bactericida que incre-
menta la permeabilidad (BPI) hacen parte de las proteinas
de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
microorganismos que cumplen roles complementarios en
la inmunidad innata. En casos de sepsis se ha hallado que
la LBP incrementa sus niveles en 30 — 40 pg/ml en 24 ho-
ras casi 7 veces mas de lo normal, sin embargo, continua
en estudio su papel como marcador especifico de sepsis
(8,21-23).
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Una vez se unen los fragmentos monoméricos de
LPS y LBP se forma el complejo LBP/LPS, que se une
al CD14, una glicoproteina unida a la membrana de mo-
nocitos, macréfagos, células dendriticas y en menor nivel
en neutrdfilos por un anclaje glicosil fosfatidil inositol sin
dominio transmembrana; pero que igualmente puede es-
tar en el medio extracelular en forma de proteina soluble.
Para la transferencia del LPS al CD14 la albumina escuda
la region hidrofobica del lipido A. La CD14 transfiere el
LPS monomérico a la proteina especializada en unir lipi-
dos llamada factor de diferenciacion mieloide 2 (MD — 2)
que es una proteina soluble secretada al exterior de las cé-
lulas o que puede estar permanentemente unida al recep-
tor TLR4 mediante puentes de hidrogeno dando origen al
complejo protéico constituido por 2 moléculas de MD-2 y
2 moléculas de TLR4 (Figura 5) (8, 23, 24).

El receptor TLR4, identificado como el receptor del
LPS desde 1998, pertenece a los receptores similares a
Toll (TLR), proteinas transmembrana de dominios ex-
tracelulares ricos en leucina y un dominio intracelular de
cerca de 200 aminoacidos que contiene una region alta-
mente conservada llamada dominio receptor Toll/IL — 1
(TIR) el cual se encarga de activar las cascadas de se-
nalizacion intracelular. El ser humano cuenta con 10 ti-
pos de receptores Toll diferentes, agrupados en dos tipos,
transmembranales e intracelulares todos encargados del
reconocimiento de los PAMPs en la inmunidad innata. El
TLR4, pertenece a los transmembranales y a diferencia de
otros TLR, no reconoce PAMPs aislados de ahi que su do-
minio externo reclute la MD-2 quien facilita la presenta-
ci6n del LPS. Tanto el TLR4 como el CD14, son codifica-
dos por genes cuyos polimorfismos regulan su expresion
y se relacionan con una mayor o menor susceptibilidad a
la sepsis (11, 25-27).

Una vez formado el complejo TLR4 — MD2 —LPS,; se
da inicio a la cascada de sefializacion transduccion me-
diante el reclutamiento de 5 moléculas adaptadoras in-
tracelulares, que daran lugar a dos vias de sefializacion:
a) Via de senalizacion mieloide dependiente en la que se
recluta el factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD8§8),
y b) Via de sefializacion mieloide independiente o TRIF
dependiente en la que se reclutan cuatro moléculas: TRIF
(TIR-related adaptor protein inducing interferon), TRAM
(TRIF-related adaptor molecule) y TIRAP (TIR domain
containing adaptor protein), MAL (MyD88 adaptor like)
y SARM (Sterile-alpha and Armadillo motif-containing
Protein). Activadas estas vias de sefializacion se reclutan

una serie de kinasas como son la IRAK 1- IRAK 4, TRAF
6, TAK 1, que en conjunto llevaran, por la via MyD88
dependiente a la activacion de las vias de sefalizacion
NF — kB, cinasa c-Jun N- terminal, que activaran la trans-
cripcion de genes, mas de 103 en total, codificadores de
las citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), la interleukin-6 (IL-6); y por la
via TRIF dependiente a activar el factor de transcripcion
IRF 3 que conducira a la expresion de Interferones tipo
I (IFN) y citosinas inducibles por INF como la IL — 10
y RANTES. Adicionalmente se aumentara la produccion
de radicales libres, anion superdxido, 6xido nitrico, cas-
pasas, formacion del inflamosoma y produccion péptidos
antimicrobianos que paso a paso nos acercaran a la com-
prension de la clinica manifiesta por el paciente que cursa
con sepsis. (Figura 5) (8, 28, 29).

En el marco de la activacion de las citosinas proinfla-
matorias via receptor TLR 4, han venido cobrando impor-
tancia otras moléculas que median una regulacion negati-
va de la respuesta inflamatoria al actuar como moléculas
que internalizan el receptor TLR4 y posteriormente lo
reclutan en endosomas, esto conduce a una produccion
positiva de IL — 10 y a una regulacién negativa de la acti-
vidad de la via transcripcional del NF — kB controlando al
parecer la respuesta inmunoldgica ante el LPS en el hués-
ped. Dentro de estas moléculas se encuentran las Anexi-
nas, proteinas que se pueden unir a los fosfolipidos de
membranas celulares a través del i6n calcio y participar
en mecanismos dindmicos que involucran la membrana
celular como son la motilidad celular, endocitosis, fibri-
nolisis, formacion de canales 16nicos e interacciones de la
matriz celular (30).

Mediadores Quimicos y disfuncion sistémica:
La fisiopatologia explicando la clinica

Como hemos visto, a lo largo de la fisiopatologia de
la sepsis, quienes modulan los efectos organicos y sisté-
micos evidentes en la clinica de la sepsis son mediadores
quimicos del tipo citocinas, proteinas inmunomodulado-
res que transmiten sefiales interceluares, y que segun la
accion que desencadenan en el cuerpo se agrupan en cito-
cinas pro inflamatorias y citocinas antiinflamatorias. En
el grupo de las pro inflamatorias encontramos TNF-a, IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8, and IFN-y, y en el de las antinflama-
torias encontramos principalmente la IL -10, el factor de
crecimiento transformante beta (TGF)-p e IL - 4. El efecto
conjunto del primer grupo de estas moléculas se traducira
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en aumento de actividad fagocitica, lesion del endotelio
vascular con aumento de permeabilidad capilar, sintesis
de proteinas de fase aguda desde el higado, quimiotaxis
de leucocitos a sitios de infeccion e inflamacion, activa-
cion del sistema de complemento, activacion del sistema

de la coagulacion; por su parte el efecto de las moléculas
antiinflamatorias generara una disminucion marcada de
produccion de citocinas pro inflamatorias por parte de los
monocitos, especificamente TNF-a, IL-1p, and IL-6, sus-
citandose el inicio de lo que se ha llamado el Sindrome de

Bacteria Gram
negativa

cnid

Mmembrana OOOON?
Neutrdfilo, Maerdfago, | | | | -
Monocito ! | 119

Citocinas
TNF-u, IL-1, IL-6

Niicleo

Neutrofilo, Macrofago,

Monocito

FIGURA 5. Formacion del complejo LPS/LBP union al CD4, transferencia al MD-2, formacion del complejo MD-2/LPS//TLR4 y activacion de

sefiales transcripcionales

Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articulo: Ptociennikowska A, Hromada-Judycka A, Borzecka K, Kwiatkowska K.
Co-operation of TLR4 and raft proteins in LPS-induced pro-inflammatory signaling. Cell. Mol. Life Sci. 2015;72:557-581
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repuesta anti inflamatorio compensatorio (CARS) o pa-
ralisis inmune caracterizado por apoptosis de linfocitos,
disminucion de moléculas MHC clase II en monocitos /
macrofagos, disminucion de la funcion de linfocitos y fa-
gocitos. Para este ultimo no existe terapéutica que pueda
combatirlo y los pacientes que llegan al CARS normal-
mente exhiben sindromes tipicos que siguen a la reaccion
SIRS — CARS como son el sindrome de catabolismo per-
sistente de inflamacion — inmunosupresion (PICS) y el sin-
drome de disfuncién multiorganica (MODS) (37, 40, 47).

Dentro de las citocinas involucradas en la sepsis, el
TNF-a ylalIL -1, son las mas ampliamente estudiadas, se
les ha llamado las citocinas primarias de la sepsis, juntas
actiian sinérgicamente en los hallazgos fisiopatologicos
de permeabilidad vascular, edema pulmonar y hemorragia
caracteristicos del shock, y se consideran citocinas piro-
génicas que amplifican la cascada inflamatoria en forma
autocrina y paracrina al activar macrofagos para secre-
tar otras citocinas pro inflamatorias (I1-6, IL — 8 y MIF),
oxigeno reactivo y especies reactivas. El papel de estas
citocinas en la pro inflamacion esta dado por el balance
entre sus concentraciones y la de los antagonistas de sus
receptores conocidos como TNFRs, IL -1R2 e IL — 1Ra.
LaIL -6 por su parte es responsable de la respuesta de fase
aguda que incluye fiebre, leucocitosis, liberacion de reac-
tantes de fase aguda como PCR, componentes del com-
plemento, fibrindgeno y ferritina, esta también promue-
ve la respuesta antiinflamatoria al inhibir la liberacion
del TNF-a y la IL -1 y eleva niveles de antiinflamatorios
como cortisol, IL - 10 y antagonistas de los receptores del
TNF-a ylaIL -1. La IL -12 se encarga de activar la res-
puesta inmune adaptativa tipo 1 caracterizada por respues-
tas fagociticas mononucleares, induce a las células T y los
natural killer a producir IFN-y que activa los macrofagos
y ademas incrementa la proliferacion y formacion de pro-
genitores hematopoyéticos. El MIF, factor inhibitorio de
migracion de macrofagos, una citocina pro inflamatoria
pleiotropica que es liberada de las células pituitarias en
respuesta al LPS y al estrés, asi como de monocitos, ma-
crofagos y adicionalmente aunque en menor cantidad por
c¢lulas endoteliales y epiteliales; ésta genera incremento
de la supervivencia de los macrofagos, de la expresion
de TLR4, del reclutamiento de éstos, de la secrecion de
otras citocinas, se considera un mediador importante de
la disfuncion miocardica inducida por LPS y un predic-
tor temprano de supervivencia en pacientes con sepsis. La
IL — 10, una de las citocinas anti — inflamatorias, exhibe

numerosas funciones que suprimen la respuesta inflama-
toria y la han llevado a ser considera como protectora en
patologias inducidas por el LPS. Dentro de sus funciones
se encuentran: suprimir la produccion de mediadores pro
inflamatorios mencionados, estimula la produccion de an-
tagonistas de los receptores de TNF-a e IL-1. El TGF-B
inhibe la liberacion de mediadores pros inflamatorios in-
cluyendo la HMGBI, estimula igualmente la produccion
de antagonistas de receptores de TNF-a e IL-1, inhibe las
funciones de los linfocitos T y se le ha vinculado en el
fenomeno de tolerancia al LPS exhibido por monocitos y
macrofagos caracteristico de una respuesta disminuida de
citocinas secundaria a cambios en el LPS. Las funciones
de estas citocinas se resumen en la Tabla 2 (37, 48).

Al comprender las funciones de cada uno de estas ci-
tocinas y sus efectores finales, podemos acercarnos a la
comprension de los efectos sistémicos que se observan en
el paciente séptico. De acuerdo al tercer consenso Inter-
nacional de definiciones para Sepsis realizado en el 2014,
al momento de identificar criterios clinicos que nos per-
mitan identificar un paciente con sepsis, se deben tomar
como punto de partida un cambio en el score de SOFA
(Sequential [Sepsis-Related] Organ Failure Assessment)
igual o mayor a 2 puntos luego de que se ha presentado
la infeccion. Este score se base en parametros netamente
clinicos como son la respiracion evaluada a través de la
PAFI (PaO2/Fi02), coagulacion, funcion hepatica medi-
da por valor de Bilirrubina, pardmetro cardiovascular de
tension arterial, pardmetro del sistema nervioso central,
escala de glasgow; y parametro de funcion renal, creatini-
na o flujo urinario. Cada uno de estos parametros evaltia
uno de los sistemas comprometidos en falla multidrganica
caracteristica de la sepsis, y en paralelo disefiaron los cri-
terios quick SOFA basados en una frecuencia respiratoria
mayor a 22 rpm, alteracion mental con Glasgow menor a
13 y presion sistélica menor a 100 mm Hg, que en caso
de cumplirse 2 de tres de estos criterios lleva a pensar en
pacientes en quienes se debe buscar la disfuncion organi-
ca, iniciar o escalar a la terapia mas apropiada, considerar
cuidado critico o incrementar la frecuencia de monitori-
zacion (1).

En la base de cada uno de los hallazgos clinicos del
SOFA, se encuentra lo que cada una de las etapas de la
fisiopatologia de la sepsis ocasiona a nivel celular, endo-
telial, circulatorio y metabdlico en los diferentes sistemas
del cuerpo del paciente, asi el higado, uno de los 6rganos
evaluados en el SOFA, se comporta como un 6rgano lin-

Fisiopatologia de la sepsis por bacterias gram negativas: bases moleculares.

Méndez YR y Barrera MC




foide en la sepsis al ser encargado de procesos de respues-
ta inmune directa como son la eliminacién de las toxinas
bacterianas y bacterias, a través de mediante la activacion
de las células de la inmunidad presentes en €l: las células
endoteliales sinusoidales y de kupffer, siendo esas ulti-
mas responsables de producir citocinas proinflamatorias
TNF-a, IL-1, IL-6, interferon gamma (IFN-y), IL-8, ra-
dicales libres y NO. En su papel de 6rgano linfoide, los
hepatocitos y las células estrelladas participan como célu-
las presentadoras de antigenos a través de receptores TLR
lo que lleva a que recluten numerosos neutréfilos, CD4,
CDS8, Natural Killer hepaticos y se desencadenen los me-

canismos moleculares mencionados. Adicional a su papel
activo en la respuesta inflamatoria este es el blanco de
muchas de las citocinas proinflamatorias como el TNF —a
y laIL - 6 que inducen la produccion de reactantes de fase
aguda en él como es la PCR, activan sistemas de coagula-
cion, y especificamente en el higado inhiben la excrecion
de bilirrubina conjugada dando lugar a hiperbilirrubine-
mia indirecta y su respectiva manifestacion sintomatica
de ictericia. En el contexto del proceso inflamatorio, de
piroptosis y apoptosis que ocurre en la sepsis, se generan
lesiones hepaticas que incluyen inflamacion portal, necro-
sis centrolobular, inflamacion lobular, apoptosis hepato-

TABLA 2. Funcion de las Citocinas pro inflamatorias y anti inflamatorias involucradas en la sepsis.

Citocinas proinflamatorias

Funciones

“Regulador master” de produccion de citocinas
inflamatorias, expresion en células endoteliales de
moléculas de adhesion intercelular (ICAM — 1), moléculas
de adhesion vascular (VCAM — 1); activacion de
neutrofilos, eosinofilos y monocitos; Produccion de mas
citocinas (IL -1 e IL — 6), piro6geno enddgeno; Induccion

de produccion de reactantes de fase aguda; activa el sistema
de coagulacion; suprime la division celular en la médula
osea dando linfopenia e inmunodeficiencia; caquexia al
suprimir el apetito; apoptosis

Pir6geno endogeno, activala coagulacion, estimulalahematopoyesis,
promueve la extravasacion de células inflamatorias

Activa linfocitos B y linfocitos T, modula la hematopoyesis;
el mayor mediador de respuesta de fase aguda.

Promueven la respuesta inmune adaptativa tipo 1, la diferenciacion
de LTh 1, induce la respuesta inmune antitumoral.

Actividad antiviral, inmunoparalisis en sepsis

Activacion de macrofagos y células T, anula la respuesta de

Citocinas Anti — inflamatorias

Citocinas Células que las producen
TNF-a Macrofagos activados (Principalmente por LPS),
linfocitos y fibroblastos
IL-1 Macroéfagos activados (Principalmente por LPS),
linfocitos y fibroblastos
IL-6 Macrofagos activados (Principalmente por LPS),
linfocitos y fibroblastos
1L-12 Monocitos/macréfagos, Neutréfilos, células dendriticas
IFN-y Células natural killer, Th1, CD8, Linfocitos C citotoxicos
MIF Células pituitarias, monocitos/macrofagos
los efectos anti inflamatorios de los glucocorticoides
Citocinas Células que las producen
IL-10 Células inmunes del sistema inmune adaptativo
e innatos
TGF-B Macrofagos, células de musculo liso
IL-4 Linfocitos Th 2, mastocitos, basofilos eosinofilos

Funciones
Propiedades inmunosupresivas como bloqueo de presentacion
de antigenos y fagocitosis

Involucrado en reparacion tisular, fibrosis, inmunosupresion
inducida por sepsis

Promueve la diferenciacion de linfocitos Th2

Tomada de: Bloos F, Reinhart K. Virulence. 2014 Jan 1;5(1):154-60.
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celular, colangitis y esteatosis, se encuentra la elevacion
de la bilirrubina mencionada y de la fosfatasa alcalina en
fases tempranas y en fases tardia de transaminasas. Su
doble papel en la eliminacion de los antigenos pero a la
vez ser productor de muchas de las moléculas de la infla-
macion, hacen que en la sepsis se genere un dafio directo
sobre ¢l y a la vez que ¢él favorezca el dafio en otros orga-
nos como el pulmon, que se vera afectado por la excesiva
produccion de citocinas y NO dando lugar al sindrome
de dificultad respiratoria agudo que puede llevar a falla
respiratoria de ahi que sea evaluado en el SOFA a través
del primer parametro de la PAFI y en el SOFA a través de
la frecuencia respiratoria (49, 50).

En la comprension de las manifestaciones clinicas
de la sepsis desde la fisiopatologia, encontramos que en
la respuesta inmune innata, los neutrofilos, reconocidos
como células fagociticas, juegan el papel de proteger al
huésped en la sepsis al encargarse de eliminar los mi-
croorganismos via fagocitosis, en la que la produccion del
NO es determinante; degranulacion, o formacion de tram-
pas extracelulares de neutréfilos (NETs). Adicionalmen-
te, cuentan con receptores que reconocen PAMPs dando
lugar al inicio cascadas de sefializacion para generar la
respuesta ante el patdogeno Sin embargo durante la sepsis
la respuesta inflamatoria sistémica genera la activacion
de neutrdéfilos presentes en la circulaciéon, dando lugar a
obstruccion de capilares y posterior isquemia de tejidos.
Estas células igualmente pueden migrar a érganos vitales,
al parecer gracias a la expresion de un grupo de receptores
en su superficie llamados CCR2, que no median el reclu-
tamiento de estas células en el sitio de la infeccion, pero
si median su infiltracion en 6rganos vitales como pulmon
en el que se da una excesiva activacion de neutrofilos y
en donde estas células liberan factores de lisis y citocinas
proinflamatorias que van a contribuir al dafio del mismo.
La hipoperfusion y la hipoxia tisular que caracteriza la
lesidon organica en la sepsis, se ha atribuido a la oclusion
por neutrdfilos de la microcirculacioén, a la lesion endote-
lial generada por las citocinas producidas en el proceso de
respuesta inmune ante la infeccién que en conjunto dan
lugar a un perfil trombogénico que favorecera la coagu-
lacion intravascular. Adicionalmente en estados de sepsis
severa, segun estudios en modelos animales, los recep-
tores que participan en la quimiotaxis de los neutréfilos
al lugar de la infeccion, llamados CXCR2 que responden
a quimioatrayentes como el CXCL2, disminuyen, al pa-
recer por una desensibilizacion e internalizacion de los

mismos una vez se activa el TLR por los PAMPs bacte-
rianos y ante la generacion de citocinas proinflamatorias
como TNF a y NO, afectandose asi la migracion de los
neutrofilos y con esto el crecimiento descontrolado de las
bacterias, la activacion excesiva de los mismos con largas
supervivencias y agudizando la lesion vascular y organica
descrita (Figura 6) (11, 44, 51).

La inflamacion y la coagulacion estan interconectadas
generando el proceso que se ha llamado inmunotrom-
bosis, de ahi que, sumado al efecto sobre el sistema del
complemento, en la sepsis se presenta disregulacion de
la cascada de la coagulacion al punto que la inflamacion
descontrolada puede promover coagulacion intravascular
diseminada (DIC). Varios elementos de la coagulacion
participan en la amplificacién de la respuesta inflama-
toria, por ejemplo, las plaquetas reconocen PAMPs y
DAMPs mediante los receptores TLR4 expuestos en su
superficie y al hacerlo son capaces de presentar los mi-
croorganismos y antigenos a los neutréfilos dando lugar
a la respuesta inmune mediada por ellos ya descrita (52).

Ahora bien, la DIC, considerada como el mas impor-
tante marcador de pobre pronostico en sepsis, se caracte-
riza por una masiva produccion de trombina, acelerado
consumo activacion de plaquetas, deterioro de la fibrino-
lisis y trombosis microvascular, lo cual es originado en
la sepsis a través de la generacion de factor tisular me-
diador de trombina o factor tisular intravascular (TF),
disminucion de mecanismos anticoagulantes como son la
antitrombina (AT), proteina C activada (APC) y el factor
tisular inhibidor (TFPI); y dafio de la fibrinolisis. El TF,
producido en monocitos, leucocitos, plaquetas y células
endoteliales, bajo la accion de citocinas proinflamatorias
como el TNF-aylalL—1yla HMGBI, parece ser la llave
que conecta la sepsis con la coagulacion. La sangre queda
expuesta al TF de dos maneras, una cuando se genera una
lesion endotelial que permite que sea expuesta a células
extravasculares que expresan el TF, y otra en la que se
expone a monocitos, leucocitos y neutrofilos circulantes
activados en la inflamacion que lo exponen en su superfi-
cie. El TF activa la coagulacion a través del factor Vlla,
al cual se une formando el complejo TF — VlIla que activa
la trombina que lleva el fibrindgeno a fibrina en un pro-
ceso conocido como hipercoagulabilidad, y en paralelo
genera agregacion plaquetaria. Su principal inhibidor es
el TFPI, el cual al igual que el inhibidor del activador del
plasmindgeno (PAI -1), la antitrombina 111, el inhibidor de
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la fibrinolisis activable por trombina (TAFI) y, la proteina
C, hacen parte de los mecanismos anticoagulantes que se
ven reducidos en la sepsis por varios mecanismos, dismi-
nucion de su sintesis, incremento del consumo y degrada-
cion de los mismos por proteasas como la plasmina. La
antitrombina, principal mecanismo anticoagulante, tiene
la habilidad de inhibir la sefial de activacion que ejerce el
LPS sobre los macrofagos disminuyendo asi el nivel de
inflamacion, adicionalmente actua compitiendo con los
patdgenos bacterianos uniéndose a los sitios de union en
las superficies endoteliales previniendo el dafo endotelial

generado por los mismos, dado el impacto de su funcion
en el mantenimiento de la homeostasis de la inflamacion
y la coagulacion, la reduccion de su actividad es propor-
cional a la severidad de la sepsis, la falla organica y la
DIC. La Proteina C es activada en condiciones normales,
por la trombina unida a la trombomodulina y por el re-
ceptor endotelial de la proteina C (EPCR) en las células
endoteliales, una vez se disocia de su receptor de une a la
proteina S logrando inactivar los factores de coagulacion
Vay Vllla, ademas disminuye la apoptosis de células en-
doteliales y linfocitos e inhibe el PAI -1; en la sepsis es
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FIGURA 6. Neutrdfilos en la fisiopatologia y clinica de la sepsis.

Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articulo: S6nego F, Castanheira FV, Ferreira RG, Kanashiro A, Leite CA, Nascimento
DC, et al. Paradoxical Roles of the Neutrophil in Sepsis: Protective and Deleterious. Front Immunol. 2016;7(155):1-7.
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inhibida por la HMGBI1 que interfiere en la union de la
trombina — trombomodulina. Otro evento de la coagula-
cion que explica fenomenos de la sepsis es el hecho de
que en las plaquetas activadas se expresa la P —selectina
luego de que han sido expuesta a la trombina y esto media
la unién de los leucocitos a las células endoteliales y su
activacion contribuyendo a la lesion difusa de la micro-
vasculatura que explica el dafio organico ya mencionado
(11, 52, 53).

Durante la sepsis otro sistema que se ve fuertemen-
te involucrado es el sistema de complemento que provee
una linea importante de defensa del huésped al ayudar a
contener y destruir los patégenos. En este sistema los pa-
tdgenos son reconocidos por una de sus tres vias de acti-
vacion, la de la clasica, la de la lectina, y la alternativa,
las cuales llevan a una activacion final de varios mecanis-
mos, uno es la produccion del C3 quien se encargara de la

opsonizacion de las bacterias permitiendo su posterior fa-
gocitosis; otro es la generacion de las anafilotoxinas C3a,
C4a y C5a, que aumentan la permeabilidad de los vasos
sanguineos, atraen leucocitos, C5a parece participar en el
desarrollo de la paralisis inmunitaria, disfuncién multior-
ganica, apoptosis de células de la médula suprarrenal y
desequilibrio en el sistema de la coagulacion; y finalmen-
te esta el mecanismo del ensamblaje del complejo final
C5b — 9 que lisara membranas bacteriana. El sistema de
complemento y la coagulacion interactuan y es por esto
que encontramos como los productos finales del comple-
mento, incrementan la trombogenicidad de la sangre al
inducir la produccion de procoagulantes y proteinas an-
tifibrinoliticas asi como la inhibicion de anticoagulantes
naturales, amplifica la coagulacion mediante la modifica-
cion de los fosfolipidos de las membranas, mediante la
activacion de las plaquetas. Un ejemplo bien estudiado
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FIGURA 7. Integracion de los Sistemas de Coagulacion y Complemento en la Sepsis

Fuente: Construida por los autores con base en la hallada en el articulo: Allen KS, Sawheny E, Kinasewitz GT. Anticoagulant modulation of inflam-
mation in severe sepsis. World J Crit Care Med. 2015 May 4;4(2):105-15; Lupu F, Keshari RS, Lambris JD, Coggeshall KM. Crosstalk between
the coagulation and complement systems in sepsis. Thromb Res. 2014;133(01):S28-31.
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es el papel del complejo C5b — 9 que de manera especifi-
ca puede inducir la produccion del TF, inducir la fosfati-
dilserina en la superficie de las plaquetas ofreciendo una
superficie catalitica para la agregacion plaquetaria; otro
ejemplo es el de la proteasa 2 de serina — lecitina unida a
manan (MASP2) de la via de la lectina que activa la coa-
gulacion al activar la trombina. De forma paralela en la
interaccion de estos dos sistemas se encuentra que ciertas
enzimas de la coagulacion como la trombina y el factor
Xa activan componentes de la cascada del complemento,
asi, la trombina puede actuar como C5 convertasa inde-
pendiente del C3, actia sobre receptores especificos ubi-
cados en las plaquetas, células endoteliales y leucocitos,
llamados receptores con actividad de proteasa (PARs) que
inducen la expresion del TF en las células y liberacion
del PAI — 1 que lleva a la inhibicion de la fibrindlisis y
disminucion de la trombomodulina; el factor XIla activa
el componente C1 del complemento y la proteina C por su
parte puede inhibir la activacion del complemento (Figura
7) (11, 53, 54).

Conclusién

Las bacterias gram negativas han sido las mas vincu-
ladas como agentes etiologicos de la sepsis, lo cual ha
hecho que se avance en el estudio y la comprension de su
principal estructura antigenica, el Lipopolisacérico, y los
mecanismos por los que desencadena la respuesta inmu-
ne que llevara a la liberacion de las moléculas pro y anti
inflamatorias que conduciran a los procesos organicos y
sistémicos que dan lugar a la clinica del paciente séptico
durante el curso de la enfermedad. Aunque sean diversas
las moléculas antigénicas existentes en los distintos gru-
pos de microorganismos, una vez desencadenada la res-
puesta inmune, los mediadores moleculares que explican
la clinica del paciente, son basicamente los mismos, asi
que la comprension de éstos y sus efectos permiten al mé-
dico y profesionales de la salud anticiparse en el manejo
asertivo de la clinica del paciente.
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