Sepsis — Aspectos moleculares
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RESUMEN

Estudios realizados en la pasada década han conducido
a un importante progreso en la comprension de los meca-
nismos de defensa sistémica del huésped y la fisiopatologia
de los cuadros infecciosos en sus estadios de gravedad
creciente: infeccién, sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS), sepsis, sepsisseveray shock séptico.

En esta revisién de la literatura se examinaron los
aspectos moleculares de la invasién del huésped y los
mediadores del proceso inflamatorio agudo local y se
describen los aspectos moleculares del mecanismo de
resolucion exitosa de un proceso inflamatorio. También se
detallan las posibles causas a las que se atribuye el pro-
greso de un proceso inflamatorio con respuestas sistémicas
que, ain con cuidados que comprenden la internacién del
paciente en unidades de cuidados intensivos con apoyo
de profesionales altamente capacitados, equipamientos de
alta tecnologia y la aplicacion de los farmacos disponibles,
termina con lamuerte de 34 a45 % de pacientes con sepsis
severa 6 shock séptico.

Por ultimo, se detallan terapias adyuvantes derivadas
de la comprensién a nivel molecular de los mecanismos
patogénicos del cuadro séptico tales como anti factor de
necrosis tumoral y proteina C activada, entre otros.
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INTRODUCCION

La sepsis es un sindrome que resulta de la respuesta
inflamatoria sistémica de pacientes coninfecciones severas.
Segun la Asociacion Médica Argentina este cuadro consti-
tuyeunadelastantas paradojas que se suscitan actualmente
en el campo de la salud ya que no solo sigue teniendo una
incidenciay unamortalidad tan elevadas comohace décadas
si no que la misma estd en aumento. (1)

Cuando en estos pacientes se presenta hipotensién con
necesidad del uso de inotrépicos y falla multiorganica esta-
mos en presencia de un cuadro de shock séptico, entidad
que es la causa mas coman de mortalidad en las unidades
de cuidados intensivos. (2)

La septicemia (sepsis con bacteriemia) ha sido causa de
mortalidad de 23,3 /0000 personasen el afio 1998 y de 25,0/0000
en al afo 2002, segun cifras del INDEC en Argentina (3).

El impacto médico, econémico y social de la sepsis es
enorme, no solo por ejercer una intensa demanda sobre el
cuerpo profesional hospitalario (equipos médicos intensi-
vistas y las demas especialidades vinculadas directamente
a su atencion como infectdlogos, nefrélogos, hematdlogos
etc.), sino también por la alta demanda de equipamiento e
instalaciones para tratar este tipo de pacientes, produciendo
una significativa carga en los recursos de salud, llegando a
un 40% del gasto total de las Unidades de Cuidados Inten-
sivos (4).

ETIOLOGIA

Las infecciones bacterianas son la causa mas frecuente
desepsis (5), particularmente lasbacterias gram negativas y
gram positivas, aunque los virus y hongos también pueden
causar este cuadro. Por otro lado, cultivos sanguineos
negativos pueden presentarse en pacientes con un presunto
cuadro infeccioso y en serias condiciones inflamatorias no
causadas por infeccion (6).
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SECUENCIA DE EVENTOS EN LA SEPSIS

Los sindromes de respuesta organica ala infeccion han
sido clasificados en una secuencia de cuadros de gravedad
creciente. Dicha clasificacion incluye a la infeccion, el sin-
drome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), la sepsis,
la sepsis severay el shock séptico - Fig. 1. (7)

Fig. 1. Espectro de cuadros inflamatorios con severidad en incremento.

INFECCION

El proceso comienza con la proliferacion de microorga-
nismos patogenos o potencialmente patdgenos en un sitio
normalmente estéril. Los mismos pueden ser bacterias gram
positivas y hongos o bacterias gram negativas conteniendo
endotoxinas. El proceso se inicia con la interaccion entre molé-
culasdelapared delos microorganismosllamadas adhesinas
que se enlazan especificamente a moléculas de la célula o
tejido del huésped denominadas receptor (8). Las adhesinas
determinan el tropismo tisular del patégeno. Receptores y
adhesinas varian dependiendo dela cepabacterianay el tejido
huésped. (Tabla 1).

Luego de la adhesion bacteriana, el proceso de invasion
del huésped puede ser ayudado por la produccion por parte
delosmicroorganismos, de proteinas conactividad enzimatica
denominadas invasinas. Estas moléculas le permiten a las
bacterias evadir la respuesta inmune humoral y asi, poder
proliferar (Tabla 2). (9)

Tabla 2: Algunas proteinas bacterianas que son consideradas invasinas.

Bacteria Invasina Actividad de la invasina

Conwvierte fibrinégeno en
fibrina

Altera la membrana del

neutréfilo y produce
descarga de lisosomas

Lecitinasas y fosfolipasas

que lisan eritrocitos
Degrada acido

Staphylococcus

Coagulasa
aureus

Staphylococcus
aureus

Leucocidina

Streptococcus sp. Hemolisinas

Hialuroni- . b .
Streptococcus sp. hialurénico del tejido
dasas .
conectivo
- Disuelve el colageno de
Clostridium sp. Colagenasa &

las masas musculares

La invasion de tejidos por microorganismos genera en el
huésped un proceso inflamatorio agudo consistente en una
cascada de mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios
dependiendo el resultado final dela virulencia del microorga-
nismo y el grado de resistencia o susceptibilidad del huésped
(10). El proceso inflamatorio puede permanecer limitado ala
zona cercana a la injuria (respuesta local) o comprometer a
todo el organismo (respuesta sistémica).

MEDIADORES DEL PROCESO INFLAMATORIO
AGUDO LOCAL

El procesoinflamatorio es unareaccion de proteccién tisu-
lar que se produce en casos de irritacion, injuria o infeccién.
Es preciso destacar que este proceso se desencadena no solo
en casos de ingreso de agentes patdgenos al organismo sino
tambiénen casos de traumas multiples, injuria porisquemia

—reperfusion y estados como la pancreatitis, entre otros.

Tabla 1. Ejemplos de adhesinas bacterianas y receptores en distintas células huésped o tejidos.

Bacteria Adhesina Receptor Tejido huésped Enfermedad
Streptococcus Proteina enlazada a la N-acetilhexosamina- oo .
. . Epitelio mucoso Neumonia
pneumoniae célula galactosa
Neisseria N-metilfenilalanina de la . - .
o Glucosamina-galactosa Epitelio uretral o cervical Gonorrea
gonorrhoeae fimbria
E.Coli enteropatégeno Tipo 1 de fimbria Carbohidratos especificos Epitelio intestinal Diarrea
E.Coli uropatégeno Tipo 1 de fimbria Carbohidratos complejos Epitelio uretral Uretritis
E.Coli uropatégeno Fimbria P Globobiosa eplazada a Tracto urinario superior Pielonefritis
ceramida
Bordetella pertussis Fimbria Galac’to‘sa sobre un Epitelio respiratorio Coqueluche
glucolipido sulfatado
g N-metilfenilalani . .
Vibrio cholerae met i?r;z:?:ma de la Fucosa y manosa Epitelio intestinal Célera
Micoplasma Proteina de membrana Acido sialico Epitelio respiratorio Neumonia
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Si tomamos como ejemplo el caso de una injuria por
trauma tisular de mediana intensidad, el tejido dafiado
emite varios tipos de respuesta. Una de estas respuestas
estadada porlas célulasrotas del tejido danado que liberan
proteinas estimuladoras de la produccién de citoquinas.
Entre estas proteinas podemos mencionar a la proteina de
stress por calor (o heat-shock protein), cuya presencia se
incrementa cuandola célulaes expuesta a altas temperaturas,
y péptidos mitocondriales portando grupos N- formilos.

Esta proteinaasu vez, estimulalaliberaciénde citoquinas,
fundamentalmente interleuquina 1 (IL1), interleuquina 6
(IL 6) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF a) producidas
principalmente por macréfagos.

Otra respuesta es el reconocimiento de productos
constituyentes o secretados por las bacterias por medio
de receptores tales como el Toll- like receptor de mastocitos,
macrofagosy neutroéfilos (11). Este tipo de receptor reconoce
moléculas de los agentes patdgenos que usualmente son
necesarias parala sobrevida delos mismos en el organismo.
Entre esas moléculas (que no estan presentes en células
eucariotas) se pueden mencionar a los lipopolisacaridos ,
peptidoglicanos y manosa, entre otras.

MECANISMOS DE DEFENSA ESPECIFICOS E
INESPECIFICOS

Una vez iniciada la respuesta inflamatoria aguda, se
ponen en juego los sistemas de defensa especificos e
inespecificos del organismo. Se activa el complemento y
se genera C3b, C4a y C5a. Estos componentes activos del
complemento degranulan los mastocitos circundantes y se
libera en el medio histamina que produce vasodilatacion
(responsable del calor y enrojecimiento delazona) y aumento
de la permeabilidad vascular (responsable del edema). Las
citoquinas IL1y TNFa secretadas por monocitos, macroéfa-
gos, células T y NK estimulan a las células endoteliales de
los capilares aexpresar moléculas de adhesion celular tales
como la molécula de adhesién intercelular 1 (ICAM-1) y la
E-selectina (12). A su vez, los neutroéfilos expresan L selec-
tina e integrinas. Por interaccion entre estas moléculas de
adhesidn el neutrofilo primero se desliza sobre el endotelio
(rolling), luego se adhiere firmemente a la superficie de la
célula endotelial y finalmente migra a través de la union
entre células endoteliales para acudir a la zona donde estan
los agentes patogenos.

El proceso de migracién es estimulado por moléculas
quimioatractivas tales como componentes del complemento,
prostaglandinas, leucotrienes y otros mediadores inflama-
torios que reciben el nombre genérico de quimoquinas (por
su efecto de quimioatraccién) (13).

Células ya estacionadas en los tejidos, tales como mas-
tocitos y macréfagos también responden rapidamente a las
sefiales que se disparan cuando hay un trauma tisular que

involucra un proceso inflamatorio. Estas células, activadas
por las moléculas quimioatractivas, liberan histamina,
eicosanoides, TNF, proteasa y quimioquinas. (14)

Losmacréfagosy neutroéfilos que hanacudidoalos tejidos,
activados por las sustancias quimioatractivas, producen su
respuesta bactericida mediante una via dependiente del
oxigeno y otra via independiente de esta molécula.

En la via dependiente de oxigeno estas células forman
peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilos (altamente
téxicos) y en el caso del neutrofilo que contiene mieloperoxi-
dasa, forma adicionalmente acido hipocloroso. También
en esta via, por medio de la sintetasa de 6xido nitrico (NO)
inducible, se forma NO que se convierte en los aniones toxi-
cos peroxinitritos los cuales pueden ultimamente generar
también radicales hidroxilos (10).

En las células fagociticas, especialmente los macroéfagos
cuando son activados (después de su contacto conbacterias,
lipopolisacaridos o TNF, entre otros) se activa también el
Factor nuclear k B (NF-kB) (15). Este factor, es un complejo
heterodimérico que en condicionesnormales permaneceen
el citoplasma celular y es inhibido de pasar al niicleo celular
por su enlace con el inhibidor de NF-kB, el IkB. Cuando
el macrofago se activa, el inhibidor IkB es fosforilado y en
ese estado libera al FN-kB que se transloca al nicleo celular.
Alli, el FN-kB se enlaza a sitios promotores del DNA y causa
estimulacion de la trascripcion de mediadores proinflama-
torios tales como TNFa, e IL-1. (Fig. 2)

El TNF y las quimioquinas, combinadas con prostaglan-
dina E2 (PGE2) derivada de los mastocitos y defensinas
derivadas de los neutrdfilos involucrados en el proceso
inflamatorio reclutanlinfocitos que agregaranlasrespuestas
inmunitarias al proceso inflamatorio en marcha.

RESOLUCION DEL PROCESO INFLAMATORIO

Lainfeccion se resuelve exitosamente cuando se produce
una apropiada respuesta del huésped con reclutamiento
de leucocitos fagocitos, activacion de macréfagosy produc-
cién de mediadores que llevan a la regeneracion celular

Factor nuclear kB(FN-xB) + Inhibidor del Factor xB (IxB)
¢ Activacién celular
Fosforilacién de IxB
Translocacidn de NF-«B al nicleo

Enlace de NF-xB a sitics promotores del DNA

Activacién de la transcripcidn con produccién de TNFae IL-1, entre otras
moléculas proinflamatorias

Fig. 2 . Esquema de la via de activacion del Factor nuclear xB (FN-xB).
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y cicatrizacion de heridas. Se han detectado mediadores
endogenos que controlan la inflamacién y producen la
resolucion organizada del proceso inflamatorio. Entre ellos
podemos mencionar a las lipoxinas (LXs), las lipoxinas
formadas por estimulacién por aspirina (ATLs) y las resol-
vinas. Todas estas moléculas son de naturaleza lipidica y
sus acciones bioldgicas han generado la denominacion de:
“mediadores lipidicos protectores” para designar alas molé-
culas quesirven debase parasu sintesis, fundamentalmente
los acidos araquidonico y eicosapentaenoico (EPA) .

El mecanismo de biosintesis es un proceso complejo
ya que moléculas proinflamatorias como PGE2 y PGD2
estimulan a monocitos y neutrdfilos a producir una 15
lipooxigenasa (LO) primero y luego a una 5 LO para usar el
acido araquidénico de la membrana celular para sintetizar
lipoxina A4 (LXA4). Adicionalmente una 5 LO leucocitaria
junto a una 12 -LO sintetizan LXB4 a partir del mismo
precursor (16) (Fig. 3).

En condiciones experimentales estos mediadores anti-
inflamatorios han mostrado inhibir tanto la produccién
de citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL1, etc), como la
infiltracion de neutroéfilos y el aumento de permeabilidad
vascular, entre otros (Tabla 3). (17).

La accidn de las resolvinas, por otro lado, coadyuva al
efecto antiinflamatorio de las lipoxinas

Inhibiendo la activaciéon y migracién de leucocitos fago-
citos y el factor nuclear kB. (18)

Otras citoquinas que han demostrado accién antiinfla-
matoria son IL-10; IL-13; IL-4; IL-6 e IL-12 (en general, todas
ellas disminuyen el nivel de TNFa). (19).

Mediadores hpidicos antunflamatorias
Acido Acido Acido
araquidénico  eicosapentaenoico docosahexaennico

H
H

; +

v '
Eicosanoides Eicosanoides Docosanoides
. : !
Lipovinas Resalvinas Fesobsinas
Lipoxinas (serie 18R) (sexie 17R)
estivdadas
poY aspiring

Fig. 3. Espectro de mediadores lipidicos enddgenos con accién antiinfla-
matoria.

PROGRESO DEL PROCESO INFLAMATORIO

Sin embargo, el organismo puede no resolver el
proceso infamatorio debido a que responde a la inva-
sién microbiana con la generacion de una respuesta
caracterizada por la produccién no regulada de los

Tabla 3: Acciones de lipoxinas y lipoxinas sintetizadas por accién de
aspirina, para estimular la resolucion de un proceso inflamatorio.

Célula Efecto
Neutréfilo Inhibicién de quimiotaxis, migracién,
degranulacién
Macréfago Fagocitosis, no inflamatoria, de neutréfilos
apoptéticos
Eosindfilos Inhibicién de quimiotaxis y movilizacién
inducida por alergenos
Células Inhibicién de la produccién de ILT e IL2 y
dendriticas de la migracién

mediadores proinflamatorios (20). Esta respuesta, mas
que el efecto directo de los microorganismos invasores,
lleva a cuadros de gravedad incrementada que involu-
cran respuestas sistémicas.

La etapas de gravedad incrementada de respuesta
sistémica a la inflamacién son secuencialmente: el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémico (SIRS) ;
la sepsis, la sepsis severa y el shock séptico (21).

Se describe con el nombre de sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS).

la respuesta clinica a un proceso inflamatorio no
especifico queincluye dos o mas de los siguientes signos:
1) temperatura > 38°C o menor de 36°C; 2) frecuencia
cardiaca > 90 por minuto; 3) frecuencia respiratoria >
20 x minuto o PCO2 < 32 mmHg y 4) contaje de leucoci-
tos > 12000 x uL 6 <4000 x uL 6 10 % o mas de formas
inmaduras de neutréfilos (22).

Cuando estos sintomas se presentan en un proceso
infeccioso documentado el cuadro se define como
sepsis. En este ultimo cuadro se suman, a los signos
arriba sefialados, alteraciones en la funcion/perfusion
de algunos 6rganos y se puede agregar al menos 1 de
las siguientes manifestaciones: 1) alteraciones del estado
mental; 2) hipoxemia (PaO2 <72 mmHg ) no producida
por enfermedad pulmonar; 3) lactacidemia elevada; 4)
oliguria (23).

Si la sepsis se acompana de hipotensién o manifesta-
ciones de hipoperfusion sistémica (con la consiguiente
falla orgénica) el cuadro recibe la denominacién de
sepsis severa (24).

El cuadro mas grave de respuesta inflamatoria sisté-
mica se corresponde a un grupo de pacientes con sepsis
severa que desarrolla hipotensién aun con un adecuado
aporte de fluidos. Esta hipotension esta asociada con
gravesanormalidades de hipoperfusion tisular con falla
multi-organica, que incluyen pero no estan limitados a
acidosis lactica, oliguria y aguda alteracién del estado
mental y resulta en una alta tasa de mortalidad (~ 40 a
50 % ). Este cuadro recibe el nombre de shock séptico
(25).
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MEDIADORES DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA SISTEMICA

Se adjudicaalas citoquinas TNFa elL-1 unrol central
en la fisiopatologia de la inflamacién sistémica.

El TNFa aumenta en sangre circulante después de
la infusién de endotoxina en humanos (26). Por otro
lado, pacientes sépticos presentan niveles circulantes
aumentados de IL-1 3 (27). IL-1 y TNF, cuando estan
elevados, inducen enzimas que afectan la vasculatura
y el microambiente tisular, via mediadores tales como
prostaglandinas, leucotrienes y 6xido nitrico .

IL-1 y TNF através de su efecto de aumento de expre-
sion de los genes de fosfolipasa A2 y ciclooxigenasa 2
(28), aumentan la sintesis de prostaglandinas, sobre
todo PGE2, que produce sintomas tales como fiebre,
dolor de cabeza, mialgias y artralgias. Estos sintomas
se reducen 6 desaparecen cuando se administran
inhibidores de ciclooxigenasa.

Por otro lado, IL-1 y TNF cuando aumentan por
efecto de endotoxina, estimulan la transcripciény la
translacién delas formas inducibles de la NO sintetasa
y aumento de liberacion de NO de origen constitutivo
(29) . Se estima que en los cuadros de shock séptico
experimental, la caida de la presidn arterial media y la
disminucion de la resistencia vascular sistémica con la
falla multiorganica consiguiente, serian mediados por
la induccién de la sintesis de NO en las células muscu-
lares lisas vasculares.

Adicionalmente, IL-1 y TNF actian sobre el endotelio
vascular produciendo su activacion (30).

La activacion del endotelio vascular transforma a
esta estructura de una superficie no coagulante en una
superficie procoagulante, produce la apariciéon en su
superficie de moléculas de adhesidn e incrementa la
sintesis de mediadores proinflamatorios y sustancias
vasoactivas.

Enlos enfermos sépticos las células endoteliales acti-
vadas por las citoquinas proinflamatorias comienzan a
sintetizar Factor tisular, se pierde antitrombina IlI, hay
muy bajos niveles de proteina C y en los vasos; via la
interaccion del Factor tisular con el Factor VII, se activa
la via extrinseca de la coagulacién (31). En la sepsis
no solo se produce activacion de la via extrinseca de la
coagulacion con atenuacién de la funciéon anticoagu-
lante, sino que también hay una fibrinolisis alterada
llevando el balance hacia la formacién de trombina y
generacion de fibrina. La naturaleza de este disbalance
varia de un lecho vascular a otro por lo cual el compro-
miso de los 6rganos en el paciente séptico puede variar
(32). Estas alteraciones contribuyen a generar hipoxia
tisular y falla multiorganica, causa altima de muerte
en el paciente séptico.

ASPECTOS TERAPEUTICOS

El gran desarrollo en el conocimiento de la fisiopatologia
de la sepsis ha permitido algunas aproximaciones tera-
péuticas adyuvantes basadas en la actuacion sobre las
moléculas mediadoras del proceso inflamatorio (agrega-
dos a las determinadas por la sintomatologia y datos de
laboratorio: terapia antimicrobiana, moderadas dosis de
corticoides, altas dosis de insulina, agentes vasoactivos,
administracion de eritrocitos, agentes inotroépicos, venti-
lacion mecdanica si correspondiere, entre otros) (33).

Detallamos a continuacion terapiasadyuvantesbasadas
en estos aspectos moleculares ya probadas en ensayos
clinicos en pacientes.

A pesar de que hay multiples evidencias de que el
TNFa esta fuertemente involucrado en la fisiopatogenia
de la sepsis, el uso de inhibidores de esta molécula (ada-
limumab) solo ha demostrado una mejora de 3 a 6 % en
la sobrevida de 2634 pacientes estudiados en el ensayo
clinico MONARCS (34), resultado coincidente con otros
ensayos clinicos.

Encarando otro aspecto delafisiopatogeniay, dado que
virtualmente todos los pacientes con sepsis presentan
desordenes de la coagulacion se han estudiado terapias
que apuntan a actuar sobre dicho mecanismo (32).

Ensayos clinicos usando inhibidores del mecanismo
de la coagulacion activado a partir del Factor tisular en
pacientes sépticos nohan mostrado tendenciaadisminuir
la mortalidad en el ensayo clinico OPTIMIST con 1955
pacientes (35) y si, han presentado como efecto colateral
el riesgo de hemorragias .

Eluso de antitrombina Il en multiples ensayos clinicos
no habia mostrado significativo beneficio terapéutico (36),
hasta un ensayo realizado en 2006 con altas dosis de esta
droga (37) que mostro efectos beneficiosos en pacientes
sépticos con moderado riesgo de muerte.

Por altimo, una droga mas promisoria, aunque costosa,
esla Proteina C activada (drotrecogin alfa) que ha demos-
trado efecto beneficioso significativo en pacientes sépticos
en multiples ensayos clinicos, entre ellos el PROWESS
realizado en 2001 (38), y el ENHANCE (39) realizado en
2005 que confirmé los hallazgos del ano 2001.
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