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Resumen

El modelo de ligadura y puncion de ciego (CLP) se utiliza para estudiar
mecanismos fisiopatologicos de dafio en sepsis. En el modelo de choque
endotoxico , la administracién de dosis subletales de lipopolisacéarido (LPS),
protege contra dosis letales posteriores; sin embargo, éste efecto se desconoce en
el modelo de CLP. En este estudio se explord el efecto de la administracion de
dosis subletales de LPS por la via oral (O), en la sobrevida y produccion de
citocinas de animales con sepsis polimicrobiana. Durante la primera fase del
estudio, ratones Balb/c machos fueron agrupados en a) sham, b) controles, c)
tratados con 5 dosis subletales de LPS (50 ug/100 nl) dos veces por semana via
intraperitoneal (IP) o d) tratados via O. Sélo los grupos control y tratados con LPS
vias IP y O fueron retados con la CLP. Se evaluo superviviencia, positividad de
hemocultivos, andlisis microbiolégico de heces, concentraciones séricas de TNF,
IFN-y, IL-6 e IL-10, expresion de TNF en higado y pulmén, ademas del porcentaje
de células de Kupffer en higado y de edema en pulmoén, y la presencia de
inmunoglobulinas anti-LPS. En la segunda fase, ratones Balb/c fueron agrupados
en a) sham, b) controles, tratados profilacticamente con c¢) 0.01,d) 0.1,e) 1 o) 10
mg/kg de fragmentos F(ab), anti-TNF; éste mismo protocolo fue probado con
fragmentos F(ab), anti-IFNy. En estos grupos se evaluo la superviviencia y
produccion sérica de TNF, IL-1, IL-6, IFN-y e IL-10. Una vez definida la dosis
protectora para cada anticuerpo, su administracion se inicié en diferentes tiempos
para definir su papel terapéutico. Los resultados de la primera fase mostraron que

solo la CLP ocasioné una infeccion polimicrobiana, y que el tratamiento con LPS



via O protegi6 vs el grupo C (87% vs 50%)(p<0.05). La proteccion se asocié con
reduccion de IFN-y vs C (p<0.05) y aumento de IL-10 4h después de la cirugia,
reduccion del tiempo de expresion de TNF hasta las 4h en higado y retraso de la
expresion a partir de las 4h en pulmon del grupo O vs la expresidén observada en C
(desde la 1.5-24h). El tratamiento con LPS via O también redujo el porcentaje de
células de Kupffer en higado (27.5 vs 37.7) y % de edema en pulmén (12.51 vs
26.6) vs C (p<0.05). Finalmente en el grupo O se observé un predominio de IgM vs
los grupos C e IP (p<0.05). En la segunda fase del estudio, el tratamiento con
fragmentos F(ab)2 anti-TNF protegio en dosis de 1 mg/kg vs C (69% vs 29%;
p<0.05). La proteccién se asocid a la coexistencia de IL-1p e IL-10 durante las
primeras 24h de estudio, ademas de niveles elevados de IL-6 a las 48, disminuyo
IL-1B y aumentd IL-10. Finalmente observo que el tratamiento con 1 mg/kg de anti-
TNF, protegi6 solo cuando se inicié -2h, -30min o 30min de la CLP. Por su parte,
la administracion de fragmentos F(ab), anti-IFN-y aumento la superviviencia en
dosis de 0.01 mg/kg (78%) vs 33% documentado en C (p<0.05), lo que se asocid
con la coexistencia de Il-1p e IL-10 durante las primeras 24h de estudio, 48h
después disminuyé IL-13 y aumento IL-10, en tanto que la IL-6 se mantuvo
elevada durante todo el estudio. El efecto terapéutico del anti-IFN-y pudo
constatarse cuando se administré -2 o 24h después de la CLP, ya que aumento la
supervivencia en 88 y 94% respectivamente vs 54% observada en C (p<0.05). Se
concluye que el tratamiento con dosis subletales de LPS via oral protegio
significativamente en el modelo murino de sepsis inducida por CLP.

Palabras clave. CLP, sepsis, tolerancia, coexistencia



Abstract

Cecal ligation and puncture model (CLP) is used to investigate mechanisms
of tissue injury in sepsis. In endotoxic shoch model, administration of sublethal
doses of lipopolysaccharide (LPS), protects against subsequent lethal doses;
however, this effect is unknown in CLP model. This study was aimed to explore the
effect of administration of sublethal doses of LPS by oral route (O), on the survival
and cytokine milieu in animals with polymicrobian sepsis. In a first phase male
mice Balb/c were grouped into a) sham, b) controls, c) treated with 5 sublethal
doses of LPS (50 ng/100 ul) twice a week by intraperitonel route (IP) or d) treated
by O route; the control group and those treated with LPS O and IP routes were
challenged with CLP. We evaluated survival, positive blood cultures,
microbiological testing of stool, serum concentrations of TNF, IFN-y, IL-6 and IL-10,
TNF expression in liver and lung, as well as percentage of Kupffer cells in liver and
lung edema, and presence of anti-LPS immunoglobulins. In the second phase,
Balb / ¢ mice were divided into a) sham, b) controls, treated prophylactically with c)
0.01,d) 0.1, e) 1 of) 10 mg / kg of F (ab) 2 anti-TNF fragments, this protocol was
also tested with F (ab) 2 anti-IFN- y fragments. In these groups we evaluated the
survival and production of serum TNF, IL-1, IL-6, IFN-y and IL-10. After the
protective dose for each antibody, was defined, its administration was initiated at
different times.
The results of the first phase showed that LPS treatment significantly protected via

O in comparison with C group (87% vs 50%; p0.05). This
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protection was associated with reduced IFN-y vs C (p <0.05) and increased IL-10

4h after surgery. The TNF expression was abolished at 4h in liver, while it initiates
at 4h and continues until 48h in lung of group O vs expression observed in C (1.5-
24h). LPS treatment by O route also reduced the percentage of Kupffer cells in
liver (27.5 vs. 37.7) and percentage of lung edema (12.51 vs 26.6) vs C (p <0.05).
Finally, in the O group showed a predominance of IgM vs C and IP groups (p
<0.05).

In the second phase of the study, treatment with F (ab) 2 anti-TNF
fragments protected in doses of 1 mg/kg vs C (69 vs 29%; p<0.05). This protection
was associated with the coexistence of IL-18 and IL-10 during the first 24 hours of
study, and high levels of IL-6; 48 after CLP, IL-1p decreased and IL-10 increased.
Finally, we found that treatment with 1 mg /kg of anti-TNF protected only when it
was began prior (-2h, -30min) or 30min after from the CLP. Administration of F
(ab) 2 fragments anti-IFN-y protected at doses of 0.01 mg/kg (78% survival) vs C
(33%) (p <0.05), which was associated with coexistence of II-1p and IL-10 during
the first 24 hours of study, decreased IL-1p and increased IL-10 48h after of CLP,
while IL-6 remained elevated throughout the study. Therapeutic effect of anti-IFN-y
was tested when his administration started -2 or 24h after CLP, increased survival
at 88 and 94% respectively vs 54% observed in C (p <0.05). We conclude that the
treatment with sublethal doses of LPS by oral route significantly protects in the

sepsis murine model induced by CLP.

Keywords. CLP, sepsis, tolerance, coexistence
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Abreviaturas

ACTH. Hormona adrenocorticotrofica
ADH. Hormona antidiurética

BS. Choque bacteriano

C. Control

c/u. Cada uno

C5. Proteina C5 del complemento

CARS. Sindrome de respuesta anti-inflamatoria compensatoria
CD14s. CD14 soluble

CLP. Ligadura y puncién de ciego

DIC. Coagulacion intravascular diseminada
DNA. Acido desoxiribonucléico

ES. Choque endotoxico

EtxB. Enterotoxina B

ExS. Choque enterotoxico

Hg. Mercurio

HGMBI. High-mobility group box 1

hr. Hora

hrs. Horas

IFN. Interferén

IL. Interleucina

IP. Intraperitoneal

IRAK. Receptor de IL-1 asociado a cinasa

IRF. Factor regulador de interferén
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IFN. Interferén

iINOS. Oxido nitrico sintetisa inducible

iv. Intravenoso

JNK. Jun cinasa

Kg. Kilogramo

LBP. Proteina de union al lipopolisacarido

LD. Dosis letal

LPS. Lipopolisacérido

LTA. Acido lipoteicoicoacion de macréfagos
mg. Miligramos

ug. Microgramos

ml. Mililitro

ul. Microlitro

MHC. Molécula principal de histocompatibilidad
MIF. Inhibidor de la migracion de macréfagos
mm. Milimetros

MRNA. RNA mensajero

MyD88. Proteina mieloide para la diferenciacion
NF. Factor nuclear

NK. Natural Killer

NO. Oxido nitrico

NOD1. Dominio del reclutamiento de caspasa 4

NS. No significativo



O. Oral

PaCO2. Presion parcial de CO, en sangre

PGE2. Prostaglandina E;

PepG. Peptidoglucanos

Pg. Picogramo

PKC. Proteina Cinasa C

PKR. Proteina cinasa dependiente de RNA

PMN. Polimorfonucleares

RNA. Acido ribonucléico

RPM. Revoluciones por minuto

I'TNF. Receptor para TNF

S. Grupo sham (simulado)

SIRS. Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
SHIP. Proteinas con dominio SH2 y funcion inositol fosfatasa
SO. Superoxido

SS. Choque séptico

TF. Factor tisular

TGF. Factor de crecimiento transformante

TIR. Dominio homologo del receptor Toll/IL-1
TIRAP. Proteina adaptadora que contiene dominios TIR
TLR. Receptor tipo toll

TNF. Factor de necrosis tumoral

Tollip. Proteina que interactua con Toll

TRAF6. Receptor para factor de necrosis tumoral asociado a factor 6



Antecedentes

La sepsis representa la causa mas frecuente de morbi-mortalidad en las
unidades de cuidados intensivos post-quirargicas. El cuadro clinico de la sepsis
también es desarrollado por pacientes politraumatizados y quemados, por lo que
es comun encontrar en la literatura el término de “sindrome séptico”; sin embargo
por definicidn la sepsis implica la presencia de un foco infeccioso que
desencadena los mecanismos y sintomatologia caracteristicos de la enfermedad.

En los afios 90’s su incidencia se estimo en alrededor de 400,000 casos
anuales en los Estados Unidos, 50% de los cuales evolucionaron a choque séptico
(SS), ocasionando la muerte de unas 100,000 personas [Parrillo Jy col, 1990]. En
un estudio mas reciente en el mismo pais, Angus y colaboradores (2001)
reportaron un aumento en la incidencia de la enfermedad, estimando en 751,000
los casos anuales de sepsis grave y una mortalidad de alrededor de 215,000
personas [Angus DC y col, 2001]. El evidente aumento de casos y decesos se
atribuye en gran medida a la utilizacion de procedimientos médicos invasivos y la
resistencia que han desarrollado diversos patdogenos contra antibidticos, debido a
su uso indiscriminado [Remick DG, 2001]. Angus y colaboradores también
calcularon en unos USD$ 22,100 el promedio del costo/caso, lo que representa
un gasto total de alrededor de usd$ 16.7 mil millones anuales.

Entre los aflos 1979-1989, la sepsis se asociaba predominantemente con
infecciones por bacterias Gram (-), sin embargo en el afio 2000 un estudio mostré

que el 52.1 % de los casos se asociaron con infecciones por bacterias Gram (+),
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37.6% por Gram (-), y tan solo el 4.7% con infecciones polimicrobianas, mientras
que el 4.6% fueron causadas por hongos [Carrigan SD y col, 2004].

Actualmente los trastornos desarrollados por los pacientes sépticos se
pueden observar a nivel hemodinamico, inmunolégico, metabdlico y
endocrinoldgico, sin embargo histéricamente la primera descripcion documentada
se realizd en el afio 360 aC por Hipdcrates, en la cual sefialo que “...el paciente se
encuentra enfermo y consumido. Presenta la nariz puntiaguda y las sienes
hundidas, los ojos sumidos, marcados y apagados. La cara expresa temor, la
lengua es acartonada, la piel es brillante. El paciente evita todo movimiento y la
respiracion es lenta y profunda. La pared abdominal esta rigida con los musculos
en guardia, no se escuchan ruidos intestinales. El pulso es rapido y superficial. La
presencia de una masa dura en el hipocondrio es un signo de mal prondstico, si
abarca toda el area. La presencia de tal masa al inicio de la fiebre es un indicador
de muerte inminente” [Tjardes T y Neugebauer E, 2002]. Avicenna por su parte,
observé que la septicemia era usualmente acomparfada por fiebre (980-1037 dC),
sin embargo fue hasta el siglo XVIII cuando Louis Pasteur asocio la
descomposicion de sustancias con la presencia de bacterias e Ignaz Semmelweis
observé el importante efecto de la higiene en la disminucion de la mortalidad de
mujeres durante el parto. Hugo Schottmiller es responsable de los fundamentos
para la definicion moderna de sepsis y fue el primero en describir que la presencia
de la infeccion era un componente fundamental de la enfermedad. Décadas
después, las ideas de Lewis Thomas revolucionaron la comprension de la sepsis
al divulgar la teoria de que “...ésta es la respuesta hacia el huésped... que hace la

enfermedad”. Finalmente Roger Bone y colegas definieron la sepsis como el
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sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) que ocurre durante infeccion

[Rittisch D y col, 2008]. De hecho fue hasta finales del siglo pasado (afios 90s)

cuando se celebro la primera conferencia de consenso, organizada por “the

American College of Chest Physicians and the Society of Critical Care Medicine”

[Levi MM y col, 2003], en la que se definieron los criterios para las 4 etapas de la

enfermedad. En ésta se establecio:

1)

2)

3)

4)

El Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) se caracteriza
por dos o0 mas de los siguientes criterios:

Temperatura > 38° 0 <36°C,

Frecuencia cardiaca >90 latidos/min

Frecuencia respiratoria > 20 respiraciones/min (o PaCO2 < 32 mm de Hg)
Conteo leucocitario > 12000 células/ul o < 4000 células/ul (0 >10% en
forma de banda).

Sepsis: Se define como la identificacion de un foco infeccioso asociado a
dos o mas criterios de SIRS.

Sepsis grave: Cuando el paciente manifiesta signos de sepsis mas
disfuncién orgénica, hipotension o hipoperfusion, acidosis lactica, oliguria o
encefalopatia.

Choque séptico: Se define como hipotensién inducida por sepsis mas
hipoperfusion sin respuesta a una adecuada resucitacion con fluidos

extracorpéreos.
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Esta clasificacion presumiblemente es utilizada en todas la unidades de

cuidados intensivos.

Fisiopatologia de la sepsis

Los modelos animales han sido fundamentales para identificar los
mecanismos responsables de la patogénesis del proceso séptico, entre estos
destacan los de choque endotoéxico (ES), choque enterotéxico (ExS), choque
bacteriano (BS) y el de ligadura y puncion de ciego (CLP). En los primeros tres, la
sepsis es inducida mediante la administracion intravenosa (V) de lipopolisacarido
(LPS) [ Moreira AL y col, 2005], enterotoxina B (EtxB)[lonin B y col, 2008] o
bacterias vivas [Cross AS y col, 1993]. Estas estrategias sirven para identificar
mecanismos tempranos de sepsis, ya que se utilizan antigenos puros o cultivos
bacterianos bien caracterizados. Ademas es posible estimular con diferentes dosis
letales (LD); no obstante su principal desventaja (excepto cuando se administran
LD10o), €S que los antigenos estan presentes en circulacion poco tiempo y se
depuran rapidamente. En tanto que el modelo de CLP, el proceso séptico es
inducido por una infeccidn polimicrobiana, en la que se desconoce la cantidad de
bacterias y antigenos que se liberan del ciego, el nUmero de bacterias que
ingresan a circulacion y el tiempo que permanecen en el organismo. Estas
caracteristicas ubican este modelo como uno de los mas complejos y agresivos, y
gue ademas reproduce confiablemente diversos mecanismos desarrollados

durante la sepsis humana [Witcherman KAy col, 1980].
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Independientemente del modelo, los antigenos bacterianos son
fundamentales para iniciar el proceso inflamatorio durante la infeccion, por ejemplo
en el caso de infecciones Gram (-), el lipopolisacarido (LPS) presente en la pared
bacteriana ingresa a la circulacién, interacciona con la proteina de unién del LPS
(LBP) producida en higado y por polimorfonucleares (PMN) (Figura 1), y aumenta
la afinidad de CD14 por LPS. La interaccion de PUL+LPS con CD14, libera a la
PUL, por lo que el complejo LPS-CD14 interacciona con los receptores tipo Toll 4
(TLR4) presentes en la superficie de macréfagos, PMN y células dendriticas
principalmente. De manera independiente el CD14 soluble (CD14s) puede unirse
al LPS circulante y formar el complejo LPS-CD14s, activando células endoteliales
que no presentan CD14 en superficie, pero si un receptor para CD14s [Aghese
DM y col, 2002. Bochud PY and Calandra T, 2003]. Ademas el LPS también
puede unirse a CD14 de membrana sin la interaccion con LBP, sin embargo esta
activacion requiere de mayores cantidades de endotoxina. Al interaccionar el
complejo (LPS-CD14) con TLR4 (receptores tipo Toll)(Figura 1), se induce la
formacion del complejo TLR4-MD-2, y aunque ésta se acepta como la via
principal de activacion por LPS, se han identificado otras vias alternativas en
macrofagos como la dependiente de receptores carrofieros (scavenger),
CD11b/CD18 y canales ionicos. Intracelularmente, la sefializacion contintia con la
interaccion del dominio intracelular del TLR, TIR (dominio homélogo del receptor
Toll/IL-1), a IRAK (receptor de IL-1 asociado a cinasa), este es un proceso
facilitado por 2 adaptadores, MyD88 (proteina mieloide para la diferenciacion 88) y
TIRAP (proteina adaptadora que contiene dominios TIR; también conocido como

el adaptador asociado a MyD88 o Mal), e inhibido por una tercera proteina Tollip
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(proteina que interactua con Toll). Es importante sefialar que puede haber una via
MyD88 independiente que envia sefales via TIRAP/Mal a través de una proteina
cinasa dependiente de RNA (PKR) y del factor regulador del interferén (IRF)-3.
Recientemente se ha propuesto que las células pueden responder al LPS
mediante receptores intracelulares denominados proteinas NOD (Dominios de
oligomerizacion de nucleotidos). NOD1 (dominio del reclutamiento de caspasa 4),
fue identificado originalmente sobre las bases de homologia estructural del
regulador de la apoptosis. Las proteinas NOD tienen algunas similitudes con
genes de resistencia en plantas que se relacionan con el reconocimiento de
patdégenos, asi como TLRs y genes R, los genes NOD codifican regiones ricas de
leucina. La expresion de NOD1 y NOD2 confieren capacidad de respuesta al LPS
pero no al acido lipoteicoico presente en bacterias Gram (+). Los mecanismos por
los cuales NOD es capaz de reconocer a LPS en citosol son desconocidos [Cohen
J, 2002]. Por su parte, la activacion de TLR4 facilita el reclutamiento de IRAK1 y
TRAF6, lo que genera la activacion de JNK y NF-kB y de esta manera se induce la
expresion de genes de citocinas inflamatorias (Figura 1) [Cohen J, 2002]. Sin
embargo, el LPS también induce la activacion de JNK y NF-kB en ratones MyD88 -
/-, indicando que existe una via de sefializacion MyD88-independiente, la cual es
responsable de expresion de genes de interferon y maduracion de células
dendriticas. Otra via MyD88-independiente en la que intervienen dominios TIR,
conocida como TIRAP/Mal, se ha asociado con la induccion de la maduracion de

células dendriticas al ser estimuladas con LPS [Cuschieri J y col, 2006].
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Figura 1. Vias de activacién de macrofagos por LPS. La primera depende de la formacién del
complejo LPS-CD14, este complejo estimula receptores tipo toll 4 que a su vez inicia la
transduccion de sefiales por MyD88 para inducir la produccion de mediadores inflamatorios. Otras
de las vias activadas podrian depender de receptores carrofieros, integrinas CD11b/CD18, canales
iGnicos e incluso la activacion de NOD1 y NOD2, esta Ultima es poco conocida. Imagen publicada
por Cofey MJ y col, 2000.

Como resultado de la activacion, las células producen rapidamente
citocinas como TNF, IL-1B, IL-6, IFN-y, IL-8, IL-10 e IL-12 [Tetta C y col, 2005],
promoviendo inicialmente el desarrollo del proceso inflamatorio y su amplificacién,
facilitando el arribo de monocitos/macréfagos y PMN desde circulacion hacia los
organos blanco, ademas de las concentraciones séricas de citocinas pro- y anti-
inflamatorias y de eicosaniodes derivados del acido araquidénico [Cofey MJ y col,

2000 ], muchos de los cuales inducen vasodilatacién.
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Respuesta inmune en sepsis

En condiciones fisioldgicas la respuesta pro-inflamatoria es regulada por
mediadores anti-inflamatorios, lo que permite mantener una respuesta contra el o
los patdgenos y controlar procesos infecciosos. Sin embargo cuando el proceso
inflamatorio es exacerbado, como sucede durante el “sindrome de la respuesta
inflamatoria sistémica” (SIRS) en sepsis [Bone R, 1997], aumentan
importantemente las concentraciones séricas de TNF, IL-1, IL-6 e IL-8,
observandose un pico de éstas entre 1.5-3h posteriores al reto por CLP en
ratones. Como respuesta al SIRS se genera el sindrome de la respuesta anti-
inflamatoria compensatoria (CARS), de la misma magnitud pero con efectos
antagonicos, resultando en el desarrollo de inmunoparalisis. Esta segunda fase se
caracteriza por la presencia de altos niveles de mediadores anti-inflamatorios entre
los que destaca IL-10, TGF-f3, de receptores antagénicos como el de IL-1y
receptores solubles para TNF. En el modelo murino de CLP, esta etapa se

observa alrededor de las 3h posteriores al reto y el pico a las 24h.

En pacientes, es dificil estudiar incipientemente el proceso séptico y el
desarrollo natural del proceso inflamatorio en la enfermedad; no obstante se
proponen tres teorias basadas en estudios transversales y que tratan de
explicarlo: la primera sugiere que el SIRS es el primero en aparecer y
posteriormente el CARS (teoria serial), mientras que la teoria paralela sugiere que
ambas respuestas se desarrollan simultaneamente [Tetta C y col, 2005], la tercera

propone que el CARS podria manifestarse primero y posteriormente el SIRS.
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Citocinas pro-inflamatorias

En la actualidad se sabe que citocinas como TNF, IFN-y, IL-1, IL-8 e IL-12
pertenecen a un grupo de mediadores considerados pro-inflamatorios, que
contribuyen importantemente en la patogénesis de la sepsis. El TNF merece una
mencion especial ya que fue una de las primeras citocinas detectadas en el suero
y plasma de pacientes sépticos [Pinsky MR, 1993], hallazgo que fue corroborado
en animales retados con dosis subletales de LPS o de bacterias vivas [Tracey KJ y
Cerami A, 1993]. Su papel como mediador de la patogénesis de la enfermedad,
fue probado al administrarlo en forma recombinante lo que indujo hipotermia,
piloereccion, aletargamiento, caquexia, y dafio a nivel tisular en intestino, higado,
pulmon y rifidn de conejos o ratas [Tracey KJ y col, 1986]. También indujo la
sobre-expresion de iNOS y altas concentraciones de 6xido nitrico (NO) por células
endoteliales, PMN y macroéfagos [Fink MP y col, 1996], generando vasodilatacion,
disminucién de la resistencia vascular periférica, aumento de la permeabilidad
vascular y como consecuencia la pérdida de liquidos hacia el tercer espacio,
desarrollo de edema, hipotension y hemoconcentracion, fenédmenos que en
conjunto aumentan la probabilidad de muerte. El TNF también induce la expresién
de moléculas de adhesién sobre células endoteliales, lo que facilita la adherencia
de neutrofilos al endotelio y su migracién hacia zonas de inflamacion [Aird WC,
2003]. Por otro lado, favorece la produccién de factor tisular y la activacién de la
cascada de la coagulacién, mecanismos importantes para el desarrollo de la
coagulacion intravascular diseminada [Kruger D, 2006 ], responsable de la

isquemia en érganos blanco como intestino, higado, rifién y pulmén, mecanismos
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que en suma, contribuyen con la induccién de una mala distribucion sanguinea,
hipoxia y dafio tisular. Por otro lado, el TNF es capaz de inducir directa o
indirectamente la produccion de otros mediadores como son IL-1, IL-8, IL-12; esta

altima combinada con TNF favorece la produccion de IFN-y [Heinzel F y col, 1994].

Por otro lado, la IL-1 también se ha detectado elevada en el suero de
pacientes sépticos [Blackwell TS y Cristman JW, 1996. Bone R, 1997]. Su
administracion mimetiza muchas actividades biolégicas del TNF; incluso la
combinacion de ambas citocinas (IL-1+TNF) sinergiza sus efectos independientes
[Dinarello Ch, 1997]. Ademas, en células endoteliales cultivadas in vitro,
estimuladas con LPS o rTNF y tratadas con anticuerpos anti-IL-1, se inhibe la
produccion de factor tisular cuyo efecto es pro-coagulante, lo que sugiere que la
IL-1 podria jugar un papel importante en la regulacion de la coagulacion

[Heyderman RS et al, 1995].

La IL-6 por su parte se ha documentado elevada en pacientes sépticos e
inclusive los niveles se han asociado de forma directa con la gravedad de los
pacientes [Dougnac Ay col, 2003]. No obstante el tratamiento experimental de
ratones con anticuerpos anti-IL-6, regulé negativamente la expresion de
receptores para C5 y protegio significativamente en sepsis inducida por CLP

[Riedemann NC y col, 2004].

La IL-8 es otro mediador inflamatorio, cuyos niveles se incrementan en
pacientes con sepsis, 10s niveles sanguineos elevados también se han asociado

con desarrollo de choque séptico y falla organica multiple en humanos [Feuerstein
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G et al, 1994. Damas P et al, 1997]. Su funcion principal es de quimioatrayente de
neutréfilos (PMN) lo que induce la migracion celular a sitios de inflamacion
[Blackwell TS and Cristman JW, 1996], "in vitro" ademas induce la degranulacién
de estas células [Martich G D et al, 1991. Feuerstein G et al, 1994]. Una vez
activados, los PMN producen radicales libres y especies reactivas de oxigeno, que
en condiciones fisiolégicas facilitan la eliminacion de patdégenos, pero en
concentraciones exacerbadas resultan en dafio tisular [Verhoef J et al, 1995. Zeni
F et al 1995. Standiford T J et al, 1995].

Existen evidencias de que otras citocinas como IFN-y, e IL-12 también son
mediadores importantes en la patogénesis del proceso séptico, por ejemplo la
primera activa mecanismos encargados de la sobreproduccién de 6xido nitrico en
macrofagos y PMN [Sohn EJ, 2007], mientras que ratones knock out para el
receptor de IFN-y resisten dosis 100 veces mayores de LPS, que los animales
silvestres [Car B et al, 1994]. Por otra parte se ha reportado el aumento sérico de
este mediador después de la administracion de LPS a humanos o de E. coli a
primates [Laineé P y col, 2005 ], mientras que su administracion en forma
recombinante a bovinos resulta en el aumento de la gravedad del proceso séptico.
Por otro lado la IL-12 de macrofagos estimula la produccion de IFN-y por linfocitos
Th1, que a su vez activan a fagocitos estimulando el estallido respiratorio e INOS
[Gately MK y col, 1998] induciendo especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno

como el NO.
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Citocinas anti-inflamatorias

Como se menciono previamente el CARS resultante del SIRS, se
caracteriza por la presencia de altas concentraciones de mediadores anti-
inflamatorios, principalmente IL-10, que inhibe la expresion y sintesis de TNF, IL-1
e IFN-y [Remick DG, 2001], y su presencia se asocia con proteccion durante el
proceso septico. Las primeras evidencias en este sentido surgieron en los afos
90s, cuando Howard M (1993) administré profilacticamente IL-10 recombinante a
ratones retados posteriormente con LDy de LPS; esta estrategia disminuyo
significativamente los niveles de TNF mientras que el tratamiento con anticuerpos
anti-1L-10 revirtio la proteccion. Este resultado fue constatado por un estudio
paralelo pero independiente realizado por Gérard Cy col (1993). En tanto que el
pre-tratamiento de células mononucleares periféricas humanas cultivadas “in vitro”
con IL-10 o bajas dosis de LPS, generd una importante disminucion de la
produccion de TNF al estimularlas posteriormente con dosis altas de LPS
[Chernoff AE y col, 1995]. Rogy MA y col (1995) por su parte, reportaron que la
transfeccion de genes humanos de IL-10 y el receptor de TNF p55 en plasmidos
via intraperitoneal e intra-traqueal, resulté en la expresion de estos genes 'y
proteccion de los animales retados con dosis letales de endotoxina. Ademas, la
administracion profilactica de 1L-10 “in vivo” también protegio a animales retados
con dosis altas de enterotoxina B [Bean AG y col, 1993] y animales con sepsis
inducida por CLP mostrando eficacia protectora terapéutica cuando fue
administrada 6 h después de inducir la sepsis. Alternativamente se ha propuesto

gue esta citocina también puede regular negativamente la cascada de la

29



coagulacion, muy probablemente via la inhibicion de la expresion del factor tisular
[Pajkrt D y col, 1997], mecanismo que fue demostrado previamente “in vitro”
[Ramani M y col, 1993]. Estas evidencias fortalecen el papel protector de IL-10 en
sepsis, no obstante otros estudios reportan resultados contrastantes, por ejemplo
las células de sangre periférica humana de pacientes con trauma y/o los
esplenocitos de ratones utilizados en un modelo de quemaduras, produjeron
mayores niveles de IL-10 “in vitro” que sus respectivos controles, lo que se asocid
con un mayor numero de casos de sepsis y un aumento en la susceptibilidad a
infecciones respectivamente, mientras que el tratamiento con anticuerpos anti-IL-
10, 24h después del reto, aumenté la sobrevida de los ratones [Lyons A et al,
1997]. En otro estudio utilizando con un modelo murino, se obtuvieron evidencias
de que al ocasionar una quemadura importante, los niveles de IL-10 influyeron
negativamente en la produccién de citocinas pro-inflamatorias [Kelly JL et al,
1999]. Por otro lado, se ha reportado que ratones con sepsis inducida por CLP y
posteriormente co-infectados via intra-traqueal con Pseudomona aeruginosa,
produjeron altos niveles de IL-10 y bajos de IL-12; sin embargo, cuando se
administraron anticuerpos anti-IL-10 justo antes del reto con la bacteria, se
observé un aumento de la sobrevida y depuracion de la bacteria [Steinhauser M et
al, 1999]. Esta susceptibilidad a infecciones puede explicarse por el desarrollo de
inmunoparalisis que afecta principalmente macréfagos, monocitos, linfocitos y
granulocitos de pacientes sépticos. In vitro se observa que al ser estimulados con
antigenos bacterianos, producen bajos niveles de citocinas pro-inflamatorias,
ademas de presentar una baja capacidad fagocitica [van der Pool T, 2001],

disminucioén en la adhesion y expresion de receptores de superficie. En estas
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condiciones, los pacientes sépticos son mas suceptibles a infecciones

nosocomiales oportunistas [Volk HD y col, 2000].

Principales mecanismos de dafio tisular

Adicionalmente a las alteraciones inmunoldgicas, se han identificado
diferentes mecanismos de dafio durante el proceso séptico (Figura 2), entre los

mas importantes se encuentran:

LPS and other
bactermal components

]

1
2)— Yoo P
sa==e o\ an & & o
Endothelum Neutrophils Muonog vies
l /l[')—mkincs\
Oxygen radicals Lipid medintors
Complement
Increased
TF and PAKL

Chemotaxis
Procoagulant effect Lysosomal enzymes

v

| Mic rovascular oce lusion |1—h| Vascular instability |

Coagulopathy Fever Vasodilation Capillary leak

¥ ¥
| Sepss and multiple organ failure |

Figura 2. Mecanismos de dafio en sepsis. El LPS y otros antigenos bacterianos activan células
endoteliales, PMN y monocitos, las primeras producen factor tisular (TF) con actividad pro-coagulante. Los
PMN y monocitos producen citocinas como TNF e IL-1 que inducen la produccién de radicales de oxigeno,
metabolitos del acido araquidénico, 6xido nitrico y mediadores pro-coagulantes. Como resultado en sepsis se
manifiestan coagulopatia en forma de coagulacion intravascular diseminada, fiebre o hipotermia,
vasodilatacion y disminucién de resistencia vascular, mecanismos que contribuyen con el desarrollo de falla
organica multiple. Imagen tomada de Internet.
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1) El estallido respiratorio (Figura 3), es un fendmeno observado en fagocitos al

ser activados por IFN-y y TNF, y durante el cual se observa un aumento en el
consumo de oxigeno y glucosa y la produccién elevada de anién superoxido
(SO), radicales hidroxilo y perdxido de hidrogeno. Entre las enzimas que
participan en este proceso se encuentran la NADPH oxidasa, superéxido
dismutasa, glutation peroxidasa, hexoquinasa, G-6-P deshidrogenasa,
lactonasa y descarboxilasa. Los mecanismos de dafio microbiano se basan en
peroxidacién de lipidos de membrana, descarboxilacion y desaminacion de
proteinas, labilizacion de proteinas estructurales y enziméticas, halogenacion e
inactivacion de proteinas, despurinacion de 4cidos nucleicos, fragmentacion de
DNA y RNA, inactivacion de enzimas e interferencias metabdlicas, etc. Como
consecuencia de las concentraciones elevadas de IFN-y y TNF, se incrementa
la producciéon de SO, peroxido de hidrogeno y radicales hidroxilo, y por otro
lado se inhiben los mecanismos anti-oxidantes. En condiciones de isquemia, la
xantina oxidasa cataliza la formacion de acido urico y la coproduccion de SO
cuya liberacién resulta en el reclutamiento, activacion y adherencia de
neutroéfilos a células endoteliales, estimulando la formacion de mas xantina

oxidasa en endotelio y la subsecuente produccion de SO.
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Figura 3. Estallido respiratorio. En presencia de IFN-y y TNF, se observa un aumento en el
consumo de oxigeno y glucosa y la activacion de citocromo b558 y superoxido dismutasa,
responsables de la produccién de superéxido, peréxido de hidrégeno y radicales hidroxilo,
mediadores que ocasionan dafio inespecifico tanto a patégenos como tejidos.Tomado de la
pagina web http://pathmicro.med.sc.edu

Durante la sepsis los PMN pueden observarse en érganos blanco de
choque como son higado, pulmadn, rifidn e intestino, en los que se liberan
estos radicales produciendo dafio directo e inespecifico, lo que contribuye con
el desarrollo de disfuncién organica. Finalmente, estos productos amplifican el
proceso inflamatorio estimulando la expresién de genes de citocinas pro-
inflamatorias, factores de crecimiento, quimiocinas, moléculas de adhesion,
enzimas, inmunoreceptores y proteinas de fase aguda, lo que podria contribuir

con del desarrollo del SIRS. [Macdonald J y col, 2003].

2) Coagulacion intravascular diseminada (DIC). En condiciones fisiologicas la
generacion de trombina es fundamental para el mantenimiento de la
homeostasis de la coagulacion, ya que por un lado favorece la formacién
del coagulo mediante la conversion de fibrindbgeno en fibrina y por otro lado,

activa la proteina C con propiedades anticoagulantes [ Toh ChH y col,
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2003](Figura 4). Sin embargo, mecanismos que actuan de manera
independiente o combinada como: a) la produccion de factor tisular por
leucocitos como respuesta antigenos bacterianos como endotoxinas, b) la
hemolisis y la liberacion de lipidos y fosfolipidos hacia la circulacién, y c) la
activacion local de factores de la coagulacion como resultado de
desérdenes vasculares [Kruger D, 2006], inducen un ambiente pro-

inflamatorio y pro-coagulante.
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Figura 4. Activacion de la cascada de la coagulacion en sepsis. La activacion de
fagocitos por antigenos bacterianos en sepsis, induce la produccién de citocinas como TNF
e IL-1, estas por un lado inducen la produccién de factor tisular por células de endotelio
induciendo la formacién de trombina, por otro lado inducen la produccion del inhibidor-1 del
activador del plasmindgeno, como resultado se forma la fibrina y el desarrollo de
coagulacion intravascular diseminada, éste mecanismo contribuye con el desarrollo de falla
orgénica mdultiple. Imagen tomada de la pagina web www. Clevelandclinicmeded.com

Durante la DIC la inflamacion y coagulacion interactdan de forma

bidireccional, por un lado la trombina puede activar las rutas pro-

inflamatorias que incluyen la producciéon de TNF, IL-1p e IL-5, ademés de
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Cba, que a su vez pueden activar la cascada de coagulacion [Rittirsch D y
col, 2008], debido a que este ambiente pro-inflamatorio induce la
produccion de factor tisular por células mononucleares, endotelio y
fibroblastos. La DIC también inhibe la fibrindlisis mediante el aumento de
los niveles del inhibidor del activador de plasmindgeno | y del inhibidor de la
trombina activadora de la fibrindlisis, lo que evita la eliminacién de fibrina,
aunado a la disminucién de factores que se encargan de regular la
generacion de trombina, como son antitrombina Ill, proteina C, y el inhibidor
de la via del factor tisular. En etapas tempranas de DIC, se pueden
observan depdsitos microvasculares de fibrina,que mas adelante formaran
microtrombos, que como consecuencia disminuiran el reabastecimiento de
oxigeno y nutrientes a tejidos intestinal, hepatico, renal y pulmonar,
ocasionando un estado de isquemia y muerte celular [ten Cate H, 2004];
este mecanismo contribuye importantemente en el desarrollo de falla
multiorganica. La DIC es muy frecuente y se calcula que entre el 10-20% de
pacientes con sepsis por bacterias Gram (-) muestran evidencias de este

trastorno.

Hipoperfusion ocasionada por la sobreproduccién de 6xido nitrico (NO). El
ON tiene la funcién principal de mantener el tono vascular y el adecuado
flujo sanguineo. En condiciones fisioldgicas, es producido principalmente
por la 6xido nitrico sintetasa endotelial y neuronal; no obstante, sus
metabolitos interaccionan con una gran nimero de grupos quimicos

presentes en muchas moléculas ocasionando rompimientos moleculares.

35



Fisiologicamente, se piensa que este es uno de los principales mecanismos
microbicidas celulares, ya que sus intermediarios pueden interaccionar con
componentes moleculares de microorganismos, modificando su estructura
y funcionalidad [Rojas-Espinoza O, 2004]. Sin embargo en situaciones de
“‘dano” por infeccion, traumatismo, quemaduras, etc, los niveles de NO
aumentan importantemente por la activacion de la 6xido nitrico sintetasa
inducible (INOS) como respuesta a TNF e IFN-y producidos por

macréfagos, neutrofilos y NK [Kuhl SJ y Rosen H, 1998](Figura 5).
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Figura 5. Produccién de 6xido nitrico en sepsis. Como respuesta a TNF e IFN-y, la éxido
nitrico sintetasa inducible (iNOS) se activa, incrementando los niveles de 6xido nitrico, en estas
condiciones los enfermos desarrollan disminucién de la resistencia vascular periférica y
aumento de la permeabilidad vascular.

En estas condiciones los enfermos desarrollan disminuciéon de la resistencia

vascular periférica y aumento de la permeabilidad vascular. Otros mediadores
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gue contribuyen con este mecanismo son algunos metabolitos del acido
araquidonico sintetizados via la ciclooxigenasa, como las prostaglandinas,
entre las que destaca la PGE2 [Osuka K y col, 1997], gracias a su efecto
vasodilatador, estos facilitan la pérdida de liquidos hacia el tercer espacio,
afectando negativamente el volumen sanguineo, oxigenacion y nutricion
celular, que en conjunto facilitan el desarrollo de hipoxia tisular. Se han
identificado mecanismos que tratan de compensar la condicion de hipotension
del paciente séptico, entre los que destacan la produccion de hormona
antidiurética (ADH), que se produce como respuesta al estimulo del nervio
aferente en el sitio de dafio, lo que aumenta la osmolaridad plasmatica que es
detectada por osmoreceptores hipotalamicos. Otra via es la estimulacion del
nervio aferente via receptores atriales como respuesta a la disminucién del
volumen sanguineo, o via barorreceptores aérticos y carétidos como respuesta
a la disminucion de la presion; en estas condiciones también se induce la
produccion de ADH, cuya principal funcion es promover la retencion de agua
libre por células del tubulo renal distal. Por otro lado, la renina se produce en
estados de hipovolemia o disminucion del flujo renal; ésta se transforma de
angiotensina circulante a angiotensina | y la enzima convertidora de
angiotensina transforma angiotensina | en angiotensina Il, ésta ultima es un
potente vasoconstrictor de arteriolas y estimula la secrecion de aldosterona de
corteza adrenal. Otras moléculas importantes son las inductoras de
aldosterona como la ACTH y ADH en estados de hiponatremia e
hipercalcemia. La aldosterona induce la reabsorcion de iones sodio y estimula

la excrecion de hidroégeno y iones de potasio en orina. La secrecion de ADH y
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aldosterona se observa entre las 48-72h posteriores al estado séptico,
resultado en la retencion de liquidos y disminucion de volumen urinario, por lo
que la orina esta concentrada (Zanotti-Cavazzoni S y Dellinger RP, 2006). No
obstante, estos mecanismos son insuficientes para el restablecimiento de la
presion arterial, por lo que se recomienda la administracion de soluciones

extracorporeas.

Otros mediadores. La cascada del complemento es activada durante etapas
tempranas de la sepsis, generando altas concentraciones de la anafilotoxina
Cba. Este mediador actia en combinacién con la cascada de la coagulacion,
activacion de TLR4 y produccion de citocinas como el factor inhibidor de la
migracion de macréfagos (MIF) y HMGBL1 (High-mobility group box1) ,
amplificando el proceso inflamatorio en sepsis. MIF por su parte es un
mediador que se ha encontrado en la fase aguda del proceso séptico y sus
niveles se asocian con gravedad, es inducida por TNF, IFN-y y C5a, que a su
vez genera la activacion de macrofagos y linfocitos T, y sobre-expresion de
TLR4 en fagocitos. Se ha reportado que MIF antagoniza los efectos anti-
inflamatorios de los esteroides, mientras que su neutralizacion atenua el
proceso inflamatorio y aumenta la sobrevida en sepsis experimental. Por su
parte, HMGBL1 fue inicialmente descrito como un factor de transcripcion, pero
actualmente se considera una citocina pro-inflamatoria. Este se expresa en
todas las células nucleadas y su fuente principal en inflamacion son
macrofagos, monocitos y neutrofilos. Durante la sepsis se produce

sistematicamente y aunque sus niveles plasmaticos no siempre correlacionan
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con la gravedad, su neutralizacion aumenta la sobrevida en endotoxemia y
sepsis experimental. Finalmente la IL-17A induce la produccién de citocinas
como IL-1B, IL-6 y TNF, ademas de facilitar la comunicacion entre linfocitos y
fagocitos. La neutralizacion de este mediador 12h después de inducir sepsis,
aumenta la sobrevida de ratones; mientras que su neutralizacion se asocia con
disminucién de los niveles de citocinas pro-inflamatorias, no obstante estos

hallazgos se han realizado en modelos experimentales [Rittirsch D et al, 2008].

Regulacion o polarizacion de la respuestainmune en sepsis

Por un lado se ha propuesto que la respuesta pro-inflamatoria exacerbada
en sepsis resulta en el dafio tisular y contribuye con la disfuncion organica, por lo
gue se sugiere el desarrollo de estrategias que favorezcan la respuesta anti-
inflamatoria y de esta manera atenuar el dafio en tejidos [Lamy M y Deby-Dupont
G, 1995]. La otra postura apoya gue la respuesta anti-inflamatoria podria generar
inmunoparalisis con el consecuente establecimiento de infecciones, la promocién
de un perfil pro-inflamatorio en este caso, podria activar mecanismos bactericidas.
Desde nuestro particular punto de vista, ambas posturas se cumplen durante el
desarrollo natural del SIRS y el CARS, de modo que la polarizacion de la
respuesta inmune (RI) no parece ser la mejor alternativa para la proteccion en
sepsis, por el contrario polarizar la respuesta podria potenciar mecanismos
deletéreos y acelerar el dafio en esta enfermedad. Por lo tanto, pensamos que una

alternativa terapéutica debe de enfocarse en regular las respuestas pro- y anti-
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inflamatorias y no depletarlas, buscando con esto atenuar y mantener las

respuestas cercanas a lo fisiologico.

Tolerancia

Se denomina tolerancia a la hiporespuesta inmunoldgica contra un
antigeno. En linfocitos ésta se logra mediante mecanismos como anergia, delecion
clonal, cambios del balance de citocinas y la intervencion de células T reguladoras
[Ferrara JL, 2000]. Brevemente, en el primero de los casos, las células T
reconocen antigenos mediante su receptor (TCR) en contexto de moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad (MHC), no obstante como resultado de
una inadecuada interaccion entre CD28 de linfocitos T y B7 de células
presentadoras de antigenos (APC), los linfocitos no se activan adecuadamente

resultando en células anérgicas (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismos de tolerancia inmunoldgica. En ésta figura ademas del proceso de a)
ignorancia inmunolégica hacia antigenos propios por mecanismos de tolerancia central, se
observan tres mecanismos fundamentales para el mantenimiento de tolerancia, en b) la anergia
clonal que depende de una adecuada interaccion de receptores entre células presentadoras de
antigenos y linfocitos T, c) el balance de citocinas y d) la delecion clonal por apoptosis como
resultado de la expresion de Fas-ligando de Fas.
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Por otro lado, durante la delecion clonal, las células estimuladas con
grandes concentraciones de antigeno son fuertemente activadas, lo que induce la
presencia de altos niveles de Fas (CD95) y su ligando (FasL o CD95L). La
interaccion entre Fas y FasL en la superficie de las células T en proliferacion,
activa la cascada de las caspasas ocasionando apoptosis y con esto delecion de
estas clonas [Voll RE y col, 1997].

Por su parte, un balance de citocinas caracterizado por IL-4, IL-10 y TGF-
B se ha asociado con el desarrollo de tolerancia; en presencia de IL-4 se pueden
reclutar linfocitos B y activarse de manera T independiente, sin desarrollar
caracteristicas de APC profesionales. En estas condiciones se inhibe la
produccion de IL-1, TNF e IL-8 y éste mecanismo se ha asociado con el desarrollo
de enfermedades autoinmunes. La IL-10 por su parte, inhibe la expresién de MHC
clase Il, de CD80 y CD86 sobre células presentadoras de antigeno y la produccion
de IL-1, IL-6, IL-8 y TNF. En tanto que TGF- inhibe la expresion de receptores
para IL-12 e IL-2, regulando negativamente la expresion de MHC clase 1l sobre
macroéfagos. Por ultimo, los linfocitos T reguladores como CD4+CD25+FoxP3+
(Treg), Trly Th3, predominantemente suprimen la inmunidad dependiente de
células T, mediante mecanismos que requieren el contacto célula-célula,
probablemente involucrando moléculas como CTLA4 y/o TGF- unido a
membrana y/o la secrecion de IL-10 y TGF-B [St Clair EM y col, 2007]. Se ha
demostrado que los linfocitos CD4+CD25+FoxP3+ son fundamentales para el
control de enfermedades autoinmunes y procesos alérgicos, de modo que

individuos deficientes para la expresion de FoxP3 desarrollan fenomenos
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autoinmunes. En tanto que Trl y Th3 , ademas de otros subgrupos de células
Treg, suprimen la actividad de linfocitos T mediante la secrecion de IL-10 y TGF-p.
Por su parte, las células NKT caracterizadas por ser CD4-CD8-TCRa 3+,
previenen el desarrollo de diabetes al ser transferidas a ratones NOD, fendmeno

que parece depender de la produccion de IL-4 e IL-10 [Hammond KJL y col, 1998].

Tolerancia al LPS

A diferencia de los mecanismos anteriores, la tolerancia al LPS presenta
caracteristicas particulares. En los primeros estudios en que se administré la
vacuna tifoidea, se reporté que indujo fiebre, sin embargo su administracion
repetida, la atenuo paulatinamente [Heyman, 1945]. El aislamiento de la molécula
“pirdbgena” a partir de cultivos bacteriano, permitié evaluar su efecto especifico. Se
observé que su administracion intravenosa (iv), generé ademas hipotension,
hipoglucemia, coagulopatia e incluso en dosis altas la muerte de los animales
experimentales; no obstante de nuevo se observo que su administracion repetida
atenuo la sintomatologia. Diversos estudios corroboraron que el LPS aislado podia
generar tolerancia después de uno o varios dias de exposicion. Simultdaneamente
Favorite y Morgan (1942), exploraron la produccion temprana de anticuerpos
dirigidos a los pirdgenos, descartando que este mecanismo fuera responsable de
la desensibilizacion, sin embargo, tiempo después Greisman y colaboradores
(1965) establecieron la existencia de dos fases de tolerancia, una temprana
dependiente de macréfagos y la tardia mediada por anticuerpos. No obstante

estos hallazgos, diversas evidencias sugieren que los mecanismos inducidos
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durante la desensibilizacion al LPS, son distintos; en este contexto en 1993
Mengozzi M y Ghezzi P realizaron una revision bibliografica y analizaron varios
estudios en los que se administraron dosis subletales de LPS de manera Unica o
repetida y por las vias IP o intravenoso (1V), observandose una asociacion entre
la tolerancia y la disminucion de las concentraciones seéricas de TNF e IL-6. En
otros estudios se ha probado ademas una disminucion de IL-1, IFN-y e IL-12 y
aumento de IL-10 [Varma TK y col, 2005]. Por otro lado, estudios “in vitro” con
monocitos humanos desensibilizados con LPS, mostraron que durante este
proceso aumento de la produccion de IL-10 y TGF-B [Radow F y col, 1995]. Por
otro lado, estudios en la mucosa oral que esta expuesta continuamente a grandes
cantidades de bacterias y antigenos, han mostrado que los receptores tipo Toll
podrian jugar un papel preponderante para el desarrollo de tolerancia [Muthukuru
My col, 2005], ya que macréfagos/monocitos de raton pre-expuestos a bajas
concentraciones de LPS, muestran una reduccion de la expresion de TLR4
(Receptor Tipo Toll 4) [Nomura F y col, 2000] y de MHC clase I, sin embargo
estos cambios parecen ser independientes al efecto de I1L-10 o TGF- [Moreno Cy
col, 2004].

Otros fenbmenos observados durante el proceso de tolerancia son la
reduccion de su capacidad de adhesion de neutrofilos al endotelio en varios
organos [Lush CW et al, 2000] y la reduccién de la fiebre, este ultimo mediado
parcialmente por ON, ya que animales knock-out para iNOS tratados
repetidamente con LPS o tratados con inhibidores de INOS, desarrollan fiebre al

ser retados con dosis mayores de LPS [Dias MB y col, 2005].
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Molecularmente, uno de los blancos durante la tolerancia al LPS es IRAK1.
Se ha propuesto que éste es ubiquitinado y degradado después de la estimulacion
celular con LPS o IL-1B. Por otro lado, se ha descrito que la estimulacion con LPS
induce una redistribucion de balsas de lipidos sobre la membrana celular y forma
macrodominios, como resultado, la fluidez de la membran cambia y se observa la
migracion de receptores, como TLR4 que interacciona con CD14, ademas se
activa la PKC(; sin embargo en estado de tolerancia, se atenda la redistribucion y
formacion de macrodominios y la activacion de PKC( [Cuschieri J y col, 2006]. Por
otro lado, se ha observado que las proteinas con dominios SH2 y funcion de
inositol fosfatasa (SHIP), actian como potentes inhibidores de la via NFxB, este
efecto inhibidor se lleva a cabo principalmente a través de la hidrdlisis por la
fosfatidilinositol 3 cinasa que genera PI-3, 4-P2 a partir de PI-3, 4, 5-P3 [Sly LM y
col, 2004]. Este mecanismos ha sido corroborado mediante la utilizacion de
macrofagos SHIP-/- que no desarrollan tolerancia contra LPS al ser estimulados
“in vitro”, y por el contrario se observa aumento de los niveles de SHIP en
macrofagos expuestos a dosis subletales de LPS, asociado con menor
fosforilacion de Statl, Akt y Erk1/2. Este mecanismo es importante, ya que la
reduccion de la fosforilacion de Statl se asocia con reduccion en la produccion de
citocinas proinflamatorias, mecanismo que al parecer puede ser mediado por TGF-
B. Finalmente, células de la lineaTHP-1 tolerizadas con LPS e incubadas con
inhibidores de proteasas, incrementan la sintesis de mRNA para IL-18, por lo que
se ha propuesto que la sintesis y actividad proteinas represoras labiles, se

incrementan como resultado de la tolerancia [LaRue KEA y McCall CE, 1994].
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Modulacion del perfil de citocinas en sepsis

La modulacién del balance de citocinas ha influido importantemente en el
desenlace de modelos de sepsis, por ejemplo, se ha reportado que la
administracion de anticuerpos anti-TNF ha protegido en los modelos de ChE
(Howard M, 1993 y Mengozzi M y Ghezzi P, 1993), pero no en el modelo de sepsis
inducida por CLP (van Der Pool T et al, 1995). En tanto que el tratamiento con
citocinas recombinantes como IL-10, también mejora la sobrevida de los animales
con ChE [Gérard C y col, 1993], mientras que el tratamiento con anti-IL-10
aumenta la mortalidad, resultado que se asocié con aumento de los niveles de
TNF [van der Poll T y col, 1995. Standiford T y col, 1995] y que ha permitido

establecer la importancia protectora de IL-10 enddgena en este modelo.

Por otro lado, la sepsis inducida por CLP con una aguja calibre 18G,
genero la produccion de bajos niveles de TNFa e IL-10 lo que se asocio con una
alta mortalidad de ratones, mientras que la puncién del ciego con una aguja calibre
25G, indujo un aumento de los niveles de IL-10 y disminucién de los de TNFa,
resultando en una baja mortalidad [Walley K y col, 1996]. Adicionalmente, la
administracion de anticuerpos anti-TNFa 0 anti-IL-10 en animales con CLP, se ha
asociado con aumento de la mortalidad [Echtenacher B y col, 2001]. Estos
resultados sustentan que el abatimiento de ambas respuestas pro- y anti-
inflamatoria podrian resultar en aumento de la susceptibilidad de animales con

sepsis por CLP.
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Justificacion

Durante el proceso séptico, se activan mecanismos de dafio que influyen en
el deterioro fisiolégico de los pacientes. Muchos de estos mecanismos son
resultado de la polarizacion de la respuesta inmune hacia el SIRS o CARS.
Paradéjicamente, la gran mayoria de estudios con animales o incluso humanos,
proponen estrategias con el objetivo de neutralizar totalmente las citocinas
circulantes, subestimando sin duda su papel protector natural y por otro lado, los
mecanismos de dafio que podrian ser activados o incluso potenciados con la
intervencién. Considerando que durante un proceso inflamatorio “fisiolégico” es
fundamental su regulacion, proponemos en primer lugar evaluar la tolerancia al
LPS como una posible estrategia para proteger en sepsis inducida por CLP,
identificar citocinas asociadas con proteccion y posteriormente, evaluar el efecto
de anti-citocinas en dosis que busquen regular sus niveles y no eliminarlas de la

circulacion.
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Hipotesis

"El LPS administrado por la via oral, modificara el balance inflamatorio, asi como
el desarrollo y desenlace de la sepsis inducida por ligadura y puncion de ciego

(CLPY’.
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Objetivo general

e Explorar el efecto de la administracion de dosis subletales de LPS por la via

oral, en la sobrevida y produccion de citocinas de animales con sepsis

polimicrobiana.

Objetivos particulares

e Evaluar el efecto profilactico de dosis subletales de LPS administradas por

las vias oral e intraperitoneal en sepsis inducida por CLP.

¢ ldentificar modificaciones en el balance inflamatorio, inducidas por el
tratamiento con LPS.

e Identificar posibles balances inflamatorios asociados con resistencia y/o
susceptibilidad en sepsis.

¢ Intervenir con diferentes dosis de anti-citocinas especificas y definir su
efecto profilactico en el modelo de CLP.

¢ Definir el balance inflamatorio generado por tratamientos protectores con
anti-citocinas.

e Probar terapéuticamente tratamientos profilacticos protectores.
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Metodologia

Etapa 1. Evaluacién del efecto profilactico del LPS via oral en animales con

sepsis inducida por CLP.

Tratamientos. Ratones Balb/c machos de 8-12 semanas de edad fueron
mantenidos en condiciones estandar de bioterio y agrupados en 1) grupo IP,
tratado intraperitonealmente con LPS; 2) grupo O, tratado oralmente con LPS; 3)
grupo C, a estos animales se les administraron 100 ul de RPMI sin suplementar
(vehiculo en el que se diluyé el LPS) via intraperitoneal (IP) u O y 4) grupo sham,
sin un pretratamiento con LPS. El pre-tratamiento con LPS se realizé
administrando 50 pg de endotoxina diluidos en 100 ul de RPMI, dos veces por
semana y hasta completar 5 dosis, Una semana después de terminar los

tratamientos se les indujo sepsis mediante ligadura y puncion de ciego.

Modelo de Ligaduray puncion de ciego (CLP). Los animales fueron
anestesiados con 25 mg/kg de pentobarbital sédico administrado via IP. Bajo
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar se les realiz6 una incision
de 1-2 cm de longitud en la linea media del abdomen, el ciego fue expuesto y
ligado en su base con una sutura de seda negra 4-0 sin ocluirlo, se puncion6 dos
veces con aguja calibre 21G y se exprimio para ocasionar la salida de heces. El

ciego se coloco nuevamente en cavidad peritoneal y la incision se suturg en dos
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capas (muscular y dérmica) con seda negra 4-0, a los animales se les administro
intraperitonealmente 0.5 ml de solucion salina para resucitarlos. El grupo Sham
fue sometido a una laparotomia apegada al procedimiento quirdrgico anterior, con
la excepcion de que el ciego no se ligd ni punciond. La sobrevida en cada grupo
fue evaluada diariamente y durante 2 semanas. Este estudio fue sometido y
aprobado por el comité de bioética del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio

Chavez”.

Hemocultivos. 24 hrs después de la CLP, algunos animales fueron sacrificados
para realizarles hemocultivos. Brevemente, la bacteremia fue documentada
mediante la obtencién de sangre por puncion cardiaca en condiciones de
esterilidad. 200 ul de sangre fueron sembrados en Bac Tec Peds Plus/F culture
flasks (Becton Dickinson). Estos se incubaron durante 7 dias y la positividad fue
detectada por el sistema automatizado Bactec system (Becton Dickinson). Por
altimo, los patdgenos especificos fueron identificados con baterias bacteriol6gicas

especificas.

Obtencién de sueros. Algunos animales de cada grupo fueron anestesiados con
una sobredosis de pentobarbital sédico via peritoneal a las 0, 1.5, 4, 24 y 48 hrs
posteriores a la cirugia. Se les obtuvo la sangre mediante puncion cardiaca con
jeringa de insulina nueva y desechable. La sangre se dejé coagular en tubos

eppendorf a 4°C y se centrifugd a 3000 rpm/ 15 min a 4°C, los sueros se
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colocaron en tubos eppendorf nuevos y se almacenaron a -75°C hasta la

evaluacion de citocinas.

Obtencidn de 6rganos: 48h después de la induccion de la sepsis, se aislaron
pulmones e higados de algunos animales de cada grupo. Los pulmones fueron
perfundidos con formaldehido al 10%, inyectandolo por la trdquea y los higados se
colocaron inmersos en formaldehido al 10%. Los érganos fijados se pasaron por
alcohol etilico con diferentes purezas iniciando con 70%, 90% Yy absoluto, en cada
uno de los alcoholes se incubaron los érganos por 1h. A continuacion se pasaron
por 3 incubaciones con xilol 1h c/u, después se pasaron por 3 parafinas a 60°C
durante 1h c/u, los tejidos se incluyeron en parafina y por ultimo se les realizaron
cortes de 3-5 micras. Los cortes se colocaron en laminillas previamente
silanizadas y los tejidos fueron desparafinados a 60°C durante 20min, se les
realizaron 2 lavados con xilol con una duracion de 2-3min c/u, después se les
realizo un bafio en una solucion xilol-alcohol (vol:vol), se continud con un bafio en
alcohol absoluto, uno de alcohol al 96%, otro de alcohol al 70% y finalmente uno
con agua destilada. La laminilla se coloco en hematoxilina durante 7min, se lavo al
chorro de agua para enjuagarla, después se paso por bafio en alcohol 4cido e
inmediatamente se enjuagd con agua corriente. El viraje de color se realizé con
un bafio en carbonato de litio, para proseguir con un bafio con agua destilada y
otro bafio en alcohol al 96, la laminilla se sumergio 5-6 veces en eosina y se paso
a alcohol absoluto en el que se realizaron 3 bafios, nuevamente se coloco en xilol
2 min y se paso a un nuevo xilol. El corte fue cubierto con un cubreobjetos previa

colocacion de 1 gota de resina hepoxica.
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Analisis histoldgico. A partir de los cortes de pulmoén tefiidos con hematoxilina-
eosina, se determino el porcentaje del area ocupada por material proteico
precipitado en la superficie de la pared alveolar (membranas hialinas) que indica
edema pulmonar con dafio alveolar difuso, esto fue determinado al azar en cinco
areas por pulmoén utilizando un aumento 400X usando un equipo Zidas Zeiss
image analyser (Carl Zeiss Ltd, Herts, UK). Por otro lado en cortes de higado
tefidos de la misma forma, se identifico por morfologia el nimero de células de
Kupffer (células basofilicas elongadas) localizadas en la superficie del lumen
sinusoidal, se determinaron en cinco areas tomadas al azar, utilizando un aumento

de 200X.

Determinacion de citocinas por ELISA. La evaluacion de TNF, IFN-y e IL-10 en
suero se realiz6 mediante la técnica de ELISA en Sandwich respetando el

protocolo sugerido por Pharmingen.

Amplificacién de mRNA mediante PCR punto final. Otro lote de animales que
incluyé a todos los grupos experimentales, fueron sacrificados a las 1.5, 4, 24 o0 48
hr después de la CLP, los higados y pulmones fueron aislados y congelados
inmediatamente a —75°C. 100 mg de cada tejido fueron homogenizados en 1 ml
de Trizol (Gibco, Rockville, MD). EI RNA total fue obtenido cumpliendo las
instrucciones sugeridas por el fabricante y finalmente disuelto en agua con 0.01%

de dietilpirocarbonato. Un pug de RNA total fue marcado con oligo (dT) 12-18 y
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utilizando la enzima reversa transcriptasa, fue transcrito a DNA complementario
(cDNA). Se coloc6 1 ul del transcrito por cada reaccion y se evaluo la expresion
génica utilizando los siguientes pares de primers: Para p-actina, sense 5’
TGGAATCCTGTG GCATCCATGAAAC, anti sense 5°
TAAAACCGCAGCTCAGTAACAGTCCG. TNF sense 5’
GTTCTATGGCCCAGACCCTCACA, anti sense 5 TCCCAGGTATATGGG
TTCATACC. Primers especificos fueron agregados a 1 ug de cDNA . El programa
utilizado para amplificar —actina consistio en 1 incubacion por 5 mina 94°y
posteriormente 34 ciclos, cada ciclo consistio en incubaciones de 1 min a 94°, 1
min a 60°C y 1 min a 72°C; al final de los ciclos la reaccion paso por un periodo de
elongacion de 5 min a 72°C. Para el TNF la incubacién inicial fue de 94°C por 4
min y después 29 ciclos, cada uno consistio de incubaciones a 94°C por 1min,
62°C por 1 miny 72°C por 1 min; al final de los ciclos la reaccion pasé por una
elongacién de 5 min a 72°C. Después de la amplificacion, las muestras fueron
separadas en un gel de agarosa al 2%, conteniendo bromuro de etidio (0.3 mg/ml),
las bandas fueron visualizadas y fotografiadas con luz UV. La expresion de TNF

fue normalizada comparandola con la expresion relativa de B-actina.

Deteccién de anticuerpos anti-LPS. La presencia de anticuerpos anti-LPS fue
evaluada mediante el método de ELISA modificado del procedimiento original
descrito por Pollack M et al (1983), que brevemente consistio en sensibilizar
placas Maxisorb (NUNC) con 100 ul de LPS (25ug/ml) por pozo, diluido en el

buffer de union (15mM Na,CO3, 3 mM NaN3z, pH 9.5) y la placa se incubd toda la
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noche a 4°C. Los sueros que se probaron fueron obtenidos de animales con 24h
de sepsis, estos fueron diluidos 1:64 en el buffer diluyente contenido en el “Mouse
Typer sub-isotyping kit” (Bio-Rad) y 100 ul por pozo del suero diluido fueron
adicionados a las placas. Los isotipos IgG1, 1gG2a, 1gG2b, IgG3 and IgM fueron
determinados agregando 100 ul por pozo del anticuerpo biotinilado de conejo anti-

ratén, cumpliendo con las instrucciones sugeridas por el fabricante.

Analisis estadistico. Las comparaciones entre las curvas de sobrevida fueron
realizadas usando Mantel- Haenzel logrank test. Las diferencias de citocinas entre
grupos fueron analizadas usando una prueba de Kruskal-Wallis, y en aquellas que
se encontraron diferencias se compararon los grupos con una prueba de Mann-
Whitney. Los datos fueron analizados con el sofware Prism 4.0 (Graphpad). Las

diferencias se consideraron significativas cuando p<0.05.

Etapa 2. Tratamiento con anticuerpos anti-citocinas

Tratamiento profilactico. Durante tres experimentos independientes, los
animales (Harlan, México) recibieron fragmentos F(ab’), anti-TNF o anti-IFN-y via
ip diluidos en 100 pl de solucion salina estéril, el tratamiento se inicié 2h antes de
la induccion de la sepsis por CLP y se continud cada 24h hasta completar 5 dosis
totales. Para probar cada anticuerpo, los animales se agruparon en a) tratados con
0.01 mg/kg, b) con 0.1 mg/kg, c) con 1 mg/kg, o con d) 10 mg/kg. Los grupos

sham (S) y control (C) recibieron solucién salina fisiologica IP con el mismo
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esquema. Posteriormente a los animales se les indujo sepsis por CLP (excepto al
grupo sham), apegandonos al procedimiento mencionado previamente y

denominado “modelo de ligadura y puncion de ciego”.

Citocinas en suero. Para evaluar las citocinas séricas en esta etapa, algunos
animales de cada grupo fueron anestesiados con una sobredosis de pentobarbital
sédico via IP. La sangre fue obtenida por puncion cardiaca a las 3, 24y 48 h
después de la CLP. La sangre se coloc6 en tubos ependorf de 0.6 mly fue
centrifugada a 3000 RPM durante 15 min a 4°C. Los niveles de TNF, IL-18, IL-10,
TNFRI y TNFRII fueron determinados utilizando el método de ELISA en sandwich,
usando el kit comercial duoSet system (R&D Systems; Minneapolis, MN)

respetando el protocolo propuesto por el fabricante.

Tratamiento terapéutico. Una vez identificada la dosis profilactica protectora, se
evalué su posible papel terapéutico usando anticuerpos anti-TNF o anti-IFN-y.
Con este objetivo se les indujo sepsis por CLP a un lote de animales agrupados
en a) tratados con anti-citocina -2h, b) -30min , ¢) +30min, d) +2h y e) +24h del
momento de inducir sepsis, acorde con el protocolo utilizado durante los
tratamientos profilacticos. Los tratamientos se administraron cada 24h hasta
completar un total de 5 dosis y la sobrevida se evalu6 diariamente a lo largo de

dos semanas.

Andlisis estadistico. Las curvas de sobrevida fueron comparadas usando una

prueba de log-rank Mantel-Haenzel. Las diferencias entre grupos fueron
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realizadas usando una prueba de Kruskal-Wallis, y en aquéllas que se encontraron
diferencias se compararon los grupos con una prueba de Mann-Whitney. Los
datos fueron analizados con el sofware Prism 4.0 (GraphPad). Las diferencias se

consideraron significativas cuando p<0.05.
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Resultados

Efecto profilactico de dosis subletales de LPS por diferentes vias

Sobrevida. El papel protector del LPS, inicialmente fue explorado administrandolo
en dosis subletales por las vias intraperitoneal (IP) y oral (O) de manera
profilactica y posteriormente a estos animales se les indujo sepsis por CLP. En
este experimento se documento que el 100% de animales del grupo sham (S)
sobrevivieron (Figura 7), en tanto que los animales tratados con dosis subletales
de LPS via O mostraron una supervivencia significativamente mayor (p<0.05) vs el
grupo C (87% vs 50%) 96h después de la induccién de la sepsis, mientras que en

el grupo tratado IP fue solo del 65% (ns) vs el grupo C.
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Figura 7. Animales tratados dosis subletales de LPS La supervivencia representada en la
gréfica corresponde a tres experimentos independientes; donde la n para cada grupo fue de C=22,
IP=26 y O=23. Las comparaciones estadisticas fueron realizadas con una prueba long Rank de
Mantel-Henzel. La diferencia de **p<0.01 se encontré entre C vs O.
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Citocinas séricas. Una vez que se identificé la via O como protectora, se
evaluaron los niveles séricos de TNF, IFN-y e IL-10; la deteccion de la primera fue
inconsistente en los grupos, en tanto que el IFN-y se detecto elevado 4h después
de la CLP en los grupos C e IP y significativamente disminuido en el grupo O
(p<0.05) vs C (Tabla 1), mientras que la IL-10 se detecto elevada en todos los
grupos, y aungue ésta mostro niveles mayores (alrededor de 6 veces) en animales
del grupo O vs C, las diferencias no fueron significativas. En suero de animales

normales no fueron detectadas éstas citocinas.

Grupo IFN-y IL-10
Sham 0 (0-89) 85 (55-216)
Control 70 (0-547) 335 (0-2376)
IP 117 (70-145) | 194 (168-1685)
o) 0 (0-68) * 1997 (73-4104)

Tabla 1. Citocinas en suero de animales tratados con LPS (4h). Concentraciones séricas de
IFN-y e IL-10 inducidas por un procedimiento quirdrgico no séptico (sham) o por CLP. La n fue de
alrededor de 5-6 animales por grupo. Las comparaciones estadisticas entre grupos fueron
realizadas usando una prueba de Kruskal-Wallis, y en aquéllas que se encontraron diferencias se
compararon los grupos con una prueba de Mann-Whitney. Se consideraron diferencias
significativas cuando la *p<0.05.

Expresion de TNF en 6rganos blanco. Debido a la inconsistencia en la
deteccion de TNF sérico, se decidio evaluar su expresion en dos organos blanco

del choque. En higados del grupo O, el TNF fue expresado por un corto periodo
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(hasta las 4h), mientras en IP se observé hasta las 48h y en C hasta las 24h
(Figura 8a). En pulmones de animales O, la expresion de TNF se retraso hasta las
4h comparado con IPy C en los que se expreso desde la 1.5h posterior a la
induccién de la sepsis (Figura 8b).

Inflamacion en 6rganos blanco. Por otro lado se exploro el grado de inflamacion
tomando como indicadores tisulares el porcentaje de células de Kuppfer en higado
y porcentaje de edema pulmonar. La figura 9 muestra en el grupo O una baja
proporcion de células de Kupffer comparado con los grupos C (27.5£2% vs
37.75+2.21% )(p<0.05) e IP (39£3%)(p<0.05). No se observaron diferencias entre
los grupos S vs O (31.8+2.5%), ni entre IP vs C (Figura 9e). Por otro lado,
mientras que en pulmén de S no se observo edema (Figura 10), en C la extension
de membranas hialinas fue del 26.67+7.92%, en el grupo O se redujo
(12.51+16.5%)(p<0.05), mientras que en IP se observo edema similar al

observado en C (Figura 10e).
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Figura 8. Expresion de TNF en érganos blanco. La expresion relativa de TNF se realiz6 por
RTPCR a partir de mRNA obtenido de a) higado y b) pulmoén de animales de los grupos C, IP y O.
La figura representa dos experimentos independientes, con una n=8. Las figuras presentan las
medias + desviacion estandar.
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Figura 9. Porcentaje de células de Kupffer en higado de animales con sepsis
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Figura 10. Porcentaje de edema pulmonar presente en animales con sepsis

inducida por CLP.
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Figura 9. Porcentaje de células de Kupffer en higado de animales con sepsis inducida por
CLP. Las micrografias tomadas a un aumento 200X son representativas y muestran el higado de
ratones 48h después del proceso quirdrgico (Figura 9a). Los tejidos fueron tefiidos con la técnica
de hematoxilina-eosina y corresponden a un animal representativo de animales a)sham, b) control,
c) tratados intraperitonealmente (IP) y d) tratados oralmente (O). Por otro lado, en la grafica se
puede observar el porcentaje de células de Kupffer (Figura 9b) encontradas en higado de los
diferentes grupos y es representativa de dos experimentos independientes con una n=8 animales
por grupo. En la grafica se presentan las medias + desviacion estandar y solo el grupo O mostré
una proporcion significativamente baja (p<0.05) vs los grupos control e IP.

Figura 10. Porcentaje de edema pulmonar presente en animales con sepsis inducida por
CLP. Las micrografias tomadas a un aumento 200X son representativas y muestran el pulmon de
ratones 48h después del proceso quirdrgico (Figura 10a). Los tejidos fueron tefiidos con la técnica
de hematoxilina-eosina y corresponden a un animal representativo de animales a)sham, b) control,
¢) tratados intraperitonealmente (IP) y d) tratados oralmente (O). Por otro lado, en la gréfica se
puede observar el porcentaje de edema encontrad en el pulmén (Figura 10b) de los diferentes
grupos y es representativa de dos experimentos independientes con una n=8 animales por grupo.
En la gréafica se presentan las medias + desviacién estandar y solo el grupo O se observd una
disminucién importante de edema (p<0.05) vs el grupo control.

Hemocultivos. Para definir el perfil microbiolégico del proceso infeccioso
ocasionado por la CLP, se realizaron hemocultivos 24h después del proceso
quirurgico. Estos fueron negativos para el grupo S, mientras que en los grupos C y
O fueron positivos a las 9 y 8h respectivamente (Tabla 2), con un predominio de
bacterias gram-negativas (Tabla 3). En contraste sélo el 50% de los cultivos de los

animales del grupo IP fueron positivos 96h después de la cirugia.

Grupos % de Positividad Tiempo de
positividad (hrs)
S 0 ND
C 100 9.11+2
Ip 50 96+0
O 100 8.49+2.30

Tabla 2. Tiempo de positividad de hemocultivos de ratones con CLP. 200 ul de sangre
fueron sembrados en Bac Tec Peds Plus/F culture flasks (Becton Dickinson) y se incubaron
durante 7 dias. La positividad fue detectada por el sistema automatizado Bactec system
(Becton Dickinson). El nimero de animales utilizados por grupo fue n=8.
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Bacterias gram-negativas

Escherichia coli Pseudomona aeruginosa
Pseudomona sp. Enterococcus faecium
Escherichia cloacae Citrobacter amalonaticus

Klebsiella pneumoniae

Bacteria gram-positiva

Streptococcus viridans

Tabla 3. Analisis microbiano de animales con CLP. Hemocultivos de sangres de ratones
sépticos, tomadas por puncién cardiaca. La n fue de 10 animales.

Anticuerpos anti-LPS. Debido al papel que juegan los anticuerpos para depurar
el LPS sérico, se explord su presencia como resultado del pre-tratamiento
repetido con la endotoxina. En este contexto solo la IgM anti-LPS se detecto en el
grupo S, mientras que se detectaron titulos bajos del resto de los isotipos de
anticuerpos (Figura 11); en tanto que los animales C presentaron niveles de IgG2b
anti-LPS significativamente elevados (p<0.05) vs S, y el resto de los isotipos
mostraron concentraciones parecidas a las de S. Por su parte, en animales IP se
detectaron los titulos significativamente mayores de isotipos IgG anti-LPS vs el
resto de los grupos (p<0.05). Por ultimo, la IgM anti-LPS fue predominante

elevada en el grupo O vs el resto de los grupos (p<0.05).

63



lgG2a

(1]

oD

Groups Groups

1gG2b

2.00
1.75
1.50
1.25
1.00
0.76
0.50
0.25
0.00

oD

Groups

Groups

Figura 11. Produccién de anticuerpos anti-LPS. Los isotipos de anticuerpos anti-LPS evaluados
24h después del procedimiento quirdrgico. Se utilizé6 una n=9 animales por grupo y en la grafica se
reportan las medias + SD. Las diferencias estadisticamente significativas se consideraron cuando
la *p<0.05.

Tratamiento profilactico con fragmentos F(ab)’2 anti-TNF

Supervivencia. Debido a que en los animales protegidos con LPS se observaron
cambios en tiempo de expresion de TNF, se exploro el efecto profilactico de anti-
TNF en el modelo de CLP. En este contexto, 120h después del procedimiento
quirurgico, la sobrevida en el grupo S fue del 100% (Figura 12), mientras que en el
grupo control fue solo del 29%. Los tratamientos con anti-TNF en dosis de 0.01,
0.1y 10 mg/kg aumentaron la sobrevida a 37, 57 y 53% respectivamente (ns) y
solamente el tratamiento con 1 mg/kg aumenté significativamente la sobrevida

hasta el 69% (p<0.05) vs C.
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Figura 12. Administracion profilactica de anti-TNF. La gréfica presenta la supervivencia
inducida por tratamientos con solucion salina (sham y C), con 0.01, 0.1, 1 0 10 mg/kg de
fragmentos F(ab’), anti-TNF fueron administrados 2h antes y cada 24h después de los procesos
quirargicos, hasta completar un total de 5 dosis. La figura es representativa de dos experimentos
independientes. (nimero de animales: Sham=15, control=18, 0.01=8, 0.1=8, 1 mg/kg=16,
10mg/kg=17). Las sobrevidas fueron comparadas con una prueba de Log Rank Mantel-Haenzel,*
p<0.05 vs control.

Citocinas en suero. Para explorar mecanismos relacionados con resistencia o
susceptibilidad, se identifico el perfil inflamatorio en los grupos seleccionados S, C,
tratados con 1 mg/kg (resistentes a la CLP) y 10 mg/kg de anti-TNF (susceptibles
a la CLP). En esta etapa del estudio, la deteccién de TNF en los diferentes grupos
experimentales nuevamente fue inconsistente. Por otro lado, en el grupo S 3h
después de la cirugia (figura 13a), se pudo observar un predominio de IL-1p e IL-
10; éste perfil se modifico a las 24h por un predominio pro-inflamatorio
caracterizado por la presencia IL-1p e IFN-y y 48h después ambas citocinas se
redujeron. En el grupo C el perfil se caracterizé por un predominio pro-inflamatorio
(IL-1 e IL-6) a las 3h (Figura 13b), manteniéndose hasta las 24h y a las 48h

cambid por un predominio de IL-10; en este grupo se detect6 IFN-y solo 3h

65



después de la CLP. Mientras que en el grupo tratado con 1mg/kg de anti-TNF, se
observé una coexistencia de IL-1, IL-10 e IFN-y y niveles considerablemente
elevados de IL-6 durante las primeras 24h de estudio (Figura 13c). 48h después
aumento IL-10 y disminuy6 IL-1, sin embargo los niveles de IL-6 e IFN-y no se
modificaron. Por ultimo, los animales tratados con dosis 10 veces mayores del
mismo anticuerpo, mostraron un predominio de IL-10 desde las 3h y hasta las 48h

(Figura 13d).
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Figure 13. Citocinas séricas en animales con CLP tratados con anti-TNF profilactico. Las
muestras de suero fueron obtenidas de sangre tomada por puncién cardiaca en diferentes lotes de
animales a las 0, 3, 24 y 48h posteriores al procedimiento quirdrgico. Las citocinas fueron medidas

por ELISA en animales a) Sham; b) Control; ¢) tratados conl mg/kg o d) 10 mg/kg. La n utilizada
fue de entre 5-6 animales por grupo y por tiempo.
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Papel terapéutico de fragmentos F(ab)’2 anti-TNF. Una vez que la dosis de 1

mg/kg de anti-TNF fue identificada como protectora, se decidié evaluar su efecto

terapéutico (Figura 14). Este esquema mostrd que el tratamiento iniciado a las -2h,

-30min (78 y 93%) y 30 min (91%) protegieron significativamente (p<0.001), lo

gue no sucedio cuando el tratamiento inicié 2h o 24h posteriores ala CLP (61 y

57% de sobrevida respectivamente). Por ultimo, la administracion de fragmentos

F(ab’)2 no relacionados (Alacramyn) a ratones con sepsis no modificaron la

sobrevida.
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Figura 14. Administracion terapéutica de anti-TNF. Los grupos experimentales fueron tratados
con 1 mg/kg del anticuerpo, los tratamientos iniciaron -2h, -30 min, 30, 2 o 24h después de inducir
sepsis, y cada 24h hasta completar las 5 dosis totales. Por otro lado se administraron fragmentos
F(ab’) anti-veneno de alacran (Alacramyn®) en dosis de 1 mg/kg, bajo el mismo esquema de
tratamiento utilizado con el anti-TNF. Los animales sham y control recibieron solucion salina con el
mismo esquema. La figura es representativa de dos experimentos independientes, la n utilizada fue
para sham=20, control=35, -2 hr=26, -30 min=15, +30 min=14, +2 hr= 13, +24 hr=14y
Alacramyn®=19. Las supervivencias encontradas entre grupos fueron comparadas con una prueba
de Mantel-Haenzel Log Rank, encontrdndose diferencias significativas de ** p<0.01vs control.
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Tratamiento profilactico con fragmentos F(ab’), anti-IFN-y

Supervivencia. Otra citocina modificada con el tratamiento profilactico de LPS fue
el IFN-y, por lo tanto se explor6 su papel en el modelo de CLP administrando
diferentes dosis de anti-IFN-y de forma profilactica. En este experimento, también
sobrevivieron todos los animales del grupo sham (Figura 15), en tanto que en el
grupo control la sobrevida fue del 33%. La administracion profilactica con 0.1 0 1
mg/kg de fragmentos F(ab’), anti-IFN-y solo aumento la sobrevida al 53% vs
control (NS). Sin embargo, el tratamiento profilactico con la dosis mas baja (0.01

mg/kg) se asocioé con un aumento en la sobrevida hasta el 78% vs control

(p<0.05).
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Figura 15. Administracion profilactica de anti-IFN-y. Los animales fueron tratados con solucion
salina (sham y control), y con 0.01, 0.1, o 1 mg/kg de F(ab’), anti-IFN-y, el tratamiento fue iniciado
2h antes y cada 24h posteriores al procedimiento quirargico, hasta completar 5 dosis totales. La
figura es representativa de dos experimentos independientes. La n utilizada fue en Sham=10,
control=17, 0.01 mg/kg=17, 0.1 mg/kg=15, 1 mg/kg=17, 10mg/kg=16. La comparacion entre
supervivencias se realizé con una prueba de Long Rank de Mantel-Haenzel. La * p<0.05 fue vs
control.
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Citocinas en suero: Para explorar mecanismos relacionados con resistencia o
susceptibilidad inducidas por el anti-IFN-y, se identificd el perfil inflamatorio en los
grupos S, C, tratados con 0.01 y 1 mg/kg de anti-IFN-y; en el primero se observé
un predominio de IL-1B y niveles mas bajos de IL-10 e IFN-y 3h después de la
cirugia (Fig 16a). A partir de las 24h se observo una coexistencia de IFN-y, IL-1 e
IL-1B. En el grupo C a las 3h, se observé un predominio inflamatorio dependiente
de IL-6 e IL-1B; 24h después aumentaron los niveles de IL-10 y disminuyeron los
de IL-6 e IL-1pB; finalmente se observé una disminucion de IL-10 a las 48h después
de la CLP. El tratamiento con anti-IFN-y en dosis de 0.01 mg/kg indujo una alta
produccion de IL-6 (16c) 3h después de la CLP, mientras que IL-13 e IL-10 se
mantuvieron en concentraciones similares. 24h después la IL-6 disminuy6
mientras que los niveles de IL-1§ e IL-10 permanecieron constantes, para las 48h
los niveles de IL-6 continuaron elevados, pero disminuyeron los de IL-13, y los de
IL-10 se mantuvieron constantes. Cuando anti-IFN-y fue administrado en
concentraciones de 0.1 mg/kg, se indujo la produccion mas elevada de IL-6 3h
después de la CLP, asociada con bajos niveles de IL-1p e IL-10 (Fig 16d). 24h
posteriores a la cirugia, con excepcién de IL-1f3, ninguna otra citocina fue
detectada. Sin embargo a las 48h solo los niveles de IL-6 e IL-10 aumentaron. Tal

como sucedio en otros experimentos donde se evalué TNF, esta citocina se

detectdé de manera inconsistente en los diferentes grupos.
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Figure 16. Citocinas séricas en animales con sepsis inducida por CLP tratados con anti-IFN-
y. Los sueros fueron obtenidos a partir de sangre tomada por puncién cardiaca en diferentes lotes
de animales a las 0, 3, 24 y 48h posteriores al procedimiento quirdrgico. Las citocinas fueron
medidas por ELISA en animales a) Sham; b) Control; ¢) 0.01 mg/kg de anti-IFN-y o d) 0.1 mg/kg.
La n utilizada fue de entre 5-6 animales por grupo y por tiempo.
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Papel terapéutico de fragmentos F(ab’)2 anti-IFN-y. Una vez que la dosis de
0.01 mg/kg de anti-IFN-y fue identificada como protectora se decidié evaluar su
efecto terapéutico. Como referencia, el 100% de ratones sham y el 54% animales
control sobrevivieron a sus respectivos procedimientos quirdrgicos (Figura 17). Por
otro lado, los fragmentos F(ab’), anti-IFN-y en dosis de 0.01 mg/kg administrados
2h antes o 24h después de inducir la sepsis aumentaron la sobrevida al 88%
(p<0.05) y 94% (p<0.01) vs C respectivamente. Mientras que el tratamiento
iniciado 30min antes, 30min o 2h después de la CLP no disminuyeron la

mortalidad vs C.

100 y : *
oeeeeened ax*—s— Sham
[--meemeemees e A%
75 i__________I-'_=_'—_'-:—'_'—:-:—:-_=JI"""'"""'i --e-- Control
s z e R 3 a2
s | 0 e Freeeaees L 730
.g 50+ I -+ +30
? : )
O\O 25 ------------------------ v
- ——+24
O | | | | | | | |

0 24 48 72 96 120 144
Tiempo post-CLP

Figura 17. Administracion terapéutica de anti-IFN-y. Todos los animales fueron tratados con
dosis de 0.01 mg/kg, iniciando a las -2h, -30min, 30min, 2h y 24h del procedimiento quirdrgico y
cada 24h hasta completar 5 dosis totales. Los grupos sham y control recibieron solucion salina con
el mismo esquema. La figura es representativa de dos experimentos independientes y la n para
cada grupo fue de sham=10, control=15, -2h= 8, -30min=8, +30min= 16, +2h= 15, +24h= 16). Las
comparaciones de estadisticas de supervivencia fueron realizadas con una prueba de Log Rank de
Mantel-Haenzel , la ** p<0.01 fue vs control.
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Discusiodn

En la actualidad es indiscutible el papel que juega el proceso inflamatorio
para el establecimiento o control de infecciones bacterianas, sin embargo en
sepsis éste representa un detonante de mecanismos deletéreos que favorecen la
progresion de la enfermedad. En modelos animales como los de endotoxemia o
sepsis inducida por bacterias vivas, la desensibilizacion con dosis subletales de
antigenos bacterianos induce cambios en el perfil de citocinas que protegen contra
dosis letales posteriores [Mengozzi M y Ghezzi P, 1993]. En estos modelos la
utilizacion de anticuerpos anti-citocinas o citocinas recombinantes, también
pueden modificar el curso de la enfermedad atenuando o potenciandola
[Bengtsson Ay col, 1998. van der Poll T, 2001. Annane D y col, 2005 ]. En nuestro
estudio, se documentd por primera vez que la administracién de LPS por la via O
y no IP, protegi6 contra la sepsis inducida por CLP. Comunmente, la resistencia
contra sepsis se asocia con reduccion de la respuesta pro-inflamatoria y aumento
de la anti-inflamatoria, tal como lo reportaron Varmay col [2005] quienes
observaron una disminucion de IL-1, IFN-y e IL-12 y aumento de IL-10 en
circulaciéon. En otro estudio, utilizando cultivos de monocitos humanos,
desensibilizados con LPS ‘in vitro”, se produjeron concentraciones elevadas de
IL-10 y TGF-B [Radow F y col, 1995]. En nuestro estudio, a nivel sérico pudimos
observar solo 4h después de la cirugia, que el tratamiento con LPS via O indujo un

predominio anti-inflamatorio; hallazgo sustentado a nivel tisular por la baja
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proporcion de células de Kuppfer en higado (p<0.05) vs los grupos C e IP, y
disminucion (p<0.05) del edema pulmonar (O vs C).

Por su parte, la inconsistencia en la deteccion de TNF circulante no fue un
problema metodologico ya que otros trabajos han reportado que no se eleva en el
modelo de CLP [Evans GF y col, 1989. Villa P y col, 1995. Ebong S y col, 1999],
pensamos que algunos de los mecanismos responsables para este resultado son
la labilidad de la citocina, su vida media, su consumo durante el proceso séptico,
y/o a la presencia de receptores solubles en circulacion (TNFRI/II) [Cavaillon JM y
col, 2003] que podrian interferir para su deteccién con el método de ELISA. No
obstante, se pudo observar una reduccion en su tiempo de expresion en higado o
retraso en el inicio de su expresién en pulmén vs los grupos C e IP. Estas
diferencias en los distintos érganos blanco, pudieron deberse a mecanismos de
compartamentalizacion inmunoldgica [Fitting C y col, 2004].

Aunque desconocemos con precision qué mecanismos se activaron
durante la administracion de LPS via O, pensamos que por un lado se pudieron
estimular subpoblaciones celulares especificas como dendriticas productoras de
IL-10 presentes en placas de Peyer y en bazo [lwasaki A y col, 1999], cuya
influencia podria resultar en la generacion de células T naive hacia fenotipos Th2
productoras de IL-10, y a su vez reducir el IFN-y sérico [Schroder M y col, 2003];
en tanto que el LPS por la via IP, pudo estimular células productoras de IFN-y
[lwasaki Ay col, 1999]. Otra posibilidad, es que células Th3 o Treg pudieran ser

estimuladas en intestino y de esta manera atenuar la respuesta inflamatoria
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generada por el proceso séptico [ Weiner HL, 2001. Mucida D y col, 2005], incluso
es posible que haya varios mecanismos que se combinen para generar proteccion.

Otro mecanismo protector inducido por el LPS O, fueron los altos titulos de
anticuerpos IgM anti-LPS, que podrian activar la cascada del complemento y
favorecer la lisis bacteriana, ademas de facilitar la depuracion del LPS circulante
[Boes My col, 1998]. Se ha reportado que los animales deficientes en la
produccion de IgM, muestran mayor susceptibilidad cuando son retados con LPS,
por esta razOn se sugiere como una estrategia alternativa, la administracion de
IgM para el manejo de la sepsis [Jackson SK y col, 1993. Haque KN y col, 1988.
Karatzas S y col, 2002] y como un tratamiento profilactico para pacientes con alto
riesgo de adquirir infecciones nosocomiales de tipo gram-negativo [Neilson AR y
col, 2005. Norrby-Teglund Ay col, 2006].

De hecho, es posible que la tolerancia O al LPS sea un mecanismo
fisioldgico natural, ya que en las condiciones estandar de bioterio se permite la
ingesta oral y continua de bacterias y LPS presentes en las heces de los animales.
Esto explicaria parcialmente la resistencia basal que presentan los ratones con
sepsis puncionados con una aguja calibre 21G (50%) y en la cual podrian estar
involucrados anticuerpos IgM anti-LPS, ya que incluso animales de los grupos Sy
C presentan IgM elevada vs el resto de las inmunoglobulinas, lo que sugiere que
estos anticuerpos incluso podrian producirse de manera basal o que podrian ser
polireactivos, como los producidos por linfocitos B1. Aunque el tratamiento O con
LPS parece ser potencialmente atractivo para el manejo de pacientes con sepsis,
dificilmente se podria utilizar en clinica ya que este tipo de pacientes ingresa al

hospital en etapas tardias de la enfermedad, por lo tanto este tratamiento tendria
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que ser restringido a pacientes programados a cirugias con riesgo de desarrollar
infecciones.

Durante la segunda fase de este estudio, se probaron diferentes dosis
profilacticas de anti-TNF o -IFN-y; en el primer caso se observo que la
administracion de dosis altas de anti-TNF no mejoré la sobrevida de los animales
sépticos, sin embargo el tratamiento con dosis 10 veces menores del anticuerpo
protegieron significativamente (p<0.05). Esto sustenta reportes previos en los que
tanto animales retados con CLP, como ensayos clinicos con pacientes sépticos
[Gallagher J y col, 2001. Reinhart K y col, 2001], la eliminacién de TNF circulante
inhibe mecanismos microbicidas, resultando en el aumento de la susceptibilidad
hacia infecciones. Pero por otro lado, el resultado contrasto con lo observado en
animales con endotoxemia, en los cuales la inhibicién de TNF circulante protege;
sin embargo es necesario sefialar que la endotoxemia no es una infeccion, por lo
tanto en este modelo esta estrategia es benéfica al inhibir mecanismos de dafio
tisular, sin importar que sean los mismos mecanismos microbicidas [Beutler By
col, 1985], ademas este efecto es complementado por el aumento de la
produccion de IL-10, que inhibe la sobreproduccién de NO y especies reactivas de
oxigeno, aumento de la permeabilidad vascular, coagulacion intravascular
diseminada, etc [Ghosh S y col, 1993].

Interesantemente en nuestro estudio, el tratamiento con dosis bajas de
anticuerpos anti-TNF indujo la coexistencia de IL-1 e IL-10 durante las primeras
24h de estudio, mientras que en el grupo C se observé un predominio pro-

inflamatorio temprano (3h) y en los animales tratados con dosis 10 veces mas anti-
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citocina, mostraron un predominio anti-inflamatorio desde las 3h. Contrario a las
posturas que discuten el papel de las respuestas pro- o anti-inflamatorias como
deletéreas en sepsis y proponen a sus respuestas antagonicas como protectoras
[Lamy My col, 1995], nuestros resultados sugieren que la polarizacion hacia
respuestas pro- o anti-inflamatorias de manera temprana son deletéreas, mientras
que la coexistencia de ambas podria ser benéfica, ya que en principio se atenuaria
el desarrollo de SIRS o CARS.

El aumento de IFN-y observado en el grupo protegido también pudo ser
benéfico, y aunque este se ha asociado con letalidad de ratas con CLP [Yin Ky
col, 2005], otros estudios lo sugieren como protector al activar la funcién de
monocitos de pacientes sépticos [Docke WD y col, 1997].

Otro resultado por demas interesante fue la demostracion de que dosis de
1 mg/kg de anticuerpos anti-TNF tuvo efectos terapéuticos solo en etapas
tempranas del proceso séptico, esto sustenta la idea de que el TNF debe de ser
regulado en etapas iniciales de la enfermedad buscando atenuar mecanismos de
dafio y no en etapas tardias, lo que explica parcialmente porqué en ensayos
clinicos controlados los resultados son contradictorios. En estos se subestima el
balance inflamatorio en el momento de iniciar el tratamiento y se trata con dosis de
anticuerpos que buscan eliminar la citocina de circulacion; en otras palabras si los
pacientes se encuentran establecidos en etapas tardias del SIRS o en CARS,
podria reflejar un efecto nulo o incluso contribuir con el desarrollo de
inmunoparalisis. En este sentido, se ha observado que la administracién de dosis

altas y crénicas de anticuerpos monoclonales quiméricos anti-TNF a pacientes con
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artritis reumatoide, aumentaron la susceptibilidad a infecciones [Armbrust W'y col,
2004. Bowie VL y col, 2004. Hamilton CD y col, 2004. Moreland LW y col, 2004.
Wolfe F y col, 2004 ], por lo que es necesario considerar las dosis, el “timing” de
la administracion y cronicidad de las terapias con anti-citocinas.

Por su parte, se ha reportado que el IFN-y tiene la capacidad de estimular la
produccion de 6xido nitrico, produccion de radicales libres y otros mediadores pro-
inflamatorios por macréfagos y neutréfilos [ Totemeyer S y col, 2006], que
contribuyen con el dafio tisular observado en sepsis; por lo anterior, animales
knock-out para la produccion de IFN-y muestran disminuida su capacidad
microbicida comparado con animales silvestres [Moore TA y col, 2002].
Paraddjicamente en estudios clinicos se observa que la hiporeactividad de los
leucocitos sanguineos periféricos de pacientes con sepsis es revertida al
estimularlos en presencia de rIFN-y [ Docke W, 1997], estos resultados sustentan
el papel inmunoregulador de IFN-y. Lo anterior fue constatado al probar que el
tratamiento con fragmentos F(ab’), anti-IFN-y iniciado 2h antes de la CLP, protegio
significativamente solo cuando se administré en dosis muy bajas (0.01 mg/kg), y
no al tratar con dosis 10 o 100 veces mayores. Este resultado reforzé nuestra
hipotesis de que “en sepsis, los tratamientos con anti-citocinas no deben
eliminarlas, sino regularlas”. Un estudio previo realizado por Laineé y col,
reportaron que la administracion de anticuerpos monoclonales anti-IFN-y
inmediatamente después de inducir choque con bacterias gram-negativas a
primates, atenuo la disfuncidén organica y previno letalidad. Por otro lado, en ratas

con sepsis inducida por CLP, Yin Ky col (2005), obtuvieron resultados
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concordantes con los nuestros, ya que la administracion de anticuerpos
monoclonales anti-IFN-y atenuaron la mortalidad cuando se administraron
inmediatamente o 24h después de la cirugia, ellos reportan como mecanismos
asociados a una reduccion de los niveles séricos y peritoneales de “high mobility
group box-1" (HMGB1), mientras que las concentraciones de IL-1, IL-6 o0 TNF no
se modificaron. En nuestro estudio, ademas se observé en el grupo control una
respuesta temprana predominante de IL-13 e IL-6 y un cambio hacia un
predominio de IL-10, 24h después de la cirugia. En ratones tratados con 0.1 mg/kg
de anti-IFN-y, se observé un predominio pro-inflamatorio hasta las 24h. , que
cambid hacia un predominio de IL-10 a las 48h. De manera interesante en el
tratamiento con dosis bajas de anti-IFN-y se genero la coexistencia de IL-1 e IL-10
a lo largo del estudio, resultado que coincidié con los observados en el tratamiento
protector de anti-TNF. La coexistencia de citocinas pro- y anti-inflamatorias podria
ser benéfica probablemente evitando la polarizacion temprana hacia SIRS o CARS
y la activacion de mecanismos deletéreos exacerbados.

Otra similitud en los tratamientos protectores con anti-TNF e —IFN-y, fueron
los altos niveles de IL-6, resultado que es concordante con el reporte de Yoshida
K,y col [ 2001], quienes observaron que animales deficientes para la produccion
de IFN-y (IFN-y -/-), aumentaron la produccion de IL-6 durante estados tardios de
la infeccion pulmonar con Klebsiella pneumoniae, y aunque estos autores
interpretaron este resultado como una respuesta a la mala condicion de los
ratones en estados tardios de la septicemia, nosotros pensamos que el aumento

de IL-6 podria ser un mecanismo que busca compensar la falta de IFN-y.
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Esto podria ser factible en primer lugar porque IL-6 inicialmente intentaria
amplificar el proceso inflamatorio, que disminuye al administrar las anti-citocinas;
en segundo lugar, la IL-1p en los grupos protegidos con anti-IFN-y y -TNF podria
contribuir con el aumento de los niveles de IL-6 [Hungness ES y col, 2002]. Por
altimo, aunque desconocemos los mecanismos precisos que inducen el aumento
de IL-6 en nuestros grupos protegidos, esta condicién podria beneficiarlos ya que
aunque la administracion de esta citocina en forma recombinante es incapaz de
inducir choque, si ocasiona fiebre, neutrofilia, trombocitosis y produccién de
proteinas de fase aguda [ Dinarello Ch, 1997]. Por el contrario, su ausencia se ha
asociado con aumento de los niveles circulantes de TNF, IFN-y, y factor
estimulador del crecimiento de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF),
mientras que su administracién en forma recombinante a voluntarios sanos,
potencia una respuesta plasmatica anti-inflamatoria mediada por IL-10, IL-1ra, y
cortisol; por lo que ha sido sefalada como una citocina con propiedades anti-
inflamatorias indirectas. Otras propiedades que podrian ser importantes durante la
sepsis es que genera la produccion de proteina C reactiva que facilita la
opsonizacion de bacterias [Du Clos, Terry W, 2002], induce la sintesis de
proteinas en intestino y pulmon, mecanismo contrario al catabolismo proteico
observado durante el proceso séptico [Williams A y col, 1998], ademas juega un
papel protector contra anormalidades de la coagulacion, asociadas a la
inflamacion durante la hemorragia pulmonar [Inoue K y col, 2004] y el desarrollo
de la coagulacion intravascular diseminada, responsable de hipoperfusion tisular,

dafio tisular y disfuncion organica en sepsis.
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Por otro lado la presencia de IL-10 pudo contribuir con el control de la
produccion de IL-13 en animales protegidos, y de esta manera regular los
mecanismos deletéreos que activa esta citocina; resultado contrario a lo
observado en animales tratados con dosis mayores de anti-IFN-y, lo que genero
un aumento importante de IL-1p.

Finalmente, la mayoria de pacientes sépticos que ingresan a los hospitales
se encuentran en fases tardias de la enfermedad, por lo tanto, los tratamientos
profilacticos presentan una reducida eficacia clinica. Nuestros resultados
demostraron que bajas dosis de fregmentos F(ab’)2 anti-IFN-y, podrian ser Gtiles
en el tratamiento tardio de la sepsis (24h después de inducirla), situacion que
beneficiaria a una gran mayoria de pacientes que ingresa a los hospitales con este
diagnéstico en sus diferentes etapas. No obstante, es fundamental estudiar
ampliamente el papel de anti-IFN-y en distintos modelos de sepsis, para corroborar

su utilidad en estas condiciones.
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Conclusiones

El LPS administrado en dosis subletales por la via oral protegi6 en la sepsis
polimicrobiana inducida por CLP.

El pretratamiento con LPS via oral modifico el perfil de citocinas pro-
inflamatorias y favorecid la produccion de IL-10, ademas de anticuerpos
IgM anti-LPS.

La disminucion de la inflamacion fue constatada por el bajo numero de
células de Kuppfer en higado y el porcentaje de edema en pulmon en
animales tratados con LPS oral.

Dosis profilacticas de 1 y no de 10 mg/kg de anti-TNF aumentaron
significativamente la sobrevida de animales con sepsis inducida por CLP.
La proteccion con 1 mg/kg de anti-TNF pudo extenderse terapéuticamente
hasta etapas tempranas de la sepsis (30min).

Dosis profilacticas de 0.01 mg/kg de anti-IFN-y aumento significativamente
la sobrevida de animales con sepsis polimicrobiana.

La proteccion con 0.01 mg/kg de anti-IFN-y se extendio terapéuticamente
solo cuando se inici6 tardiamente (24h) después de la CLP.

La regulacion de las respuestas pro- y anti-inflamatorias se asocié con
proteccion en sepsis polimicrobiana, mientras que la polarizacion hacia

alguna de las dos no protegio.
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