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PROLOGO
Es un gran placer para mi presentar este Libro: “TOPICOS SELECTOS
EN CIENCIAS BASICAS APLICADOS AL PACIENTE CRITCO”.

Ante todo, este libro representa una amalgama de conocimientos
de ciencia basica muy profundos y detallistas, ahondando en los
mecanismos moleculares y protedmicos, pero en perfecta concordancia
con su aplicacion en la ciencia clinica, y la perspectiva de su aplicacion

a corto o mediano plazo.

Cada capitulo inicia con una revision bastante profunda y técnica
de los elementos constituyentes de un determinado mecanismo
inmunolégico, pasando por las variantes de la expresion de estos
componentes, y proyectandose al rol fisioldgico y patolégico que
cumplen cada una de estas moléculas en el complejo funcionamiento

del sistema inmune.

Aparte de esto, muestran la utilidad de estas moléculas, sea intra o
extracelulares, en las patologias comunes, y, sobre todo hacen especial
rigor al rol desempenado en situaciones criticas como es la situacion
de sepsis y la reciente critica situacion de la infecciéon por COVID-19.
Enlaprimeraseccion se discute el rol crucial que cumplen dos elementos
un poco olvidados de la respuesta inmune como las plaquetas y las
trampas extracelulares de neutréfilos, que en los ultimos afios ha dado
mucha informacién y posibilidades de intervenciones terapéuticas,

que muy bien han sido resaltada por los autores.
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En la segunda seccion otras moléculas ya conocidas, pero aun
incompletamente aprovechadas, como son los receptores Toll-Like
Receptors (TLRs), sus variantes y sus posibilidades de uso terapéutico.
El tercer capitulo revisa en detalle otro tipo de receptores, en este caso,
intracelulares, los NODs y su importancia en sepsis y sus potenciales

aplicaciones terapéuticas.

En el cuarto capitulo se revisa el mecanismo poco conocido de la
Autofagia, en sus roles fisioldgicos de defensa y reguladores, como en

sus disfunciones en patologias graves como la sepsis.

El quinto capitulo dirigido al entendimiento del mecanismo
recientemente reconocido de la Piroptosis y sus implicancias en

condiciones de salud y sepsis.

El sexto capitulo se concentra en mecanismos de trasmision de sefiales
intracelulares a través de tirosin kinasas y factores de transcripcion,
de critica importancia en mecanismos de activacion normal,
disfunciones del sistema inmune por enfermedades autoinmunes, o
por sobreactivacion por infecciones severas, y que ya, de hecho, se
estan utilizando y se avecinan muchos nuevos productos que actuan a

estos niveles.

El séptimo y ultimo capitulo dedicado a una de las lineas de
investigacion de mayor importancia y con mayor potencialidad de
uso clinico en salud y enfermedad, el tema de la microbiota y sus

aplicaciones.
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Una de las ventajas de los autores es que se proyectan en los usos
potenciales tanto del desarrollo de nuevos productos farmacéuticos,
como de producto terapéuticos no farmacologicos, que, desde el
punto de vista integrativo, es uno de los enfoques mas prospectivos y

esperanzadores.

Es para mi un gran orgullo, que dentro de los autores se encuentren
alumnos de la Maestria de Inmunologia, que ojala haya servido para

darles esa vision holistica del conocimiento en salud y enfermedad.

No me queda mas que desearles a los autores mis mejores augurios de
una obra de trascendental importancia para profesionales de la salud
médicos y no médicos, y a los lectores, les garantizo que la lectura y el
entendimiento de estos temas les aperturara una vision de las medicina
y ciencias biologicas, que antes quiza la sospechaban, pero nunca

como con este libro, lo veran tan claro y entendible.

Dr. José Luis Aguilar Olano

Meédico especialista en Inmunologia y Reumatologia

Jefe Laboratorio de Inmunologia. Departamento de Ciencias
Celulares y Moleculares. Facultad de Ciencias. Director de
la Maestria de Inmunologia. Escuela de Posgrado ‘“Victor
Alzamora Castro”. Universidad Peruana Cayetano Heredia.
Lima, Peru.

Jefe Servicio de Inmuno-Reumatologia. Departamento de
Medicina. Hospital Cayetano Heredia. Lima, Peru.

Director Médico de BIOTEC.
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PROLOGO

La sepsis, definida como la infeccion asociada a falla multiorgénica
llega a ser identificada en alrededor de un 30% de pacientes atendidos
en Unidades de Cuidados Intensivos y esta asociada con una tasa de
mortalidad de aproximadamente 35%, siendo asi uno de los problemas

de salud publica més importante a nivel mundial.

En la busqueda continua de soluciones a este problema, un creciente
cuerpo de informacidén comienza a elucidar algunos de los aspectos
moleculares y celulares que rigen la inmunopatogenia de los
procesos sépticos. Esta nueva informacion da luz a diferentes blancos
terapéuticos y resalta las moléculas y las poblaciones celulares cuyas
alteraciones podrian ser usadas como biomarcadores de diagnostico y

prondstico para este tipo de patologias.

Alo largo de 270 paginas, usando una plétora de imagenes ilustrativas y
tablas informativas que ayudan a resumir el conocimiento almacenado
hasta la fecha, los autores -médicos intensivistas de hospitales de
renombre de Ecuador con amplia experiencia en el tratamiento del
paciente de cuidados intensivos- vinculan diferentes aspectos de las
ciencias basicas con la patologia y las manifestaciones clinicas del
enfermo critico. El libro esta dividido en siete capitulos que abarcan
y resumen de forma meticulosa la bibliografia alrededor de las
diferentes aristas de la respuesta inmune mismas que juegan un papel

determinante en la patogenia de la sepsis.
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En el primer capitulo se discute la importancia de los mecanismos
efectores de los neutrdfilos y la activacion de las plaquetas en el
contexto de la sepsis. El segundo y el tercer capitulo abordan el rol de
receptores del sistema innato y como su activacion aberrante induce
procesos proinflamatorios desregulados. El cuarto capitulo ofrece una
vision acerca de la autofagia, cuyo papel determinante en los procesos
inflamatorios, la inducciéon de enfermedades neurodegenerativas y
el envejecimiento lo hizo merecedor del Premio Nobel en Medicina
en el ano 2016. En el capitulo cinco se presenta la piroptosis, que
comprende el mecanismo de muerte celular mediada por la activacion
del inflamasoma, y su rol fundamental en diferentes patologias
humanas. Por otro lado, el sexto capitulo describe en detalle la via
de sefializacion celular JAK/STAT, misma que constituye una de las
cascadas mas importantes en la regulacion de las respuestas inmunes,
la division celular y la tumorigénesis. Finalmente, el capitulo 7 ofrece
una perspectiva de la microbiota y su papel en la inmunidad de mucosas

en relacion con la sepsis.

Este enorme esfuerzo permite al lector médico conocer y familiarizarse
con las rutas que median procesos homeostaticos, mismas que al ser
desreguladas o mal controladas conducen a procesos patoldgicos
sumamente perjudiciales para la vida del paciente. A la vez, el médico
seguramente identificard moléculas que hoy en dia se usan como

biomarcadores y podra conocer mas detalles sobre su participacion
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en estas cascadas patogénicas, por medio de una presentacion mas
holistica y no solo enfocada a las manifestaciones clinicas y su

tratamiento.

Constituye un honor para mi, como inmunélogo, académico e
investigador realizar el prologo de este libro. Aprovecho la oportunidad
para ofrecer mis sinceras felicitaciones a sus autores, pues con su libro
contribuyen a develar, entender y combatir una de las patologias mas

prevalentes y mortales que atormenta a los pacientes criticos.

Les invito a su lectura y espero que sea el primero de varios
emprendimientos para tender un puente entre el conocimiento basico

y el tratamiento clinico.

Dr. Nikolaos C Kyriakidis,
PhD. en Inmunologia
Docente e Investigador, Universidad de las Américas, Quito,

FEcuador
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TOPICOS SELECTOS EN CIENCIAS BASICAS
APLICADAS AL ENFERMO CRITICO

La Sepsis, se presenta clasicamente como la aparicion de una respuesta
inflamatoria sistémica (Sepsis 1) y actualmente (Sepsis 3) como el
desarrollo de disfuncion multiorgdnica medida mediante la escala
“Sepsis related Organ Failure Assessment” (SOFA); secundaria a un

foco infeccioso sospechado o documentado.

Si bien éstas definiciones operativas son validas y necesarias, expresan
unicamente las consecuencias finales y visibles de una compleja
interaccion huésped-bacteria, en donde los patrones moleculares
asociados a patdgenos “PAMPs”, (como el lipopolisacarido de las
bacterias gran negativas) y los patrones moleculares asociados a dafio
“DAMPs”, interactian con receptores especificos llamados receptores
de reconocimiento de patrones (como los receptores tipo TOLL y tipo
NOD) ubicados en las células inmunitarias como los macréfagos,
desencadenando una respuesta proinflamatoria, con produccion masiva
de citoquinas clasicas como el TNF alfa, la IL1, la IL6, el interferon
gamma, entre otros; a la vez los neutréfilos, representantes de la
inmunidad innata, fagocitan y en instancias finales se autodestruyen
“suicidan”, liberando su contenido para que coadyuvados por las
plaquetas produzcan las trampas extracelulares de neutrofilos (NETs),

que tienen como fin atrapar a microrganismos en ellas.
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De forma paralela se produce una forma especial de muerte
celular programada, que se denomina piroptosis, y que tiene como

desencadenante la inflamacion.

Todo este complejo enmarafiado de fendmenos y procesos tienen como
fin el control de los agresores microbianos, sin embargo, el fenotipo
de gravedad y severidad depende también de factores genéticos y
epigenéticos, que determinan en muchos casos hiperinflamacion,
con predominio de macréfagos tipo I (SIRS) y en otros, anergia, con
predominio de macréfagos tipo II (CARS), con desenlaces fatales en

ambos extremos.

Los paquetes de medidas recomiendan una antibioticoterapia
adecuada y apropiada y de inicio inmediato en los pacientes con sepsis,
la idea basica de esta medida, es suprimir la carga bacteriana y de
forma paralela la produccion y liberacion de PAMPs y de esta forma
mejorar el prondstico de estos enfermos. Sin embargo, el tiempo,
espectro y administracién de uno o varios antimicrobianos impacta en
nuestra microbiota, la altera y puede acarrear consecuencias nefastas,
que van desde infecciones por Clostridium difficile hasta alteraciones

autoinmunes y neoplasias (como la colénica).

En este libro, los autores hemos tratado de que términos como NETosis,
piroptosis, PAMPs, DAMPs, receptores tipo TOLL y NOD, no sean
ajenos al conocimiento de los médicos clinicos y que su entendimiento

refleje un tratamiento holistico y razonado de una patologia prevalente
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y que pese a los vertiginosos avances técnico-cientificos mantiene una

mortalidad relativamente alta.

Los autores:

Jorge Luis Vélez Paez. MD. MSc. PhD.

Mario Patricio Montalvo Villagomez. MD. MSc.
Fernando Esteban Jara Gonzdlez. MD. MSc.
Santiago Xavier Aguayo Moscoso. MD.

Pablo Andrés Vélez Paez. MD.

Pedro René Torres Cabezas. MD.

Daniel Alfonso Torres Carpio. MD.

= XXIll



EL ROL DE LAS PLAQUETAS Y LAS
TRAMPAS EXTRACELULARES DE
NEUTROFILOS (NETS) EN LA SEPSIS

Capitulo 1

Jorge Luis Vélez-Paez. MD. MSc. Ph.D.

Sarahi Duenas-Andrade



EL ROL DE LAS PLAQUETAS Y LAS TRAMPAS
EXTRACELULARES DE NEUTROFILOS (NETS)
EN LA SEPSIS

RESUMEN

La sepsis es “la disfuncion organica secundaria a la respuesta
desregulada del paciente ante una infeccion”. Este concepto, nos
permite ver la punta del iceberg, que es la expresion clinica de los
fallos orgénicos, sin entender la base de los mismos, que actualmente

se explican por fendmenos celulares y moleculares.

Los neutrofilos, son pilares de la inmunidad innata y su funcion
fundamental es la fagocitosis, pero también forman trampas
extracelulares (NETs), cuya finalidad es la de atrapar patdgenos al
liberar su contenido; este fenomeno se ve amplificado por la presencia

de plaquetas activadas.

La NETosis, es un proceso benéfico, sin embargo, al desregularse,
puede caotizar e inducir “inmunotrombosis” con compromiso de la
microcirculacion que incrementa la severidad clinica de la sepsis.

El proposito de esta revision, es describir de forma clara, el rol
fisiopatoldgico y como blanco terapéutico de los NETs y su interaccion

con las plaquetas en la sepsis.

Palabras clave: Sepsis, NETs, plaquetas. (Fuente: DeCS-BIREME)



ABSTRACT

Sepsis is “organic dysfunction secondary to the dysregulated response
of the patient to an infection.” This concept allows us to see the tip
of the iceberg, which is the clinical expression of organic failures,
without understanding their basis, which are currently explained by
cellular and molecular phenomena. Neutrophils are pillars of innate
immunity and their fundamental function is phagocytosis, but they also
form extracellular traps (NETs), whose purpose is to trap pathogens by
releasing their content; this phenomenon is amplified by the presence
of activated platelets. NETosis is a beneficial process, however,
when deregulated, it can chaotic and induce “immunothrombosis”
with compromise of the microcirculation that increases the clinical
severity of sepsis. The purpose of this review is to clearly describe the
pathophysiological role and as a therapeutic target of NETs and their

interaction with platelets in sepsis.

Keywords: Sepsis, NETs, platelets. (Source: MeSH-NLM)

INTRODUCCION

La sepsis se la define actualmente (Consenso SEPSIS 3) como: “la
disfuncién organica secundaria a la respuesta desregulada del paciente
ante una infeccion”. Es un problema de salud publica importante, su
mortalidad oscilaentre el 30 al 50%, y anivel mundial aproximadamente

30 millones de personas la padeceran y 6 millones de ellas falleceran.

El enfoque diagnostico de la sepsis, ha pasado de ser puramente clinico



a complementarse y entenderse desde un punto de vista molecular, en
el cual los receptores de reconocimiento de patrones RRP (receptores
tipo Toll y tipo Noll), los patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs) y los patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs) juegan
un rol preponderante y nos han posibilitado entender los intrincados

procesos que inducen dafio tisular.

Dentro de estas interacciones moleculares, los neutrofilos, que son
células claves en la inmunidad innata, al ser fagocitos profesionales que
destruyen a los patdégenos fagocitados por mecanismos enzimaticos y
dependientes de especies reactivas de oxigeno (ROS) , presentan una
caracteristica poco conocida, pero trascendental, que es la formacion
de trampas celulares (NETs), es decir literalmente se suicidan y
arrojan a nivel de los capilares su ADN y componentes enzimaticos,
con el objetivo de atrapar patdgenos; ésta actividad se ve potenciada
por las plaquetas y cuando estd regulada se convierte en un mecanismo
de defensa innato relevante. Sin embargo, al desregularse, puede
producir un efecto cadtico a nivel microcirculatorio y coadyuvar al

fracaso organico.

El objetivo de esta revision, es describir el comportamiento individual
de los (NETS) y su interaccion con las plaquetas en la fisiopatologia
de la sepsis, y de ello derivar objetivos y blancos terapéuticos para el

tratamiento de esta patologia.



Definiciones

Plaquetas

Las plaquetas son fragmentos de células muy grandes de la médula
Osea, que se llaman megacariocitos, los cuales pertenecen a la serie
mieloide de la sangre. La produccion de estas células estd estimulada,
en su mayor parte, por la trombopoyetina (TPO). A medida que los
megacariocitos se convierten en células gigantes, se someten a un
proceso de fragmentacion que da como resultado la liberacion de
mas de 1.000 plaquetas por megacariocito; ya en la circulacion, las

plaquetas viven entre 8 a 10 dias.

Normalmente, las plaquetas tienen forma de plato, de ahi su nombre.
Cuando estas son estimuladas por una rotura en la pared de los vasos
sanguineos, cambian de forma: se vuelven redondas y extienden
largos filamentos que les sirven para hacer contacto con la pared del
vaso sanguineo roto o con otras plaquetas, formando asi un tapon
que hard mas lento el sangrado, o lo frenara, y también facilitara la
cicatrizacion de las heridas. Esto puede ser llevado a cabo gracias a
que contienen proteinas similares a las musculares, que les permiten
cambiar de forma, y a otras proteinas en su superficie, que les permiten
adherirse a las roturas de la pared de los vasos sanguineos y también
adherirse entre si. Ademads, contienen granulos alfa y granulos densos
que pueden secretar otras proteinas necesarias para crear un tapon
firme para sellar las roturas de los vasos sanguineos. Los granulos alfa
almacenan factor V, factor VIII, factor de von Willebrand, selectina P,

trombospondina, fibrindgeno, fibronectina, B-tromboglobulina, factor



de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y factor plaquetario.

Los granulos densos contienen calcio, adenosin difosfato (ADP) y
serotonina, a su vez, el citoplasma puede contener otras sustancias,
como: serotonina, epinefrina, norepinefrina, 6xido nitrico y citocinas.

Sin embargo, la hemostasia no es su unica funcion.

Las plaquetas estdn acopladas con proteinas/glicoproteinas para
varios propdsitos, que incluyen hemostasia, trombosis, deteccion,
defensa natural antiinfecciosa (bacteriana, viral, quizds fungica),
quimio-atraccidon, comunicacion celular, angiogénesis, curacion y
reparacion de tejidos. De este modo, en la inmunidad innata contra
productos bacterianos (o bacterias vivas también), los receptores
de reconocimiento de patrones (PRR) TLR1, TLR2, TLR3, TLR4,
TLR6, TLR7 y TLR9 ayudan a las plaquetas a detectar peligros de
distinta naturaleza y a secretar diferentes patrones de modificadores
de respuesta biolégica (BRM) en consecuencia; por ejemplo, el LPS,
dirigido a TLR4, estimula una via de sefalizacion intracelular que

provoca la secrecion de IL-1.

Alrededor de 300 a 350 de las proteinas que conocemos actualmente,
son secretadas por plaquetas. Las proteinas que se originan en las
plaquetas tienen tres origenes: 1) pueden heredarse del megacariocito,
2) se absorben de los fluidos vecinos y especialmente del plasma (las
plaquetas se han descrito como “esponjas”), y 3) se pueden producir
de novo, utilizando un proceso de ARN de retrotranscripcion y

espliceosoma. Ademas, a las plaquetas también se les han reportado



roles novedosos en patologia: hacen que los leucocitos sean propensos
a liberar trampas extracelulares de neutrofilos (NET) con funciones
en la infeccion (p. Ej, sepsis) y también en el cancer, favoreciendo la

trombosis, en cualquier caso.

NETosis

El término “NETosis” fue descrito por primera vez en el ano 2004,
por el doctor aleméan Volker Brinkmann, quien lo definié como una
nueva forma de muerte celular. Observd que los neutrdfilos, al ser
estimulados por la presencia de hongos o bacterias, pueden producir
redes compuestas por proteinas intracelulares propias, las cuales usan
para atrapar componentes patéogenos antes de morir (Figura 1). Este
mecanismo también se ha descrito en otras células del sistema inmune,

como basofilos y eosindfilos.

Hay varios estimulos que determinan la formacion de NETs, el forbol-
miristato-acetato (PMA), utilizado en modelos carcinogénicos, el
lipopolisacarido y la interleuquina 8 (IL-8) , fueron los primeros en
ser identificados; sin embargo, al momento actual, casi cualquier
microrganismo infectante puede desencadenar su génesis. También
ciertas neoplasias, como la pancredtica mediante la via dependiente de
productos finales de la glicosilacion avanzada e induciendo autofagia

de neutrofilos también induce NETs .

En la actualidad, el término comunmente es usado para describir la
secuencia de eventos celulares que conducen a la liberacion activa de

NET (trampas extracelulares de neutréfilos).



Figura 1. Esquema de la NETosis.

Tipos de NETs

Se han descrito dos tipos basicos de NET, la NETosis suicida y la
NETosis vital, y actualmente, se investigan entre otros, la NETosis
vital con liberacion exclusiva de ADN mitocondrial y la NETosis

inducida por plaquetas.

* NETosis suicida: requiere la presencia de especies reactivas de
oxigeno (ROS) dependientes de NADPH, esto determina entrada
masiva de calcio al neutréfilo y su lisis mediante la activacion de
la enzima peptidil arginina desaminasa 4 (PAD-4), que junto a la
mieloperoxidasa y elastasa que se trasportan al nucleo inducen
condensacion de la cromatina y liberan histonas para su posterior
salida al medio extracelular.

* NETosis vital: Descrita en 2012, es mas rapida (minutos) que la

suicida (horas) y no requiere la presencia de ROS. Se produce



liberacion de NETs manteniendo integridad de la membrana
nuclear y plasmatica, y por ende la capacidad fagocitica del
neutrdfilo. Sus desencadenantes usuales son los TLR y el
receptor para la fraccion del complemento C3, esto genera
cambios conformacionales en la membrana nuclear, que permite
la liberacion de vesiculas cargadas de ADN nuclear, que viaja
a través del citoplasma y es liberado al espacio extracelular a
través de la membrana celular.

NETosis vital con liberacion de ADN mitocondrial: Descrita en
2009, se activa mediante TLR-4 o del receptor del complemento
C5ay es probablemente facilitada por ROS.

NETosis desencadenada por plaquetas: no requiere ROS y
depende de la glicoproteina IB plaquetaria y la integrina beta

del neutrofilo e interviene también el factor de von Willebrand.

Plaquetas y NETs en sepsis
Las plaquetas activadas promueven el reclutamiento de neutrofilos
en el sitio de la lesion y la formacion de trampas extracelulares de

neutrdfilos (NET) que atrapan y ayudan a matar patdgenos.

Recientemente, las histonas extracelulares se describieron como
una causa de trombocitopenia en pacientes criticamente enfermos.
Fuchs y col. demostraron que los NET, que son fibras de ADN
extracelulares que comprenden histonas y proteinas antimicrobianas

de los neutrofilos, se formaron a nivel endotelial en enfermedades

infecciosas y no infecciosas. Informaron que las NETs proporcionaron



un hasta ahora desconocido estimulo para la formacion de trombos,
generando adhesion, activacion y agregacion plaquetaria, mientras
que la formacion de NETs en modelos animales caus6 una rapida y

profunda trombocitopenia.

La agregacion / adhesion plaquetaria a leucocitos y células endoteliales
€s un mecanismo comun para un tipo de trombocitopenia llamada

“trombocitopenia inmune” o “inmunotrombosis”. (Figura 2)

Figura 2. Interaccion neutréfilos (NETosis) — plaquetas que desencadena inmunotrombosis
y afectacion de la microcirculacion sistémica.

Ademas de su papel en la defensa del huésped, datos recientes
sugieren que la formacion de NETs contribuye a la fisiopatologia de
muchas enfermedades como diabetes, enfermedades autoinmunes,
renales y trombocitopenia inducida por heparina. Sreeramkumar y col.
informaron que los neutréfilos reclutados en vasos lesionados de un
modelo animal de inflamacidn, interactuaron con plaquetas activadas

y células endoteliales. Sus hallazgos muestran un mecanismo de



regulacion répido y eficiente en el proceso de inflamacion temprana.
Estas observaciones subrayan el papel crucial de las interacciones
plaquetas-leucocitos que participan en la defensa contra las infecciones

durante la inflamacion y sepsis.

Se sabe que los receptores tipo Toll promueven la formacion de NETs.
Son una familia altamente conservada de receptores de reconocimiento
de patrones (PRR) que se unen a patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMP); moléculas que son ampliamente expresadas por
muchos organismos infecciosos. Uno de los PAMP mas estudiados
es el lipopolisacarido (LPS), que es parte de la membrana bacteriana
gramnegativa, y es un ligando TLR principal. Las plaquetas expresan
numerosos miembros de la familia TLR, y al unirse con sus PAMPs,
generan su activacion, con liberacion de IL-1 que induce la interaccion
plaquetaria con otras células y por via TLR2, la expresion de moléculas
de adhesion como la P-selectina y la integrina IIb3, ademas de la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la creacion de

agregados celulares compuestos de plaquetas y neutrofilos.

La sepsis crea un ambiente pro trombotico, al propiciar eventos
celulares caoticos, que incluyen la activacion plaquetaria, de células
endoteliales y de células inmunes innatas, la formacion de NETs y
la produccion de fibrina. (32,33). Estos eventos generan la ya citada
“inmunotrombosis”, la misma que inicialmente representa un brazo
de la inmunidad innata, cuyo objetivo es detener la diseminacion y

supervivencia de los patdégenos, sin embargo, de forma desregulada



genera en gran medida de trombosis microvascular y disfuncion

multiorgénica.

Detallando lo ya escrito en lineas generales, las células del sistema
inmune innato, fundamentalmente los monocitos y neutrofilos, son
generadores de inmunotrombosis al acumularse en vasos de pequefio
calibre; lacerando el endotelio (glicocdlix y células endoteliales) y
propiciando la liberacion de factor tisular (que activa al factor VII, e
induce el inicio de la cascada de coagulacion), destruyendo al sistema
de anticoagulacion natural y construyendo finalmente una matriz
procoagulante que esta constituida por nucleosomas extracelulares; en
¢sta matriz se adhieren y activan plaquetas que formaran coagulos y
desencadenaran NETs, ésta via determina lisis bacteriana a nivel de la

microcirculacion.

Los NETs son procoagulantes, de manera especifica, activan al
factor XII de la coagulacion y eliminan sustancias claves del sistema
anticoagulante natural, como, el inhibidor de la via del factor tisular

(TFPI) y la trombomodulina.

En la actividad bactericida de la inmunotrombosis, la fibrina es
crucial, ya que per se, tiene actividad antimicrobiana directa y limita
la diseminacion sistémica de patdgenos. La red de fibrina atrapa y
retiene microorganismos circulantes en la sangre (bacteremias). Hay
varias vias de activacion de la fibrina, una de ellas es mediante los

nucleosomas extracelulares de NETSs.



El factor XII se activa y se convierte en el factor XIla; al mismo tiempo,
las histonas liberadas en los NETs pueden provocar la activacion
de plaquetas a través de los TLR2 y TLR4. Fuchs y col. fueron los
primeros en demostrar que los NET pudieron inducir el deposito de
moléculas de adhesion de plaquetas y la conversion de fibrindgeno en

fibrina.

En COVID-19, los neutrdfilos pueden producir NETs de forma
desregulada e intensa, con formacion de trombos y amplificacion
de la produccion de citocinas proinflamatorias, lo que agrava las
manifestaciones clinicas de esta entidad, al promover la denominada

“tormenta de citocinas”.

Efectos de la netosis desregulada en la sepsis

En la sepsis los neutrdfilos deben llegar a los tejidos injuriados, esto
lo logran mediante la interaccion neutréfilos — células endoteliales, al
interaccionar estas células, se libera IL-18 desde el endotelio, lo que en
gran medida induce la formacion de NETs, y éstos en exceso inducen
dafio endotelial. (Esto se ha demostrado al bloquear los NETS con
inhibidores de la NADPH oxidasa o DNasa y observar disminucion

del dafio endotelial.

Al desregularse la formacion de NETs, hay una interaccion nociva
con las plaquetas, las mismas que se agregan masivamente, activan
la trombina y generan fibrina, la alteracion de este eje denominado
NET-plaquetas-trombina, vuelve cadtica la microcirculacion

gatillando trombosis microvascular difusa y coagulacion intravascular



diseminada, que aceleran la llegada a la disfunciéon multiorganica y

condicionan mayor severidad clinica y mortalidad en estos pacientes.

Bloquear la produccion de NETS mediante ADNasa mejord la
perfusion tisular al permeabilizar los capilares y disminuy6 el dafio

multiorganico.

Un hallazgo novedoso, es que se ha detectado NETosis extravascular,
es decir, al migrar los neutroéfilos a los tejidos, por ejemplo, en €l epitelio
alveolar de humanos y animales (perros y ratones) sépticos, mediante
lavado broncoalveolar se detectd NETs e histonas, al administrar estas
histonas en tejido alveolar sano, se indujo lesion inflamatoria, lo que
sustenta el poder de dafio de la NETosis no regulada. Afiadido a lo
escrito, las enzimas del neutréfilo que se expulsan durante la NETosis,
como la elastasa y la serin proteasa dafia el epitelio alveolar; la primera
incrementando la permeabilidad de las células alveolares, lo que lleva
aun desbalance hidrico, con acumulacion de fluidos y mayor gravedad.
Y la segunda destruyendo el surfactante, lo que incrementa las fuerzas

de tension superficial y conlleva a colapso alveolar.

Enfoque traslacional y estrategias terapeuticas dirigidas a los NETs
Actualmente, el tratamiento de la sepsis consiste en cuidados de apoyo
y antibioticos, y ninguno se ha centrado en la respuesta del huésped,
que es la principal causa de muerte en la sepsis. Aunque los neutrofilos
muestran una funcion desregulada durante la sepsis, también tienen
una mayor esperanza de vida, lo que les permite ser un objetivo

terapéutico potencial.



Las estrategias terapéuticas dirigidas a los NETs se dirigen
principalmente al componente de ADN: la ADNasa es la modalidad
de tratamiento mas frecuente. El tratamiento con ADNasa redujo los
NETs, mejorando la lesion pulmonar y la supervivencia en un modelo
murino de neumonia; aunque la administracion temprana de ADNasa
empeoro los resultados en el modelo CLP (ligadura y puncién del
ciego), el tratamiento combinado de antibidticos y ADNasa resulto
en una mejor supervivencia, una reduccion de la bacteriemia y una
disfuncién organica. Esto indica que las terapias combinadas que
incluyen el tratamiento convencional y los farmacos dirigidos a los
NETs pueden optimizar potencialmente la eficacia y el resultado del

tratamiento en pacientes sépticos.

Se ha demostrado que la inhibicion genética o farmacologica de otros
factores de formacion de NETs como PAD4 mejora la supervivencia.
Sin embargo, dado que la formacién de NET también es importante
para el control de patdogenos, como mantener una cantidad adecuada de
NET para satisfacer la demanda de control bacteriano y también para
prevenir lesiones tisulares se convierte en un area emergente para el
descubrimiento de la terapia dirigida. La Cl-Amidina, un inhibidor de
PADA4, no tuvo efecto sobre el nivel de complejos neutréfilos-ADN o
el grado de inflamacion pulmonar en un modelo de neumonia murina,
pero investigaciones demostraron que esta previno la citrulinacion de
H3, la formacién de NETs y mejord la supervivencia en un modelo

murino de sepsis polimicrobiana inducida por CLP. De manera similar,



los ratones con una deficiencia total de PAD4 (PAD4 -/-) demostraron
una disminucién de NETs y lesion pulmonar en el modelo de neumonia.
Sin embargo, estos beneficios se vieron acompafiados por una mayor
carga bacteriana y una mayor inflamacion sistémica. Es por esto que
Lefrancais et al. desarrollaron un ratdén con una deficiencia parcial de

PAD4 (PAD4 +/-) que demostro una curva de supervivencia mejorada.

El bloqueo de componentes NETs, como las histonas, proporciona
efectos beneficiosos sobre la supervivencia en el modelo animal,
mientras que los ensayos clinicos aleatorizados a gran escala que
evalian la eficacia en pacientes humanos con sepsis no pudieron
demostrar ningiin beneficio clinico. Recientemente, se han probado
otros inhibidores dirigidos a las histonas extracelulares, con resultados
prometedores identificados. La cloroquina también ha sido eficaz
como inhibidor temprano de los NETs, disminuyendo la NETosis y la
hipercoagubilidad asociada y mejorando la supervivencia en modelos

murinos de adenocarcinoma pancreatico y pancreatitis aguda.

Debido a que la interaccion plaquetas-neutrofilos es crucial para
que ocurra NETosis, la terapia antiplaquetaria también puede ser un
campo interesante por ser investigado. La activacion de las plaquetas
requiere eicosanoides como el tromboxano A2; se ha demostrado que
el bloqueo de la generacion de tromboxano A2 con el uso de acido
acetilsalicilico o aspirina disminuye la NETosis intravascular y la lesion
tisular. Otros inhibidores que se dirigen a la interaccion plaquetas-

neutrofilos, como el receptor plaquetario de ADP, P2Y 12, también



atenuaron la NETosis. Ademas, en varios estudios observacionales,
se ha demostrado que la administracion de terapia antiplaquetaria se
asocia con un mejor resultado en pacientes con sepsis. Recientemente,
se ha descubierto un tratamiento novedoso que estabiliza los NET para
mejorar su capacidad de capturar bacterias y prevenir la liberacion de
compuestos antibacterianos que causan dafio tisular. Los investigadores
desarrollaron un anticuerpo que se une a complejos de NETs y factor
plaquetario 4 (PF4), una proteina liberada por plaquetas activadas,
que hace que los NETs resistan la degradacion y mejore su capacidad
para capturar bacterias. Cuando se administra en combinacion con
antibidticos, este tratamiento reduce significativamente la gravedad de
la enfermedad, disminuye los niveles de bacterias que circulan en la

sangre y mejora la supervivencia en el modelo de sepsis animal (Tabla

).
Objetivo Estrategia Resultados Referencias
Efectivo cuando se combina con Craikoski
ADNasa I gl(‘;:)bmtwos para mejorar el resul- Hol. 2016)
Previene la formacion de NET y Biron
Cl-Amidina mejora la supervivencia en un mo- SO
delo CLP de ratones col. (2017
NETs - istona 3an- | Fotee 08 e e | Ly
ti-citrulinada ratones col. (2014)
Murao y
Anti — TREM- P.reviene la NETosig y la disfun- col. (2020),
1 cion endotelial asociada en un
modelo LPS de ratones Boufenzer et
al. (2021)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4743982/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4743982/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5219946/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5219946/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4267527/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4267527/
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1096/fj.202000482R
https://faseb.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1096/fj.202000482R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8026640/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8026640/

Antihistona Mejora el resultado en los modelos | Meara y
de ratones LPS, TNF y CLP col. (2020)
Histonas ) Marti-Car-
Proteina C 116 en la clini ol
activada Fall6 en la clinica %12
col. ( )
Acido Disminuye la NETosis intravascu- | Caudrillier et
acetilsalicilico | lary la lesion tisular. al. (2012)
. . . Liverani
Previene la NETosis y mejora la =AVEIAILL Y-
Anti-P2Y12 supervivencia en ratones modelo col(2016),
Plaquetas CLP Mansour et
al. (2020)
. Estabiliza los NET y previene la
Factor antipla- | . i : Gollomp y
quetario 4 liberacion de compuestos antibac- col. (2020)

terianos en modelo de ratones

Tabla 1. Resumen de las estrategias terapéuticas dirigidas a los NETs



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7744542/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7744542/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6464614/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6464614/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6464614/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3386815/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3386815/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850113/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4850113/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7073040/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7073040/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7059515/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7059515/

CONCLUSIONES

La NETosis es una mas de las propiedades antimicrobianas de los
neutrofilos al activarse la inmunidad innata, al interactuar de forma
coordinada con las plaquetas, suman un mecanismo eficiente de lisis
de microrganismos; sin embargo, al desregularse pueden caotizar la
microcirculacién por inmunotrombosis y acelerar la progresion al
fallo orgénico multiple. Entender la fisiopatologia de esta interaccion
puede generar importantes blancos terapéuticos con el fin de ofrecer

alternativas farmacologicas en la sepsis y otras entidades nosolédgicas.
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ROL DE LOS RECEPTORES TIPO TOLL EN LA
SEPSIS
RESUMEN

La sepsis es una afectacion potencialmente mortal como resultado
de la respuesta de nuestro cuerpo a una infeccion. Demanda
un reconocimiento rapido y el uso de terapéutica (por ejemplo,
antibidticos), apoyo hemodindmico y control del sitio de infeccion.
Una vez que un microorganismo ingresa a nuestro cuerpo, éste tiene

que reconocerlo y empezar la defensa en esta batalla.

Este reconocimiento lo realiza a través unos receptores: tipo Toll,
que son glucoproteinas integrales, con dominios intracelulares y
endoplasmicos. Estandistribuidos enlostejidos corporalesy se expresan
en células inmunes y no inmunes. Una vez realizada la identificacion
de estos patogenos, comienza una cadena de eventos moleculares que

finalizan con la produccion de citocinas proinflamatorias.

Se han estudiado a estos receptores en muchas entidades, y veremos
como es su relacion con la sepsis y su potencial terapéutico a este

nivel.

Palabras clave: sepsis, receptores tipo Toll, inmunidad
(DeCS-BIREME).

ABSTRACT

Sepsis is a life-threatening condition resulting from our body’s response

to infection. It demands rapid recognition and use of therapeutics



(e.g.antibiotics), hemodynamic support, and control of the infection
site. Once a microorganism enters our body, it has to recognize it and
start the defense in this battle.

This recognition is carried out through receptors: Toll type, which are
integral glycoproteins, with intracellular and endoplasmic domains.
They are distributed in body tissues and are expressed in immune
and non-immune cells. Once the identification of these pathogens has
been carried out, a chain of molecular events begins that ends with the

production of pro-inflammatory cytokines.

These receptors have been studied in many entities, and we will see
their relationship with sepsis and their therapeutic potential at this

level.

Keywords: sepsis, toll-like receptors, immunity (MeSH-NLM)
INTRODUCCION

La sepsis es una disfuncion organica desencadenada por una respuesta
desregulada del huésped a la infeccion, con una mortalidad importante

a nivel hospitalario.

Para entender la fisiopatologia de la sepsis, resulta importante conocer
como nuestro cuerpo reconoce a los agentes externos. Tal es asi, que
existen unos receptores tipo Toll (TLR), que forman parte del sistema
inmunolégico innato y son fundamentales en la defensa de nuestro

organismo.

Realizaremos una revision de los TLR, cémo es su estructura, las



moléculas que detectan, como identificarlos y finalizando con el

potencial terapéutico que se estad investigando.

Un poco de historia

Las enfermedades infecciosas han sido una de las principales causas
de muerte de la humanidad. Los antiguos conocian la toxicidad de
las infecciones sistémicas, y la palabra sepsis (del griego sepsios,
“podrido”) se refiere a la descomposicion de la materia animal, vegetal
u organica en presencia de bacterias. Nombres como Hipocrates,
Galeno, Semmelweiss, Pasteur o Fleming, iniciaron al entendimiento
de esta entidad. De destacar, que, en 1785, Eugenio Espejo en su libro
“Reflexiones sobre las viruelas” describe: “Si se pudieran apurar
mas las observaciones microscopicas [...] quizd encontrariamos en
la incubacién, desarrollamiento, situacion, figura, movimiento y
duracion de estos corpusculos movibles, la regla que podria servir a
explicar toda la naturaleza, grados, propiedades y sintomas de todas
las fiebres epidémicas, y en particular de la viruela”. La busqueda
del origen de las cosas, ha llevado al ser humano, a investigar estos
fenomenos y categorizarlos a través de la etiologia, fisiopatologia
(toxinas y mediadores), diagnostico, para poder llegar a un tratamiento

efectivo.

A fines del siglo XIX, se creia que los microbios producian sustancias
que podian dafiar al huésped y que las toxinas liberadas durante la
infeccion causaban fiebre y shock. El término endotoxina fue utilizado
por Pfeiffer en los primeros afios del siglo XX. En la década de 1940

se determind que la mayoria de los organismos Gram negativos,



expresaban las endotoxinas, a través de los lipopolisacaridos (LPS) de
las endotoxinas entéricas.

Posteriormente, se realizaron investigaciones, incluso con sujetos
humanos normales, a los cuales se les administraba dosis pequefias de

LPS, lo que obviamente inducia un sindrome similar a la sepsis.

Esa busqueda incesante formuld la pregunta ;coémo interactia el

huésped y el microorganismo?

Activacion del sistema inmune frente a un agente infeccioso

Una vez que un microorganismo entra al cuerpo, se establece una
interrelacion con el huésped, activando el sistema inmunolégico. Pero,
(,cOmo nuestro cuerpo es capaz de reconocer a un agente externo?
Janeway en 1989, propuso la existencia de receptores expresados por
células inmunes innatas responsables de detectar productos de origen

microbiano.

Por lo tanto, se determind que un componente del sistema inmunitario
innato posee receptores de reconocimiento de patrones (PRRs)
responsables de reconocer y responder al peligro. Los PRRs son
numerosos y se expresan en una amplia gama de células inmunes y no
inmunes, como son los patrones moleculares asociados con patdégenos
(PAMPs). Por otro lado, Matzinger planteaba la “Teoria del peligro™:
durante el dafio tisular, las moléculas endogenas son liberadas e inician
la respuesta inflamatoria, que capacita a las células presentadoras de
antigeno para activar la respuesta inmune adaptativa. Estas moléculas
se conocen como patrones moleculares asociados al dano (DAMPs).
(9,10) (Figura 1).



Figura 1. Reconocimiento de los PAMPs/DAMPs por los PRRs

Se reconocen cuatro clases principales de PRRs:
* Receptores de tipo Toll (TLR)
e Receptores de tipo NOD (NLR)
* Receptores de tipo RIG (RLR)
* Receptores de lectina tipo C (CLR).

TLR y sistema del complemento

Pero los TLR no trabajan solos. Tanto los TLR como el complemento
son sistemas de defensa innatos clave que se activan rapidamente tras
la infeccion. La cascada del complemento se desencadena por distintos
mecanismos (clasico, lectina o alternativo) que convergen en el tercer
componente (C3) y conducen a la generacién de diversas funciones

(por ej.: opsonizacidn). Varios productos microbianos pueden activar



el complemento ademds de iniciar la sefializaciéon de TLR, lo que
conduce a interacciones sinérgicas o antagonistas. Las vias sinérgicas
pueden mejorar la sensibilidad de deteccion y combinarse para provocar
una respuesta inmune robusta. Por el contrario, las vias antagonistas
pueden aumentar la especificidad de la respuesta del huésped al
controlarla y prevenir el dafio tisular. Ademas, los mismos receptores
del complemento que pueden regular la sefializacion de TLR (por
ejemplo, CR3, C5aR, gCIgR y CD46) pueden ser secuestrados por
patogenos bacterianos o virales para sesgar la respuesta del huésped

de manera que interfiera con la inmunidad protectora.

Receptores tipo TOLL
En esta parte, repasaremos los TLR: su descubrimiento, estructura,
miembros de la familia TLR y distribucion, ligandos, las vias de

sefializacion y su funcion.

Descubrimiento

Los TLR recibieron su nombre por su parecido con la proteina
fundamental para el desarrollo del eje dorsal-ventral del embrion de
la Drosophila en 1985 por Christiane Niisslein-Volhard. Observé un
fenotipo extrafio en las larvas de moscas mutantes y exclamo: “jDas
war ja toll!” (alemén) que significa “jEso es genial!”, por lo que se
le dio el nombre de Toll a la proteina. Posteriormente se descubrio
que la proteina codificada por el gen “Toll” servia como receptor en
las células y esta proteina ayudaba para la inmunidad innata contra la

infeccion por hongos en moscas adultas.



Estructura
Los TLR, son proteinas transmembrana de tipo I, en donde se han
identificado tres dominios (Figura 2):

e Un dominio extracelular que consta de repeticiones ricas en
leucina (LRR) que con su superficie curva determina qué ligando
puede unirse

e Un dominio transmembrana

* Un dominio intracelular, que contiene un receptor Toll/IL-1
(TIR). Los receptores del dominio TIR, proporcionan el andamio

interno inicial para la interaccion con la cascada de sefializacion.

Figura 2. Estructura del TLR

Miembros de la familia TLR y distribucion
Existen 10 miembros TLR en el ser humano, los cuales se encuentran
dentro de la membrana celular o en los compartimentos intracelulares

(reticulo endopldsmico, endosomas, lisosomas). La expresion del



ARNm de los TLR no solo esta en los tejidos inmunes (bazo, timo o
ganglios linfaticos), sino que se distribuye en todos los tejidos (corazon,
higado, pancreas, o pulmoén). Los TLR se expresan en todas las células
inmunitarias innatas (macréfagos, células NK, células dendriticas,
monocitos y neutrdfilos) células inmunitarias adaptativas (linfocitos
T y B) ademas de células epiteliales, endoteliales y fibroblastos.
Funcionalmente, los TLR se subdividen en:

e TLR de membrana celular: TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5, TLR6 y

TLR10
e TLR intracelulares: TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9

Ligandos que se unen a los TLR

Como se menciond previamente, los TLR reconocen patrones
moleculares: PAMPs, dentro de este grupo estan LPS, acido lipoteicoico
de bacteria Gram positiva, peptidoglicano (PGN), lipopéptidos
micobacterianos, zimosan de levadura, ARN viral y bacteriano y ADN
de citosina fosfato de guanina (CpG) no metilado; asi como DAMPs:
estructuras de los organulos, matriz extracelular, proteinas citosolicas
y nucleares, fragmentos de acido hialurénico y acidos grasos libres.
Cualquiera de estos elementos, son los que se unen a los TLR e inician

la senalizacion celular.

Vias de senalizacion de los TLR
Esta union (ligando-TLR), activa sefiales intracelulares para comenzar
la defensa del huésped. EIl reconocimiento microbiano de TLR

ademas facilita la dimerizacion del mismo. El TLR2 se heterodimeriza



con TLR1 o TLR®, pero en otras situaciones se cree que los TLR se
homodimerizan. La dimerizacion de los TLR desencadena la activacion
de las vias de senalizacion. La sefalizacion del TLR depende de la
naturaleza del estimulo, el TLR activado y la molécula adaptadora. Al
menos dos vias distintas incluye la sefializacion del TLR:

* Via dependiente de MyD88 (factor de diferenciacion mieloide
88): utilizada por todos los TLR, excepto TLR3, que conduce a
la produccion de citocinas inflamatorias

* Via dependiente de TRIF (adaptador que contiene el dominio
TIR e induce IFN-B): utilizada por TLR3 y 4, asociada con la

estimulacion del interferdn tipo 1

Funcion de los TLR

Los TLR tienen la capacidad de reconocer los PAMPs/DAMPs y
mediar las respuestas inmunitarias. Una vez que se activan las vias de
sefalizacion, los TLR reclutan proteinas adaptadoras que actian como
una plataforma, en donde intervienen proteina quinasas asociadas a
IL-1R (IRAK), factor 6 asociado al receptor de TNF (TRAF6) que
finalmente conduce a la translocacion nuclear del factor nuclear
kappa-B (NF-kB), proteina activadora 1 (AP-1) y el factor regulador
de interferon 3 (IRF3). Cada factor de transcripcion codifica diferentes
conjuntos de proteinas como las citocinas proinflamatorias (factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) -1B e IL-6) e
interferon tipo 1 (IFN-a, B), quimiocinas y péptidos antimicrobianos.

Estas citocinas actiian sobre diferentes tejidos para generar la respuesta



sistémica y producir las manifestaciones clinicas de la sepsis (Figura

3).

Figura 3. Vias de sefializacion de los TLR

El descubrimiento de los TLR fue un evento importante, por lo que
obtuvieron el Premio Nobel de Medicina en 2011 Hoffmann y Beutler,
quienes, junto con Steinman (quien descubrid la célula dendritica),

fueron pioneros en el campo de la inmunidad innata.

Sepsis

La sepsis es una disfuncion organica potencialmente mortal causada
por una respuesta desregulada del huésped a la infeccion. Los
TLR reconocen diferentes PAMPs, que detectan la mayoria de los
organismos infecciosos, como bacterias, hongos, parasitosy virus. En
esta parte, revisaremos como algunos de estos microorganismos se

relacionan con los TLR.



Sepsis bacteriana

Las bacterias son los organismos mas frecuentes responsables de
la sepsis. En la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) los gérmenes
Gram negativos y Gram positivos son responsables del 67% y 37% de

los casos respectivamente.

Las bacterias tienes algunos componentes que son reconocidos por
los TLR. TLR2 actia mientras se dimeriza con TLR1 o TLR6. El
heterodimero TLR2-TLR1 reconoce lipopéptidos de micoplasmas o
bacterias Gram negativas, mientras que el heterodimero TLR2-TLR6
reconoce también lipopéptidos de micoplasmas y bacterias Gram
positivas. TLR4 es activado por LPS que es el principal componente
molecular de la pared celular de las bacterias Gram negativas. TLRS
reconoce el componente de la proteina flagelina de las bacterias. TLR9
reconoce el ADN derivado de bacterias y de virus también. Veamos
a continuacion como los TLR interactian con algunos patogenos

especificos.

Las células epiteliales de las vias respiratorias sirven como la primera
barrera contra los gérmenes, a este nivel, el nivel de expresion de TLR2
y TLR4 en estas células es bajo en condiciones fisioldgicas. En caso de
infeccion por Klebsiella pneumoniae aumenta la expresion de TLR en
las células epiteliales de las vias respiratorias humanas. En estudios en
ratones, se ha determinado que TLR2 y TLR4 desempefian funciones
cooperativas en las respuestas inmunitarias innatas de los pulmones,

secundaria a la infeccion por K. pneumoniae.



En el estudio realizado por Chatzi, se evalio el potencial de cuatro
polimorfismos de TLR (TLR2-Arg753GIn, TLR4-Asp299Gly,
TLR4-Thr3991le y TLR9-T1237C) y su predisposicion a infecciones
adquiridas en la UCI. Encontraron que los polimorfismos de TLR4 se
asociaron con infecciones Gram negativas del sistema nervioso central
(SNC), neumonia asociada a la ventilacion e infecciones de vias
urinarias (IVU), principalmente debido a organismos multirresistentes
(Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella). El
polimorfismo TLR9-T1237C se asocid con una menor incidencia y
menos recaidas de infeccion de SNC y de IVU. La estancia en la UCI

se prolongo con los polimorfismos TLR4.

TLRS es un sensor endosdémico que reconoce patdogenos bacterianos
y virales. Se ha determinado el papel de un antagonista de TLR8 en
infecciones por S. aureus, S. agalactiae, S. pneumoniae, P. aeruginosa
y E. coli. Se ha determinado que este inhibidor bloquea completamente
la produccion de citocinas en monocitos estimulados con agonistas de

TLRS, pero no con agonistas de TLR2 y TLR4.

TLR2, 4 y 9 intervienen en el reconocimiento y respuesta de A.
baumannii, a través de la deteccion de lipoproteinas, PGN, porinas,
acido lipoteicoico (TLR2), lipooligosacaridos (TLR4) y motivos de
ADN CpG no metilado (TLR9). La sefializacion del receptor TLR2 y
TLR4 conduce a la activacion de NF-kB a través de MyDS88, lo que
da como resultado la activacion transcripcional y la sintesis de una

variedad de citocinas y quimiocinas. Con respecto al TLR9Y, siendo



un receptor interno del endolisosoma, responsable de la deteccion de
ADN bacteriano, su estimulacion promueve la activacion de NF-kB y

las respuestas de citocinas proinflamatorias.

Los receptores inmunes innatos pueden responder a varios PAMPs
presentes en la superficie celular de P. aeruginosa. El LPS activa el
receptor TLR4, el TLRS es activado por la flagelina de P. aeruginosa,
que ocurre una vez que las bacterias acceden a la superficie basolateral
del epitelio donde se expresa el receptor y el ADN CpG bacteriano no
metilado estimula el TLR9. En un estudio en ratones se establecio el
papel de TLR7 en la neumonia por P. aeruginosa: la expresion de TLR7
se elevo después de la infeccion, mientras que el uso de un antagonista
de TLR7 suprimid la produccion de citocinas proinflamatorias e indujo
la produccion de citocinas antiinflamatorias en los pulmones de los
ratones. Tomando en cuenta estos hallazgos, un antagonista de TLR7
podria ser un objetivo terapéutico para tratar casos de neumonia por

P. aeruginosa.

Nachtigall determind que el polimorfismo de los genes de TLR2 y
TLR4 en pacientes criticos afecta a sus desenlaces: encontré un
tiempo de aparicion mas corto de sepsis o shock séptico en ambos

polimorfismos.
Sepsis fungica
En UCI, se ha reportado una incidencia de microorganismos fungicos

en el 16% de pacientes(25). Estos gérmenes tienen una composicion de

polimeros de carbohidratos intercalados con glicoproteinas. Algunas



especies de hongos tienen la capacidad de presentar diferentes formas
dependiendo de la temperatura en la que se encuentren, es decir,
presentan dimorfismo térmico, lo que puede facilitar la evasion de la
respuesta inmune y la diseminacion en el hospedador. Dependiendo
del morfotipo, conidios o levaduras, etapa de crecimiento y de la
especie, el hongo puede expresar diferentes PAMPs en la superficie,

que seran reconocidos por las células del sistema inmunologico.

Los PRRs detectan varios componentes de la pared celular de los
hongos, como B-glucanos, mananos, manoproteinas y quitina, asi como
ARN y ADN. Después de la union del ligando, los PRRs desencadenan
las respuestas inmunes iniciando varias cascadas de sefializacién que
dan como resultado la internalizacion fingica a través de la fagocitosis,
la produccion de citocinas y/o la produccion de especies reactivas de

nitrogeno y oxigeno (ROS).

Hace un cuarto de siglo se identifico que los TLR tienen la capacidad
para controlar las infecciones fungicas en Drosophila. Esto motivo su
estudio en la defensa del huésped contra patdogenos micdticos. Se ha
demostrado que TLR2 induce la apoptosis de monocitos inducida por
C. albicans mediante la activacion de caspasas. Los polimorfismos
de uniéon de TLR2 con TLR1 y TLR6, se han asociado con la
susceptibilidad a la aspergilosis invasiva. TLR4 reconoce cadenas de
la pared celular de C. albicans, al acoplarse a los adaptadores MyDS88
y TRIF para iniciar las cascadas de sefializacion que culminan en la

induccion de citocinas.



Ademas, existe el reconocimiento de TLR endosomales que inducira
el reclutamiento de diferentes proteinas adaptadoras al comienzo de
la sefalizacion. En la aspergilosis, el papel de TLR3 en las células
dendriticas es importante tanto para su maduracion como para la
produccion de IFN tipo I. En los seres humanos, el polimorfismo de

un solo nucleétido de TLR3 determina una aspergilosis mas invasiva.

El reconocimiento de ARN de Candida por TLR7 demostré ser
crucial para inducir la respuesta de IFN de tipo I, ya que participa
en la polarizacion de la respuesta inmune adaptativa, induciendo
la diferenciacion de las células T helper. Ademas, la capacidad de
estimular el reclutamiento fagosémico de TLRY se ha estudiado en
distintos grupos de hongos: A. fumigattus, C. albicans, S. cerevise, M.

furfur y C. neoformans.

Sepsis por pardsitos

Algunas de las infecciones parasitarias por protozoos y helmintos
son la principal causa de muerte y pérdidas econdémicas en paises
subdesarrollados o en vias de desarrollo. La exposicioén frecuente
a parasitos, la inmigracion, los refugiados, la inmunodeficiencia, el

cambio climatico son la principal causa de aparicion de estos patdgenos.

Diferentes PAMPs de protozoos inducen reacciones patogénicas
a través de la via de senalizacion TLR. Revisemos algunos casos

parasitarios:



El paludismo causa 229 millones de casos en todo el mundo. La mayoria
de las muertes son debidas a la infeccion por Plasmodium falciparum,
que es un parasito protozoario intracelular, transmitido por la picadura
del mosquito Anopheles(40). Los parasitos de la malaria tienen
inmunomoduladores potenciales: 1) anclajes de glicosil fosfatidil
inositol plasmodial (GPI), 2) hemozoina y 3) ADN plasmodial. El
homodimero de TLR4 y el heterodimero de TLR2-TLR1 y TLR4-
TLR6 pueden unirse a los GPI liberados durante la fase eritrocitica de
la infeccion por P. falciparum, que induce la liberacion de citocinas.
La hemozoina se libera durante cada ciclo de vida de la infeccion
por P. falciparum y forma un complejo con el ADN plasmodial. Este
complejo actua como ligando de TLRY y conduce a la produccion de

citocinas proinflamatorias (TNFa e IL-1p).

Otros parasitos que se han estudiado, se comentaran de una manera

breve:

Leishmaniasis: La superficie de la Leishmania estd cubierto de
moléculas que varian segln la etapa de desarrollo del parésito. Esta
compuesto por fosfolipidos de glicoinositol, lipofosfoglicanos y la
glicoproteina gp63. Toda la estructura es especifica de la especie y
constituye los primeros antigenos que entran en contacto con el
sistema inmunologico del huésped. Los TLR implicados son TLR2,
TLR3, TLR4, y TLRO.



Tripanosomiasis: El Trypanosoma cruzi causa tripanosomiasis
americana o enfermedad de Chagas. Los TLR implicados son: TLR2,
el heterodimero TLR2-LR6 y TLRO.

Amebiasis: El lipofosfopeptidoglicano presente en la superficie de
Entamoeba histolytica induce la activacion de NF-kB mediada por
TLR2 y TLR4 y la liberacion de citocinas a través de los monocitos.
EL TLRO reconoce el ADN genomico de E. histolytica y ayuda en la

produccion de TNFa en macréfagos.

Sepsis virales

Se ha reportado que las infecciones virales respiratorias son
infradiagnosticadas en pacientes con sepsis. Las respuestas
inmunitarias en cualquier infeccion viral son provocadas por el
reconocimiento de PAMPs virales como acidos nucleicos (ADN y
ARN) y proteinas de la capside viral por parte del huésped. Los TLR
detectan estos PAMPs virales e inducen la respuesta de quimiocinas y

citocinas. Revisemos los TLR implicados en este grupo:

TLRIy TLR2

La defensa inmune contra la infeccion por el virus de la hepatitis
B (VHB) es compleja e involucra tanto al sistema inmune innato
como al adaptativo. En un estudio in vitro determinaron que cuando
las lineas celulares del higado se estimulan con el receptor IIL-1 y
TLR2, se inhibe la replicacion y la formacion de capsides del VHB.
El TLR2 inhibe la replicacion y la formacion de nucleocapsides del

VHB, sin embargo el virus ha desarrollado una estrategia inteligente



para contrarrestar la funcion antiviral de TLR2 mediante el uso de sus
antigenos como HBeAg, HBsAg y viriones de VHB. En muchos otros
virus de ADN y ARN, como virus de Epstein-Barr (VEB), virus del
herpes simple (HSV), virus de hepatitis C (VHC) se observé accion
antiviral mediada por TLR2. Mientras que el citomegalovirus (CMV)

es reconocido por el heterodimero TLR1-TLR2.

TLR3

Es conocido por la deteccion de ARN de doble hebra (dsRNA) viral
intracelular que estimula la activacion de NF-kB a través de la via
antiviral TRIF. Muchos virus tienen dsRNA dentro de sus genomas,
TLR3 puede detectar la presencia de virus monocatenario ssSRNA,
dsRNA y DNA como por ejemplo: influenza, dengue, rotavirus o
herpes. También se ha determinado que TLR3 inicia una respuesta
inflamatoria contra el VHB y el VHC y afecta la cronicidad de la
infeccion. En esta linea, los polimorfismos de TLR3 se han asociado
con infeccion por VHC/VHB y el desarrollo de cirrosis hepatica y

carcinoma hepatocelular.

TLR7y TLRS

Intervienen en la inmunopatogénesis de las infecciones virales por
VHB, virus de la influenza A, VHC. EIl ssRNA actia como ligando
para los receptores TLR7, activando las vias de sefalizacion inmune
innatas dependientes de MyD88-IRF7, con la consecuente produccion
de citocinas y formacion de autofagosomas que combaten la invasion

de patdgenos. Es interesante, como los virus han desarrollado varias



estrategias para combatir la autofagia dependiente de la via de TLR7
y mejorar su replicacion en las células huésped como en el caso de
enterovirus o coxsackievirus. TLR8 reconoce muchos genomas
virales como el VHC y el VIH, se expresa principalmente en células
mieloides como monocitos/macrofagos y células dendriticas. TLRS

media su accidn antiviral a través de la forma dependiente de MyD8S.

De destacar, el TLR8 en macrofagos humanos defiende contra el VIH

mediante la induccion de autofagia.

TLRY

Identifica el ADN no metilado de virus. Se une a su ligando, activa
MyD88, posteriormente activa los factores de transcripcion NF-kB
y AP-1 para provocar la respuesta inmune. Pocos virus (VIH, VHC,
VEB y el papilomavirus) inhiben la sefializacion de TLRO para escapar
de la respuesta inmunitaria. E1 VHB lo realiza directamente a través
de la actividad del HBsAg o indirectamente a través del aumento de la
secrecion de IL-10 por los monocitos. El HSV regula la sefializacion
de NF-kB a través de la via TLR para beneficiar directamente la
replicacion del virus, lo que suprime la secrecion de interferon.
Ademas de la deteccion de virus de ADN, también se ha demostrado
que TLRO tiene un papel en la deteccion de virus de ARN como del
dengue, esto se debe a la liberaciéon de ADN mitocondrial (ADNmt) de

las células dendriticas humanas infectadas.(51,56)



COVID-19:

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) es ocasionado por
el coronavirus tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo grave
(SARS-CoV-2), que se identifico por primera vez en Wuhan (China),
y posteriormente declarado por la Organizacion Mundial de la Salud

como pandemia.

Diferentes TLR, son potencialmente importantes en la infeccién por
COVID-19.

La enzima convertidora de angiotensina-2 (ACE2), es el receptor para
que el SARS-CoV-2, el cual tiene una proteina llamada espiga (proteina
S) que reconoce a la ACE2 e interactia con TLR4. Esta glicoproteina
de pico de SARS-CoV-2 al unirse al TLR4 aumenta la expresion de la
superficie celular de ACE2 facilitando la entrada del virus. E1 SARS-
CoV-2 también destruye las células alveolares de tipo II y bloquea
el TLR4 en los pulmones, con el potencial desarrollo de SDRA. La
miocarditis inducida por SARS-CoV-2 puede deberse a la activacion
de TLR4, la sefializacion aberrante de TLR4 y la hiperinflamacién en
pacientes con COVID-19.

Zheng investigo laactivacion de TLR, a través de un adaptador MyD8S,
el cual ha sido identificado como un factor critico en la produccion de
unaserie de citocinas inflamatorias en las infecciones por 3 coronavirus.
Encontré que los niveles de expresion de ARNm de MyD88, junto con

los de varios TLR, estaban directamente relacionados con la gravedad



de la enfermedad, lo que sugiere que la sefializacion a través de este
adaptador puede estar involucrada en la patogenia de la enfermedad.
Ademas, determind que el tratamiento de células mononucleares de
sangre periférica humana infectadas con un inhibidor de TLR2, pero
no TLR4, resultd en una reduccion significativa de la produccion de
citocinas y quimiocinas, lo que confirma que TLR2 detecta estos virus

con ayuda de MyD8&S.

En la investigacion realizada por Menezes, explord el impacto de la
infeccion por SARS-CoV-2 en la expresion de los PRRs en las células
sanguineas periféricas y sus citocinas, comparando pacientes con
COVID-19 leve con pacientes con COVID-19 grave. Encontraron que
los pacientes con un resultado desfavorable presentaron una menor
expresion de TLR3 y una mayor expresion de TLR4, que puede ser un
mecanismo compensatorio que conduce a una respuesta inflamatoria
aumentada que es caracteristica de los pacientes con COVID-19

gravemente enfermos.

Utilidad clinica actual

El diagnostico de sepsis requiere tanto de signos clinicos como
pruebas de laboratorio. Ademas de la terapéutica dirigida, el control
de la fuente es importante, por lo tanto, las pruebas de diagndstico
son fundamentales para determinar la exclusion temprana o la

identificacién de una infeccién.

Para investigar la expresion de los TLR, se han utilizado técnicas

de PCR cuantitativa de TLR2 y TLR4 en sangre. Se ha reportado



que la expresion de ARNm de TLR2 y TLR4 es alta en pacientes
sépticos. Ademas, TLR2 y TLR4 mostraron que existen diferencias
significativas entre las etapas de gravedad de la sepsis. En este contexto,
existe la posibilidad de utilizar la expresion de TLR2 y TLR4 como

biomarcador de diagnostico.

En el estudio realizado por Holst, determind que TLR2 es expresado
principalmente por células mieloides y se libera una forma soluble
(sTLR2), capaz de disminuir las respuestas proinflamatorias mediadas
por TLR, en respuesta a los microorganismos. Los niveles plasmaticos
de sTLR2 estan elevados en trastornos infecciosos e inflamatorios,
de tal manera que evalud su valor diagnostico en pacientes de UCI
con falla multiorgdnica secundaria a sepsis. En su investigacion
encontrd que un punto de corte > 1,0 ng/ml de sSTLR2, mostrd un buen
valor diagndstico de sepsis (sensibilidad: 90%, especificidad: 91%
y AUC: 0,959), dentro de las 12 h posteriores al ingreso en la UCL.
Los niveles més altos de sSTLR2 en plasma observados en la sepsis
(independientemente del organismo causante) sugieren que existe un
mecanismo de retroalimentacion negativa el cual se activa rapidamente

tras la infeccion.

Ademés, existen pruebas de laboratorio para ayudar en el diagndstico
de inmunodeficiencias innatas cuando se sospecha de defectos
genéticos del sistema inmunolégico. Las células mononucleares se
aislan de sangre completa anticoagulada y se incuban con ligandos y

medios de TLR. Se utilizan ligandos especificos de TLR:



e TLR2-TLRI1 (lipopéptido bacteriano sintético)
e TLR6-TLR2 (particulas de pared celular de zimosano)
 TLR4 (LPS)
e TLRS (flagelina)
e TLR7-TLRS (derivado de imidazoquinolina)
La produccion de células mononucleares de sangre periférica del

TNFa, IL-1PB e IL-6 se mide para TLR1-8.

Una vez realizada la prueba, el resultado puede ser:

* Positivo: falta de respuesta a ligandos TLR especificos. Sugiere
un posible defecto molecular en el sistema inmunoldgico innato
relacionado con la funcion de TLR u otros componentes de la
via de sefalizacion, como IRAK4 o MyDS8.

e Negativo: respuestas de citocinas normales. Sugiere una funcion
TLR normal.

En la sepsis, los biomarcadores se han utilizado para el diagndstico,
pronostico y orientacidon terapéutica, como, por ejemplo: proteina
C reactiva (PCR), procalcitonina, presepsina, interleucina 6 (IL-
6), proteina de uniéon a lipopolisacaridos (LBP) entre otros. La
consideracion de su aplicacion a la investigacion de biomarcadores de
sepsis puede ayudar a identificar nuevos biomarcadores (;TLR?) con
una utilidad clinica real. En este contexto, es importante desarrollar
una metodologia rigurosa para evaluar los biomarcadores de la sepsis
e identificar aquellos que pueden proporcionar informacion valiosa y

clinicamente relevante.



Enfoque traslacional
Los TLR son elementos en la inmunidad innata e intervienen
en la defensa del huésped contra los microbios, sin embargo, la
sobreactivacion de los TLR interrumpe la homeostasis inmune que
conduce a una produccion excesiva de citocinas proinflamatorias.
Por lo tanto, inhibir las vias de sefnalizacion de TLR es una estrategia
terapéutica eficaz para suprimir las respuestas inflamatorias no
deseadas asociadas a la enfermedad.
En general, la inhibicion de TLR se puede lograr mediante dos
estrategias principales:

* Bloquear la union de ligandos TLR al receptor

e Interferir las vias de sefalizacion intracelular para detener la

transduccion de sefales.

En este sentido, se han desarrollado varios agentes terapéuticos para
inhibir la sefializacion de TLR para controlar la inflamacion excesiva:
e Inhibidores de moléculas pequenias
e Anticuerpos
* Oligonucleoétidos
* Anadlogos de lipido A
*  MicroARN

e Nuevos nano inhibidores emergentes

Inhibidores de moléculas pequerias
Pueden inhibir la sefalizacion de TLR en los compartimentos

intracelulares como endosomas y lisosomas, bloqueando la sefializacion



de TLR7, 8 y 9, disminuyendo la produccién de citocinas incluyendo

antipaludicos.

TLR2 y 4 son otros dos objetivos. Resatorvid actia en las vias de
sefalizacion de TLR4 mediante la union a la cisteina en el dominio
TIR intracelular de TLR4, que bloquea la interaccion entre TLR4 y las
proteinas adaptadoras, disminuyendo la inflamacion y la sefializacion
de TLR4 inducidas por LPS. Es interesante mencionar que la activacion
de TLR-4 plaquetaria por PAMPs o DAMPS desencadena respuestas
efectoras protromboticas, proinflamatorias y procoagulantes. En este
punto, cabe destacar que tiene un papel importante como sensor de
niveles elevados de LPS circulante durante la sepsis y en el aclaramiento
de patdgenos mediados por neutréfilos. Seria interesante determinar si
el TLR4 plaquetario podria considerarse un nuevo objetivo profilactico

y terapéutico para modular el trastorno hemostatico de la sepsis.

La induccién temprana de respuestas inflamatorias por TLR2 es
fundamental en la lucha contra la infeccidon bacteriana, por lo tanto, la
activacion terapéutica de TLR2 puede mejorar atin mas la capacidad
del huésped para controlar y eliminar el patdgeno. En un modelo de
raton con infeccion por Mycobacterium tuberculosis, la activacion de
TLR2 en las células T CD4 + condujo a un aumento de las células
T secretoras de IFN y. Ademads, la administracion de un agonista de
TLR2 protegio a los ratones contra la infeccion por Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina (MRSA) al mejorar la fagocitosis y la

actividad bactericida de los neutrofilos.



Anticuerpos

Estan disefiados para bloquear la union de ligandos a los TLR. El
bloqueo de la sefializaciéon de TLR2 y 4 por anticuerpos antagonistas
disminuye la gravedad de la enfermedad en modelos de sepsis de

bacterias Gram positivas y Gram negativas.

En un modelo de ratébn con sepsis polimicrobiana, el tratamiento
con un anticuerpo anti-TLR2 disminuy6 la inflamacién sistémica y
la carga bacteriana, promoviendo una mejora general en ratones que

experimentaron sepsis.

Oligonucledtidos

Pueden interferir en la union de ligandos a TLR endosomales y, por
lo tanto, bloquear la transduccién de sefales de TLR. Por ejemplo,
los agonistas de TLRY: los oligodesoxinucledtidos de citosina-
fosforotioato-guanina (CpG ODN) tienen patrones de secuencia
como los que se encuentran en el ADN bacteriano, activan potentes
respuestas inmunitarias mediadas por células y, por lo tanto, se utilizan

para el tratamiento de diversas enfermedades.

Andlogos del lipido A

Son un grupo especial de antagonistas de TLR, que se dirigen
especificamente a TLR4. Se realizd una investigacion con eritoran,
que evita la union de LPS a TLR4 en pacientes con sepsis grave, sin
embargo en comparacion con placebo, no se encontr6 una reduccion

de la mortalidad a los 28 dias.



Inhibidores de microARN (miARN)

Los miARN estan involucrados en las respuestas inmunitarias innatas
y adaptativas, mediante la modulacion de la expresion génica. Los
miARN son secretados por varios tipos de células, incluidas las células
tumorales y los macrofagos dentro de las vesiculas extracelulares,
como los exosomas y las microvesiculas. Pueden unirse a TLR e iniciar
una respuesta inmune induciendo la expresion de genes inmunes e
inflamatorios. Los TLR de superficie celular y citoplasmatico pueden
regularse mediante varios miARN (let-7, miR-21, miR-146 y miR-
155). En un estudio en ratones, se investigd el efecto regulador del
miR-146a sobre la via del receptor TLR-4/NF-kB y la inflamacién en la
miocardiopatia séptica. Determinaron que el uso de agonistas de miR-
146a, puede regular dicha via de sefializacion a través de mecanismos
de retroalimentacion negativa, mejorando asi la inflamaciéon y la

disfuncién cardiaca en la miocardiopatia inducida por sepsis.

Nuevos nano inhibidores emergentes

Estan surgiendo como una nueva clase de potentes inhibidores de TLR
que pueden dirigirse a una o varias vias de TLR. La nanoparticula
similar a lipoproteinas de alta densidad (HDL) se desarroll6 como un
antagonista de TLR4 secuestrando LPS y se ha aplicado para reducir

la inflamacion inducida por LPS in vivo.

Veamos a continuacion mas casos de tratamiento con los TLR:
Agonista de TLR4: se usa como adyuvante de vacuna. Se han

desarrollado otros adyuvantes y vehiculos de administracion en



combinacion con sales de aluminio, que se han utilizado para HSV,
HBYV, S. pneumoniae, malaria y HPV. También se utiliza como
componente de una vacuna mejorada contra la hepatitis B. También
se desarroll6 una vacuna de ADN contra M. tuberculosis utilizando un

sistema adyuvante.

Agonistade TLR7 y TLRS: laimidazoquinolina conjugada, un agonista
de TLR-8, aumento la activacion y maduracion de células dendriticas
virgenes debido a la endocitosis selectiva. Ademas se reporta un tipo
de vacuna basada en un agonista de TLR7 para potenciar la respuesta

inmune glicoconjugado en humanos.

Continuando con esta tematica, veamos las investigaciones terapéuticas
dentro de los hongos y virus:

Terapia antifungica

En estudios en ratones inmunodeprimidos, se determind que la
combinacion sinérgica de agonistas de TLR2/6 y TLR9 (Pam2-ODN)
actlio como protector contra una amplia gama de patoégenos, incluido

A. fumigatus.

De igual forma, en otro estudio en ratones, determinaron que TLR9
juega un papel en la proteccion inducida por la inmunizaciéon con

rPb27 y ademas contra infecciones por paracoccidioidomicosis.(36)

Terapia antiviral
Se han utilizado agonistas de TLR3, 4, 7, 8 y 9 en modelos

experimentales con virus del dengue, VHB, HSV. Se ha determinado



que estos agonistas reducen los sintomas virales y su replicacion. Se
ha reportado que tanto TLR7 como TLRS se usan en el tratamiento de
infecciones virales junto con trastornos inflamatorios. El andlogo de
guanosina de TLR (isatoribina), tendria un enfoque terapéutico contra
el VHC. Los agonistas TLR7 (imidazoquinolina) y TLRS (resiquimod)
se utilizan para tratar infecciones por HSV-2 y el imiquimod en el

tratamiento de papiloma humano.

El agonista de TLR7/8 R848 se podria utilizar para el tratamiento
profilactico o terapéutico del virus ZIKA. Se ha identificado que la
viperina, un gen inducido por interferon, es activo contra varios virus,

que también tiene la capacidad de inhibir la replicacion del virus ZIKA.

Los agonistas de TLRO se han utilizado para el cancer y las infecciones
crénicas por su capacidad para mejorar las respuestas antitumorales/
antivirales tanto innatas como adaptativas. Ensayos clinicos en este

sentido se han realizado con TLR9 PF-3512676 ¢ ISS-1018.

Los agonistas de TLR2, bloquean la interaccion de los componentes
virales con TLR y suprimen los efectos deletéreos de TLR2 en

respuesta al HSV.

GS-9688 (Selgantolimod) es un agonista selectivo del TLR8 humano,

que se estd usando en ensayos para el tratamiento de la VHB cronica.

Se ha estudiado el uso de un agonista del receptor 9 (Lefitolimod) en
el tratamiento con individuos con VIH-1, en donde se demostrd que

mejord la inmunidad adaptativa innata en este grupo de pacientes.



Para finalizar y no menos importante, terminamos con las

investigaciones acerca de COVID-19:

El bloqueo de la senalizacion de TLR2 in vivo proporcion6 proteccion
contra la patogénesis de la infeccion por SARS-CoV-2 (62). TLR4
parece ser un objetivo terapéutico en COVID-19, dado que los
antagonistas de TLR4 se han probado previamente en sepsis y en otros
contextos antivirales. Ademads, los ensayos clinicos de tensioactivos
pulmonares en COVID-19 bloquean TLR4 (61). En el estudio de
Proud, los agonistas de TLR también podrian usarse como farmacos
profilacticos para el SARS-CoV-2. Encontréd que la administracion
profilactica intranasal del agonista TLR2/6 redujo la transmision del

SARS-CoV-2 y brind6 proteccion contra COVID-19.

Como hipotesis terapéutica de TLR9 para COVID-19 se ha planteado
utilizarlo a través de los siguientes mecanismos: 1) moldear la
inmunidad adaptativa contra el SARS-Cov-2 para que la carga viral
permanezca baja, 2) proporcionar un refuerzo inmunolégico dirigido
breve para ayudar a eliminar el virus de manera eficiente, y 3) inhibir
la via TLRY en pacientes vulnerables para prevenir o atenuar la

hiperinflamacién y las complicaciones multiorganicas.



CONCLUSIONES

El sistema TLR representa un método ingenioso para activar
el sistema inmunoldgico en respuesta a una enorme gama de
agentes infecciosos.

Los TLR son centinelas en la defensa del huésped contra
patogenos, porque empiezan la respuesta inmune a través del
reconocimiento de patrones.

Una vez activados los TLR, contintia con las vias de sefializacion
(como un efecto domind) con la produccion de citocinas
proinflamatorias.

Dentro de los biomarcadores de sepsis, se determinara a futuro
la utilidad de los TLR en los pacientes infectados por cualquier
etiologia.

Se estan realizando estudios dirigidos hacia estos receptores,
para entender la respuesta inflamatoria del huésped en la sepsis
e implementar su uso a través de la inmunoterapia.

El desarrollo de terapias dirigidas a TLR en forma de agonistas
0 antagonistas ofrece nuevas posibilidades interesantes y
prometedoras para el tratamiento de enfermedades infecciosas,
por lo tanto, es importante determinar qué respuestas posteriores
son deseables, en qué modelos de enfermedades usarlas para

poder disefiar y seleccionar nuevas terapias.
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RECEPTORES PARA DOMINIOS DE
OLIGOMERIZACION PARA LA UNION A
NUCLEOTIDOS (NOD - LIKE RECEPTORS) Y
SEPSIS

RESUMEN

En la respuesta del sistema inmunitario a los estimulos nocivos,
es indispensable un sistema de reconocimiento de las moléculas
que indican un proceso nocivo en curso. Los encargados de este
reconocimiento son los PRR (Receptores de Reconocimiento de
Patrones), que se subdividen en varios tipos segin su estructura
quimica, su localizacion y sus mecanismos de accion. Todos tienen
la caracteristica comun que reconocen moléculas que frecuentemente
se encuentran en varios patégenos o que son comunes en los procesos
de dano tisular, de esta manera confieren a la inmunidad innata su
caracteristica especifica de rapida respuesta genérica, aunque menos
efectiva que la altamente especifica, aunque lentamente instaurada

inmunidad adaptativa.

En este contexto los NLR son un subgrupo de receptores localizado
en el interior de las células, que en los ultimos afios han sido motivo
de estudio y han aclarado muchos procesos que hasta hace no mucho
se consideraban desconocidos, encontrandose importantes relaciones
con multiples procesos patoldgicos, pero sobre todo con la generacion
de la respuesta inflamatoria durante la infeccion bacteriana que puede

llevar a la sepsis y a instauracion de fallos orgéanicos.



El proposito de esta revision es profundizar en los mecanismos que
se desencadenan ante la estimulacion de los receptores tipo NOD,
como estos pueden modificar la evolucion de un proceso patoldgico
secundario a la infeccion, y comprender las nuevas estrategias que
se plantean para el control del fallo orgénico secundario a la sepsis

modificando la accion de estos receptores.

Palabras claves: sepsis, receptores tipo NOD, sistema inmunologico.
(Fuente: DeCS-BIREME)

ABSTRACT

In the response of the immune system to noxious stimuli, a system of
recognition of molecules that indicate a noxious process in progress
is essential. Those responsible for this recognition are the PRRs
(Pattern Recognition Receptors), which are subdivided into several
types according to their chemical structure, their location and their
mechanisms of action. They all have the common characteristic
that they recognize molecules that are frequently found in several
pathogens or that are common in tissue damage processes, in this
way they confer on innate immunity its specific characteristic of rapid
generic response, although less effective than the highly specific one.
although adaptive immunity slowly established. In this context, NLRs
are a subgroup of receptors located inside cells, which in recent years
have been the subject of study and have clarified many processes
that until not long ago were considered unknown, finding important

relationships with multiple pathological processes, but above all

— 101 —



with the generation of the inflammatory response during bacterial
infection that can lead to sepsis and the establishment of organ failure.
The purpose of this review is to delve into the mechanisms that are
triggered by the stimulation of NOD-type receptors, how these can
modify the evolution of a pathological process secondary to infection,
and to understand the new strategies that are proposed to control the

failure. secondary to sepsis modifying the action of these receptors.

Keywords: sepsis, NOD like receptors, immune system. (Source:
MeSH-NLM)

INTRODUCCION
La sepsis se define como la disfuncion organica causada por respuesta
andémala a un proceso infeccioso que pone en riesgo la vida del

paciente.

El proceso fisiopatoldgico que lleva a la falla organica es complejo,
variado y persistente; inicialmente se propuso un componente
inflamatorio exacerbado aislado, sin embargo, al profundizar los
conocimientos en inmunologia y la respuesta asociada a la infeccion,
se ha planteado un subsecuente sindrome de respuesta antiinflamatoria
compensadora. La reaccion especifica de cada individuo dependera
de factores asociados al patdgeno (carga y virulencia) y de factores
asociados al huésped (caracteristicas genéticas y enfermedades
asociadas); entonces, el proceso infeccioso desencadena una respuesta
del huésped donde se pone en marcha mecanismos proinflamatorios y

antinflamatorios con el objetivo de resolver la infeccion y de promover
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la recuperacion tisular, la pérdida de regulacion de estos mecanismos

puede ocasionar los fallos organicos o infecciones asociadas.

El inicio de la respuesta hacia el patdogeno se produce por la activacion
de las células del sistema inmunitario innato macréfagos, neutrofilos,

linfocitos citoliticos naturales, células dendriticas y células epiteliales.

Este proceso es posible gracias al reconocimiento de patrones
moleculares asociados a los patégenos PAMPs, capaces de unirse a
varios tipos de receptores genéricos que promueven la activacion de
la respuesta inmunitaria innata, estos receptores de reconocimiento de
patrones PRRs estan localizados a nivel de las membranas, del citosol,
de endosomas o del nicleo de varios tipos celulares, especialmente
las células inmunitarias y reconocen moléculas especificas propias de
diferentes grupos de patdégenos. Los PRRs identificados son receptores
tipo TOLL, receptores tipo NOD, receptores tipo RIG, receptores de

lectinas, sensores citosolicos de ADN.

Las moléculas de los patogenos que sirven como ligandos capaces
de desencadenar la respuesta inmunitaria se denominan patrones
moleculares asociados a patogenos PAMPs. La estructura de los
patogenos es muy diversa si se considera la composicion de virus,
bacterias, hongos y parasitos, sin embargo, comparten caracteristicas
comunes segun la familia de patéogenos, asi, varias moléculas de
un mismo microorganismo pueden reconocerse por diferentes tipos

de receptores. Los PAMPs pueden estar formados por diversos
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componentes moleculares incluyendo proteinas, lipidos, carbohidratos,
ADN y ARN (5). Enla Tabla 1 se muestra varios tipos de PAMPs, su

tipo de receptor y la localizacion de los mismos.

Los NLR reconocen varios ligandos de patdégenos microbianos
(peptidoglicanos, flagelina, RNA viral, hifas de hongos, etc.), células
del huésped (ATPs, cristales de colesterol, 4cido urico, etc.), y de
fuentes ambientales (aluminio, asbestos, silice, particulas de aleacion,

radiacion UV, irritantes cutaneos, etc.).
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Receptores para dominios de oligomerizacion para la union a

nucleotidos (NOD - like receptors)

Los NRL son un grupo de PRRs intracelulares evolutivamente
conservados, que juegan un rol vital en la inmunidad innata y fisiologia
del huésped, como lo refleja su prevalencia en los organismos vivos
en el reino animal y vegetal. En los seres humanos se reconocen 22
NLRs y constituyen la mayor clase de PRRs. La funcion de los NLRs
va mas alld de la inmunidad, se ha reportado su intervencion en la
reproduccion y el desarrollo embrionario; la asociacion de mutaciones
y polimorfismos en sus genes con diferentes enfermedades, refleja su

papel vital en la defensa del huésped.

La estructura de los NLR es un dominio NOD central (0o NACHT), que
es necesario para la oligomerizacion, un dominio N-terminal donde
se unen las proteinas que le daran la caracteristica de la subfamilia a
la que pertenece el receptor, y un extremo C-terminal de repeticiones
ricas en leucina (LRR) que se relacionan con la deteccion de agonistas

o la unioén a ligandos.

Los NLR de los mamiferos se dividen en 4 subfamilias basados en
las combinaciones de diferentes proteinas en el dominio N-terminal

efector. (Figura 1)

Proteinas del N-terminal efector:
e Dominio reclutador de caspasa (CARD)
e  Dominios de Pirina (PYD)
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* Inhibidor baculoviral de repeticion de apoptosis (BIR)

* Dominio transactivador (AD)

Subfamilias de NLR:
e NLRA: combinan un dominio CARD y un AD, conocidos como
CIITA.
e NLRB: combinan dominios BIR, conocidos como NAIP o Birc.
¢ NLRC: combinan dominios CARD, conocidos como NODs.

¢ NLRP: combinan dominios PYD, conocidos como NALPs.

Una vez se ha unido a su ligando, segun el tipo de receptores
NLRs pueden seguir uno de dos caminos especificos en la reaccion
inmunitaria, uno dependiente de la formacién del inflamasoma
y otro independiente de inflamasoma. En el primer caso el NLR
activado puede reclutar y activar la proteasa inflamatoria caspasa-1
y convertirse en inflamasomas, la caspasa-1 es requerida para el
procesamiento y maduracion de citocinas inflamatorias interleucina-
1B e interleucina-18, y la induccion de una forma inflamatoria de
muerte celular denominada piroptosis. Otros NLR actian por una via
independiente de la activacion de caspasas inflamatorias, pero activa
el factor nuclear-kB (NF-kB), la protein kinasa activada por mitogeno
(MAPKS3s) y factores reguladores de interferones (IRFs), que estimulan

la respuesta innata.



Figura 1: Subfamilias de NLR y sus caracteristicas. Los NLR se subdividen en subfamilias
dependiendo de las proteinas unidas al extremo amino-terminal, su mecanismo de
generacion de respuesta puede ser dependiente de la formacion de inflamasoma y activacion
de caspasas, o puede ser independiente de este mecanismo y estar relacionado con la
activacion de factores que promueven estimulacion directa de la respuesta innata. CARD:
Dominio reclutador de caspasa, PYD: Dominios de Pirina, BIR: Inhibidor baculoviral de
repeticion de apoptosis, AD: Dominio transactivador, X: Proteina no identificada.

NLR formadores de inflamasona

NLRPI1

Los NLRP1 pertenecen a la familia de los NLRP o también conocidos
como NALPs, contiene un dominio de pirina en el extremo amino
terminal y tiene la caracteristica estructural que es el tnico tipo de
NLR que tiene en el extremo carboxilo terminal asociado a LRR un
CARD y una proteina tipo FIIND. Esta proteina FIIND del acrénico
dominio con funcion a determinar fue descubierta hace varios afios,
sin embargo, mediante técnicas de ingenieria gendémica y modelos
de bioinformatica, a esta region se le confiere la caracteristica de
autoproteolisis que sugiere un mecanismo de autoregulaciéon de

la respuesta innata. EI NLRP1 es activado por muramil dipéptido
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(MDP), la toxina letal del antrax (LeTx) y moléculas no especificadas

del toxoplasma gondi. Figura 2

Actualmente se propone ademas que NLRP1 actia como una trampa
para reconocer la funciéon enzimatica de una amplia gama de proteasas
virales permitiendo la activacion y formacion del inflamasoma NLRP1,
se sugiere que la imitacion del huésped de los sitios de escision de
poliproteinas virales puede ser una estrategia evolutiva para activar

una solida respuesta inmunitaria inflamatoria.

Figura 2: El inflamasoma NLRP1 reconoce el factor letal de la toxina del antrax y el
toxoplasma gondii. La activacion del NLRP1 junto a la caspasa 1 y al ASC (Proteina tipo
particula asociada a la apoptosis que contiene un CARD C-terminal) lleva a la formacion del
Inflamasoma NLRP1. La caspasa 1 activa, por una via de procesamiento proteolitica rompe
la prolL-1B y la pro IL-18 en sus formas maduras IL1p e IL-18.
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NLRP3

Los inflamasomas activados por NLRP3 son los mas estudiados,
pueden activarse por una amplia variedad de estimulos exdgenos y
enddgenos, sin embargo, predominan los DAMPs por lo que es el

principal implicado en la activacion de la injuria estéril.

Tanto los PAMPs o los DAMPS tienen la capacidad de activar los
inflamasomas NLRP3, el receptor NLRP3 no es capaz de reconocer
por individual cada una de estas moléculas, pero puede activarse por las
alteraciones de la homeostasis intracelular secundarias al estrés celular
como el cambio en el estado de 6xido reduccion o la concentracion de

iones.

El proceso de activacion del receptor NLRP3 estd muy relacionado
con la mitocondria por dos mecanismos, en primer lugar sobre la
mitocondria se ensamblara el complejo molecular inflamasoma
NLRP3; en segundo lugar, varias moléculas producidas o liberadas
por la mitocondria son capaces de activar este receptor, entre estas
destacan especies reactivas de oxigeno mitocondrial mROS, ADN

mitocondrial y el fosfolipido cardiolipina.

Una de las respuestas relacionadas con el estrés celular, es la activacion
de la via activada por la disfuncion del reticulo endoplasmatico
(ERS Endoplasmic Reticulum Stress) que ocasiona la activacion de
respuestas a proteinas desplegadas (UPR) . La UPR (Unfolded Protein

Response) se activa por la acumulacion de proteinas desplegadas o mal

—112—



plegadas en el reticulo endoplasmico, esta respuesta tiene dos objetivos,
inicialmente busca recuperar el funcionamiento normal de la célula
al detener la traduccion de proteinas anormales e incrementando la
produccion de chaperonas moleculares para el adecuado plegamiento
de las proteinas; si no se alcanza este objetivo, la UPR dirige la célula
hacia la apoptosis. El estimulo de las UPR ocasiona la activacion de
tres tipos de proteinas PERK, IRE1 y ATF6, estas proteinas activadas
son capaces de iniciar la transcripcion de genes proinflamatorios con
la produccion de citocinas proinflamatorias. La relacion entre estas
proteinas activadas (PERK, IRE1 y ATF6) con la activacion del NLRP3
no es clara atn, se ha reportado que la activacion de IREa aumenta la
concentracion de mROS y promueve la asociacion de NLRP3 con la
mitocondria, se ha propuesto ademas que podria existir la activacion
directa de NLRP3 por el estimulo de subtipos de PERK y de IRE. Este
mecanismo de activacion del NLRP3 como respuesta a la produccion
de las proteinas desplegadas por la disfuncion del RE secundaria al

estrés celular se explica en la Figura 3.

El aumento en la concentracion de calcio intracelular puede activar el
receptor NLRP3, el mecanismo esté relacionado con la estimulacion
por ATP de la fosfolipasa C que incrementa la concentracion de inositol
trifosfato capaz de liberar calcio del reticulo sarcopldsmico. Esta
liberacion intracelular de calcio promueve una entrada extracelular
extra de calcio por un mecanismo conocido como SOCE (store-

operated calcium entry), sin embargo, la mayor cantidad de calcio es
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dependiente de la liberacion intracelular del reticulo sarcoplasmico. El
calcio también se puede incrementar por un mecanismo dependiente
de estrés sobre el reticulo endoplasmico, este calcio a nivel de la
mitocondria es capaz de producir una sobrecarga y dafio mitocondrial
con activacion de mtROS, mtADN y cardiolipina. El calcio altera la
membrana mitocondrial produciendo una pérdida de citocromo ¢ con
la liberacion de ROS capaces de abrir el canal de rinodina del reticulo
sarcoplasmico e incrementar la liberacion de calcio ocasionando un
mecanismo exponencial. En conclusion el calcio tanto liberado por
el incremento de ATP como liberado durante el estrés del reticulo
endoplasmico (ERS) es un potente activador del NLRP3 y de

inflamacion.

El estrés oxidativo y el estrés del reticulo endoplasmico (ERS) pueden
de manera sinérgica causar disfuncion celular e inflamacion autbnoma
por activar el receptor NLRP3, los ROS son liberados principalmente
de la oxidacion a nivel mitocondrial, de la oxidacion de proteinas mal
plegadas UPR y por un consumo de glutation reducido por enlaces
disulfuro inestables. TXNIP es un ligando NLRP3 sensible a ROS que
permite la activacion directa del NLRP3 y caspasa-1 dependiente de

ROS.

El receptor NLRP3 puede activarse por cristales de acido urico
liberados como DAMPs de células muertas, el mecanismo sugerido es
por alteracion en las concentraciones intracelulares de potasio. Otras

moléculas capaces de activar este receptor son el silice y el asbesto
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por un mecanismo relacionado con alteracion en la produccion de
radicales libres de oxigeno secundario a inestabilidad lisosomal del
macrofago. Sin embargo, tanto en las moléculas de cristales de acido
urico como en el silice y asbestos, este mecanismo de activacion
funciona de manera complementaria y requiere la preestimulacion de

PAMPs microbianos.

Existen varias toxinas bacterianas con capacidad de activar el
inflamasoma NLRP3, se reportan las toxinas: estreptolicina
(streptococcus pyrogenes), maitotoxina (gambierdiscus toxicus),
nigericina (streptomices hydroscopius), valinomicina (streptomices
sp) y aerolisina (aeromonas hidrofila). EI mecanismo de activacion
se relaciona con alteracion en la produccion de radicales libres de

oxigeno, disbalance ionico intracelular e inestabilidad fagosomica.

Se reportan 2 nuevas moléculas activadoras de NLRP3 en estudio
GBPS5 (Guanylate-binding protein) y PKR (RNA-dependente protein
kinase), relacionadas con la injuria y el dafio celular, con un mecanismo

de activacion aun no aclarado.
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Figura 3: Adaptado de Li et al (14). Los inflamasomas NLRP3 median la respuesta
inflamatoria inducida por ERS (Endoplasmic Reticulum Stress). Un complejo proceso de
activacion en cascada de proteinas termina en la activacion de la procaspasa. La proteina

PERK fosforila elF2a, que desencadenan la activacion de TXNIP y NF-kB, ademas se activa
la via de sefializacion PERK-elF2a-ATF3 que promueve la expresion de CHOP. Este ultimo
facilita la apertura de VDAC que transporta Ca2 + desde la membrana mitocondrial externa,
activando asi el inflamasoma NLRP3 y liberando IL-1p. La proteina IRE1a también activa

el inflamasoma NLRP3, a través de su accion sobre XBP1 y de MiR-17-5P. ERS puede

inducir la produccion de ROS, que a través de TXNIP produce la activacion de los cuerpos

inflamatorios NLRP3. Ademas, el Ca2 + que se acumula en el reticulo endoplasmico durante
el estrés se transfiere a las mitocondrias a través de un conjunto de proteinas conocido como

MAM, lo que agrava aun mas la produccion de ROS y el dafio del mtDNA. La movilizacion

de Ca2 + también activa directamente los cuerpos inflamatorios NLRP3.
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PERK, proteina quinasa ARN- (PKR-) similar a quinasa; elF2a, factor 2a de iniciacion
de la traduccion eucariota; TXNIP, proteina que interact(ia con tiorredoxina; NF-«B,
factor nuclear kB; ATF3, factor de transcripcion activador 3; ATF4, factor de transcripcion
activante 4; CHOP, proteina homologa C / EBP; VDAC, canales de aniones dependientes
del voltaje; NLRP3, familia NLR, dominio pirina que contiene 3; ROS, especies reactivas de
oxigeno; XBP1, proteina de unién a caja X 1; MAM, membrana asociada a mitocondrias.

NLRP6

El receptor NLRP6 tiene una estructura tipica de los NLRP con un
dominio de pirina en el extremo aminoterminal que sirve de sitio de
union a la proteina ASC de transmision intracelular y un extremo LRR

de unidn a agonistas.

Las funciones de este receptor aiin no estan completamente explicadas,
sin embargo, se cuenta con favorable evidencia que demuestra que
se relacionan con la adecuada regeneracion del epitelio intestinal,
mejoria en la curacion de heridas, proteccion en la génesis de tumores

y mantener una microbiota eficiente.

Se ha catalogado como un receptor capaz de reconocer productos
bacterianos y de dafio celular para mantener la homeostasis intestinal

permitiendo una flora intestinal normal evitando disbiosis.

Mediante este mecanismo se ha relacionado con una proteccion para
la progresion del higado graso no alcohdlico a hepatitis esteatdsica
no alcoholica al regular la proliferacion de bacterias litogénicas. El
mantener un equilibrio en el crecimiento de bacterias intestinales es
un factor protector de otras patologias, se ha reportado disrupcion de

la microbiota en pacientes con encefalitis y el grado de severidad y
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de dafo neuroldgico se correlaciona con la microbiota intestinal y sus

metabolitos.

En los modelos murinos con ausencia del receptor NLRP6 se ha
evidenciado disminucion en la capacidad de curacion de heridas, aunque
muestra tendencia a la proliferacion celular que lleva a displasias que

puede progresar a la generacion tumoral a nivel intestinal.

Igualmente, en modelos animales con deficienciadel receptor NLRP6 se
reporta una alta resistencia a las infecciones por listeria monocitogenes
y escherichia coli. En estos animales se aprecia un aumento de las
células inmunitarias circulantes, mayor activacion de la sefalizacion
dependiente de MAPK y NF-KB, y mayor activacion de los receptores
tipo toll. Esto sugiere que el NLRP6 suprime vias inflamatorias TLR

dependientes que podria prevenir patologia inflamatoria amplificada.

NLRP7

El receptor NLRP7 estd conformado por un dominio pirina en el
extremo aminoterminal que se une al NACHT y se continua con LRR
en el extremo carboxiloterminal. E1 NLRP7 reconoce lipopéptidos
bacterianos. Su funcién no se encuentra claramente especificada, en
trabajos experimentales se ha demostrado que la inactivacion del
NLRP7 disminuye los niveles circulantes de IL-1B y de TNF en
respuesta a LPS, a pesar de encontrarse niveles intracelulares de pro
IL-1B normales, esto sugiere que la estimulacion de este receptor
juego un rol en el trafica y generacion intracelular de citocinas. Se
ha que la expresion de NLRP7 esta incrementada en ciertos tipos de

cancer como el testicular y endometrial.
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NLRPI?2
La funcion del NLRP12 esta en relacion tanto con la activacion de

inflamasoma como modulacion de NF-KB.

Varios trabajos experimentales han reportado que la estimulacidon
del receptor NLRP12 produce una regulacion negativa de NF-KB,
en modelos murinos con alteracién del receptor NLRP12 se aprecia
incremento de la inflamacion relacionada con NF-KB; a pesar de
encontrarse valores de citocinas proinflamatorias no alterados, se
observo ademas que en modelos in vitro la inactivacion del receptor
disminuye la respuesta a estimulos quimiotacticos de neutrdfilos y

células dendriticas.

La disfuncion del receptor NLRP12 se relaciona con enfermedades
autoinflamatorias tipo dermatitis atopica y sindromes febriles
periodicos hereditarios.

En base a estos reportes, se plantea que este receptor juega un papel
tanto estimulante como inhibidor de la inflamacion, suprime la
actividad del factor NF-KB, estimula la migracion celular y estimula

la activacion de inflamasoma.

NLRC4 Y NAIPs

Los dos receptores se complementan formando un solo complejo
inflamasoma activador de caspasa 1. El NLRC4 estd formado por un
CARD en el extremo aminoterminal que se une de manera directa
a la caspasa 1 sin requerir la fraccion ASC. El NAIP, miembro de

la subfamilia NLRB, formado por tres dominios BIR (Inhibidor
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baculoviral de repeticion de apoptosis) en su extremo amino terminal
unido al NACHT y la region LRR que permite reconocer los
componentes bacterianos principalmente flagelina y componentes de

tipo T3SS (sistema de secrecion bacteriana tipo 3). Figura 4

El complejo de inflamasoma NLRC4-NAIP tiene un rol importante
en la sobrevivencia del huésped y aclaramiento del patdogeno en
infecciones por legionela pneumophila, candida albicans, burkholderia

pseudomallei, klebsiella pneumoniae, salmonella spp.

Se ha reportado la acciéon conjunta de este complejo en algunas
infecciones con el receptor NLRPE y TLRS, aunque su contribucion
parece ser secundaria. En el caso del NLRP3 la respuesta del NLRC4 se
relaciona con la generacion de piroptosis y el NLRP3 con la secrecion
de IL-1B e IL-18.
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Figura 4: Adaptado de ZHONG et al (7). NLRC4 y NAIPS.

Inflamasoma

El inflamasoma es un complejo proteico multimérico capaz de activar
a la enzima caspasa 1 para inducir el procesamiento y activacion
de IL-1pB e IL-18 (6). Las caspasas son una familia de proteasas de
cisteina intracelulares que tienen la capacidad de escindir proteinas
precursoras; se describen dos familias de caspasas catalogadas como

proinflamatorias y proapotdticas, las caspasas proinflamatorias son
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caspasas 1,4,5, 11 y 12; las caspasas proapoptoticas son caspasas 2,
3,7,8,9y 10.

La caspasa 1 fue la primera identificada, se ubica en el citosol de las
células fagociticas como zimdgeno inactivo, capaz de ser activada por
sefales microbianas y endogenas. La procaspasa 1 es autoactivada por
clivaje proteico en su forma activa que consiste en un heterodimero de

cadenas de 10 y 20 KDaltons.

Para la activacion de la caspasa 1 es necesario el ensamblaje de un
complejo proteico en respuesta a un estimulo proinflamatorio. Este
complejo se compone de una zona de union a PAMPs o DAMPs,
constituida por un NLR del grupo de los formadores de inflamasoma
(NLRPI, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12, NLRC4-NAIP),
una zona de transicidon conocida como adaptador ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a C-terminal CARD), y el
zimogeno procaspasa 1. Cabe recalcar que el inflamasoma NLRC4-
NAIP se une directamente desde la zona amino terminal del NLRC4
que contiene una fraccion CARD a la procaspasa 1 y no requiere el

adaptador ASC para la activacion.

La caspasa 1 activada estimula el procesamiento de pro IL-1B y pro

IL-18 en sus formas activas IL-1p3 y IL-18.

Induccion de piroptosis y regulacion de autofagia por el inflamasoma
Los dos modelos tradicionales de muerte celular son necrosis y

apoptosis, ambos llegan al final de un dafio celular continuo. La
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apoptosis es un proceso de muerte celular programada que juega
un rol crucial en el desarrollo de los tejidos y la homeostasis; no se
relaciona con la generacion de inflamacion por la fagocitosis de células
apoptoticas por macrofagos M2. Las caspasas proapoptdticas regulan
esta forma de muerte caracterizada por el desmantelamiento celular
programado. La necrosis es el proceso de muerte celular ocasionado
por la exposicion celular sostenida a una amplia variedad de insultos
toxicos, que conlleva finalmente a distorsion y ruptura de la membrana

plasmatica y de los organelos celulares.

Los receptores NLR son capaces de regular muerte celular inducida
por microbios mediante la correlacion que existe entre la expresion de
caspasa 1 y con la generacion de piroptosis. La piroptosis es un proceso
especializado de muerte celular, iniciada por la infeccion de macrofagos
con multiples patogenos intracelulares bacterianos. Se asocia a una
rapida disrupcion de la membrana celular y a la maduracion asociada
de pro IL-B1. Este tipo de respuesta se ha reportado en infecciones
por salmonela, pseudomonas, shigella, listeria, legionela y ante la

presencia de la toxina letal del anthrax o altos niveles de ATP.

Se ha observado en modelos experimentales que ante la ausencia
de activacion de la caspasa 1 por el déficit de NLRC4 y de ASC,
se produce un retraso de la muerte celular, llegando a inducirse por
mecanismos de muerte alternos al modelo de piroptosis. Aunque la
funcion bioldgica in vivo se mantiene en estudio, la rapida cinematica

de induccion de piroptosis previene la aparicion de otras formas de
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muerte celular que podria desencadenar respuestas exageradamente
inflamatorias o antinflamatorias. Aun se mantiene por aclarar cual es
el rol de la piroptosis en la defensa del huésped independiente de IL-

BlelL-18.

Se denomina autofagia al proceso de degradacion intracelular que
permite a la célula detruir componentes citoplasmaticos sin llegar a la
muerte celular. Se logra gracias a un proceso de direccionamiento de
los constituyentes citoplasmaticos especificos hacia los lisosomas para
su degradacion, contribuye a la eliminacion de microbios patdgenos

intracelulares promoviendo su degradacion en los lisosomas.

Existen patdégenos que son capaces de generar factores de virulencia
que inhiben la autofagia, o incluso, pueden trastornar la maquinaria
autofagica para crear un compartimento vacuolar donde la bacteria
puede residir o replicarse. De manera experimental se ha observado
que la caspasa 1 puede actuar como un regulador negativo de la
respuesta autofagica inducida por shigella, en el caso particular de
la shigella esto evita la formacion del compartimento vacuolar que
permite la proliferacion de esta bacteria, se propone que de esta
manera se activa la respuesta mas adecuada del huésped contra este
mecanismo especifico. Se requiere mas estudios para aclarar la relacion

inflamasoma autofagia durante infecciones bacterianas.

Rol del inflamasoma en la respuesta del huésped
La activacion del inflamasoma puede producirse por dos vias una

preestimuladora dependiente de TLR o una estimuladora dependiente
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de NLR, se conocen como modos de sefalizacion candnicos y no
canonicos. El modo de activacion candnico es el modo clasico
dependiente de NLRP que forma un complejo macromolecular como
el NLRP3-ASC-Procaspasa 1 que permite la activacion de IL-1p,
IL-18 y de piroptosis. El modo de activacion no canonica requiere
sefnalizacion mediada por TLR4 estimulado por LPS que ocasiona la
activacion de caspasa 11 capaz de desencadenar apoptosis y secrecion
de IL-1a e IL-1p. Posteriormente a la activacion no candnica la caspasa
11 estimula la activacion de la caspasa 1 al promover la via NLRP3-
ASC-procaspasa 1 que ocasiona la conocida activacion de IL-18, IL-

18 y de piroptosis.
NLR inflamasoma independientes

NOD1/2

Los receptores NOD1 y NOD2 forman parte de la familia de NLRCs,
se caracterizan por estar constituidos por la unidad NOD que consta
del NACHT, unido a este la region LRR en su region amino terminal
y CARD en la region carboxiloterminal. EI NODI tiene un residuo
CARD vy se identifica en varios tipos de células, mientras el NOD2
tiene 2 residuos CARD y se encuentra en las células mieloideas,

keratinocitos, células intestinales y pulmonares, y epitelio oral.

Los receptores NOD1 y NOD2 pueden activarse por componentes
bacterianos, reconocen peptidoglicanos DAP (acido diaminopimélico)
y muramil dipéptido (MDP) de bacterias gram positivas y gram
negativas, reportandose una mayor afinidad de NOD2 por MDP. NOD?2

—125—



tiene también la capacidad de activarse en infeccion no bacteriana al
reconocer ARN de cadena simple en infecciones virales, lo que induce

una respuesta interferon dependiente.

Los mecanismos inmunoldgicos relacionados con la activacion de los
NOD1/2 son: estimulacion de inmunidad antibacterial a través del
nodosoma, respuesta antiviral por activacion de interferon, sinergia
con NLRP, estimulaciéon de autofagia y coadyuvante en la inmunidad

adaptativa.

En relacidon con la respuesta antibacterial relacionada con NOD1/2,
una vez se produce el reconocimiento de MDP o DAP por NOD1/2
se conforma el complejo proteico denominado nodosoma, este es
estabilizado por ubicuitinas y estimula una cascada proteica de
mediadores que culminan con la activacion del NF-«kB (Factor nuclear
procesador de cadenas ligeras Kappa de células B), este factor activado
es capaz de traslocar al interior del nticleo y controla la transcripcion
del ADN con la mayor expresion de genes implicados en el desarrollo
maduracion y proliferacion de la respuesta inflamatoria. De manera
similar se puede activar el complejo MAPK (Via de proteina cinasa
activada por mitogenos) a través de sus subtipos p38, INK y ERK,
que son proteina cinasas serina/treonina capaces de traslocar al
nicleo y regular la transcripciéon y modular la expresion de genes

proinflamatorios. Figura 5
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Los receptores NOD2 pueden reconocer ARN viral de cadena simple
en el citoplasma celular y estimular el ensamblaje de MAVS (Proteina
sefnalizadora antiviral mitocondrial) en la superficie de la mitocondria,
este MAVS secretado en células infectadas permite la secrecion
citocinas que estimulan la respuesta inmune y llevan a la muerte de
la célula infectada como mecanismo de control de la infeccion. El
mecanismo de acciéon de MAVS es activar IRF3 (Factor regulador
de interferon) que una vez activado trasloca al nucleo y activa la
transcripcion de interferon a y B, ademas de otros genes relacionados

con la actividad antiviral del interferén.

Se ha reportado, que la activacion de NOD1/2 produce sinergia con
otros receptores NLRP especificamente NLRP1 y NLRP12, lo que
puede estimular la activacion de vias inflamatorias dependientes de
inflamasoma. NOD1 y NOD2 activados interaccionan con ATG16L1,
una proteina reguladora del trafico intracelular capaz de inducir
autofagia mediante la fusion de vacuolas intracelulares con lisosomas
para formar autofagosomas capaces de degradar organelos u otros
componentes intracelulares y reciclar sus componentes durante
periodos de inanicidn o estrés; en este proceso ademas se favorece la
generacion de antigenos que pueden ser presentados por el complejo

principal de histocompatibilidad MHC tipo II.

La activaciéon de NOD1 y NOD2 estimula la inmunidad adaptativa
por diversos mecanismos: Tanto NOD 1 como NOD2 promueven un

mecanismo coadyuvante en la produccion de IgG antigeno especifica
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por la estimulacion de Th2 a través de IL4 e IL5. NODI1 puede
estimular directamente Th2 para la produccion de [gG. NOD 1 y NOD2
estimulan la linfopoyetina en el timo aumentando la generacion de
esta linea celular, y aumentan ademas las moléculas coestimuladoras
en las células dendriticas. Los NODI activados actiian en sinergia

con sefiales estimuladoras de TLR promoviendo el cebado para la

activacion de Thl, Th2 y Th17.

Figura 5: Adaptado de Zhong et al (7). Los receptores NOD1 y NOD2 reconocen los
peptidoglicanos bacterianos DAP y MDP, los eventos relacionados con la transduccion
de sefial intracelular llevan a la formacién de un complejo nodosoma que es estabilizado
por actividad ubiquitina mediada por ligandos que incluyen cIAP1/2, XIAP, LUBAC
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¢ ITCH; estas proteinas sirven como sitio de union de quinasas efectoras, incluyendo
TAK1 y el complejo IKK, estos activan las vias de NF-kB y MAPK. Los NOD2 pueden
ser activados por virus RNA de cadena simple y estimulan una respuesta antiviral innata
mediante la participacion de MAVS e IRF3. El receptor NOD1/2 pueden interactuar con
NLR formadores de inflamasoma como NLRP1 y estimular la actividad caspasa 1 sobre
IL-1B e IL-18. Ademas, los receptores NOD1/2 han sido identificados en iniciar la autofagia
en asociacion con ATG16L1 promoviendo la presentacion de antigenos y eliminacion de
bacterias.

NLRP10

El NLRP10 es parte de la familia NLRP que tienen un dominio pirina
en el extremo amino terminal unido al NACHT, tiene la particularidad
que no tiene la zona de repeticiones ricas en leucina (LRR) que sirve
de zona de reconocimiento molecular, por este motivo, se ha planteado
su funcion como reguladora de otras vias metabolicas. Se encuentra en

células de rifion, testiculos, colon y en la piel.

Sus funciones estan aun siendo estudiadas y aunque no se han aclarado
los mecanismos moleculares especificos se reconoce las siguientes

funciones principales:

El NLRP10 tiene una funcidon reguladora negativa sobre la
formacion de inflamasoma tanto por un bloqueo sobre la proteina
ASC dependiente del dominio de pirina y evitando la muerte celular
mediada por ASC, como también se observa una disminucién de la
activacion de NF-«B. Lo que sugiere que tanto el NACHT como el PYD
de NLRP10 funcionan de forma independiente a diferentes niveles de

activacion del inflamasoma, esta interaccion has sido evidenciada.
En infecciones bacterianas especificas como infecciones por shigella

—129—



flexneri, se demuestra que NLRP10 interactiia con varios componentes
de lavia NOD1 mejorando asi las respuestas inmunes innatas mediadas
por NODI1. No se comprende del todo como exactamente NLRP10
mejora las respuestas inmunitarias innatas mediadas por NODI,
aunque se demostro que NLRP10 mejora la liberacién de citocinas
proinflamatorias desencadenadas a través de la activacion de p38 y

NF-«B (30).

En modelos experimentales murinos con ausencia de NLRP10 se
observa un defecto en la migracion de células dendriticas, lo que
sugiere una participacion de NLRP10 en la motilidad celular basada

en actina, aunque su mecanismo moléculas no ha sido explicado.

En modelos experimentales murinos con inactivacion de NLRP10 se
ha observado una alteracion de la inmunidad adaptativa caracterizada
por la disminucién en la capacidad de generar una efectiva respuesta
especifica frente a antigenos, a pesar de no encontrarse defectos in-
vitro en la funcion de los linfocitos T y B, se reporta una disminucion
de la tasa de division celular de linfocitos T, indicando un proceso
de presentacion de antigenos por la célula dendritica aparentemente

disfuncional.
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Figura 6: Adaptado de Damm et al (30). Funciones celulares de NRP10. Estudios en lineas
celulares muestran que NLRP10 interactiia con varios componentes de la via NOD-1 de este
modo mejora las respuestas inmunes mediadas por NOD-1. Adicionalmente, en modelos
particulares NLRP10 afecta la activacion del inflamasoma NLRP3. Se sugiere ademas un rol
en la motilidad celular basada en actina en células dendriticas en migracion.

NLRX1
El NLRX1 es un NLR que consta de un LRR en su extremo carboxilo
terminal, el dominio NACHT y unido a este una proteina de reciente

descubrimiento conocida como secuencia de focalizacion mitocondrial.

Este receptor se expresa en la superficie mitocondrial y sus funciones
se relacionan con la interaccion entre la mitocondria y las respuestas

Inmunitarias.

El NLRXI1 se relaciona con la respuesta antiviral mediante varios
mecanismos, tanto activadores como inhibidores, principalmente su
funcion es inhibidora tanto por no permitir la unién del PRR RIG-1 al

MAV evitando la produccion de IFN-1, como también por inducir la
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ubicuitinizacion y degradacion del complejo MAV activado evitando
también la produccion de IFN-1. El tercer mecanismo inhibidor
es la disminuciéon de la produccion de IFN-1 por una via MAV
independiente a través de la union y bloqueo de STING (estimulador

de genes interferon). Figura 7

Los mecanismos estimuladores de produccion de IFN por el NLRX1
son: En los macrofagos, la union de NLRX1 con la proteina viral
PBI1-F2 de la influenza, produce estimulacion directa de la produccion
de interferon e inhibe la apoptosis del macrofago. La proteina viral
PKR es capaz de ocasionar un bloqueo de sintesis de proteinas del
huésped, el NLRX1 se una a PKR bloqueando este efecto, esto
promueve la activacion de IRF-1 (factor de transcripcion regulador de
interferén) que aumenta la produccion de IFN. Finalmente el NLRX1
interacciona con FAF1 que es un gen que codifica la proteina Factor
1 asociado a FAS que es una ubicuitina capaz de lisar el complejo

NLRX1/MAV lo que inhibe el bloqueo de la produccion de IFN.

La activacion de NLRX1 regula de manera negativa la expresion de
NF-kB, esto disminuye la producciéon de citocinas proinflamatorias.
Mediante este mecanismo, durante la respuesta proinflamatoria,
NLRX1 previene la exacerbacion exagerada de la inflamacion evitando

el dafio tisular.

El NLRX1 es capaz de regular el proceso de autofagia, en células

infectadas por virus o tumorales, interacciona con TUFM (factor
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de elongacion tumoral mitocondrial) que promueve la autofagia; en
infecciones bacterias se aprecia al contrario que reduce la formacion
de autofagosoma. En infecciones fungicas, el complejo TUFM/
NLRXI1 facilita la unién de LC3-II una proteina relacionada con la
autofagia que promueve la formacion del fagosoma. Por un mecanismo
de interaccion con LC3 es capaz de reclutar autofagosomas a la

mitocondria lo que promueve la mitofagia.

En relacion a la generacion de especies reactivas de oxigeno y la
generacion de apoptosis, la activacion de NLRX1 es capaz de inducir o
inhibir la produccion de mtROS, regula de forma positiva la apoptosis
por la via de caspasa 8 inducida por TNFa, se une a DRP1 (Proteina
tipo Dinamin-1) que es una GTPasa que regula la fision mitocondrial,
esto inhibe la necrosis celular, pero promueve la apoptosis. NLRX1 se
une y promueve la accion de SARMI1 una proteina adaptadora TLR
presente en gran cantidad en las células del sistema nervioso, que se
encuentra también en macrofagos y células T, actia como sensor de

estrés metabolico que desencadena apoptosis.

La activacion de NLRX1 produce variaciones metabolicas, a nivel
general disminuye el metabolismo de la glutamina, en las células
inmunes bloquea glicolisis aerobia, disminuye la entrada de glucosa
y promueve fosforilacion oxidativa; en las células no inmunitarias y
cancerosas se reporta que promueve la produccion de componentes
de ETC (cadena transportadora de electrones), atenua la fosforilacion

oxidativa y aumenta la glucdlisis aerdbica.
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En general, la estimulacion de NLRX1 tiene una actividad variable, con
tendencia a la regulacion negativa de la inmunidad innata y respuestas
celulares, a nivel mitocondrial busca mantener la homeostasis luego

de una injuria mitocondrial.

Figura 7: Adaptado de Fekete et al. (31). Receptor NLRX1. El receptor NLRX1 se relaciona
con la regulacion de las respuestas antivirales, regulacion de la via de NF-kB y regulacion
de la autofagia.

Grafico A. Regulacion de la respuesta antiviral: 1. NLRX1 inhibe la union de RIG-1 a
MAVS impidiendo la respuesta de interferon tipo I. 2. NLRX1 promueve la union de PCBP2
a MAVS lo que promueve su ubiquitinacion y degradacion disminuyendo los niveles de
IFN tipo I. 3. NLRX1 previene la secrecion mediada por TBK1 de IFN tipo I mediante la
union a STING. 4. NLRX1 interactia con PB1-F2 y promueve la produccion de IFN tipo 1.
5. NLRX1 compite con PKR por ligarse a RNA de doble cadena y previene el bloqueo de
sintesis de proteinas del huésped mediado por PKR, esto promueve la respuesta antiviral
temprana de IRF1 y la produccion de IFN tipo I. 6. FAF1 interactiia con NLRX1 y bloquea
la union de NLRX1 a MAVS lo que permite la produccion de IFN.

Grafico B. Regulacion de las vias NF-xB: 1. En células inactivadas, NLRX1 interactua
con TRAF6 e inhibe la via de NF-kB. 2. En células activadas, NLRX1 se disocia
via ubiquitinacion de TRAF6 y se une al complejo IKK, esto previene la produccion
proinflamatoria de citocinas por estimulacion NF-kB. En injuria aguda, MAVS, TBK1, IKK,
IkB y TRAF6 activados son reclutados a la mitocondria donde interactuian con NLRX1, el
cual bloquea la actividad NF-«kB.

Grafico C. Regulacion de la autofagia: 1. En células tumorales o infectadas por virus,
NLRX1 interactua con TUFM y promueve la autofagia, o puede también de manera inversa
en infecciones bacterianas disminuir la autofagia a través de la inhibiciéon de complejo
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Beclinl-UVRAG. 2. En caso de infecciones por hongos, se forma un complejo entre
NLRX1 y TUFM que ayuda a la fagocitosis asociada a LC3-II facilitando la incorporacion
de LC3-II a la membrana del fagosoma. 3. Via interaccion con LC3, NLRX1 recluta
autofagosomas a la mitocondria y promueve la mitofagia.

NLRCS5

NLRCS tiene una estructura similar a los demas NLR, aunque el
dominio CARD tiene una estructura diferente a los dominios CARD
encontrados en otros NLR (7). Las funciones del NLRCS5 actualmente
idenficadas son: regula de manera positiva la presentacion de antigenos
por el MHC I a los linfocitos CDS, regula la respuesta inflamatoria,
tiene un papel en defensa viral y promueve formacion de inflamasoma.

Figura 8

El NLRCS activado tiene un rol regulador en la presentacion de
antigeno dependiente del MHC tipo I, en este proceso el interferon
tipo 1 activa la transcripcion del factor STAT1 (Tranductor de senal
y activador de transcripcién) que promueve la expresion de los
genes relacionados con la produccion de NLRCS, este NLRCS5 que
incremento en el citoplasma una vez activado ingresa al nucleo de la
célula, se une a factores de transcripcion y aumenta la expresion de
los genes que codifican las proteinas del MHC 1. El MHC 1 se une
en el reticulo endoplasmico a antigenos peptidicos citoplasmaticos
procesados y es exportado a la pared celular desde donde presenta el

antigeno a los linfocitos TCDS.
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El NLRCS regula la sobreexpresion de la respuesta inflamatoria por
dos mecanismos, produce una regulacion negativa de TLR4 y RIG1
disminuyendo la respuesta a LPS bacterianos. NLRCS5 es un potente
regulador negativo de NF-kB, la proteina IKKy se une las subunidades
IKKa e IKKP promoviendo su fosforilacion y actividad quinasa como
parte de la cascada de generacion de NF-kB, NLRCS evita este proceso
por un mecanismo de competencia con IKKy; como mecanismo de
reversion de este proceso, se reporta que la presencia de TRAF2 y
TRAF6 (factores asociados al receptor TNF), que sirven como
adaptadores en la sefializacion de NF-kB, median la ubiquitinacion
de NLRCS5, bloqueando la interaccion IKKs-NLRCS y rescatando la

activacion de NF-«xB.

En estudios de modelos animales en los que se ha inactivado el
NLRCS, se aprecia una disminucion de los niveles de IFN tipo 1y
una respuesta menos efectiva a las infecciones virales. Esto sugiere
que el NLRCS tiene actividad antiviral incrementando la produccion

de interferones.

EINLRCS actua como un activador sinérgico del inflamasoma NLRP3,
esto se ha reportado al observarse a nivel experimental que ante la
inactivacion de NLRCS se produce una disminucion de la actividad
de la caspasa 1 del inflamasoma, lo que lleva a menores niveles de IL-
1B. Sin embargo este efecto no se reportd en ciertos grupos celulares
como las células dendriticas, lo que se sugiere que la estimulacioén en

la formacion de inflamasoma es especifico de ciertas células.
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Se ha encontrado relacion entre los niveles de NLRCS5 y céancer. El
mecanismo que favorece la presentacion de antigeno dependiente
del MHC I ante la estimulacion de NLRCS5, sugiere tedricamente
que la adecuada respuesta del NLRC5 disminuiria la probabilidad de
desarrollar cancer, sin embargo, en los estudios experimentales no se
ha podido confirmar esta hipotesis, en tumores linfoideos, melanoma,
ca pulmonar y otros tumores sélidos se ha relacionado con disminucion
de la actividad de NLRCS5, en el carcinoma hepatocelular no se
encontrd relacion con NLRCS y en el carcinoma renal se encontro
incrementada la actividad de NLRCS5. Estos hallazgos sugieren que la

funcion de NLRCS en el cancer puede ser especifica en cada tejido.

Figura 8: NLRC5: Adaptado de Wu et al. (36)

Grafico A: Rol regulador de NLRCS5 en la presentacion de antigenos por MHC tipo I en
la defensa del huésped. El interferdn tipo I activa la transcripcion por factor STAT via
fosforilacion, provocando una mayor produccion de NLRCS. E1 NLRCS pasa del citosol
al nucleo y se une con factores de transcripcion como RFX y forma un potenciador sobre
la region promotora de MHC tipo I, esto promueve la expresion de genes que codifican
las proteinas que conforman el MHC tipo I, esto finalmente ayuda a la activacion antigeno
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especifica del linfocito T CD8.
Grafico B: NLRCS regula de manera negativa las vias de sefializacion dependientes de
NF-kB. La sefializacion via NF-kB es iniciada por LPS u otros factores inflamatorios.
Los efectos de fosforilacion secundarios inducen la degradacion de IkB por medio del
mecanismo dependiente de ubiquitininas y proteasoma, esto promueve la migracion al
nucleo de NF-«kB y su activacion para regular la transcripcion de y expresion de genes
inflamatorios. NLRCS5 puede competir con IKKYy y unirse a IKKo/IKKf bloqueando
su fosforilacion y actividad quinasa. Sin embargo, TRAF2 y TRAF6 que sirven como
adaptadores de las sefiales activadoras de Nf-kB, median la ubiquitinaciéon de NLRCS5,
bloqueando la interaccion de las fracciones de IKKs con NLRCS, esto rescata la activacion
de NF-«B.

CITA
El NLR CIITA tiene una estructura en tres zonas principales como los
demas NLR, pero se diferencia por tener en el extremo aminoterminal

un dominico acidico y un dominio rico en prolina/serina/treonina.

La principal funcion del receptor CIITA es la estimulacion de la
expresion de las moléculas de MHC II. Mediante un mecanismo
similar al de NLRCS5, la estimulacién de interferon en la superficie
celular promueve un incremento en la transcripcion de los genes que
codifican las proteinas de CIITA, esto aumenta su contenido a nivel
citoplasmatico haciendo mas efectiva su activacion, cuando esto
ocurre, se estimula la transcripcion de los genes que codifican las MHC
II, aumenta la sintesis de estas proteinas en el reticulo endoplasmico
y se unen a los antigenos proteicos procesados en fagosomas para ser
exportados a la superficie celular desde donde son presentados a los
linfocitos TCD4. La MHC 1I se encuentran en células dendriticas,
macrofagos y linfocitos B, a diferencia de las MHC I que se expresan

en todas las células nucleadas del organismo. La potenciacion del
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proceso de presentacion de antigeno permite una optimizacion de la
expansion clonal de linfocitos TCD4 virgenes, la respuesta tisular
de los linfocitos TCD4 efectores y la maduracion de la afinidad con
el cambio de isoforma de la inmunoglobulina por interaccion del

linfocito T con el linfocito B.

La estimulacion de CIITA puede tener una accion antiviral por dos
mecanismos, en primer lugar, por la restriccion viral que aumenta la
inmunidad intrinseca por disminucion de la replicacion y ensamblaje
de los componentes virales, esta respuesta se activa de manera rapida,
por lo que es efectiva y predomina en etapas tempranas de la infeccion.
En segunda instancia, se ha reportado un rol inhibidor de la replicacion
sobre virus Ebola y SARS Cov2, el mecanismo sugestivo estd a
favor de la estimulacion de MHC II, aunque no esta aun claramente

identificado.
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CONCLUSIONES

Los receptores tipo NOD son una clase de receptores de
reconocimiento de patrones que se localizan a nivel intracelular,
capaces de reconocer moléculas extrinsecas o intrinsecas
relacionadas con patéogenos o el dafo tisular producido por
procesos sépticos 0 asépticos.

Los NLR tiene una estructura similar con una zona central NOD
constante, y con las zonas de union a ligandos y de activacion
de las senales intracelulares variable segun el subtipo. Una
vez activados desencadenan diversos mecanismos anti y
proinflamatorios capaces de mantener un delicado equilibrio
entre la respuesta a la injuria y evitar el dafio tisular innecesario.
Los mecanismos efectores principales de los NLR los dividen
en dos grupos de receptores unos asociados con la formacion de
inflamasoma, activacion de caspasa 1 y mayor expresion de IL-
1B e IL-18, y otro grupo relacionado con mecanismos diferentes
a la formacion de inflamasoma. Los receptores formadores de
inflamasoma son NLRP1, NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12Y
NLRC4/NAIP. Los receptores inflamasoma independientes son
NOD1/2, NLRP10, NLRX1, NLRC5 Y CIITA.

El receptor NLRP3 puede activarse por PAMPs y DAMPs,
sin embargo, predominan los DAMPs y es principal receptor
implicado en la activacion de la respuesta inflamatoria secundaria

a la injuria estéril.
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El inflamasoma es un complejo proteico que esta formado
por un NLR, una procaspasal y un dominio ASC (excepto el
inflamasoma NLRC4/NAIP), que al activarse pueden adquirir una
actividad enzimatica convirtiéndose en caspasa 1 que convierte
apro IL-1B y a prolL-18 en sus formas activas IL-1p y prolL-18
capaces de incrementar exponencialmente la inflamacion. El
inflamasoma tiene también la capacidad de activar el proceso de
muerte celular programada llamado pirosis y el proceso de lisis
y reciclaje de moléculas intracelulares llamado autofagia.

Los NLR independientes de inflamasoma tienen funciones
opuestas incluso entre los mismos tipos de receptor dependiendo
de la célula en la que se encuentren y de la injuria que se
presente. Frente a bacterias los receptores NOD1/2 son capaces
de formar el complejo nodosoma que estimula la expresion de
los factores proinflamatorios NF-kB y MAPK. Frente a virus
varios NLR de este grupo, presentan una respuesta estimuladora
o inhibidora relacionada con la produccion de interferon. Este
grupo de receptores pueden sinérgicamente a los receptores
formadores de inflamasoma modulando la actividad caspasa 1.
Finalmente, los receptores NLRCS5 y CIITA modulan de manera
positiva la transcripcion de los genes que codifican las MHC I y
IT respectivamente, optimizando el proceso de presentacion de
antigenos a los LTCD4 y LTCDS.
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LA AUTOFAGIA COMO MECANISMO DE
DEFENSAY ADAPTACION CELULAR
RESUMEN

La autofagia constituye un mecanismo altamente especializado de
adaptacién celular que se encargada de degradar y reciclar organelas
disfuncionales, para lo que utiliza estructuras especializadas
(autofagosoma, autofagolisosoma) con el fin de mantener la
homeostasis metabolica, calidad de las organelas citoplasmaticas y
una respuesta regulada al estrés cuya finalidad es proteger a la célula,
limitando el dafio y muerte celular. Existen procesos autofagia selectiva
que eliminan organelas especificas como acontece con la mitocondria,
recibiendo el nombre de mitofagia que se encarga del control de
calidad mitocondrial, selecciona e ingiere mitocondrias dafiadas para
luego degradarlas impidiendo de esta manera la liberacion de patrones
de dano molecular (DNA mitocondrial) ya sea hacia el citosol o hacia
el espacio extracelular evitando de esta forma respuestas inmunes

exageradas.

La autofagia interviene en muchos mecanismos fisiologicos de
nuestro organismo por lo tanto la desregulacion de este proceso esta
involucrada en la fisiopatologia de un buen niimero enfermedades que

podrian beneficiarse su modulacion.

En el presente capitulo se describe los procesos fisiologicos

y fisiopatoldgicos involucrados con la autofagia y mitofagia,

—148—



analizaremos el papel que desempefian en determinadas patologias.

Palabras clave: autofagia, mitofagia, canibalismo celular. (Fuente:

DeCS-BIREME)
ABSTRACT

Autophagy constitutes a highly specialized mechanism of cellular
adaptation that is responsible for degrading and recycling dysfunctional
organelles, for which it uses specialized structures (autophagosome,
autophagolysosome) in order to maintain metabolic homeostasis,
quality of cytoplasmic organelles and a regulated response to stress
whose purpose is to protect the cell, limiting damage and cell death.
There are selective autophagy processes that eliminate specific
organelles as occurs with the mitochondria, receiving the name of
mitophagy that is responsible for mitochondrial quality control, selects
and ingests damaged mitochondria and then degrades them, thus
preventing the release of molecular damage patterns (mitochondrial
DNA) either to the cytosol or to the extracellular space, thus avoiding

exaggerated immune responses.

Autophagy intervenes in many physiological mechanisms of our
body, therefore the dysregulation of this process is involved in the
pathophysiology of a good number of diseases that could benefit from

its modulation.

This chapter describes the physiological and pathophysiological
processes involved with autophagy and mitophagy, we will analyze

the role they play in certain pathologies.
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Keywords: autophagy, mitophagy, cell cannibalism. (Source:
MeSH-NLM)

INTRODUCCION

El término autofagia se deriva de los vocablos griegos “auto”
“phagein” cuyo significado es comerse a si mismo, este es un proceso
altamente especializado producto de la evolucion caracteristico de las
células nucleadas. Constituye un mecanismo de defensa y adaptacion
celular ante la agresion (de tipo genético, falta de nutrientes,
envejecimiento, toxinas ambientales, entre otros) lo cual activa un
mecanismo de formacion de membranas especializadas que adoptan la
forma de vacuolas llamadas autofagosomas encargados de secuestrar
componentes intracitoplasmaticos disfuncionales o dafiados que

posteriormente seran degradados o reciclados en los lisosomas.

La primera descripcion de este proceso la realiza Christian de Duve en
1960, identifica a los lisosomas y al autofagosoma. Sin embargo, es el
profesor Yoshinori Ohsumi en el afio 1992 quien da una descripcion
detallada de los procesos moleculares de la autofagia en levaduras, a lo
que denomino canibalismo celular, describe quince genes responsables
de la codificacion de las proteinas que intervienen en la caracterizacion

y sefializacion celular de este proceso.

La caracterizacion de los elementos de la sefializacion de la cascada
autofagica ha permitido dividirla en seis etapas: 1) induccion. 2)
formacion del fagoforo. 3) conjugacion del fagoforo 4) procesamiento

de la membrana del fagoforo. 5) formacion del autofagosoma 6)
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formacion del autofagolisosoma y degradacion del sustrato o carga.

Existen tres tipos de autofagia denominadas: macroautofagia,
microautofagia y autofagia mediada por chaperona, cuya diferencia
radica en la forma como el sustrato ingresa al lisosoma para ser
degradado o reciclado, cada una de estas tiene su propia caracterizacion

y utiliza diferentes vias de sefializacion.

La autofagia puede ser selectiva cuando involucra organelas
citoplasmaticas especificas, por ejemplo: si la organela involucrada
es la mitocondria se denomina mitofagia, proceso que juega un rol
primordial en el mantenimiento de la calidad mitocondrial, asi como

en la regulacion de la respuesta inmunolégica.

Este proceso altamente especializado denominado autofagia juega
un papel primordial en gran cantidad de eventos fisioldgicos dando
lugar al mantenimiento de una adecuada adaptacion metabolica,
una equilibrada respuesta al estrés y un 6ptimo control de la calidad
intracelular, de lo que se desprende que una desregulacion de este
proceso se vincula con un sinniimero de enfermedades como el cancer,
trastornos neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares,

trastornos inmunoldgicos, sepsis entre otras.

En el presente capitulo se describen los procesos fisiologicos y
fisiopatologicos involucrados con la autofagia y analizaremos el papel

que desempefian en determinadas patologias del paciente critico.
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Definiciones

Autofagia

Es un proceso altamente especializado producto de la evolucion
caracteristico de las células nucleadas. Constituye un mecanismo de
defensa y adaptacion celular ante la agresion (de tipo genético, falta
de nutrientes, envejecimiento, toxinas ambientales, entre otros) lo cual
activa un mecanismo de formacion de membranas especializadas que
adoptan la forma de vacuolas llamadas autofagosomas encargados de
secuestrar componentes intra citoplasmaticos disfuncionales o danados

que posteriormente seran degradados o reciclados en los lisosomas.

Autofagia selectiva

Es aquella que involucra organelas citoplasmaticas especificas, se
nombran de acuerdo con el sustrato especifico a ser degradado y
reciclado:

* Mitofagia: encargada de la degradacion y reciclaje de las
mitocondrias disfuncionales, proceso que juega un rol primordial
en el mantenimiento de la calidad mitocondrial no solo porque
degrada y recicla las mitocondrias disfuncionales, sino porque
ademas promueve la génesis mitocondrial, interviene en los
fendmenos redox y de produccion de energia (cadena respiratoria
y radicales libres de oxigeno), asi como la regulacién de la
respuesta inmunolégica.

* Lipofagia: promueve la degradacion y eliminacion de las gotitas

de lipidos.
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* Ferritinofagia: permite mantener el equilibrio y homeostasis del
hierro.

e Xenofagia: dirigida a la degradacion especifica de microbios
asociado al sistema inmune innato cuyo objetivo es eliminar
patogenos.

* Agregofagia: degradacion y reciclaje de agregados de proteinas.

* ER-fagia o reticulofagia: cuando el involucrado es el reticulo

endoplasmico.

Se ha descrito algunos de los procesos de autofagia selectiva mas
comunes, sin embargo, existen otros que probablemente no resulten
tan conocidos se mencionaran algunos de ellos sin extendernos pues
no es el objetivo de este capitulo: “glucofagia (glucdgeno), lisofagia
(lisosomas), nucleofagia (nucleo), pexofagia (peroxisomas), ribofagia

(ribosomas)”.

Estructuras que participan en la autofagia

Antes de adentrarnos en los mecanismos moleculares de la autofagia
es necesario familiarizarnos con los términos de las estructuras
involucradas en este proceso, con este propdsito haremos una
descripcion que le permita al lector un cabal entendimiento de estas

estructuras y la funcidon que cumplen:

Fagoforo: es una estructura de doble membrana que participa en el
secuestro inicial de la carga o sustrato, constituye el compartimento
activo de la autofagia, este se alarga, para luego expandirse y finalmente

cerrarse formando el autofagosoma.
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Autofagosoma: es la estructura de doble membrana producto del
alargamiento, expansion y cierre del fagoforo, en cuyo interior se

encuentran los sustratos a ser degradados.

PAS: es el punto de ensamblaje localizado en el compartimento peri
vacuolar donde se inicia la nucleacion del fagéforo, esto cuando se
trata de levaduras, sin embargo, en el mamifero no se ha logrado

identificar un equivalente a este punto.

Cuerpo autofagico: es la estructura formada por la membrana interna
del autofagosoma que se libera hacia el lisosoma durante la fusion,

esta estructura en los mamiferos no esta presente.

Figura 1. Estructuras que participan en la autofagia. (Modificado de: Feng Y, He D, Yao Z,
Klionsky DJ. The machinery of macroautophagy. Cell Res. 2014;24(1):24-41).
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Mecanismos moleculares de la cascada autofagica
Los hallazgos hechos por el Profesor Yoshinori Ohsumi permitieron
dividir a la autofagia en las siguientes fases:
e Fase 1: Induccion dada por la activacion del complejo quinasa
ULK 1/2.
e Fase 2: Formacion del fagéforo (nucleacion).
e Fase 3: Conjugacion del fagoforo.
e Fase 4: Elongaciéon y procesamiento de la membrana del
fagoforo.
e Fase 5: Formacion del autofagosoma y captura del sustrato o
carga.
e Fase 6: Formacion del autofagolisosoma y procesamiento del

sustrato.

La cascada autofagica se inicia por la presencia de factores de estrés
(inanicion, infeccion, hipoxia, estrés oxidativo, toxicos, etc.) lo cual va
a dar lugar a la participacion de una serie de proteinas de sefalizacion
conocido como el complejo de iniciacion, compuesto por el complejo
protein quinasa ULK1/2, ATG 13, RBICCI (llamado también ATG11
o FIP200) y ATG101, este recibe dos tipos de sefiales que convergen
en el mMTORCI1 (objetivo mecanicista del complejo 1 de rapamicina).
1) Si las sefiales son dadas por el estimulo de nutrientes (aminoacidos),
insulina, mTORCI se activa e inhibe al ULK1/2 evitando la formacion
del fagosoma. Si las sefiales son dadas por injurias, déficit de energia

mTORCI se inactiva permitiendo la activacion del ULK1/2 a través
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de la protein quinasa activada por AMP (AMPK), provocando la
traslocacion de este al sitio de iniciacion del fagosoma. 2) La segunda
sefal de iniciacion puede estar dada por la cargas o sustratos de
organelas citoplasmadticas dafiadas como acontece con la mitocondria,
estas pueden activar al complejo de iniciacidon por interaccion directa
con RBICCI, ULK1/2 fosforila al complejo fosfatidilinositol
3-quinasa (PI3K) clase III constituido por ATG14, Beclin 1, VPS34,
VPSI15, generando fosfatidilinositol 3-fosfato (PI3P) dando lugar
a la formacién de las membranas precursoras autofagosdomicas
(membranas de aislamiento o fagéforo), donde intervienen ademas las
vesiculas ATGO.

Una vez formado el fag6foro se produce el reclutamiento de proteinas de
la familia WIPI que interacttian con PI3P y la proteina de transferencia
de lipidos ATG 2A/B, las mismas que asociadas a las proteinas de
membrana multicapa VPM1 y TMEM41B provenientes del reticulo
endoplasmico son responsables de la elongacion del fagoforo.
Finalmente las proteinas WIPI2 reclutan al complejo ATG12-ATGS5-
ATG16L1 que promueven la conjugacion de los componentes de la
familia ATG8 (LC3 y GABARAB) y fosfatidiletanolamina (PE) que
dan lugar al alargamiento y cierre del fagéforo, transforméndose de
estamanera en el autofagosoma cuyos bordes se sellan gracias ESCRT
(complejo de clasificacion endosomal requerido para el transporte),
adquiere ademads proteinas receptoras SNAP (SNARE) como la
sintaxina 17 (STX17) y YKT6, las que interactian con SNAP29
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y las proteinas SNARE lisosomicas permitiendo la fusion con los
lisosomas, este paso esta regulado por el complejo HOPS, EPGS y
PLEKHMI1 obteniéndose como producto final el autofagolisosoma
cuya funcion serd degradar y reciclar las cargas o sustratos. Mencion
especial merece la familia de proteinas ATG8 que se encuentran en la
membrana interna del autofagolisosoma pues estas reconocen cargas
selectivas dando lugar a autofagia selectiva. (mitofagia, ERfagia,

lisofagia, etc.)

Figura 2. Cascada autofagica (macroautofagia). (Modificado de: Mizushima N, Levine B.
Autophagy in Human Diseases. N Engl J Med. 2020;383(16):1564-76).
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Tipos de autofagia

Dependiendo de la forma como se entrega la carga al lisosoma se

describen tres tipos de autofagia:

1.

N

Macroautofagia: es el proceso de autofagia mas estudiado, y
la descripcion de esta corresponde a lo que ya se ha revisado
previamente en los mecanismos moleculares de la cascada
autofagica, es una forma regulada de autofagia en respuesta a
sefiales ambientales y fisiologicas, que da lugar a la formacion
de membranas que finalmente derivara en el autofagosoma que
sera el encargado de secuestrar y capturar la carga o sustrato
para entregarla al lisosoma para su degradacion. (Figura 2)

Microautofagia: en esta forma de autofagia hay absorcion
directa de una porcion del citoplasma por invaginacion y
protrusion de la membrana lisosomal la misma que una vez
que se ha cerrado completamente da lugar a la degradacion de

la carga o sustrato por hidrolasas lisosomales. (Figura 3)

Figura 3. Microautofagia. (Modificado de: Mizushima N, Levine B. Autophagy in Human

Diseases. N Engl J Med. 2020;383(16):1564-76).
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3. Autofagia mediada por chaperonas: este mecanismo esta
mediado por el complejo Hsc70 que hace de acompafiante o
chaperona encargada de reconocer a las proteinas que contienen
la secuencia KFERQ, las mismas que son transportadas hacia
los lisosomas mediante la union a la proteina de membrana
asociada a los lisosomas (LAMP2A), donde el sustrato o carga
es traslocado a través de la membrana e introducido al lisosoma

donde es degradado por hidrolasas lisosomales. (Figura 4)

Figura 4. Autofafia mediada por chaperona. (Modificado de: Mizushima N, Levine B.
Autophagy in Human Diseases. N Engl ] Med. 2020;383(16):1564-76).

Funciones de la autofagia

Como lo he mencionado ya la autofagia es un proceso altamente
especializado, y como tal cumple funciones que son indispensables para
el mantenimiento, equilibrio y homeostasis celular. A continuacion,

me permito hacer un resumen de las funciones basicas de la autofagia.
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Metabdlica

Esta es una de las funciones primordiales de la autofagia pues
permite la adaptacion de las células a las demandas metabdlicas,
en situaciones especificas como la inanicion o el ejercicio aérobico
donde las demandas son incrementadas, esta tiende al alza con el fin de
incrementar, mejorar la degradacion y sintesis proteica proveyendo de
la energia suficiente para el correcto funcionamiento celular. También
es indispensable en otros procesos tales como: a) La embriogénesis
donde ayuda al procesamiento de las proteinas maternas con el fin de
asegurar el adecuado aporte de nutrientes al embrion. b) No menos
importante es el papel que desempefia en la génesis y diferenciacion
de varios tejidos como son: el adiposo, intestino, eritrocitos, corazon,

células linfoides, testiculos, ovario, entre otros.

Homeostasis

El mantenimiento de la homeostasis es esencial para la supervivencia
celular, en este contexto la autofagia tiene un rol protagénico pues
es la encargada de la degradacion y eliminacion de las organelas
citoplasmaticas defectuosas o dafiadas, es decir ejerce un control de la
calidad de los componentes citoplasmaticos. Dando lugar procesos de

autofagia selectiva (mitofagia, lipofagia, ferritinofagia).

Ademas, la autofagia ayuda a mantener niveles adecuados de algunas
proteinas que intervienen en la activacion de determinadas vias,
por ejemplo: el sustrato SQSTM1 (denominado p62) el cual debe

mantenerse en niveles bajos con el fin de inhibir la activacion exagerada



de la via del NRF2 (factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide)

que como resultado final puede llevar a fallo hepatico y tumurogénesis.

Inmunidad

La autofagia en la inmunidad ayuda al control de la replicacion y
eliminacion de los patdgenos lo que se denomina xenofagia. Papel que
lo ejerce mediante la regulacion de la respuesta inmune innata, que
da lugar a la sefializacion y produccion de determinadas citoquinas,
que en definitiva daran lugar a la activacion del inflamasoma. Regula
también la respuesta inmune adaptativa tanto en lo que es la regulacion

de los linfocitos B y T asi como en la presentacion del antigeno.

Otras
La autofagia mantiene el genoma, reduce el envejecimiento y
promueve la longevidad. Permite mantener inactivas a las células

madre (hematopoyéticas, intestinales, musculares, neurales, etc.).

Implicaciones clinicas de la autofagia

La autofagia juega un rol primordial en un sinnumero de eventos
fisioldgicos que permiten el mantenimiento de una adecuada adaptacion
metabolica, una equilibrada respuesta al estrés y un 6ptimo control de
la calidad intracelular, por lo tanto, una desregulacion de este proceso
determina un sinnimero de enfermedades tales como: sepsis, cancer,
trastornos neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares,

trastornos inmunoldgicos, entre otras.

A continuacidn, describiremos algunas de estas patologias:
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Bloqueo de la mitofagia en sepsis y su respuesta inflamatoria

exagerada

Recordemos que la mitofagia es un mecanismo de defensa del
organismo asociado al sistema inmune innato, su funcion es fagocitosis
selectiva de las mitocondrias danadas o disfuncionales impidiendo
de esta manera la liberacion de patrones de dano molecular (DNA
mitocondrial) hacia el citosol o fuera de la célula, evitando de
esta forma respuestas inmunes exageradas. La disfuncion de este
mecanismo provoca respuestas inmunes no controladas que determina

disfuncién multiorganica y en el peor de los casos la muerte.

Durante la sepsis las mitocondrias sufren dafo por diferentes
mecanismos (hipoxia); el aclaramiento de estas mitocondrias dafiadas
no es efectivo por inhibicion de la mitofagia, lo que no permite la fusion
del autofagosoma con el lisosoma, por lo tanto estas mitocondrias
danadas no son degradadas, liberando DNA mitocondrial ya sea hacia
el citosol o hacia el espacio extracelular lo cual activa e induce una
cascada de respuestas inflamatorias excesivas por tres vias, tal como
se ilustra en la figura 5.

1. Activando al Toll-like-receptor 9 (TLRY).

2. Interactuando con el sistema inmune innato mediado por

inflamasoma.

Por estas dos primeras vias la respuesta va a ser la secrecion de IL-18
e IL-18, y la expresion de genes proinflamatorios.

3. El ADN mitocondrial citosdlico puede también ser liberado
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en el espacio extracelular por muerte celular programada
mediada por necroptosis. Ya en el espacio extracelular el ADN
mitocondrial puede estimular las células inmunes y también las
células epiteliales, lo que puede promover la lesion tisular y la

inflamacion sistémica.

Estudios recientes sugieren que el ADN mitocondrial libre de células
puede ser medido y usarse como biomarcador prondstico de severidad
en pacientes sépticos criticos, lo cual podria ampliar estrategias de

diagnostico y tratamiento precoz (30).

Figura 5. Mitofagia en sepsis. (Modificado de: Harrington JS, Choi AMK, Nakahira K.
Mitochondrial DNA in Sepsis. Curr Opin Crit Care. 2017;23(4):284-90).

La paradoja de la autofagia en el cancer
En el cancer la funcién que cumple la autofagia es hasta cierto punto
contradictorio y complejo, pues sus funciones pueden ser contrapuestas

y depender varios factores como son la etapa evolutiva del cancer,
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el estado mutacional de algunos de las proteinas de sefializacion.
Puede tener actividad antitumoral, recordemos que mantiene estable
al genoma, inhibe el estrés oxidativo, suprime la activacion de NRF2,
inhibe las metastasis, mecanismos estos que se ven favorecidos por la

interaccion con la inmunidad antitumoral.

Sin embargo, también tiene actividad protumorigénica, es asi que
estaria implicada en la homeostasis metabdlica de la célula cancerosa,
pues la autofagia seria la encargada de proveerle de la energia y
nutrientes necesarios para ¢l crecimiento tumoral. De tal manera que
ejerce un papel protagonico incluso mayor que el papel que desempenia
en las células normales. Ademads, la autofagia puede estimular la
actividad protumorigénica por otras vias como son: 1) Disminucion
de la proteina supresora de tumores p53. 2) Inhibicion de la expresion
en la superficie de la célula cancerosa del MHC I (complejo mayor de
histocompatibilidad clase I) suprimiendo de esta manera la actividad
antitumoral del sistema inmune mediada por linfocitos CDS.  3)

Incremento en la produccion de metéstasis.

De todo lo que acabamos de mencionar la pregunta seria ;La autofagia
ayuda o disminuye la produccion de tumores? Las respuestas a esta
pregunta probablemente seran contradictorias, y a eso me referia sobre
el titulo de la paradoja de la autofagia en el cancer, sin embargo, para
guardar equilibrio en la respuesta se podria decir que la autofagia es
uno de los muchos factores que estan inmersos en el control de la

tumorigénesis.



Desregulacion de la mitofagia en las enfermedades

neurodegenerativas

En el ano 2006 Iongkyeong y Ming Guo identifican los genes PINK
1 y Parkin asociados a la enfermedad de Parkinson. Youle y su grupo
en sus estudios demostraron que la via PINK 1-Parkin es una via de

sefalizacion clave en el control de la mitofagia de las neuronas.

Estos hallazgos han sido claves pues muchas de las enfermedades
neurodegenerativas tales como: el Parkinson, Alzheimer, Huntington
tienen como base mutaciones a nivel de los genes PINK 1 y Parkin,
por lo tanto, comparten en su fisiopatologia disfuncion mitocondrial

con desregulacion de la mitofagia.

Anivel de nervios periféricos también se ha visto enfermedades como:
Charcot-Marie-Tooth tipo 2, neuropatias axonales heredadas, asociadas
a mutaciones en proteinas que actiian en la funcién mitocondrial. De lo
que se desprende que la mitofagia es indispensable para la homeostasis

axonal.

En definitiva, la calidad mitocondrial, asi como un correcto
funcionamiento de la mitofagia es indispensable para el mantenimiento

de las neuronas.
Disfuncion mitrocondrial en ausencia de autofagia, asi es como

envejecemos
Para explicar el ;por qué envejecemos? Se ha propuesto la teoria de

los radicales libres, donde la disfuncién mitocondrial es el inicio



de un circulo vicioso donde se libera una importante cantidad de
radicales libres de oxigeno (ROS), que provocan mutaciones en el
ADN mitocodrial lo cual agrava ain mas la disfuncién mitocodrial,
en este contexto es logico pensar que la mitofagia desempefia un
rol extremadamente importante, pues es la encargada de mantener
la calidad mitocondrial, de esto se deduce que una falla o una
inhibicion de esta, permitird incremento de mitocondrias dafiadas o
disfuncionantes con incremento de la liberacion de radicales libres de
oxigeno que en término final son responsables del envejecimiento. En
estudios experimentales con ratones envejecidos se ha observado una
desregulacion a la baja de la mitofagia en el tejido cerebral, asi como
reduccion en la espectativa de vida. En este contexto es muy posible
que la perdida de funciones de muchos de los 6rganos relacionada con

el envejecimiento responda a una disminucion de la mitofagia.

Perspectivas futuras

A lo largo de este capitulo se ha descrito el rol y las funciones que
cumple la autofagia y es 16gico pensar que siendo un proceso altamente
especializado con participacion en muchos de los mecanismos
fisiologicos de los cuales depende el mantenimiento de la homeostasis
ya sea metabodlica, control de calidad de las organelas citoplasmaticas,
adecuada respuesta al estrés; su desregulacion estaria involucrada en
la fisiopatologia de un buen ntimero de enfermedades (sepsis, cancer,
neurodegenerativas, envejecimiento entre otras). Las perspectivas que

se abren son fascinantes y numerosas. En el caso del cancer por ejemplo



los estudios apuntan que la regulacion a la baja es decir un decremento
de la autofagia podria ser beneficiosa. Y en el caso de la sepsis, los
trastornos neurodegenerativos, el envejecimiento, probablemente se
beneficien del estimulo o modulacion de la autofagia. El avance de
la genética y el desarrollo de la tecnologia para el monitoreo de los
procesos celulares y especificamente la autofagia en un futuro muy
cercano nos dard muchas sorpresas en el tratamiento de enfermedades

que hasta el momento no han podido ser tratadas de manera eficaz.
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CONCLUSION

La autofagia es sin duda un proceso que tiene un rol primordial para
el mantenimiento de la vida, mientras mas conocimiento acumulemos
de las funciones que tiene en la salud humana nos permitira utilizarlo
como blanco en las estrategias tanto de diagnodstico como terapéutica
en un buen nimero de enfermedades que hasta hoy no han podido
ser tratadas eficazmente. Deberemos profundizar mucho més en
los aspectos fisiologicos y fisiopatoldgicos de este proceso y las

implicaciones de éste en la salud humana.
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EN PATOLOGIA HUMANA
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ROL DE LA PIROPTOSIS EN PATOLOGIA
HUMANA
RESUMEN

La muerte celular es considerada el proceso principal y programado
que genera una renovacion constante de elementos claves en los tejidos,
incluso ha sido parte de las estrategias de tratamiento en enfermedades

degenerativas y el cancer, pero todos estos datos son atn insuficientes.

Si bien la apoptosis, ha sido el proceso de muerte mas estudiado,
la piroptosis, toma interés y muestra la importancia de describir un
nuevo tema, en el cual los complejos inflamasoma, la gasdermina D,
y la respuesta a patrones moleculares asociados a patdégeno o dafio

(PAMPs -DAMPs) juegan un rol importante.

En relacion con lo anterior, la piroptosis es un mecanismo regenerador
y controlado de muerte celular, que facilita la homeostasis molecular
y celular ante eventos adversos, sin embargo, cuando este mecanismo
se encuentra mal regulado, se produce un gran nimero de desordenes
moleculares, que llevan a la presencia de lesiones y enfermedades
cardiovasculares, infeccion por bacterias y virus, siendo esta, la causa

de disfuncion multiorganica y muerte.

Palabras clave: piroptosis, respuesta inmunologica, sepsis. (Fuente:
DeCS-BIREME)
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ABSTRACT

Cell death is considered the main and programmed process that
generates a constant renewal of key elements in the tissues, it has
even been part of the treatment strategies in degenerative diseases and

cancer, but all these data are still insufficient.

Although apoptosis has been the most studied death process, piroptosis
takes interest and shows the importance of describing a new topic, in
which the inflammasome complexes, gasdermin D, and the response
to molecular patterns associated with pathogens or damage (PAMPs

-DAMPs) play an important role.

In relation to the above, piroptosis is a regenerative and controlled
mechanism of cell death, which facilitates molecular and cellular
homeostasis in the face of adverse events, however, when this
mechanism is poorly regulated, a large number of molecular disorders
occur, which lead to the presence of injuries and cardiovascular
diseases, infection by bacteria and viruses, this being the cause of

multi-organ dysfunction and death.

Keywords: pyroptosis,immuneresponse, sepsis. (Source: MeSH-NLM)

INTRODUCCION

En el ano 2018, el comité de nomenclatura sobre Muerte Celular
(Nomenclature Committee on Cell Death, NCCD), reclasifico la
muerte celular tomando en cuenta los aspectos moleculares, por lo

cual, esta puede ser programada y no programada, por lo tanto, se



considera que la muerte celular no programada, ocurre generalmente
en condiciones de dafio fisico del tejido, y en cambio, la muerte celular

programada, inicia con sefiales moleculares precisas.

Tomando en cuenta lo anterior, se sabe, que la muerte puede ser
apoptotica o no apoptoética; en la primera se mantiene la integridad de
la membrana celular, hay ausencia de inflamacidn y se activan enzimas
con actividad proteolitica; al contrario de esto, en la muerte celular
no apoptotica se produce una ruptura de la membrana celular y la
liberacion de mediadores inflamatorios y del contenido citoplasmatico
al medio extracelular, lo que porun lado, estimula reflejos de inmunidad
que facilita el control del dafio inicial y por otro lado, pueden generar
procesos inflamatorios exagerados que ocasionan dafios orgénicos en

el huésped y causan la muerte.

Por lo antes mencionado, este capitulo, intenta describir, los procesos
celulares de la piroptosis, desde los estimulos iniciales, (DAMPs —
PAMPs), pasando por lo procesos moleculares de ensamble proteicos,
conocidos como inflamasomas, y los efectos que esta estimulacion
genera, sobre las caspasas, y las interleucinas inflamatorias (IL-11f e
IL-18), que finalmente a través de la gasdermina D y la generacion
de poros de membrana, provocan la destruccion de la membrana
celular y liberacion de citocinas activas al medio extracelular, con
las consecuencias favorables o catastroficas, segin la piroptosis sea

regulada o mal regulada.
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Piroptosis
Se trata de un tipo de muerte celular inflamatoria, que ocurre después

de la deteccion intracelular de senales de dafio o de patdgenos.

Asi, un evento vascular cerebral, infarto cardiaco o cancer pueden
desencadenarla, pero también las infecciones, principalmente los
lipopolisacaridos (LPS) de la cara externa de la pared celular de las

bacterias Gram negativas.

Fue identificada por primera vez en los macrofagos en 1992,
observandose una lisis rapida después de la infeccion por Shigella

flexneri, y el nombre se acufio en el ano 2001.

La piroptosis requiere de dos estimulos, el primero es la activacion
de la inmunidad innata, Toll-like-4 (TLR4), que a su vez induce la
activacion del factor nuclear-kf§ (FN-kf3), asi este factor se transporta
al nucleo e induce el aumento en la transcripcion de los genes para
pro-IL-1B y pro IL-18, y procaspasas, como precursores inactivos
de las citocinas inflamatorias (1B y 18) y de las caspasas; en esta
activacion se genera un aumento de receptores intracelulares tipo
Nod (NLRs). El segundo induce la oligomerizacioén de los complejos
intracelulares denominados inflamasomas, estos Ultimos promueven
la maduracion de la pro-IL-1p y procaspasa-1, a sus formas activas,
asi la IL-1P induce un estado inflamatorio, y la caspasa -1 rompe
la proteina citoplasmatica Gasdermina D (GSDMD), esta tltima se

transporta a la membrana y mediante la porcion aminoterminal, forma
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poros que provocan la muerte celular con salida de los componentes

citoplasmaticos.

Por lo antes mencionado, las células piroptoticas presentan
hinchamiento, fragmentacion del material genético, formacion de
poros de membrana, ruptura de la membrana plasmatica y liberacion
de mediadores inflamatorios y del contenido citoplasmatico al espacio

extracelular.

Se han descrito generalmente dos mecanismos moleculares en la
piroptosis, la via dependiente de caspasa-1 (via canonica) y la via
independiente de caspasa-1 (via no canonica), que es inducida por

caspasa-4/5 humana o por caspasa-11 en ratones.

En la via canonica los receptores de reconocimiento de patrones
intracelulares (PRRs) incluyen receptor tipo Nod (NLR) que contiene
3 dominios pirina (NLRP3), el dominio de activacion y reclutamiento
de caspasa (CARD) de la familia NLR, que contiene 4 NLRC4, y
el dominio pirina de la familia NLR que contiene 1B (NLRP1B),
reconocen los estimulos patdogenos y se unen a la pro caspasa-1 a través
de la proteina adaptadora, proteina tipo punto asociada a apoptosis
(ASC), para formar un complejo de multiples proteinas que activan la

caspasa-1.

En la via no canonica activada por LPS intracelulares, un activador no
canonico de inflamasomas se liga y activa caspasas -11/4/5 iniciando

la piroptosis. Después de que las caspasas son activadas, pro-IL-
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1B y pro IL-18 son escindidas para activar IL-1 e IL-18, la cuales
son liberadas extracelularmente para reclutar células inflamatorias y

mejorar la respuesta inflamatoria.

La conexion entre N terminal y C terminal GSDMD es rapidamente
escindida para remover el efecto inhibitorio de C terminal sobre N
terminal, la cual se une con el fosfatidilinositol(PI) sobre las membranas
celulares, promoviendo la oligomerizaciéon y la formacion de los
“canales de gasdermina”; la formacién de numerosos microporos
sobre la membrana celular, destruye el balance osmotico, llevando a
la hinchazon y disolucion de las membranas, seguido por la liberacion

del contenido celular con incremento de la respuesta inflamatoria.

La estimulacion con LPS citosolico induce la escision dependiente de
caspasa-11del canal de pannexina-1 y la posterior liberacion de ATP,
que activa el receptor P2X7 para causar pérdida de K+ intracelular
inducida por ATP; la activacion del inflamasoma NLRP3 y la secrecion
de IL-1p. Por lo tanto, el NLRP3 podria ser el puente vital entre las

vias canonica y no candnica. (Figura.l)
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Figura 1. Vias candnica y no candnica de la piroptosis. En la via canonica, los receptores de
reconocimiento de patrones intracelulares (NLRB1, NLRP3, NLRC4) reconocen sefiales de
estimulos patdgenos y se unen a la procaspasa-1 a través de la proteina adaptadora, proteina
tipo punto asociada a apoptosis (ASC), para formar un complejo, que activa la proteina
caspasa-1. En la via no canonica el LPS intracelular se une y activa la proteina caspasa
-11/4/5 para iniciar la piroptosis. Después de activar la caspasa inflamatoria la pro IL-1
y la pro IL -18 se escinden en IL-1f e IL-18 activas. La porcion GSDMD que conecta los
terminales N y C se escinde para eliminar el efecto inhibidor del terminal C en el terminal
N, luego el terminal N se conecta con fosfatidilinositol (PI) en la membrana celular, lo
que genera oligomerizacion y la formacion del “canal de gasdermina”; el movimiento de
iones destruye el mecanismo osmotico generando hinchazoén de la célula, disolucion de la
membrana, liberacion del contenido celular y respuesta inflamatoria. Por otro lado, los LPS
del citosol induce escision dependiente de caspasa-11 del canal de pannexina-1 seguida de
la liberacion de ATP, que activa el receptor P2X7 para causar pérdida de K+ intracelular
inducida por ATP, activacion del inflasoma NLPR3 y secrecion de IL-13

Rol de la piroptosis en diferentes patologias

Rol de la piroptosis en la enfermedad cardiovascular
El mantenimiento de la estructura y el normal funcionamiento del
sistema cardiovascular requiere un equilibrio entre la formacion

y la muerte celular en el tejido y d6rganos del sistema incluyendo:
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cardiomiocitos, células endoteliales, células de musculo liso vascular
y fibroblastos cardiacos; un exceso de muerte celular lleva a la

disfuncion de tejidos y érganos.

Piroptosis y ateroesclerosis

Numerosos eventos estan involucrados, disfuncion endotelial,
acumulacion y oxidacion de proteinas de baja densidad (LDL)
reclutamiento de monocitos y linfocitos, migracion y proliferacion
de células del musculo liso, activacioén de citocinas proinflamatorias,
y adherencia de plaquetas. Los estudios realizados revelan que los
factores de riesgo para ateroesclerosis pueden activar los inflamasomas
NLRP3 en las células endoteliales y en macrofagos, estos inflamasomas
inician la piroptosis, lo cual se correlaciona con la ruptura de placa y
la inflamacién vascular, siendo por lo tanto los NLRP3, los que juegan

un rol importante en la progresion de la aterosclerosis.

Piroptosis y dislipidemia

Los cristales de colesterol activan al inflamasoma NLRP3 que induce
dafo lisosomal y lleva a la liberacion de IL-1p, asi la activacion de
NLRP3 induce la activacion de la caspasa-1, por lo tanto, se considera
el mayor mediador de la piroptosis, siendo los macrofagos los que

toman parte en la progresion a la ateroesclerosis.

Ademas, la LDL oxidada (Ox-LDL) es un factor de riesgo para la
ateroesclerosis, desencadenando el ensamblaje del inflamasoma
NLRP3, y posteriormente la caspasa -1 activa la IL-1p, procesada

en los macrofagos. Asi mismo, altos niveles de triglicéridos activan
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al inflamasoma NLRP3, y la hiperlipidemia induce activacion de
la caspasa-1, mejorando la expresion de moléculas de adhesion
en las células vasculares y la selectina E en la aorta, promoviendo
reclutamiento de monocitos en ApoE en ratones. Se encontrd, por lo
tanto, que ox-LDL induce piroptosis celular a través de especies de
radicales libres de oxigeno (ROS) en las células endoteliales; esta via
de ROS induce piroptosis en acidos grasos saturados, asi como en el

acido palmitico.

Piroptosis y cardiomiopatia diabética

Se trata de una cardiopatia que ocurre en los diabéticos sin enfermedad
coronaria o hipertension, se caracteriza por anormalidades estructurales
y funcionales incluyendo disfuncion miocardica, muerte de células
miocérdicas, activacion de fibroblastos y desregulacion metabdlica. Al
morir las células miocardicas se pierden unidades de contractilidad, se
presentan disturbios de la conduccion, con hipertrofia compensadora

de células miocardicas y fibrosis.

Lo antes mencionado, se ha mostrado mediante microscopia
electronica, en donde las células moribundas tenian fibrillas inflamadas
y mitocondrias similares a las caracteristicas de la piroptosis en
el miocardio de ratones y ratas diabéticas, demostrandose que el
inflamasoma NLRP3 y caspasa-1, median la piroptosis presente en el

miocardio de ratones diabéticos.

Otros estudios, han mostrado que microRNAs (miRNAs) estan

involucrados en la piroptosis de cardiomiocitos, de ellos miR-30d



ha sido involucrado, con reclutamiento de caspasa; mientras que por
otro lado, el miR-9 inhibe la piroptosis inducida por hiperglucemia en

cardiomiocitos humanos, por lo que podria tener un efecto protectivo.

Piroptosis y falla cardiaca

La falla cardiaca es considerada el estadio final de la enfermedad
cardiovascular; las causas que generan este deterioro son varias,
sin embargo, la miocarditis, infarto del miocardio, cardiomiopatias,
hipertension, fibrilacion auricular, enfermedad vascular, abuso de

alcohol y otras infecciones, son determinantes de este fracaso.

Como hemos visto en las patologias previas, los inflamasomas NLRP3
estan involucrados, y con ello, la escision de caspasa-1, generan
hipertrofia cardiaca y dilatacion ventricular. Se ha descubierto ademas
que la ablacion genética de NLRP3 o un antagonista del receptor de

IL-1, atenua la inflamacion cardiaca y la disfuncion sistolica.

Ademas, de las patologias previas, las infecciones causadas por
bacterias, estimulan los LPS involucrados en la piroptosis, lo que
contribuye a la disfunciéon miocardica en sepsis, ya que estimulan al
inflasoma NLRP3 en los fibroblastos cardiacos y miofibroblastos(20).
Otro factor importante es la fibrilacion auricular (FA), que ha sido
catalogada como un proceso inflamatorio que lleva a la falla cardiaca
con niveles de IL-1B e IL-18 incrementados, lo cuales se han
relacionado con la progresion y persistencia de FA. Se considera que
la activacion del NLRP3 en los cardiomiocitos auriculares, inducen

una liberacion anormal del calcio desde el reticulo sarcopldsmico lo
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que promueve la FA; por ello se han probado, en ratones, inhibidores
del inflamasoma NLRP3 como MCC950 y modificaciones genéticas

en el inflamasoma, que han demostrado prevenir el desarrollo de FA.

Piroptosis e isquemia miocdrdica, reperfusion.

La reperfusion es el tratamiento definitivo para el infarto agudo de
miocardio (IM), sin embargo este proceso acarrea consigo un potencial
dafio tisular “isquemia/reperfusion”, dado principalmente por el estrés
oxidativo, sobrecarga de calcio, poros de transicion de permeabilidad

mitocondrial e inflamacion.

Los estudios han mostrado que el inflamasoma NLRP3 y la piroptosis
estan fuertemente asociados con el IM, ya que, favorecen a la ruptura
de placa y la liberacion de IL-1B que contribuye a la inflamacion
en IM.Asi mismo, en el corazén isquémico se puede demostrar un
aumento en la expresion de NLRP3 y la produccion de IL-1B e IL-
18 con activacion de la caspasa-1; por otro lado, estd la activacion
del NLRP3, estimulado por ROS, jugando un rol representativo en la

respuesta inflamatoria de IM en ratas diabéticas(26). Ver figura 2.

Figura 2. La activacion de diversos patrones moleculares asociados a dafio o patdgenos,
(PAMPs y DAMPs) inducen enfermedad cardiovascular, dada por la activacion del NLRP3
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inflasoma; esta activacion induce piroptosis, teniendo como resultado, la formacion de poros
en las membranas de las células y la consiguiente enfermedad cardiovascular: isquemia,
ateroesclerosis, arritmias.

Piroptosis y virus

Piroptosis y miocarditis viral

El coxsackie virus B3 (CVB3) es considerado el agente viral mas
importante de los 20 virus que han sido relacionados con la miocarditis
en humanos. Wang et al reportaron que la activacion del inflamasoma
NLRP3 estaba involucrado en la miocarditis inducida por CVB3.
Por lo tanto, al inhibir el proceso inflamatorio, se mejoran los indices
serologicos de creatina cinasa CK-MB, y ademas, el inhibidor de la
caspasa-1 mejor6 la fraccion de eyeccion y fraccion de acortamiento

del ventriculo izquierdo.

SARS Cov2 y piroptosis

En pacientes con COVID-19 grave, monocitos/macrofagos, podrian
ser la fuente de mediadores proinflamatorios no controlados, como
factor de necrosis tumoral -o (TNF-a) e IL-6 en tracto respiratorio y

sangre periférica.

Como sabemos, en COVID-19 grave, la tormenta de citocinas se
asocia con altos niveles de dafio tisular lo cual se manifiesta con un
considerable incremento de lactato deshidrogenasa (LDH) y dimero D
en plasma. Estos niveles elevados de LDH y leucopenia senalan que las
células blancas han perdido la integridad de la membrana plasmatica.
Lamuerte litica celular puede ser disparada por piroptosis o necroptosis

en monocitos/ macréfagos, este fendmeno exacerba la inflamacion,
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porque libera patrones moleculares asociados a dafio intracelulares,
con la posterior activacion de la caspasa-1y con ello la activacion de

gasdermina D para la formacién de poros.

Por lo tanto, se encontr6 que SARS Cov2 involucra inflamasomas
y piroptosis en monocitos humanos; estos eventos se asociaron con
la activacion de la caspasa -1, la produccion de IL-1B, la escision
de GSDMD, con la consiguiente desregulacion de la liberacion de
citosinas, asi se encontrd, que SARS Cov-2, induce la escision de
pro caspasa-1 de manera similar a los LPS de las bacterias Gram

Negativas. Ver figura 3

Figura 3. Activacion de NLRP3 inflasoma. La proteina E, induce la liberacion del Ca++
hacia el citosol desde el aparato de Golgi, mientras que ORF3 induce la salida de potasio
a través de la membrana hacia el espacio extracelular; este desequilibrio i6nico y el
dafio mitocondrial producen ademas ROS, que van a activar el inflamasoma NLRP3. El
ensamble del inflamasoma esta dado también por el ORF3a a través de TRAF3 mediante
ubiquitinacion de ASC. ORF8b activa de forma independiente al inflamasoma sin el proceso
de los canales de iones. La activacion del inflamasoma induce formacion de poros de
Gasdermina D en la membrana, causando liberacion de interleucinas IL-1p e IL-18, con
paso de agua y sodio que llevan a la hinchazon celular y la ruptura.
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Piroptosis y sepsis

La sepsis se conoce como una respuesta no regulada del huésped a
la infeccion, asi una excesiva piroptosis puede llevar a una respuesta
negativa del huésped a la infeccion y por consiguiente a la falla
organica. En los estadios tempranos de la sepsis, el huésped activa la
respuesta inmune innata, con lo que induce una muerte programada
de células, sin embargo cuando la piroptosis esta fuera de control, se
activan reacciones inflamatorias en células y tejidos, lo que exacerba
la lesion inflamatoria, convirtiéndola en sistémica y luego es la causa

de insuficiencia organica y choque séptico.

Aunque inicialmente fue considerada como un mecanismo de dafio
a las células del huésped, hoy se sabe que la piroptosis moderada es
un mecanismo de defensa del huésped, que conduce a la eliminacién
de patdgenos intracelulares. Ambas vias canénica y no candnica,
estimulando la caspasa-1 asi como la caspasa-4/5/11 estan involucradas
en el aclaramiento de patdgenos intracelulares; estas destruyen el
compartimento citosdlico, dificultando la vida del patégeno, con lo
cual se inhibe el crecimiento y la replicacion, acelerando su excrecion,
como resultado, los patdgenos son reconocidos y eliminados por
las células de inmunidad, sin embargo, cuando la piroptosis es
descontrolada, la reaccion inflamatoria se vuelve intensa y acelera los

procesos sépticos, que conllevan a un mal prondstico.

Con relacién a la sepsis, se conoce que el Toll-like receptor-4 (TLR

4) es clave para comprender las respuestas de la inmunidad innata
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y especificas, relacionadas con las enfermedades infecciosas,

principalmente en la sepsis. Sin embargo se ha puesto mayor interés

en el rol que juega la caspasa, (via de activacidbn no canonica)

independiente del TLR-4 en laactivacidony escision de pro interleucinas,

pro caspasa, inflamasomas, mediante los LPS citoso6licos que activan

la casapsa-11(38). Los LPS estan unidos al dominio de activaciéon y

reclutamiento de caspasa (CARD).

Los inflamasomas, que son complejos moleculares compuestos de tres

unidades de proteinas basicas:

Molécula sensora, la cual puede incluir: NLRP1, NLRP2,
NLRP3, NLRC4, AIM2 o pirina

El adaptador ASC (proteina tipo punto asociada a la apoptosis
que contiene un dominio de reclutamiento de caspasas 0 CARD),
este adaptador, estd asociado con todos los inflamasomas y su
funcion es reclutar pro-caspasa-1 en el inflasoma, siendo el
ASC, fundamental para la activacion y la perpetuacion de la
inflamacion.

Pro-caspasa-1. Caspasa-1 es una proteina proteasa que provoca
inflamacion y muerte celular. Se sintetizan como zimodgenos
inactivos que se activan por la activacion proteolitica. La
activacion de la caspasa-1 estd regulada por la autoactivacion
dependiente de la sefial del complejo inflamasoma para el

procesamiento de IL, como IL-1f e IL-18.



La caspasa-11 ha sido considerada como la principal defensa contra
la infeccién bacteriana intracelular, principalmente contra bacterias
Gram negativas intracelulares. Luego de la activacion por DAMPs y
PAMPs; los primeros derivados de las células del huésped que incluye
células tumorales, células moribundas o muertas, o son liberados
desde las células en respuesta a la hipoxia; los segundos son derivados
desde microorganismos provocando inflamacién en respuesta a
infeccion, siendo el LPS de la pared externa de las bacterias Gram
negativas bien conocidos; varias caspasas (caspasa 1/4/5/-11) activan
inflamasomas (caspasa-1) y las otras reconocen directamente los LPS,

lo cual favorece la piroptosis..

Enfoque traslacional

Aunque existen varios procesos moleculares que se vienen estudiando,
la inhibicidn en la activacidn de los inflamasomas, especificamente en
la activacion de las moléculas sensoras NLRP3, se ha sido tomados
en consideracion, principalmente porque estos, estdn relacionados
con diversos desordenes inflamatorios como diabetes tipol, artritis
reumatoidea, esclerosis multiple, enfermedad de Crohn’s entre otros;
por ello se han buscado mecanismos para inhibicién con anticuerpo IL-
1B, receptor antagonista recombinante IL-1p. Inhibidores de NLRP3

tales como:

MCC950
Es una molécula que inhibe el inflamasoma NLRP3, inhibe ambas, la

via canodnica y no canonica, evitando la secrecion de IL-1pB, o IL 18,

— 191 —



esto lo realiza al prevenir la oligomerizaciéon de ACS inducida por
NLRP3. No tiene efectos sibre NLRC4 , NLRP1, se ha considerado

en modelos animales para el tratamiento del Parkinson.

CY-09y OLT1177

CY-09, inhibe al inflamasoma NLRP3 en ubiquinacién, este anula
la union al ATP de NLRP3, inhibiendo asi la actividad de NLRP3
ATPasa, la activacion de esta Giltima, es crucial para la oligomerizacién
de NLRP3 y su activacion. CY-09, tiene un buen perfil farmacologico,
seguro, estable, y con biodisponibilidad oral y bloquea la activacion

del inflamasoma NLRP3.

Tranilast

Es un analogo del triptéfano, reconocido como antialérgico, y usado
para tratar enfermedades inflamatorias; muestra un importante efecto
inhibidor del NLRP3 pero no de los inflamasomas NLRC4 o AIM2,
sus estudios se han dado principalmente en ratones, y ha mostrado

buenos resultados en el tratamiento de la gota, diabetes tipo 2.

Oridonin

Medicina herbal para el tratamiento de la enfermedad inflamatoria,
puede suprimir la activacion del FN-kB, su mecanismo de accion
suprime la liberacion de citoquinas inflamatorias dependientes de
inflamasoma, especificamente el NLRP3 Ha tenido buenos efectos

terapéuticos en neuroinflamacion, sepsis y colitis.
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FC11A4-2

Estudiado en ratones, a quienes se les indujo colitis, luego se demostrd
que el FC11A-2 tuvo alta efectividad para inhibir el inflamasoma
NLRP3 y con ello la liberacion de IL-1B, o IL 18, asi como también
reduce la cantidad de caspasa 1 activada, por una via independiente de

la activacion de FN-kB.

Asi mismo, otras aplicaciones en la inhibicion del inflamasoma se han
visto en el cancer, ya que se ha considerado que la inflamacion mediada
por virus u otros microbios juegan un rol crucial en la tumorogénesis.
Varias drogas han sido estudiadas, de ellas talidomida y anakinra son
las que han dado mejor evidencia, estas drogas inhiben la produccion
y activacion de inflamasomas asociada a moléculas como P2X7R,
IL-1, FN-kB y caspasa-1, asi como tamién la regulacion de factores
de crecimiento vascular que suprimen la proliferaciéon del tumor,

metastasis y angiogénesis.

En la siguiente tabla, se describen algunos de los tratamientos que se
han utilizado el sitio de accion y el tipo de cancer o enfermedad en el
cual su actividad ha sido mejor. (Ver tabla 1).

Tabla 1: se consideran las diversas drogas en estudio y como estas actian inhibiendo los
inflamasomas o lugares especificos de la activacion, y con ello las respuestas tanto de
activacion o inhibicion; aunque muchos de estos farmacos se encuentran en estudio, han
sido probados en modelos animales y podrian ser efectivos en el tratamiento de varias
enfermedades inflamatorias y cancer como se describe. Ver figura 4.

Droga Objetivo Enfermedades

Talidomida | Caspasa-1 Mieloma

Cancer de Prostata
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Anakinra

Antagonista del
receptor de IL-1

Artritis reumatoide

Mieloma

Drogas en
estudio

Antagonistas
de P2X7R

P2X7R

Céncer de prostata

Adenocarcinoma pancreatico
ductal

Carcinoma escamoso de cuello y
cabeza

Cancer colorectal
Papiloma
Osteosarcoma

Mieloma multiple

Parthenolide

Inhibicion del
FN-kB

Céncer gastrico
Adenocarcinoma pancreatico
Céancer colorectal

Carcinoma Nasofaringeo

Canakinumab

Anticuerpo mo-
noclonal huma-
no dirigido a IL

_IB

Sindromes periodicos asociados
a criopirina

Adenocarcinoma de pulmon

Cancer de células grandes po-
bremente diferenciado
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Andrografo- | TLR4/FN-kB Insulinoma
lido ,
Cancer colorectal
Cancer de mama
Mieloma multiple
Drogas potencia-
les antitumor
Gliburida Bloqueador Inflamacion placentaria
NLRP3 , . L
Podria causar hipoglicemia
16673-34-0 [ Bloqueador Infarto del miocardio
NLRP3 ) o
Menos hipoglicemia
MCC950/ Bloqueador Enfermedad colonica
CRID3 NLRP3
Inhibe IL-1B y
caspasa-.
GSTOL interac-
tua con ASC
VX740/ Pral- | Caspasa-1 Osteoartritis
Hacasan IL-18mRNA Artritis reumatoide
VX-765/bel- |Inhibe la caspa- |Convulsiones
-1
flacasan s Alzheimer
Infarto de miocardio
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Ac-YVAD- |Inhibe activacion | Carcinoma de células pancred-
CHO de caspasa-1 ticas

Disminuye se-
crecion IL-1PB, o
IL 18

Figura 4. Via de sefializacion e inhibicion del inflamasoma. La activacion del inflamasoma
se inicia con el reconocimiento de PAMPs o DAMPs que median la activacion del FN-kB;
la activacion de este, induce la produccion de NLRP3 y la generacion de pro IL -1B y pro
IL-18, después de la desubiquitinacion y combinacion con mtADN, NLRP3 interactiia con
ASC y caspasa-1 formando el complejo inflamasoma. El inflamasoma se activa mediante el
reconocimiento de P2X7R, lo que conduce a la escision de la caspasa-1. La caspasa-1 activa
promueve la secrecion de IL -1 e IL-18, claves para inducir la inflamacion. Los inhibidores
del inflamasoma dirigen sus moléculas corriente arriba a o abajo en la via de sefializacion
del inflamasoma, las flechas amarillas indican los efectos activadores mientras las lineas
rojas las dianas inhibidas.
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CONCLUSION

Un mecanismo interesante de muerte celular, un proceso inflamatorio
con fines regulados de homeostasis celular e intracelular que puede
llegar a desregularse como sucede en gran parte de los procesos
inmunes. La exageracion de su presentacion, secundaria a la activacion
por DAMPs o PAMPs, dejan en evidencia, las consecuencias del
dano causado a nivel celular y de los tejidos por la activacion de
interleucinas inflamatorias que perpetuan la sefializacion y agravan el
proceso de piroptosis, activado por inflamasomas, lo cual termina en
la destruccion de las paredes celulares, con eliminacién de material
citoplasmatico al exterior, lo que lleva a la falla organica multiple en
unos casos y en otros a la generacion de enfermedades degenerativas.
Finalmente, los trabajos se centran en el bloqueo del inflamasoma, una
vez, que este y en especial el NLRP3, ha sido el causante de la mayoria
de las investigaciones, con el fin de bloquearlo; es necesario aclarar,
que hacen falta mas estudios para comprobar y utilizar, estos farmacos

de bloqueo, en las enfermedades antes mencionadas.
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IMPORTANCIA DE LA RUTA DE SENALIZACION
JAK/STAT EN LA SEPSIS
RESUMEN

El transductor de sefial Janus-Kinasa y la via de activacion de la
transcripcion conocida como JAK/STAT es una ruta de senalizacion
principal para la transduccion de informacion en muchas citocinas
inflamatorias implicadas durante la sepsis. Se ha demostrado que la via
JAK/STAT esta fuertemente relacionada con el fallo multiorganico,
ademds que muchas citocinas pueden ejercer sus efectos bioldgicos
a través de esta ruta. En los ultimos afios, se ha logrado un progreso
significativo en la comprension de las funciones de este complejo, sin
embargo, su rol en la sepsis como objetivo terapéutico permanece en

experimentacion.

En esta revision se describen las funciones especificas de la via JAK/
STAT, surolen lasepsis y presentamos un enfoque traslacional respecto
a la perspectiva terapéutica para inihibir esta ruta de sefalizacion
durante la sepsis y su interaccion con enfermedades inflamatorias

como la COVID-19.

Palabras clave: Janus Kinasa, via de sefializacion JAK/STAT, sepsis,
citocinas, inflamacion. (Fuente: DeCS-BIREME)

ABSTRACT

The Janus-Kinase signal transducer and transcription activation

pathway known as JAK / STAT is a major signaling pathway for



the transduction of information in many involved inflammatory
cytokines during sepsis. The JAK / STAT pathway has been shown
to be strongly related to multi-organ failure, and many cytokines can
exert their biological effects through this pathway. In recent years,
significant progress has been made in understanding the functions
of this complex, however, its role in sepsis as a therapeutic target
remains under experimentation. This review describes the specific
functions of the JAK / STAT pathway, its role in sepsis, and presents
a translational approach to the therapeutic perspective to inhibit this
signaling pathway during sepsis and its interaction with inflammatory
diseases such as COVID-19.

Keywords: Janus Kinase, JAK/STAT signaling pathway, sepsis,
cytokine, inflammation. (Source: MeSH-NLM)

INTRODUCCION

Enlaactualidad, sabemos que las citocinas, moléculas de 30 kda, tienen
una funcion de mensajeras que se encargan de llevar informacion desde
una célula a otra. Participan en procesos de inmunidad innata como
adquirida por lo que se ha postulado que las mismas citocinas pueden
generar una respuesta inmunologica desregulada, caracterizando
muchas enfermedades autoinmunes que podrian constituir una de las
bases fisiopatologicas de la exagerada respuesta inflamatoria que se
desarrolla durante la sepsis y, més recientemente, en la infeccion por

SARS-CoV-2.
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Para que estas citocinas puedan interactuar con la célula y ejercer su
trabajo, tienen que interactuar con receptores intracelulares de citocinas.
En los ultimos 20 afos, se han generado nuevos conocimientos
y mas avances en este campo, es asi que, se ha identificado uno de
los receptores mas importante en relacion con la patogenia de las
enfermedades inmunes, tal es el caso del receptor tipo I/II de citoquinas
que usa el sistema Janus Kinasa - transduccion de senales y activacion

de la transcripcion (JAK STAT) para su funcionamiento.

Las Janus Kinasa (JAK) son un conjunto de enzimas citoplasmaticas
que hacen de mensajeras facilitando la transmision de sefales desde
la superficie celular al interior de esta. Estas enzimas fueron descritas
por primera vez en 1990 y, hasta el momento en mamiferos, se han
descrito cuatro componentes de esta familia como el JAK1, JAK2,
JAK3, TyK2. El primero en describirse fue el componente TyK2,
posteriormente se fueron descubriendo el resto de componentes del

sistema.

El sistema de transduccion de sefales y activacion de la transcripcion
(STAT) fue descrito en 1992 y, desde entonces, se ha descubierto que
en mamiferos existen siete proteinas: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4,
STATSa, STATSb, STAT6.

En la presente revision, se hard la descripcion desde la fisiologia
del sistema JAK/STAT, su mecanismo en ciertas enfermedades, su

relacion con la sepsis y, por ultimo, la atractiva interaccion que tiene
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la enfermedad por COVID-19 en este campo para, finalmente, poder

establecer un enfoque traslacional aplicados en el enfermo critico.

Via jak-stat: un camino por la fisiologia

La via JAK-STAT, ha sido utilizada por mas de 500 millones de

afios, siendo un camino para transmitir sefiales desde los receptores

extracelulares al nucleo. Esta via clasicamente ha sido activada por

citocinas y hormona del crecimiento.

Para poder entender como funciona este sistema, es importante

conocer en primer lugar su conformacion. Clasicamente, en el nucleo

del sistema JAK-STAT se han identificado 3 dominios proteinicos :

Proteina tirosin-kinasa (PTK): fosforila los residuos de tirosina,
escribe el codigo de informacion.

Src-homologa 2 (SH2): se une a los residuos de fosfotirosina
alrededor de la tirosina, lo que permite leer el codigo.

Proteina tirosin-fosfatasa (PTP): permite la desfosforilacion de
la fosfotirosina lo que borra el codigo de informacion.

Ademas de estos 3 componentes, el sistema JAK-STAT consta
de otros dominios que proporcionan funciones accesorias:
Dominio FERM: consiste en tres subdominios (F1, F2, F3) que
tienen una estructura similar con la ubiquitina; la funcién de este
dominio permite mediar las interacciones proteina-proteina
Caja SOCs: media las interacciones con los componentes de
la via de degradaciéon proteasomal, particularmente ubiquitina-

ligasas, regulando asi la vida media de las proteinas.



e Dominio de Unidén de ADN: Presente en la porcion STAT que se
encarga de mediar la interaccion con el ADN

* Dominio espiral: involucrado en interacciones proteina-proteina.

* Dominio de transactivacion (TAD): es importante para el

reclutamiento de cofactores y las respuestas transcripcionales.

Todos estos dominios se integran para formar la ruta JAK-STAT.
(figura 1).

JAK
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. de proteinas
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Figura 1. Anatomia y funcion de los diferentes componentes de la via JAK/STAT
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Toda la sefial se inicia cuando las citocinas se unen a sus receptores I/
II. Estos receptores, cuando se unen a las citocinas, se oligomerizan
lo que permite la separacion de las subunidades intracelulares del
receptor de cinasa, activando el sistema JAK. Una vez activado, se
fosforilan a si mismos y a la porcion intracelular de sus receptores,
creando sitios de unidn para los dominios homoélogos a Src2: SH2.
(12). Ademas, este paso sirve como sitio de acoplamiento para los

factores de transcripcion STAT.

Una vez activado los STAT, logran la translocacion del nticleo donde

actiian como factores de transcripcion para regular la expresion génica.

Podemos explicar la via JAK STAT (figura 2 y 3) de la siguiente
manera:

* Primer paso: Unién de la citoquina a su receptor, permitiendo
fosforilacion de las proteinas JAK que fosforilan a los restos
tirosina, las cuales reclutan a las proteinas STAT

e Segundo paso: Fosforilacion de las proteinas STAT que se
dimerizan y se translocan al ntcleo

e Tercer paso: ya en el nucleo estas proteinas STAT activan la
transcripcion de los genes, que muchas veces tienen que ver con

la accidn del sistema inmunitario.
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Figura 2. Activacion del sistema JAK/STAT por citocinas.

Figura 3. Esquema de activacion del sistema JAK/STAT.

La via del JAK/STAT tiene algunos reguladores negativos que modulan
la respuesta. Estos moduladores son:

* Proteina tirosina fosfatasa (PTP): facilita la desfosforilacion.

* Supresores de la sefializacion de citocina (SOCS).

* Inhibidores de proteinas activadas (PIA): proteinas que pueden

unirse a dimeros STAT activados y evitar que se unan al ADN.
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Haremos una especial mencion a las SOCS, tras ser demostrado que
inhiben este proceso por dos mecanismos: el primero es unirse a las
tirosinas fosforiladas, lo que hace que compita con el reclutamiento de
STAT (inhibicion competitiva), permitiendo que las moléculas STAT
no se unan. El segundo mecanismo es la inhibicion que se establece
sobre las moléculas JAK, lo que inhibe la fosforilacion y el bloqueo de
STAT al componente residual de tirosina fosforilada. Por lo tanto, los
SOCS pueden facilitar la ubiquitinacion, cuyo objetivo es disminuir la

estabilidad del sistema preparandolos para la degradacion proteosomal.
Implicaciones de la via jak stat en la inflamacion y su relacion con

enfermedades autoinmunes

Se ha demostrado que tanto el factor de crecimiento hematopoyético,
incluido eritropoyetina, trombopoyetina, den su sefial a través del JAK
2. Por lo tanto, una mutacion de este, se ha relacionado con policitemia

vera, trombocitopenia esencial y mielofibrosis.

Otra de las alteraciones importantes son las mutaciones y pérdida de
funcién a nivel del JAK subtipo TYK2, donde el cuerpo, al parecer,
es mas susceptible a infecciones de tipo viral debido a la pobre
respuesta al interferén. Una pérdida en la funcion del JAK 3 causa
una inmunodeficiencia severa, afectando las acciones de células T y
natural killers (NK) con sus consecuencias sobre la respuesta inmune.
Llama la atencién que pacientes con inmunodeficiencia combinada
grave autosomica recesiva, asociada a cambios en el receptor JAK

3, no sean afectados por las manifestaciones extra inmunitarias de la
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enfermedad, lo que sugiere que el bloqueo del JAK 3 es una posible

terapia inmunosupresora.

Asi mismo, mutaciones en la proteina STAT, permite que el paciente
padezca de infecciones por micobacterias, debido a que este defecto
no se relacione con respuesta alguna al interferon. Mutaciones en
la proteina STAT2, podrian desencadenar infecciones de tipo viral,
generando un sindrome parecido a la sepsis después de haber recibido
una vacuna con virus atenuados. Mutaciones en el STAT 3 se han
relacionado con enfermedades autoinmunes de inicio temprano, tales

como diabetes neonatal y enfermedad autoinmune linfoproliferativa.

Dentro de la constelacion de enfermedades asociadas a cambios en
el sistema JAK/STAT se han filiado a la artritis reumatoide, psoriasis
y enfermedad intestinal, por lo que, al final de los afios 90, la FDA

aprobo farmacos llamados ‘Jakinibs’ para bloquear esta via.

Ruta de sefializacion jak-stat asociada a la sepsis

La sepsis, como inductor de fallo multiorgdnico, tiene un papel
fundamental en la mortalidad dependiendo de la severidad con que se
presente cada una de sus fases. El sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS) seguido de un estadio de inmunosupresion inducida
por sepsis o respuesta antiinflamatoria compensatoria (CARS),
tienen como finalidad equilibrar la secrecién de citocinas pro y
antiinflamatorias. Tanto SIRS como CARS, introducen a la Janus
Kinasa o proteina JAK ademas de transductores y activadores de senal

de transcripcion o proteina STAT.
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En cuanto a la funcién de las proteinas JAK-STAT en la sepsis,
existen multiples mecanismos por los cuales se puede desencadenar
una respuesta desregulada del huésped. La SIRS estd mediada
principalmente por STAT 1y STAT4, mientras que el CARS predominan
STAT3 y STAT6, con la participacion de JAK1-2 y tirosina quinasa 2

para ambos casos.

Asociado a la proliferacion celular y apoptosis, las proteinas JAK
y STAT se han visto incluidas en el proceso de hematopoyesis de
emergencia y disfuncion organica que surge en un paciente séptico, lo
cual es indicativo de que el dirigir la terapéutica a la via de JAK/STAT

pudiera significar cambios clinicos a favor del paciente con sepsis.

Las proteinas JAK y STAT desempenan funciones muy relevantes
durante la sepsis, a través de la defensa del huésped contra los distintos
patogenos y a la par, con la regulacion de la inmunidad. Recalcando
la importancia que tiene el reconocimiento de patrones moleculares
asociados a patdégenos (PAMP) por los receptores de reconocimiento
de patogenos (PRR), que activan el sistema inmunitario innato durante
la sepsis, los cuales van a necesitar de dichas vias de sefializacion para

cumplir su objetivo.

Estas vias incluyen a los receptores del factor estimulante de colonias
de granulocitos (G-CSF), proteina inflamatoria de macrofagos tipo 2
(también llamada ligando 2 de quimiocina CXC, CXCL2), citocinas
de tipo I, incluidas las interleucinas (IL-4, IL-6, IL -10, IL-12 e IL-
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13) y citocinas de tipo II, incluidos los interferones (IFN-a, IFN-f e
[FN-y).

Porlotanto,JAKy STAT estdnimplicadas en la sefializacion de citocinas
tanto proinflamatorias (IFN-y, IL-12 e IL-27) como antiinflamatorias
(IL-4, IL-10 e IL-13), lo que a su vez, revela la capacidad de varios
miembros de la familia STAT para regular diferencialmente el
equilibrio de las células T helper (Th) 1 / Th2, que desempefian un

papel fundamental dentro de la sepsis.

En la Tabla 1 se detalla el rol que desempefia cada uno de los miembros
de la familia JAK y STAT en la respuesta del huésped contra la sepsis
bacteriana en base a cada tipo de célula efectora.

Tabla 1 Funciones respectivas de los miembros de la familia JAK y STAT en la respuesta del
huésped contra la sepsis bacteriana.

STATs Tipo de|JAK Célula efectora | Respuesta a infeccion
Citoquina bacteriana
IFN-y JAK1,[Monocitos, | Thl Proinflamatorio
STAT1 JAK2 Macroéfagos
IFN-o/p |[JAK 1,
TYK2
IL-27,
IFN-A
STAT2 IFN-0/B J A K 1 ,]Monocitos, Ma- | Thl Proinflamatorio
TYK2 crofagos, Neu-

trofilos
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IL-6 JAK1/2, Proinflammatorio Th17
TYK2 . (IL-6)
STAT3 Monocitos, Ma-
IL-10 JAK 1, |crogafos MDSC Inmunoregulatorio Th2
TYK2 (IL-10)
G-CSF JAK1/2, Granulopoiesis de
TYK2 Emergencia
STAT4 1L-12 JAK?2, Linfocitos, Cé-| Thl Proinflamatorio
TYK?2 lulas  Natural
Killer, Células
dendriticas
STATSa |IL-2,IL-3 | JAK2 Linfocitos|Inmunoregulatorio
(CD4) Th2 (IL-2,3)
STATSb | IL-7 JAK1/3 |Linfocitos|Cé¢lulas de supervi-
(CD4) vencia (IL-7)
G M -]JAK1/2 |C¢lulaMieloide | Granulopoiesis de
CSF Emergencia
STAT6 |[IL-4 JAK 1, |Linfocitos (Cé¢-| Inmunoregulatorio
JAK3 |luasByT) Th2
IL-13 JAK1/2,
TYK2

La presencia de STAT en los distintos tipos de receptores, permite
una sefializacion parcialmente restringida a cada tipo de célula en

respuesta a las citocinas. De esta manera, la activacion de macrofagos
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estd regulada principalmente por citocinas que utilizan STATI1, que
participan en la expresion inducible de 6xido nitrico sintasa (iNOS)
y en las vias de sefializaciéon de STAT3. Por otro lado, los neutrdfilos
requieren STAT2 que mejoran la actividad de superdxido dismutasa.
Los linfocitos, a su vez, estan regulados principalmente por STAT4 y
STATG6 para las respuestas proinflamatorias Th1 e inmunorreguladoras
Th2, respectivamente. Las proteinas STAT4 también son requeridas
usualmente para respuestas mediadas por IL-12 de células Natural
Killer y células dendriticas. Aunque las vias JAK-STAT son de
gran importancia para la inmunidad innata, tienen su contraparte al
participar en la hiperinflamacion e inmunosupresion que siguen a la

sepsis. (figura 3).

Figura 4. Papel de las vias de sefializacion JAK-STAT durante la sepsis. Elaborado por
Santiago Lanas.
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Al realizar un analisis sobre como la via de estas proteinas inducen
un proceso hiperinflamatorio y, a su vez, tiende a incrementar la
mortalidad en los pacientes sépticos, podemos ver que son estas
mismas vias de senalizacion JAK/STAT las que inducen la produccién
de moléculas proinflamatorias que requieren especialmente STATI,
STAT4, TYK2 y JAK?2, asi como en la mielopoyesis de emergencia,
la cual no es otra cosa, que la produccidn rapida y masiva de células
inmunitarias, necesaria para la lucha contra los patégenos bacterianos,
siendo un proceso fundamental que acompafia a la respuesta inmune
durante la sepsis. STAT3 es fosforilado por JAK1/2 y TYK2 durante
la mielopoyesis de emergencia y juega un papel importante en este
proceso, debido a que la proteina STAT 3 fosforilada regula de forma
ascedente la transcripcion de los genes que codifican MIP-2 (CXCL2)
y su receptor (receptor de quimiocina del C-X-C, CXCR?2).

Como es bien conocido, el estado hiperinflamatorio resultante mediado
por JAK-STAT durante el choque séptico, contribuye a la mortalidad
por dafo tisular y sindrome de fallo multiorganico, lo que obliga al
huésped a generar mecanismos de compensacion antinflamatorios.
Este estado, conocido como CARS, involucra predominantemente a
STAT3 y STAT6, recalcando que es este el mecanismo de regulacion
que inicia desde el comienzo del choque séptico debido a la necesidad
de proteger las células y a los tejidos de una respuesta inmune

inflamatoria excesiva durante la enfermedad.
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Ahora bien, existen varios receptores de citocinas antiinflamatorias
como la IL-10 que regula negativamente los genes proinflamatorios
inducidos por IFN suprimiendo la fosforilacion de STAT1 e iniciando
la respuesta antiinflamatoria Th2 mediada por STAT3 que, en su estado

activo, limita la produccion de TNF e IL-6.

Los STAT activados inducen la transcripciéon de genes SOCS, que
forman parte de un mecanismo de control, de esa manera, las proteinas
SOCS se dirigen a STAT o JAK facilitando su degradacion mediada
por ubiquitina, previniendo su fosforilacion y, por ende, el ingreso
al nucleo para producir el estado hiperinflamatorio. Asi, el SOCS3
contribuye al control de la hiperinflamacion inhibiendo STATI,
STAT4 y STATS, mientras que SOCS1 interactiia con TYK2 y STAT1.
Los miembros de la familia PIAS implicados en estos circuitos de
retroalimentacién negativa incluyen PIAS1 y PIASx que inhiben

STAT1 y STAT4, respectivamente.

Teniendo en cuenta que la sepsis se caracteriza por un cuadro de
disfuncion endotelial que causa cual una parélisis vasomotora,
coagulopatia de consumo, fuga capilary dafio multiorgénico, la proteina
JAK3 se expresa en células endoteliales vasculares, especialmente
cuando es estimulado por LPS, TNF, IL-18 e IFN-y. A través de la
fosforilacion de STAT3 y la activacion de NF-«xB, la proteina JAK3
impulsa la sobreexpresion de las moléculas de adhesion endotelial y
molécula de adhesion intercelular (ICAM) -1, molécula de adhesion

de células vasculares (VCAM) -1 y molécula de adhesion de células
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endoteliales plaquetarias (PECAM) - 1, lo que permite la unién de
leucocitos y plaquetas al endotelio y su transmigracion a los tejidos

periféricos.

Mientras que la expresion de PECAM-1 mediada por STAT3 mantiene
la integridad endotelial, la ICAMI1 promueve la transmigracion
de leucocitos mediada por STAT3 y aumenta la permeabilidad
microvascular general, que es el inicio de la fuga capilar inducida por
sepsis. En contraposicion, STAT2 controla la salida celular excesiva
mediada por ICAM-1, lo cual pudiera contribuir a una mayor letalidad
por un mecanismo centrado en la disfuncion endotelial incrementada,
en conjunto con la sobreexpresion de ICAM-1 y la transmigracion

celular que conlleva a ello.

La respuesta proinflamatoria STAT1 y STAT2 (Thl) estd mediada
por el factor génico estimulado por interferon 3 (ISGF-3), que es un
complejo de factor de transcripcidon heterotrimérico que asocia STAT,
STAT2 y el factor regulador de interferon 9 (IRF-9). STAT4 a su vez,
ejerce efectos patdgenos al promover las respuestas inmunitarias
Thl involucradas en fallas renales y hepaticas agudas e inflamacion
pulmonar que conduce inclusive a desarrollar el tipico sindrome de

dificultad respiratoria aguda (SDRA).

Por otra parte, STAT6 media la respuesta Th2 y actiia de dos formas
diferentes:

1. Restringiendo directamente la inflamacion hepatica
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2. Comprometiendo el aclaramiento bacteriano mediado por Th1

y exacerbando la lesion renal aguda y la inflamacion pulmonar.

La via JAK3/STAT3 también se asocia con insuficiencia miocardica
directa e indirectamente al promover la disfuncién endotelial, la cual
estara mediada por STAT3 con importante fuga capilar, vasoplejia y
coagulopatia intravascular diseminada (CID), lo que, a su vez, exacerba
la hipoxia tisular observada en el choque séptico, considerando que
este tipo de lesiones tisulares son responsables de la generacion de

DAMP, que son los que van a reforzar la respuesta proinflamatoria.

En un analisis global sobre el mecanismo fisiopatoldgico de la
sepsis, todo empieza con el ingreso del microorganismo y sus demas
componentes, los cuales van a desatar en el individuo cuatro respuestas

principales: (figura 5).

La primera, aunque no es de forma ciclica ni en orden jerarquico,
tiene que ver con la activacion del factor VII o también llamado factor
hageman, lo cual va a activar la via intrinseca de coagulacion, con
un consecuente estado procoagulante donde se generard aumento del
factor tisular, trombina, exposicion del factor Von Willebrand, TAFI o
factor inhibidor de la fibrinolisis con disminucién de sus contrapartes,
fundamentalmente TFPI, trombomodulina y proteina C, estableciendo

un estado procoagulante.

Otro mecanismo, es mediante la activacion del complemento, con sus

tres principales vias: la via alterna, en la cual interviene directamente
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el microorganismo; la via clésica a través de anticuerpos; la via de las

lectinas mediante la lectina ligadora de manosas.

Un tercer mecanismo se da mediante la activacion y dafio endotelial y,
finalmente, un cuarto mecanismo es por medio de la activacion directa
de leucocitos, estos dos ultimos, mediados por la produccion inicial
de ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1, que es fundamentalmente donde
influird la via JAK-STAT.

A su vez, el complemento también va a permitir la activacion y lesion
endotelial que, de igual manera, conlleva un estado procoagulante
con mayor liberacion del factor Von Willebrand asociado a otras dos
grandes respuestas. Una de ellas es un estado antifibrinolitico, con
incremento de PAI-1 vy, a la par, se genera la liberacion de IL-6, IL-8,
oxido nitrico y factor activador de plaquetas (PAF), prostaglandinas y
especies reactivas de oxigeno (ERO) que, a su vez, permitiran que la
proteina JAK-1 y JAK-2, generen fosforilaciéon de STAT3, teniendo
como decenlace la liberacion de monocitos y macréfagos MDSC con
3 tipos de respuesta fundamentalmente proinflamatoria, secundario a
Th17, mediado por IL-6, Inmunoregulatoria Th2, debido a IL-10 y

Granulopoiesis de emergencia.

Ya en el estado procoagulante, asociado a un cuadro antifibrinolitico,
se va a desencadenar lo que conocemos como CID, o coagulacion
intravascular diseminada. Este estado de CID, generara consumo de
plaquetas, consumo de factores de coagulacion, desencadenando un

estado de hemorragia e isquemia tisular.
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A su vez, la activacion de los leucocitos, inicialmente en una fase
temprana, van a liberar IL-1, TNF y en estados mas avanzados y
conforme va progresando la enfermedad, liberard interferon gamma,
IL-12, IL-23 y, en una fase tardia, HMGB-1 conocida como proteina
de alta movilidad. Mediante la proteina JAK2 y TYK-2, forsforilaran
a STAT4, con la consecuente liberacion de linfocitos, células NK y
células dentriticas, con una respuesta de tipo Thl proinflamatoria,

generando la liberacion de interleuquinas reguladoras como la IL-10.

Estds interleuquinas también, desencadenan un estado de
vasodilatacion, con aumento de permeabilidad, generando
clinicamente edema, disminucién de la perfusion y con ello menor
flujo sanguineo, hipotension arterial e hipoxemia, con redistribucién
de flujo, disminuyendo sobre todo en areas no vitales para distribuirlo

a 6rganos blancos.

Dentro de los efectos sistémicos tenemos principalmente la alteracion
de la frecuencia cardiaca, que inicialmente responde con un aumento y
progresivamente va a ir disminuyendo, se asocia en una fase temprana
episodios de fiebre, estado de caquexia, aumento de reactantes de fase
aguda, liberacion de glucocorticoides y catecolaminas, resistencia
a insulina y por ende hiperglicemia asociado a una alteracion de la
GLUT-4. Estos efectos sistémicos, en conjunto con las interleuquinas
reguladoras, llevaran al individuo a un estado de inmunosupresion.
Esta alteracion afecta a multiples o6rganos, apareciendo compromiso

pulmonar con el concomitante sindrome de distrés respiratorio,
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alteracion del medio interno e hiperlactatemia tipo A que, inclusive,
compromete la funcionalidad renal por hipoflujo sanguineo en una

fase tardia.

Conforme exista mayor progresion de la enfermedad, esta situacion
conducira a un estado de insuficiencia multiorganica, por lo tanto, si no

existe una adecuada intervencion, llevara al individuo hacia la muerte.

Figura 5. Asociacion SEPSIS-JAK/STAT. Elaborado por Santiago Lanas.

Enfoque traslacional y posibles estrategias terapeuticas dirigidas a

la via jak/stat en sepsis

La evidencia actual sugiere que la proteina STAT2 y STAT3 controlan
la expresion de moléculas de adhesion endotelial, iniciando su
disfuncion durante la sepsis progresando en fases tardias hacia la

vasoplejia, coagulopatia y fallo multiorganico.
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Estudios recientes sobre el desarrollo de mielopoyesis emergente, un
proceso fundamental que acompana a la respuesta inmune durante
la sepsis, demuestra que la proteina STAT3 controla la expresion de
los genes C/EBPB y Fanconi C (FANCC), los cuales son factores
importantes en el proceso de inmunoparalisis; por lo tanto, la
inhibicién de la via de senalizacion JAK/STAT podria reducir el fallo
multiorgénico y la inmnosupresion. Todo esto, debido a las recientes y
exitosas terapias realizadas en pacientes oncoldgicos y hematologicos,
brindando nuevas oportunidades para tratar a los pacientes con sepsis,
sin embargo, muchas de estas estrategias terapéuticas aun estdn en

fase de experimentacion.

Como se analiz6 previamente, la sepsis es una enfermedad progresiva
que involucra muchos tejidos y tipos de células, iniciada por una
respuesta hiperinflamatoria seguida por el agotamiento de células
inmunes. Ambas son responsables de la tasa de mortalidad elevada

por esta condicion.

Es importante destacar que la caracteristica comin entre otros tipos
de células y sus disfunciones inmunitarias es su requerimiento de la
via JAK/STAT. Esto nos ha llevado a considerar el interés potencial
de los inhibidores de JAK para modular la sepsis utilizando terapias

orientadas al tiempo y a los érganos.

Los inhibidores de JAK, también llamados ‘jakinibs’, son una nueva

clase de farmacos que han establecido su mayor utilidad en los ultimos
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afios. Estas moléculas inhiben una o mas proteinas JAK, evitando asi
la fosforilacion y activacion de las proteinas STAT correspondientes.
Entre ellos, los mas estudiados en la actualidad son el ruxolitinib,
tofacitinib y baricitinib. El ruxolitinib, que fue el primer inhibidor no
selectivo de JAK1 'Y JAK?2 aprobado, se desarrollo para el tratamiento
de las neoplasias mieloproliferativas. Ademas, en estudio en ratones se
observo que el Ruxolitinib podria mejorar el pronostico de la sepsis por
Candida. Los resultados obtenidos con este farmaco demostraron que
al administrar una dosis de 6.25 mg/kg/dia un dia después del inicio de
la infeccion mejora la supervivencia, por lo cual, la hiperinflamacion

se autoregula sin aumentar la carga de patogenos.

Diferentes estudios experimentales han demostrado la eficacia de
los inhibidores de JAK2 y confirman que el mejor momento de su
administracion es 24 horas después del inicio de la sepsis al disminuir
la expresion de mediadores proinflamatorios como TNF, IL-6 y
HMGB-1.

Durante la fase aguda de la sepsis (fase hiperinflamatoria), utilizar
los inhibidores de JAK/STAT puede resultar complicado. Aunque el
ruxolitinib es capaz de mejorar la supervivencia durante la sepsis por
Candida en ratones, se observo un riesgo de infeccion del 2.6% en seres
humanos. Como se menciond anteriormente, las dosis de ruxolitinib
y el momento de administracion influyen en gran medida en el estado
inmunitario, la eliminacion del patogeno y el riesgo de supervivencia.

Ademas, se describe un sindrome de abstinencia cuando los pacientes
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interrumpen el tratamiento con ruxolitinib, el cual puede provocar una
tormenta de citocinas perjudicando el prondstico en la sepsis. Es por
esto que, la administracion sistémica de estos farmacos, es un arma
de doble filo, en la que el tiempo real de inicio de la infeccién puede
ser desconocido con mayor variabilidad del patogeno ofensor, de su
carga inicial y de la respuesta inmune. Tales efectos inmunosupresores
hacen que su administracion sistémica sea riesgosa, lo que nos lleva a

sugerir estrategias alternativas.

Estas estrategias se basan en una encapsulacion de nanoparticulas de
moléculas terapéuticas. Es técnicamente posible y se han desarrollado
varias opciones. Las nanoparticulas tienen un ligando que permite
dirigirse a células o tejidos especificos que van desde un oOrgano
determinado hasta subtipos de células inmunitarias como macrofagos,
células B o células T. Su objetivo principal es alcanzar un tejido
altamente implicado en la fisiopatologia del choque séptico, como el
endotelio vascular en donde existe disfuncion de las proteinas JAK3 'Y
STAT3 con repercusiones en el tejido miocardico. Esta accion permite
integrar un anti-STAT3 o anti-JAK3 (decernotinib) para reducir la
disfuncion endotelial. Ademas, otro objetivo seria alcanzar un tipo de
célula inmunitaria especifica involucrada en la hiperinflamacién como

los macrogafos.

No menos importante, el impacto de la pandemia por la COVID-19
en el sistema de salud ha sido devastador en muchos paises y existe

una necesidad clinica insatisfecha de tratamientos o intervenciones
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terapéuticas eficaces. Con base en lo anterior, se estan desarrollando
mas de 10 ensayos clinicos randomizados incluyendo el uso de
ruxolitinib para tratar diferentes estadios de la infeccion por SARS-
CoV-2, los cuales prometen resultados alentadores teniendo en cuenta
el perfil de seguridad del fArmaco y su beneficio sobre la interleuquina
6 ademas de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias que inducen
una modulacidén inmunitaria global. La corta vida media del fA&rmaco
(4-6h) ofrece una ventaja significativa sobre cualquier anti-IL6, ya que
cualquier posible dafo debido a la inmunuspresion deberia revertirse
facilmente después de la interrupcion del farmaco. Melatiadis et al
propusieron que el farmaco ruxolitinib tendria un efecto benéfico en
pacientes con diagndstico de COVID-19, bloqueando la IL-6 entre otras
citocinas inflamatorias, generando una respuesta inmunomudalora
que regule los genes controlados por interferén. Sin embargo, existen
algunos inconvenientes tedricos que pueden tener importantes
implicaciones clinicas. El proceso de sefializacion JAK/STAT regula
positivamente los genes controlados por interferén, una via que con
frecuencia es inhibida por productos virales, lo que da como resultado
un aumento de virulencia. Por lo tanto, dicha inhibicion podria facilitar
la replicacion viral, asi como la reactivacion del SARS-CoV-2 (si esto
se confirma) u otros virus latentes como los virus del herpes simple o

del herpes zoster.

Finalmente, al entender la urgente necesidad de esquemas terapéuticos

para las manifestaciones clinicas de la sepsis, consideramos que la
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administracion de agentes inmunosupresores deberia implementarse
solo en el contexto de ensayos clinicos aleatorizados controlados que
establezcan el momento y la dosis adecuada de su administracion

indicando sus potenciales efectos adversos previaasu comercializacion.
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CONCLUSIONES

La via de senalizacion JAK/STAT es la principal ruta que controla
la produccién de citocinas en la sepsis, afectando las respuestas
antiinflamatorias y proinflamatorias que desencadenan finalmente
en fallo multiorganico. Esta ruta se ha relacionado con la liberacion
de multiples citocinas y mediadores inflamatorios como IL-6, IL-10,
iINOS, HMGBI, entre otros, los cuales participan ampliamente en la
respuesta inmune durante la sepsis. Al mismo tiempo, la via JAK/
STAT estéa involucrada en el choque de endotoxinas, dafio organico y

permeabilidad vascular del misculo miocardico.

Por lo tanto, sugerimos que la via JAK/STAT puede guiar hacia un
excelente objetivo terapéutico en la sepsis. Futuras investigaciones
deben ser realizadas para establecer potenciales efectos inhibidores

en esta via.
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MICROBIOTAY SEPSIS
RESUMEN

La sepsis es la respuesta desregulada del organismo a la infeccion,
se caracteriza por un dafio a los drganos muchas veces irreversible
y mortal. El microbioma intestinal regula una serie de mecanismos
homeostaticos en el huésped como la funcion inmunologica y la
proteccion de la barrera intestinal, la pérdida de la estructura y
funcion microbiana intestinal normal, se ha asociado con el inicio
de enfermedades de caracteristicas diversas. La evidencia reciente
ha demostrado un nexo entre el microbioma intestinal y la sepsis,
la alteracion del microbioma intestinal se caracteriza por aumentar
la susceptibilidad a la sepsis a través de mecanismos varios como la
expansion de bacterias intestinales patdgenas, respuesta proinflamatoria
marcada y disminucion de la produccion de productos microbianos

beneficiosos como los 4cidos grasos de cadena corta.

Una vez establecida la sepsis, la alteracion del microbioma intestinal
empeora y aumenta la susceptibilidad a la disfuncion del 6rgano
terminal. Hay pruebas limitadas de que las terapias basadas en
microbiomas, esto incluye a probiodticos y a la descontaminacién
digestiva selectiva, pueden disminuir el riesgo de sepsis y mejorar
sus resultados en poblaciones de pacientes seleccionadas, pero las
preocupaciones sobre la seguridad, generan una aceptacion limitada.
Si bien gran parte de la evidencia que vincula el microbioma intestinal
y la sepsis se ha establecido en estudios preclinicos, falta evidencia

clinica en muchas areas.
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ABSTRACT

Sepsis is the unregulated response of the body to infection, it is
characterized by damage to the organs that is often irreversible and
fatal. The intestinal microbiome regulates a series of homeostatic
mechanisms in the host, such as immune function and the protection of
the intestinal barrier, the loss of normal intestinal microbial structure
and function, and has been associated with the onset of diseases of
diverse characteristics. Recent evidence has shown a link between
the intestinal microbiome and sepsis, the alteration of the intestinal
microbiome is characterized by increasing susceptibility to sepsis
through various mechanisms such as the expansion of pathogenic
intestinal bacteria, marked pro-inflammatory response and decreased
production beneficial microbial products such as short chain fatty

acids.

Once sepsis is established, the alteration of the gut microbiome worsens
and the susceptibility to end-organ dysfunction increases. There
is limited evidence that microbiome based therapies, this includes
probiotics and selective digestive decontamination, can decrease the
risk of sepsis and improve its outcomes in selected patient populations,
but safety concerns generate limited acceptance. While much of the
evidence linking the gut microbiome and sepsis has been established

in preclinical studies, clinical evidence is lacking in many areas.
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INTRODUCCION:

La sepsis es la respuesta desregulada del organismo a la infeccion, se
caracteriza por un dafio a los drganos muchas veces irreversible, lo que
le convierte en una entidad potencialmente mortal. En EE.UU. la sepsis
afecta aproximadamente a 1.7 millones de personas, con mortalidad
hasta del 50% Pese a los avances en su diagnostico y manejo, aiin no
se dispone de un tratamiento claro, sin embargo, se ha demostrado que
el uso racional y dirigido de antibioticos mas medidas de soporte de

fallos orgénicos, es esencialmente clave en su pronostico.

En la actualidad, se ha marcado el importante papel del tracto
gastrointestinal en la fisiopatologia de la sepsis al ser un promotor
del fallo multiorganico mediante procesos de permeabilidad intestinal
aumentada, esto conlleva a eventos de translocacion bacteriana a sitios
estériles que exacerban la respuesta inflamatoria y por ende el mal

prondstico.

En condiciones fisiologicas, existe una simbiosis muy interesante
entre el microambiente intestinal con su diversidad de bacterias y el
huésped, con beneficios claros para ambas partes siempre y cuando se
conserve la integridad de la pared intestinal, con lo cual, permanecen
reguladas las respuestas inflamatorias y antiinflamatorias, sin embargo,
cuando se colapsa este equilibrio en la sepsis, predomina la respuesta

inflamatoria desregulada con el posterior fallo organico, de esta manera,

—241—



el intestino desempeia un papel importante en la mediacion de la sepsis
intraabdominal y también basa su protagonismo en la propagacion de
la sepsis extra abdominal. Cabe mencionar que, las intervenciones
terapéuticas habituales durante la sepsis, como el uso de antibidticos,
inhibidores de la bomba de protones y la nutricion parenteral, son
potencialmente factores que alteran la composiciéon microbiana y el
entorno gastrointestinal mediante procesos aun no bien dilucidados.
Esta revision tiene como objetivo, comprender la compleja funcion del
microbioma intestinal en la sepsis y su importancia en el desarrollo,

tratamiento y prondstico de esta entidad.

Microbioma

El término microbioma se refiere a todos los microbios que viven dentro
del huésped, incluida la luz intestinal que contiene el microbioma
intestinal, una poblacion de aproximadamente 40 billones de células
bacterianas. Histéricamente, se pensaba que el huésped y las bacterias
comensales pese a que comparten el mismo escenario geografico, tenian
comportamientos individuales sin conexion de ningun tipo entre ellos,
sin embargo, a medida que crece la comprension del microbioma, se
ha hecho evidente la simbiosis existente y las perturbaciones que en
esta relacion desempenan un papel muy importante en la fisiopatologia

de algunas enfermedades agudas y cronicas.

La microbiota humana contiene mas de 1,000 especies diferentes que
residen dentro de la luz intestinal. La diversidad dentro de esto es muy

interesante, con el microbioma que contiene mas de dos millones de
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genes microbianos. El primer contacto entre el huésped humano y el
microbioma ocurre a la salida del recién nacido por el canal de parto y,
como tal, los microbios vaginales son la fuente original de las bacterias

comensales que finalmente compondréan el microbioma.

Aun no se comprende completamente, pero se conoce que las primeras
interacciones entre los microbios y el sistema inmunolédgico del recién
nacido inician el desarrollo de una relacién simbidtica que permite
que ocurra la aceptacion de los microorganismos comensales. La
inmunoglobulina A (IgA) presente en la leche materna, limita la
activacion inmune en respuesta a antigenos extrafios y oligosacaridos y
permite la expansion de ciertas poblaciones de bacterias beneficiosas.
Se cree que la interrupcion de este proceso estd asociada con el
desarrollo de enfermedades que marcan una disfuncion de la barrera
epitelial, como el asma. La composicion del microbioma en la primera
infancia, se ve alterada por una variedad de factores que incluyen a la
composicion de la leche materna, la introduccion de alimentos solidos
y la exposicion temprana a antibioticos; sin embargo, entre los 2 y 3

afios de edad, la composicion del microbioma se vuelve estable.

Hay cuatro filos dominantes que comprenden todo el microbioma
humano, pero la mayoria de las bacterias intestinales se encuentran
dentro de dos: Firmicutes y Bacteroidetes. De acuerdo a la edad,
estos dos filos estdn sujetos a importantes alteraciones. En los
ancianos se encuentra un aumento de Firmicutes en comparacion con

Bacteroidetes, se cree que probablemente sea secundario a la dietay a
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otros factores ambientales. Un aumento en la proporcion de Firmicutes
a Bacteroidetes también se ha asociado con el desarrollo de sindromes

metabolicos, incluida la diabetes tipo 2 y la obesidad.

Capa de moco intestinal

El moco intestinal es de vital importancia para la defensa contra
bacterias, la accion de enzimas digestivas y otras sustancias toxicas
que pueden danar el epitelio intestinal. Su accidon estd basada en
sus propiedades hidréfobas que derivan de glicoproteinas cargadas
negativamente y que son liberadas por células epiteliales de
tipo caliciformes que repelen a toxinas cargadas positivamente,
manteniendo de esta forma la integridad del epitelio. Originalmente
se tratd a la capa de moco intestinal como una estructura estatica,
concepto que ha sido abandonado en la actualidad, ahora se sabe que
es una estructura de funcionamiento dinamico y que puede ser alterada

por variedad de factores.

El desarrollo y las propiedades de la capa de moco epitelial difieren
mucho de acuerdo a su ubicacién dentro del tracto gastrointestinal.
La capa mucosa del intestino delgado estd compuesta solo por una
capa semipermeable, lo que permite el paso de algunos péptidos
antibacterianos. La eliminacion de moléculas més grandes y
potencialmente patdgenas, se produce a través del desprendimiento
de moco, que luego se excreta en la materia fecal. Por el contrario,
en el colon, el moco consta de dos capas distintas, la externa de

similares caracteristicas con la del intestino delgado y la interna



que es completamente impermeable a las bacterias luminales. Se ha
evidenciado en ratones genéticamente alterados que carecen del gen
Muc2, un gen que regula la produccion de glicoproteinas de mucina,
estos no poseen esta capa interna libre de bacterias y estan propensos
a desarrollar inflamacion intestinal espontanea, lo que demuestra cuan

importante es el moco en la regulacion de la homeostasis intestinal.

Inmunidad intestinal

* Microbiomay surelacion con el sistema inmunologico intestinal.
El sistema inmunoldgico intestinal es de vital importancia dentro
de la Ultima linea de defensa del organismo frente a la invasion de
patogenos entéricos. La interaccion entre el microbiota y el sistema
inmunolégico encierra un conjunto de reacciones y mecanismos
de naturaleza muy compleja, pero vital, para lograr una inmunidad
adecuada del huésped, cuando se altera este fino equilibrio, ocurren
una serie de acontecimientos que conllevan a posibles eventos de
indole patologico como translocacion bacteriana e infeccion intestinal,
que pueden desencadenar en resultados nefastos para el huésped.

* Microbiota intestinal e inmunidad innata.
La inmunidad innata es de vital importancia dentro del sistema
inmunitario intestinal, su funcion radica en la capacidad de mantener
un equilibrio entre la tolerancia a microorganismos comensales y la
proteccion ante patdégenos oportunistas, ademas, tiene la capacidad
de restringir la proliferacion excesiva de patobiontes regulando su

crecimiento. (16)



El aparato celular inmune innato, conformado por macrofagos, células
dendriticas, neutrofilos, entre otras, responde de manera inmediata
mediante el reconocimiento y fagocitosis de los patdégenos invasores
que han superado la barrera mucosa y epitelial, previniendo de esta
forma el proceso de migracion bacteriana a la luz intestinal y drganos

distantes.

Los productos derivados de la translocacion bacteriana, activa la
respuesta inmune por células innatas, mediante vias de reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP), lo que
desencadena una respuesta inflamatoria sistémica marcada con
la presencia excesiva de neutrdfilos activados en el intestino,
que desencadenan mayor dafio de la mucosa, a esto se afiade, la
desregulacion del microambiente entérico por el tratamiento médico
usual con crecimiento importante de patégenos oportunistas y una
pérdida marcada de bacterias comensales, reacciones que se tornan
mas evidentes y potenciadas en el enfermo critico. La disbiosis de
la microbiota, marca la gravedad de la disfuncién inmunitaria de
la mucosa y por ende de la translocacion bacteriana expresada en

reacciones que culminaran en infeccion intestinal y sepsis.

No solo las células inmunitarias cldsicas conforman la primera linea
de defensa innata intestinal, varios componentes antimicrobianos
generados a partir de células de Paneth, caliciformes y enterocitos,
han sido identificados como responsables de la inmunidad innata,

destacamos en este conjunto celular a las defensinas, mucinas,



fosfolipasa A2 secretora, catelicidinas y lisozima, caracterizadas por
su gran accion microbicida, ademas, ciertas moléculas, algo distintas
como el butirato, promueven también la liberaciéon de mucina, lo que

aporta en el mantenimiento de la homeostasis intestinal.

La infeccion por Clodtridiun difficile (CDI) y la diarrea asociada
a Clostridium difficile (CDAD), son objeto de estudio dentro de la
relacion entre la microbiota intestinal y la inmunidad innata. Se conoce
que, en la infeccion por CDI, la disbiosis y la composicion diversa de
la microbiota fecal, se relacionan con cuadros infecciosos graves y
refractarios a la terapia antibiotica. Las alteraciones del metabolismo
de los acidos biliares, del metabolismo fermentativo y de la produccion
de sustancias antimicrobianas, explican el papel de la microbiota en
la infeccion dependiente de la toxina de CDI. La inmunidad innata
representada por macrofagos, células dendriticas, monocitos y
mastocitos intestinales, es activada ante la presencia de toxinas de CDI,
esto se lleva a cabo mediante vias de sefializacion y reconocimiento
inmunitario que emplea sensores superficiales e intracelulares donde
destacan los receptores tipo toll (TLR) en especial el TLR 4, TLRS
y el receptor tipo NODI, el resultado de la activacion de estas vias
es la produccion de citocinas proinflamatorias como interleucinas
(IL) en especial la IL-18, IL-12, IL-1p, interferon gama (IFN-y) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y quimiocinas (MIP-1a,
MIP-2, IL-8, leptina), que evidentemente son los responsables de los

dafios inflamatorios asociados con el CDI, sin dejar de mencionar a
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reacciones como el aumento de la permeabilidad de la mucosa, el
edema, la desgranulacion de los mastocitos, la infiltracion neutrofilica
local intensa y la muerte de las células epiteliales que contribuyen a un

dafno intestinal mas severo.

* Microbiota intestinal y la inmunidad adaptativa de las mucosas.
Hemos visto la importante funcién de la inmunidad innata sobre la
microbiota intestinal, sin embargo, el sistema inmunoldgico también
ha desarrollado en el intestino una forma de defensa mas especializada
mediada por la inmunidad adaptativa, cuya importante funcion radica
en la defensa cuando los patogenos han superado la primera barrera de
la inmunidad innata. Una vez que los patdgenos cruzan el epitelio, las
células especializadas en la inmunidad adaptativa representadas en su
mayoria por los linfocitos T intraepitelilales y los linfocitos de la lamina
propia, son activados mediante la accién de células presentadoras
de antigeno como son los macrofagos y células dendriticas, de esta
forma, se produce una serie de eventos encaminados a erradicar el
microorganismo estableciendo una inmunidad mas duradera y de
memoria, es por esto, que una pérdida de estas valiosas células de
linaje T en la mucosa intestinal, derivaria en un importante déficit de
proteccion contra la patologia entérica por alteracion de la integridad
de la barrera intestinal, llevando al individuo a complicaciones

infecciosas muy graves como la sepsis.

Un tipo de células T algo distintas pero muy importantes en su funcion

son los linfocitos T vd, estos son reconocidas por un receptor de
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células T (TCR) algo distinto, y cuya funcidn se basa en controlar la
respuesta inmune adaptativa de una amplia gama de microorganismos
patogenos mediante la secrecion de citocinas después de una agresion
a la mucosa intestinal. De igual forma, la ausencia de estas células T yd
intraepiteliales, puede inducir el cambio de comportamiento de tipos
bacterianos intestinales no invasivos hacia tipos mucho mas invasivos,
que logren establecer una translocacion bacteriana con paso a la
circulacion sistémica. En pacientes criticos con sepsis, las células T yo
en sangre periférica se reducen significativamente, lo que se traduce

en un aumento significativo de la mortalidad.

Otra funciéon importante de la microbiota intestinal tiene que ver
con la modulaciéon de la produccién de IgA secretora, enfocandose
principalmente contra los comensales entéricos y sus antigenos. En
ausencia de IgA, las bacterias comensales intestinales pueden ingresar
mas facilmente entrar en la ldmina propia y en el tejido submucoso, lo

que conduce a la translocacion bacteriana entérica.

Cabe mencionar que, en pacientes con trasplante de intestino delgado,
las complicaciones infecciosas estan mediadas por el deterioro severo
de la barrera intestinal y por el agotamiento de linfocitos en el epitelio
intestinal, el motivo de este agotamiento puede estar inducido por el
uso de anticuerpos monoclonales como el Alemtuzumab, dato a ser

considerado durante el tratamiento de este tipo de pacientes.
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Con lo enunciado, observamos la complejidad existente entre la
relacion microbiotaintestinal y sistemainmunoldgico, hemos destacado
sus funciones principales en la defensa contra microorganismos
patdgenos, sin embargo, alin es necesario establecer un estudio mas
profundo que aclare mas el panorama dentro de su ardua tarea en el

organismo.

Alteracion del microbioma intestinal en la sepsis
e Alteracion intestinal en la sepsis

La insuficiencia intestinal es un trastorno comun en la unidad de
cuidados intensivos, el paciente critico por lo general desarrolla algunos
sintomas intestinales relacionados al manejo global de su enfermedad,
por citar algunos de ellos, tenemos a la diarrea, distension abdominal,
vomito, motilidad intestinal disminuida, ulceracién por estrés con
hemorragia gastrointestinal resultante e hipertension intraabdominal,
en forma conjunta, con tres o0 mas de ellos, se establece un aumento
de la mortalidad en este tipo de pacientes, de igual forma, la gravedad
de la enfermedad, se puede estimar mediante biomarcadores de
insuficiencia intestinal como las proteinas de unién a acidos grasos
intestinales elevadas, que expresan dafio de los enterocitos y la citrulina
disminuida, un marcador de la masa de los enterocitos. Durante la
sepsis, se produce una pérdida del medio intestinal homeostatico
adaptativo, lo que conduce a una serie de perturbaciones locales,
que pueden conducir rdpidamente a la propagacion sistémica de la

enfermedad.
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* Permeabilidad intestinal en la sepsis.
Un trastorno muy importante dentro de la fisiopatologia de la sepsis es la
disfuncion significativa en la barrera intestinal con hiperpermeabilidad
resultante para contenidos luminales como microbios y sus productos
microbianos que son capaces de causar lesiones locales y distantes.
En estudios preclinicos, se ha observado que las alteraciones en las
uniones estrechas ocurren de manera temprana y la hiperpermeabilidad
intestinal persiste durante al menos 48 horas desde el inicio de la sepsis.
El moco también ejerce un papel crucial en la defensa del huésped,
evita que las bacterias y las enzimas digestivas entren en contacto
directo con el epitelio intestinal, en la enfermedad critica, esta capa de
moco se afecta, induciendo una disfuncién de las células epiteliales. Es
muy comun en el paciente critico, encontrar una reperfusion intestinal
reducida que puede disminuir la hidrofobicidad de la capa mucosa y

alterar la permeabilidad intestinal.

En el paciente séptico, los defectos epiteliales como el deterioro
de la produccion de acidos grasos de cadena corta (AGCC) como
el butirato, afecta en gran medida a la barrera epitelial debido a la
apoptosis epitelial, lo que resulta en una mala absorcion de nutrientes
y sobre todo a translocacion de patdgenos. Sin embargo, se ha descrito
en ratones con enfermedad de injerto contra huésped, que cuando
se ingieren cepas bacterianas que producen grandes cantidades de
AGCC, disminuye la gravedad de la enfermedad, hecho explicado

por las altas concentraciones intestinales de butirato que mejoran las
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uniones intercelulares, disminuyendo la apoptosis celular.
e Disbiosis

La composicion del microbioma se altera drasticamente en la sepsis
como resultado del aumento de la permeabilidad y la apoptosis.
Tres factores determinan el contenido microbiano en el intestino:
la introduccion de especies bacterianas a través de la orofaringe, la
eliminacion de microbios a través de la materia fecal y la regulacion y
proliferacion de especies bacterianas dentro del tracto gastrointestinal,
momentos de estrés, uso de antibioticos e inhibidores de la bomba de
protones, inevitablemente cambian la composicion del microbioma,

con posterior destruccion o alteracion de las bacterias comensales.

La transicion en la que el microbioma se convierte en patobioma se
denominadisbiosis,donde ocurre una pérdida de diversidad microbiana,
predominio de microorganismos patégenos como Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Enterococcus, Staphylococcus aureus y
Klebsiella y alteraciones en bacterias presentes para volverse mas

patdgenas.

Se conoce que factores en el entorno del huésped indujeron a los
microbios a volverse mas nocivos, una posible explicacion de esto la
encontramos en el papel central del fosfato. El fosfato es un importante
nutriente implicado en la proliferacion y el crecimiento bacteriano, la
deplecion del fosfato en el intestino ocurre con frecuencia en escenarios
de malabsorcidn, nutricion parenteral o insuficiencia hepatica, y se ha

asociado con la presencia de cepas mas infectantes de Pseudomona
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aeruginosa. La restauracion de fosfato a través de polimeros de
polietilenglicol, administrados mediante enema rectal, se asocia con la

preservacion del microbioma.

Los opioides, producidos de forma enddgena como administrados
de forma exdgena, pueden alterar el microbioma en pacientes
criticos con sepsis, se ha demostrado que la dinorfina, un opioide
enddgeno liberado en el microambiente intestinal durante momentos
de estrés, puede interactuar sobre todo con Pseudomona aeruginosa,
promoviendo un fenotipo mas agresivo. De igual forma, se conoce
una mayor patogenicidad de Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus

coagulasa negativo con exposicion a opioides.

Figura 1. Mecanismo de translocacion bacteriana como producto de disbiosis y alteracion
en la inmunidad innata y adaptativa. PAMPS: Patrones moleculares asociados a patogenos.
(Autoria propia)
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Apoptosis del epitelio intestinal en la sepsis

La apoptosis de manera basal en el intestino ocurre tanto en la cripta
intestinal como en la punta de las vellosidades, este proceso de muerte
celular programada, esta regulada al alza en la sepsis tanto en pacientes
como en modelos preclinicos de sepsis, donde se ha evidenciado
que este proceso reduce en gran medida la eficacia de la barrera
intestinal, creando un medio inflamatorio local. Modelos murinos de
sepsis han demostrado una regulacion positiva de la muerte de las
células epiteliales activada por las vias del receptor de la muerte y
las mitocondriales. La sepsis inducida por neumonia, ha aumentado
la apoptosis del epitelio intestinal incrementando la expresion de
proteinas proapoptdticas Bid y Bax y la proteina antiapoptética Bel-
xL en la via mitocondrial, asi como un aumento del ligando Fas y
disminucién de Fas, FADD, pFADD, TNF-R1. y TRADD en la via
mediada por receptores. Por el contrario, mientras que la neumonia por
Pseudomonas aeruginosa induce un aumento similar en la apoptosis del
epitelio intestinal, esto se asocia con un aumento de Bcl-2 y TNF-R1
y una disminucion de Fas. En particular, la prevencion de la apoptosis
epitelial intestinal inducida por sepsis en ratones transgénicos mediante
la sobreexpresion de la proteina antiapoptotica Bel-2, conduce a una
ventaja de supervivencia marcada después de una neumonia por CLP
y Pseudomonas aeruginosa. En particular, la edad parece jugar un
papel significativo en la apoptosis intestinal en la sepsis. Los modelos

murinos de sepsis, han demostrado una mortalidad significativamente
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mayor en ratones envejecidos en comparacion con animales mas
jovenes. La administracion de factor de crecimiento epidérmico (EGF),
es otra estrategia que se ha demostrado beneficiosa para mejorar los
resultados en estudios preclinicos, su administracion sistémica mejora
la supervivencia tanto en CLP como en neumonia, incluso si se inicio
24 horas después del inicio de la sepsis. A diferencia de Bcl-2, que es
puramente una proteina anti-apoptética, EGF tiene multiples efectos
sobre la integridad intestinal ya que normaliza la apoptosis epitelial
intestinal, provoca una normalizacion de la proliferacion de criptas
comunmente disminuidas en la sepsis y mantiene la longitud adecuada
de las vellosidades. El EGF también mejora la permeabilidad intestinal
a través de una disminucion en la claudina 2, mediador de la union

estrecha que forma los poros.

Opciones terapéuticas dirigidas a restaurar el microbioma

De acuerdo a la base y al entendimiento de los trastornos del
microbioma, se despliegan algunas opciones terapéuticas destinadas
a tratar de reconstituir el ambiente comensal intestinal, su espectro
terapéutico va desde el trasplante de un microbioma exdgeno completo
de donantes sanos, continua con la administracion de bacterias sanas
y/o estimulacion de la produccion de bacterias buenas por el huésped,
hasta la decontaminacion selectiva del aparato digestivo. Cada uno de
estos enfoques se ha mostrado prometedor en la sepsis, sin embargo,
tienen limitaciones que les impiden ser el tratamiento estandar de

manejo.
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Trasplante de microbioma fecal

El uso a menudo inadecuado de antibiodticos en el paciente critico es
la causa mas comun de aparicion de patdogenos resistentes y por ende
de alteracion del microbioma. Con esto, la incidencia de Clostridium
difficile ha incrementado su frecuencia en la UCI convirtiéndola en
una infeccidn cada vez mas grave y potencialmente mortal. Las guias
mas recientes sobre infeccion por Clostridium difficile y trasplante de
microbiota fecal (TMF), recomiendan al TMF como el tratamiento
de primera eleccion en adultos o nifios con recurrencias multiples,
independientemente de la gravedad si bien el tratamiento de este
microorganismo se basa en el uso de vancomicina o metronidazol
por via oral, se han descrito crecientes casos recurrentes y fracasos al
tratamiento; para que un TMF tenga éxito, los pacientes no deberian
recibir antibidticos, ya que la terapia antimicrobiana continua altera
el microbioma trasplantado. Esto ha limitado el uso del trasplante de
microbiota fecal en la unidad de cuidados intensivos a unos pocos
informes de casos en pacientes con diarrea intratable. Por lo tanto,
determinar el papel del trasplante de microbiota fecal en pacientes
criticamente enfermos representa una estrategia experimental en la
sepsis que requiere mas estudios rigurosos para determinar su papel

en el tratamiento futuro de esta entidad.

Uso de probidticos
El uso de probiodticos y en menor grado prebiodticos y simbidticos

en la unidad de cuidados intensivos han demostrado ser tutiles de
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manera significativa. Metanalisis recientes de mas de 2000 pacientes
demuestran que hay una reduccion en la tasa de neumonia e infecciones
asociadas al ventilador en pacientes criticamente enfermos con el uso de
probidticos, sin diferencias en la mortalidad; de igual forma, se redujo
la duracion de la estancia hospitalaria o la duracion de la ventilacion
mecanica. Cabe destacar que, estas conclusiones estan limitadas por la
evidencia de baja calidad marcada por una heterogeneidad importante
del disefio del estudio. En 2016, un estudio multicéntrico aleatorizado,
analizo el uso de probidticos, en especial, aquellos que contienen
Bacillus subtilis y Enterococcus faecalis vivos por sonda nasogastrica
en pacientes ventilados. Los pacientes que recibieron terapia con
probidticos tuvieron una reduccion estadisticamente significativa en la
tasa de neumonia asociada al ventilador en comparacion con los que no
la recibieron (49). Pese a estos hallazgos, todavia se requieren ensayos
bien disefiados con evidencia fuerte que avale antes una adopcion mas

amplia de probioticos en la unidad de cuidados intensivos.

Descontaminacion selectiva del tracto digestivo

Por ultimo, un método controvertido para atacar el patobioma es
la descontaminacion selectiva del tracto digestivo, esta estrategia
consiste en la aplicacion topica de antimicrobianos no absorbibles
en la orofaringe e intestino, con el objetivo de prevenir o erradicar
el transporte orofaringeo e intestinal de microorganismos patégenos,
sin afectar negativamente el microbioma restante del paciente. Los

datos que justifican la descontaminacion selectiva del tracto digestivo
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son convincentes de acuerdo con un metanalisis de 29 ensayos que
demuestran una disminucion en la mortalidad, con una razon de
probabilidades de 0,73 (IC del 95%: 0,64 a 0,84) (50). Sin embargo,
aln existen muchas preocupaciones de caracter tedrico sobre el
desarrollo de resistencia a los antimicrobianos con esta estrategia, lo
que ha limitado su uso casi exclusivamente a un pequefio nimero de

paises con bajas tasas de resistencia basal.

Figura 2. Opciones terapéuticas en estudio dirigidas a reconstituir la microbiota intestinal.
(Autoria propia)
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CONCLUSIONES

La interconexion entre el epitelio, el microbioma intestinal y el sistema
inmunologico local, es esencial para mantener una simbiosis adecuada.
La sepsis, es una entidad capaz de alterar el microambiente intestinal,
genera un estado disbidtico caracterizado por hiperpermeabilidad,
apoptosis de células epiteliales e hiperinflamacion, este estado, puede
marcar un claro dominio de bacterias patégenas que puede progresar

a infeccioén y muerte.

El enfoque para un tratamiento util se basa en el restablecimiento de
un microambiente intestinal homeostatico, mediante alternativas que,
pese a que han mostrado cierta utilidad, aun tienen limitaciones que

requieren ser superadas.
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