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Resumen:

Antecedentes: Los receptores tipo Toll (TLRs 1-11)
participan en la respuesta inmune innata hacia patégenos
y estimulan la respuesta inflamatoria. La expresion del
TLR-9 en leucocitos se relaciona con el reconocimiento de
ADN bacteriano, sin embargo su rol en sepsis humana
estda poco estudiado. El objetivo de este trabajo fue
investigar el papel del TLR-9 en la evolucion de la sepsis
en humanos analizando su expresién en leucocitos de
sangre periférica provenientes de pacientes con sepsis.
Métodos: 14 pacientes sépticos y 14 individuos normales
fueron incluidos en este trabajo. La expresion del TLR-9
fue analizada por citometria de flujo a nivel intracelular y
en superficie de leucocitos totales y neutrdfilos
provenientes de sangre periférica. La produccién de
interleuquina-6  se  determind en suero  por
enzimoinmunoensayo. Ademas se evaluaron pardmetros
bioquimicos y se identificé el agente patégeno causante
de la sepsis.

Resultados: Los pacientes sépticos presentaron mayor
cantidad de leucocitos que expresan TLR-9 tanto a nivel
intracelular como en superficie respecto a individuos
normales. La poblacion de neutrdfilos representd la
mayoria de las células TLR-9 positivas. Los marcadores
inflamatorios eritrosedimentacion, proteina C reactiva e
interleuquina-6 se encontraron aumentados en pacientes
con sepsis. Ademas, se detectd leucocitosis, anemia,
hiperglicemia, hiperbilirrubinemia, elevaciéon de urea y
creatinina y alteraciones de la coagulacién. Los

microorganismos aislados fueron bacilos Gram-negativos
con predominio de Pseudomonas aeruginosa.
Conclusiones: El aumento en el nimero de neutréfilos
que expresan el TLR-9 se relaciona con la presencia de
marcadores inflamatorios y sintomas criticos en los
pacientes con sepsis. El bloqueo del TLR-9 podria ser una
opciéon terapéutica para evitar o atenuar el
desencadenamiento y consecuencias de esta patologia.

Abstract:

Background: The Toll like receptors (TLRs 1-11) are involved
in the innate immune response to pathogens and stimulate
the inflammatory response. TLR-9 expression in leukocytes
correlates with responsiveness to bacterial DNA but its role in
human sepsis is still poorly studied. The aim of this work was
to investigate the role of TLR-9 in the development of human
sepsis analyzing its expression on peripheral blood
leukocytes from septic patients.

Methods: 14 septic patients and 14 healthy subjects were
included in this study. Intracellular and surface TLR-9
expression on total leukocytes and neutrophils from
peripheral blood were detected by flow cytometry.
Interleukin-6 production was determined in sera by ELISA.
Further biochemical parameters were assessed and the
causative agent of sepsis was identified.

Results: Septic patients presented greater amounts of
leukocytes expressing intracellular and surface TLR-9
compared with normal individuals. The neutrophil
population represented the most of the positive TLR-9 cells.
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The inflammation markers such as erythrocyte
sedimentation rate, C-reactive protein and interleukin-6
were increased. = Moreover leukocytosis,  anemia,
hyperglycemia, hyperbilirubinemia, elevated urea and
creatinine and coagulation abnormadlities were detected.
Isolated microorganisms were Gram-negative bacilli with
predominance of Pseudomonas aeruginosa.

INTRODUCCION

A fines del siglo pasado, el término de sepsis se
definia como la etapa mas temprana de un proceso
infeccioso en la que puede detectarse evidencia de
perfusion alterada de 6rganos [1]. Actualmente se
considera como un desequilibrio entre las
reacciones proinflamatorias (importantes para
matar los patdégenos invasores, pero al mismo
tiempo responsable de dafno a los tejidos) y las
respuestas anti-inflamatorias (disenadas para limitar
la inflamaciéon excesiva, pero al mismo tiempo
haciendo al huésped mas vulnerable a las
infecciones secundarias) [2]. Desde el punto de vista
clinico un paciente se define como séptico cuando
muestra por lo menos dos de los criterios para
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
(SRIS) que incluyen: hipotermia (temperatura
corporal menor a 36 °C) o hipertermia (temperatura
corporal mayor a 38 °C), taquicardia (mas de 90
latidos por minuto), taquipnea (mds de 20
respiraciones por minuto o presion de diéxido de
carbono menor a 32 mmHg) y leucopenia (menos
de 4000 células por mm3) o leucocitosis (mas de
12000 células por mm3) o mas del 10% de
neutréfilos en cayado ademas de evidencia de
infecciéon sospechada o confirmada
microbiolégicamente [1]. Cuando se agregan
hipotensién, hipoperfusion o disfuncién organica
pasa a denominarse sepsis severa y el término de
shock séptico se emplea ante la falta de respuesta
clinica a pesar de una adecuada resucitacién con
liquidos y medicamentos inotrépicos pudiendo
evolucionar al fallo multiorganico y muerte. En
términos generales podemos decir que el término
de sepsis representa una respuesta inflamatoria
sistémica a la presencia de una infeccion [3, 4, 51.

La inflamacién puede ser inducida por
causas no infecciosas como grandes injurias
(quemaduras, pancreatitis, etc) donde se liberan
componentes de la matriz extracelular que se

Conclusions: The increase in the number of neutrophils
expressing TLR-9 is related to presence of inflammatory
markers and critical symptoms in septic patients. A possible
therapeutic option could be to block TLR-9 to prevent or
mitigate the onset and consequences of this disease.

Palabras clave: Sepsis, Receptor tipo Toll-9.

denominan “alarminas”, o por causas infecciosas
con la liberacién de Patrones Moleculares Asociados
a Patégenos (PAMPs) como Lipopolisacérido (LPS),
peptidoglicano, &cidos teicoicos y lipoteicoicos,
arabinomananos, exotoxinas, glucanos, zimozan,
ARN, ADN, etc. Las alarminas y ligandos endégenos
liberados por el dafo tisular se denominan Patrones
Moleculares Asociados a Dafo (DAMPs) que junto
con los PAMPs son reconocidos por Receptores de
Reconocimientos de Patrones (PRRs), entre ellos, los
Toll Like Receptors (TLRs). La uniéon de PAMPs y/o
DAMPs a los TLRs induce una cascada de
senalizacién que lleva a la activacion de factores de
transcripcion que conducen a la produccién de
mediadores  inflamatorios  como  citocinas,
quimiocinas, moléculas de adhesién, 6xido nitrico y
factores de coagulacién, responsables del dafo
endotelial, coagulaciéon intravascular diseminada,
hipoxia tisular, fallo multiorganico y muerte [6, 7, 8].

Los TLRs son moléculas que se expresan en
membrana o a nivel intracelular y juegan un papel
primordial, tanto en el inicio de la respuesta innata
como en la generacion de la inmunidad adaptativa.
Cada TLR (del 1 al 11 en humanos) muestra un perfil
especifico para el reconocimiento de un
determinado componente molecular de microbio, y
cada célula inmune tiene un patrén de expresiéon de
TLRs diferente [9].

Las células del sistema inmune que
expresan el TLR-9 son las células dendriticas,
linfocitos B, células NK, macréfagos y monocitos.
También estd presente en células estructurales,
incluyendo las células epiteliales alveolares y células
endoteliales [10, 11, 12, 13, 14]. Recientemente se
describio la presencia del TLR-9 en neutrdfilos [15,
16]. El TLR-9 estd localizado intracelularmente
dentro de las vesiculas endociticas, y reconoce
patrones del ADN microbiano (motivos CpG no
metilados), liberado de las bacterias, virus u hongos
durante una infecciéon, como también del ADN de
células propias como resultado de enfermedades
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autoinmunes u otras [17, 18, 19, 20]. Ademds, en un
trabajo realizado en humanos [8] se estudié la
expresion del TLR-9 intracelular y en la superficie de
linfocitos B de pacientes con traumas severos
propensos a sepsis y observaron que después de
una lesion grave traumatica la expresién del TLR-9
se incrementa en la superficie celular a expensas de
una disminucién en la expresion intracelular.

La activacion del TLR-9 resulta en liberacién
de citocinas proinflamatorias (Tumor Necrosis
Factor alfa e interleuquina 6) y quimiocinas, el
aumento de moléculas coestimuladoras y del
complejo mayor de histocompatibilidad en la
superficie de células presentadoras de antigenos
profesionales [21, 22]. Los niveles en sangre de
marcadores inflamatorios como procalcitonina,
interleuquina 6 (IL-6) y proteina C reactiva (PCR)
pueden ser herramientas de diagndéstico adicionales
a los cultivos de sangre u otros materiales
representativos, para mejorar y acelerar el
diagnéstico diferencial entre sepsis y SRIS no
infeccioso [11, 23].

Las infecciones que pueden llevar a un
sindrome de sepsis, abarcan un amplio espectro
microbiano que incluye bacterias Gram-positivas,
Gram-negativas, virus, hongos o parasitos.
Frecuentemente, la sepsis es causada por un
estimulo polimicrobiano y no por una infeccién
monomicrobiana. Por lo tanto, es probable que se
estimulen varios TLRs simultdneamente. El TLR-9
puede ser considerado como un receptor central
para la respuesta inflamatoria en cualquier tipo de
sepsis. Posiblemente la razén de su importancia
radique en su capacidad para unirse al ADN de las
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y por lo
tanto para reaccionar frente a una amplia gama de
agentes infecciosos [24].

Estudios in vivo realizados en ratones [25]
hallaron un rol critico del TLR-9 en la respuesta
inmune excesiva y mortalidad asociadas a la sepsis.
Se demostré que la respuesta inmune perjudicial
para la sepsis bacteriana se produce a través de la
estimulacién del TLR-9, por lo que este receptor
tiene un rol importante en la patogénesis de la
sepsis polimicrobiana.

Estos hallazgos descriptos demuestran que
la activacion del TLR-9 genera una respuesta
inmune descontrolada que se asocia a una serie de
eventos perjudiciales que ocurren en la sepsis. Si

bien esta hipdtesis ha sido investigada en modelos
murinos, aun permanece poco estudiada en
humanos. El objetivo de este trabajo es analizar la
expresion del TLR-9 a nivel intracelular y en
superficie de leucocitos de sangre periférica de
pacientes con sepsis comparando con individuos
normales.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes y controles

El grupo problema consisti6 en 14
pacientes adultos (mayores de 21 afos) de ambos
sexos internados en la Unidad de Terapia Intensiva
del Hospital Regional Pasteur de la ciudad de Villa
Maria con diagnéstico de sepsis severa o shock
séptico con confirmacion microbioldégica o no. Los
pacientes fueron incluidos en el grupo de sepsis si
cumplian con los criterios publicados por Bone y
col. [1] y con menos de 7 dias de diagnosticada la
sepsis. Los 14 individuos adultos normales
(controles) de ambos sexos fueron voluntarios y
cumplian con los criterios de inclusién (sin
patologia de base, sin tratamiento con
medicamentos, sin alteraciones en los parametros
bioquimicos estudiados).

Este protocolo fue aprobado por el
Concejo de Evaluacién Etica de la Investigacién en
Salud, el Comité Institucional de Etica en
Investigacién en Salud del Polo Hospitalario y el
Comité de Capacitacién y Docencia del Hospital
Regional Pasteur de la ciudad de Villa Maria y todos
los familiares de los pacientes dieron su
consentimiento por escrito.

Obtencion de las muestras

A cada sujeto se le tomd una muestra de
sangre periférica por via intravenosa. Se utilizd
sangre anticoagulada con EDTA para determinar la
expresiéon del TLR-9, el recuento de glébulos
blancos (leucocitos), glébulos rojos (hematies),
plaquetas, hematocrito y también para dosar la
hemoglobina. Se trat6 sangre anticoagulada con
citrato para determinar la velocidad de
sedimentacion globular (VSG), el tiempo de
protrombina (TP) y el tiempo de tromboplastina
parcial activada (KPTT). También se obtuvo suero
para dosar PCR, glucosa, bilirrubina, urea, creatinina,
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sodio, potasio e IL-6. A los pacientes sépticos se les
tomaron muestras para cultivos segun solicitud
médica.

Determinacion de la expresion de TLR-9 por
citometria de flujo

Se determind la expresiéon del TLR-9 en
células de sangre periférica. Se realizé doble
marcacion, primero con el anticuerpo primario anti
TLR-9 desarrollado en conejo (dil 1/10, Cell
Signaling Technology) y el segundo paso con el
anticuerpo secundario anti rabbit marcado con
Alexa 488 (dil 1/40, Invitrogen). Las incubaciones
con cada anticuerpo fueron realizadas durante 45
minutos a temperatura ambiente y en oscuridad,
seguidas de lavados con PBS, centrifugacion por 5
minutos a 1250 rpm y eliminacién del
sobrenadante.

Luego, se resuspendieron las células en PBS
para la posterior adquisicion en el citdmetro de
flujo. Para la marcacién intracelular, las muestras
fueron pretratadas con el reactivo para fijar y
permeabilizar las células (IntraStain de Dako) segin
protocolo del fabricante. Para la marcacién en
superficie del TLR-9 se realizé al final de la técnica la
lisis de los glébulos rojos con el agregado de 1ml
cloruro de amonio (NH4Cl 150 mM) por 15 minutos.
Se realizé un control de autofluorescencia para cada
muestra siguiendo todos los pasos descriptos sin
agregar los anticuerpos primario y secundario.
Ademas, se efectud un control de permeabilizacién
celular utilizando un anticuerpo anti
mieloperoxidasa marcado con Ficoeritrina (PE,
Dako). Las muestras fueron analizadas en un
citometro COULTER EPICS XL, de 3 colores (FITC, PE
Y PCy5), se adquirieron 10.000 eventos totales y se
utilizaron los programas System Il y FlowJo para
analizar los datos obtenidos.

El valor absoluto de leucocitos y neutréfilos
TLR-9 positivos fueron calculados a partir del
porcentaje de células TLR-9 positivas en cada
poblacién y sus respectivos valores absolutos. Para
determinar la expresidon del TLR-9 en las distintas
poblaciones de leucocitos se realizaron regiones de
analisis en los graficos dot plot combinando las
caracteristicas aportadas por los parametros forward
scatter y side scatter segun los articulos [26] y [27].

Determinacion de parametros bioquimicos

Para realizar el recuento de leucocitos,
hematies y plaquetas, como asi también para medir
hematocrito y hemoglobina se utilizé el contador
hematolégico CELLDYN 1800 con reactivos Abbott.
La PCR, glucosa, bilirrubina, urea y creatinina se
dosaron en el autoanalizador quimico Hitachi 902
Automatic Analyzer con reactivos Roche. El TP y el
KPTT se realizaron con reactivos Wiener en el
coagulometro COATRON M1. La VSG fue obtenida
por el método de Westergreen. La determinacién
de sodio y potasio fue realizada con el analizador de
electrolitos 9180 Electrolyte Analyzer. El dosaje de
IL-6 se determind por ELISA de captura (BD
Biosciences). Para todas las determinaciones se
utilizaron controles de calidad internos y externos.

Cultivo, tipificacion y antibiograma

Las muestras para cultivo de pacientes
sépticos incluyeron hemocultivos, urocultivos,
minibal y otras muestras representativas del sitio de
infeccion  sospechado. Dichos materiales se
sembraron, jerarquizaron e identificaron seguin los
Procedimientos = Operativos  Estdndares  de
HandBoock 2010 3era edicion que tiene el
Laboratorio de Microbiologia y se efectuaron las
pruebas de sensibilidad antimicrobiana (datos no
mostrados) segun Normas del Clinical Laboratory
Standard International.

Analisis estadistico

Se realizd un andlisis descriptivo,
determinando las variables cuantitativas: media,
mediana, desviacion estandar, empleando el
paquete estadistico Prism GraphPad. Para evaluar
su significacion estadistica se aplicaron el test t de
Student, el test de Welch y el test de Mann Whitney
segin el andlisis de los datos obtenidos.
Consideramos que hay diferencias significativas
entre las medias de ambos grupos (pacientes
sépticos y personas normales) cuando el valor de p
es menor a 0,05.

RESULTADOS

Los marcadores de respuesta inflamatoria estan
aumentados en pacientes con sepsis
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El valor normal de leucocitos en sangre
periférica es de 4.500 a 10.000 células por mm3 [28].
Los pacientes sépticos presentaron un aumento
significativo de leucocitos en sangre periférica con
respecto a las personas normales (Fig. 1 A). Nuestros
resultados indican que la leucocitosis observada es
debida a una neutrofilia bien marcada, ya que se
obtuvieron diferencias significativas solo en la
poblacién de neutréfilos pero no en las demas
poblaciones (Fig. 1 A). Los marcadores de
inflamacion aguda mas utilizados en la practica
clinica son VSG y PCR, los cuales se encontraron
muy aumentados en los pacientes sépticos (Fig. 1 B,
C). Los niveles de IL-6 también estuvieron
incrementados en estos pacientes en comparaciéon
con los controles normales (Fig. 1 D).
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Figura 1: Expresion de marcadores de inflamacién. (N=normales,
S=sépticos) A) Leucocitos por mm’ de sangre periférica (N= 6721+1160, S=
15164+6951), Neutrdfilos por mm’ de sangre periférica (N= 4302+743, S=
12887+6305), Linfocitos por mm’ (N= 2386+645, S= 1945+855) y Monocitos
por mm’® (N= 214+44, S= 222+97) B) Velocidad de Sedimentacién Globular (N=
9+7, S= 109+33); C) Proteina C Reactiva (N= 1,5%0,8, S= 199,6+113,8) y D)
Interleuquina-6 (N= 3,2+1,5, S= 152,0+152,4).

En los pacientes con sepsis se induce una mayor
cantidad de leucocitos que expresan TLR-9
Cuando se analizé el porcentaje de
leucocitos TLR9 positivos de los pacientes sépticos
respecto a individuos normales se observaron
diferencias significativas en cuanto a la marcacién
intracelular, en cambio cuando se analizé su
expresion en la superficie celular, no se detectaron
diferencias significativas (datos no mostrados). De

manera interesante, los valores absolutos de
leucocitos TLR-9 positivos, ya sea a nivel intracelular
(Fig. 2 A) como en superficie (Fig. 2 C) se mostraron
muy incrementados respecto a los controles.

Los neutrdfilos con marcacién positiva para
TLR-9 intracelular (Fig. 2 B) o en superficie (Fig. 2 D)
estuvieron significativamente aumentados con
respecto al grupo control.
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Figura 2: Expresion del TLR-9. (N=normales, S=sépticos) A) Leucocitos
totales TLR-9 positivos (N= 1430+449, S= 4318+2248) o B) neutrdfilos totales
TLR-9 positivos (N= 13044600, S= 4046+2632) para marcacion intracelular. C)
Leucocitos totales TLR-9 positivos (N= 1566+1087, S= 5149+3640) o D)
neutrdfilos totales TLR-9 positivos (N= 1678+1381, S= 4770+3542) para

marcacion en superficie.

Los pacientes sépticos presentan alteraciones en
diferentes parametros bioquimicos

En los pacientes con diagnéstico de sepsis
se observaron valores elevados de glucosa, urea,
creatinina y bilirrubina (Fig. 3 A, B, C, D), mientras
que los niveles de sodio y potasio se mantuvieron
normales (datos no mostrados). Con respecto a los
pardmetros hemostaticos se registraron
alteraciones en el TP (Fig. 3 E) y valores normales de
KPTT y de plaquetas (datos no mostrados). Por otro
lado, un dato importante a destacar fue la marcada
anemia que presentaron los pacientes sépticos
manifestada por los valores disminuidos de




FCQ

@ Secretaria de i
0g # i Ciencia y Tecnologia
Bitacoradigital

Universidad
Facultad de Nacpnal
Ciencias Quimicas de Cérdoba

hemoglobina y hematocrito y también por el
descenso del nimero de hematies (Fig. 3 F, G, H).
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Figura 3: Determinacion de pardmetros bioquimicos. (N=normales,
S=sépticos) A) Glucosa (N= 0,75+0,11, S= 1,23+0,58); B) Urea (N= 0,30+0,09,
S= 1,1340,99); C) Creatinina (N= 9,62+1,88, S= 40,58+46,54); D) Bilirrubina
(N=4,7+2,0, S= 20,6+37,5); E) Tiempo de Protrombina (N= 90+9, S= 75+12); F)
Hemoglobina (N= 13,8+1,3, S= 8,4+1,7); G) Hematocrito (N= 40,8+4,0, S=
27,1%6,0) y H) Hematies por mm’ de sangre periférica (N= 4532857+385116,
S=2988571+603526).

Identificacion de los microorganismos causantes
de sepsis en este estudio

Se procesaron hemocultivos (H), minibal
(Mb), urocultivos (U), materia fecal (MF), liquido de
drenaje de hematoma de neurocirugia (LD), liquido
de punciéon abdominal (LAb), secrecién de herida
quirdrgica (Hgx) y absceso inframesocodlico (Abs).

Las muestras de H y U se obtuvieron en todos los
pacientes. Los microorganismos aislados fueron:
Acinetobacter  baumannii  (1/Mb y  1/LD),
Enterobacter aerogenes (1/H y 1/Hqx), Enterobacter
cloaceae (1/Abs), Escherichia coli (1/U y 1/Mb),
Klebsiella  pneumoniae  (3/H), Pseudomonas
aeruginosa (2/Mb, 2/U, 1/H y 1/LAb), Salmonella
Typhimurium (1/ H y 1/MF) y Serratia marcescens
(1/Hgx) (Fig. 4).

La confirmacién microbioldgica de sepsis
se realizd6 en 12 de 14 pacientes siendo los
microorganismos aislados bacilos Gram-negativos
con predominio de Pseudomonas aeruginosa. Cinco
pacientes presentaron cultivos polimicrobianos.

La sepsis se asocié a infeccién hospitalaria
en 7 pacientes, de los cuales 4 tuvieron neumonia
por respirador, 2 con infeccién de herida quirdrgica
y un paciente con infecciéon urinaria. Los cinco
pacientes restantes se asociaron a urosepsis con

diabetes mellitus como patologia de base,
intoxicacion alimentaria en paciente
inmunocompetente, enfermedad pulmonar

obstructiva crénica severa, paciente epiléptico y
neumonia por broncoaspiracion debido a una
intoxicacion medicamentosa.

DISCUSION

La sepsis es la causa mdas importante de
morbilidad y mortalidad en pacientes en estado
critico que permanecen en unidades de cuidados
intensivos debido en gran parte al desarrollo del
sindrome de disfuncién organica multiple [29]. Los
pacientes sépticos presentan alteraciones en la
temperatura, el ritmo cardiaco y respiratorio,
debilidad generalizada y estado mental alterado.
Con respecto a las demdas manifestaciones
bioquimicas reportadas en la bibliografia para los
procesos sépticos [30], nuestro grupo de pacientes
también presentd leucocitosis, hiperglucemia,
hiperbilirrubinemia, elevacion de urea y creatinina,
disminucion en el tiempo de protrombina vy
pardmetros hematoldgicos alterados que indican
anemia.

La leucocitosis puede ser originada por un
aumento de la poblacién de neutrdéfilos (neutrofilia),
linfocitos (linfocitosis) o monocitos (monocitosis) y
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rara vez el aumento de leucocitos puede deberse a
un incremento de eosindfilos o basofilos. Es
igualmente infrecuente que todas las lineas
celulares estén aumentadas al mismo tiempo. La
distribucién de los diversos tipos de leucocitos
ayuda a orientar un diagnéstico en cuanto al
posible origen de la leucocitosis. Los neutréfilos son
los glébulos blancos que se encuentran en mayor
cantidad y son la causa mas comun de leucocitosis,
situacién que indica generalmente una infeccién de
origen bacteriano como las reveladas en este
trabajo. En los procesos sépticos la cantidad de
neutréfilos 'y por consiguiente de leucocitos
aumenta marcadamente para tratar de combatir la
infeccion [28, 311.

Anteriormente se consideraba que el TLR-9
sélo tenfa expresion intracelular en el
compartimiento endosomal de la célula [32]. Sin
embargo, el TLR-9 también se ha detectado en la
superficie de varias células del sistema inmune en
sangre periférica, entre ellas, las células B [8, 11], los
neutrofilos [15] y los monocitos [10, 22]. Juarez y col
[9], especulan en este sentido que se produce la
internalizacion del TLR-9, desde la superficie celular,
luego de la unién a su ligando (ADN bacteriano o
propio). Proponen que este receptor expresado en
la superficie de la célula es no funcional y sélo el
TLR-9 intracelular clivado es el componente
funcional capaz de estimular la producciéon de
citoquinas, constituyendo este mecanismo un paso
extra de seguridad antes de la induccion de la
cascada inflamatoria. Teniendo en cuenta esta
hipétesis de recirculacion del receptor, decidimos
estudiar la expresiéon del TLR-9 tanto a nivel
intracelular como en la superficie de la célula. De
manera interesante, demostramos que en los
pacientes sépticos se incrementan los leucocitos
TLR-9 positivos, principalmente los neutréfilos, que
expresan el receptor localizado tanto a nivel
intracelular como en la superficie de dichas células.
Ademdas observamos que la poblacion de
neutréfilos constituyé la mayoria de los leucocitos
TLR-9 positivos tanto en los pacientes con sepsis
como en el grupo control. Cabe destacar que no se
observaron diferencias significativas en cuanto a la
intensidad de fluorescencia media por célula entre
los dos grupos de pacientes. Por lo tanto, el
aumento en la expresion del receptor en la sepsis se
debe a la aparicion de nuevas células que lo

expresan como consecuencia de la leucocitosis
caracteristica de estos pacientes, en lugar de un
aumento de la expresiéon de TLR-9 en la célula.

Se ha demostrado que el polimorfismo en
el TLR-9 puede alterar la respuesta inmune innata y
adaptativa en los procesos sépticos desarrollados
en pacientes criticos [18]. Una vez que el TLR-9
reconoce su ligando ya sea ADN bacteriano, viral,
fangico o liberado de células propias del individuo,
se inicia la via de sefalizacion a través de proteinas
adaptadoras como el factor de diferenciacion
mieloide-88 (MyD88) que lleva finalmente a la
activacion del factor de transcripcion nuclear- B (NF-
B) encargado de la produccién de citocinas
proinflamatorias entre las que se encuentra la IL-6
[10,18, 22, 33].

En nuestro grupo de pacientes sépticos los
resultados demostraron altos niveles de IL-6
presentes en suero, sosteniendo que al menos en
parte, la producciéon de esta citocina inflamatoria
podria estar dada por la activaciéon del TLR-9
expresado en la elevada cantidad de leucocitos
presentes en sangre periférica. Esta descripto que la
medicién de la concentracién de esta citoquina en
sangre puede ser Util para la detecciéon temprana y
el prondstico en pacientes con septicemia [34]. En
coincidencia con nuestro hallazgo, un estudio
mostré que los niveles de IL-6, PCR y procalcitonina
eran bajos en el grupo de pacientes con SRIS,
intermedios en el grupo con sepsis y mas altos en
los pacientes con sepsis severa/shock séptico.
Segln estos autores la IL-6 mostré la mas alta
especificidad para el diagnéstico de sepsis y la
procalcitonina mostré la mas alta sensibilidad,
parametro que no fue analizado en nuestro estudio
[35].

Nuestros resultados indican claramente
que en los pacientes estudiados con diagndstico de
sepsis se desarrolla una importante respuesta
inflamatoria que conduce al fallo multiorgénico y
los predispone a la muerte. En este sentido, de los
14 pacientes estudiados, 12 murieron en el hospital
a los pocos dias de haber tomado la muestra y 2
fueron trasladados a otros centros de salud por lo
que se desconoce su desenlace. En concordancia
con la respuesta inflamatoria marcada que
presentaron nuestros pacientes con sepsis se
revelaron valores muy elevados de VSG y PCR en el
presente estudio.
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La expresion del TLR-9 detectada por
citometria de flujo no mostré un patréon uniforme.
Creemos que este fendmeno puede deberse a
varias causas; diferencias propias de cada paciente,
situacion del paciente al momento de la toma de la
muestra, condiciones de transporte de las muestras,
distintos microorganismos causantes de la sepsis,
entre otras.

Pudimos lograr la confirmacion
microbioldgica de sepsis en 12 de los 14 pacientes
estudiados, lo cual coincide con la bibliografia que
describe un 70 % de documentacion microbiolégica
de sepsis en pacientes internados en unidades de
terapia intensiva. Aunque la mayoria de las
bacteriemias nosocomiales se originan en catéteres
venosos centrales, el sitio respiratorio es el principal
foco de sepsis, sequido por el intra abdominal,
infecciones urinarias e infecciones de piel y partes
blandas [36, 37], estando los cocos Gram-positivos
en primer lugar de aislamiento [38]. En este estudio,
sin embargo, los microorganismos aislados fueron
bacilos Gram-negativos con predominio de
Pseudomonas aeruginosa.

De manera interesante se describié en
modelos murinos que la sefnalizacion a través del
TLR-9 durante la sepsis produce disfuncién vascular
[39] y trastornos cardiovasculares causando
insuficiencia cardiaca [29]. Ademas se demostré que
el bloqueo del TLR-9 atenua la disfuncién cardiaca
en ratones sépticos a través de la modulacién del
TLR-9 por CpG-ODN, proponiéndose a este ligando
como un tratamiento eficaz para pacientes con
sepsis o shock séptico [19].

En conclusién, a través de este trabajo,
hemos demostrado que en la sepsis humana se
produce un aumento de la cantidad de células en
sangre periférica que expresan el TLR-9 en un
contexto inflamatorio nocivo para el paciente
impidiendo la resolucion de este proceso.
Proponemos que el TLR-9 seria uno de los actores
claves en este escenario y el principal responsable
de causar los sintomas criticos en los pacientes. En
consecuencia se podria plantear como una opcién
terapéutica bloquear el TLR-9 para minimizar la
respuesta perjudicial que se desencadena cuando
se activa este receptor.
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