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1. Conceptos

Sepsis es |la constel acion de signos, sintomas y cambios fisiopatol 6gi cos asociados a unainfeccion.
Diferentes estimulos no infecciosos (p. §.: pancredtitis, isqguemia-reperfusion tras cirugia vascular,
contusion pulmonar, quemaduras masivas, etc.) pueden originar una respuesta inflamatoriaen el
huésped indistinguible de la originada por una infeccion. Esta respuesta inflamatoria se denomina
en general sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS). S6lo cuando € SRIS se debe
especificamente a unainfeccidn se denomina sepsis. Sepsis grave es aguella sepsis que se
acompafa de la disfuncion de al menos un érgano.

Las manifestaciones clinicas del SRIS que se utilizan como criterios para su diagnostico son la
taguicardia, lataquipnea o la necesidad de ventilacion mecanica, laleucocitosis o laleucopenia, y
lafiebre o la hipotermia. Los cambios fisiopatol 6gicos asociados a SRISy ala sepsis son
comunes, y consisten en una respuesta pro-inflamatoria del huésped. En la actualidad, esimposible
distinguir clinicamente el SRISy la sepsis, excepto en los casos en |os que existe un foco
infeccioso evidente. La activacion por diversos estimulos (p. g .: restos de DNA bacteriano o viral,
detritus celulares, endotoxina, componentes de la pared de bacterias grampositivas, etc.) de una
familia de receptores de membrana denominados Toll-like receptors es el evento molecular comuin
a inicio de larespuesta del huésped ante esos insultos causantes del SRIS. Este reciente
descubrimiento ha permitido explicar €l hecho de que diferentes estimulos conducen ala misma
respuesta pro-inflamatoria en € huésped.

Lasepsis se asocia, pues, con diferentes cambios en lafuncién de los érganos inducidos por un
estimulo infeccioso, en e contexto de un ambiente pro-inflamatorio. Estos cambios incluyen: (i)
activacion de diferentes sistemas de proteasas (coagul acién, fibrinolisis, complemento, elastasa
neutréfila); (i) hipoperfusion tisular; (iii) vasodilatacion sistémica, hipotension sistémica,
vasoconstriccion pulmonar y aumento del gasto cardiaco; (iv) activacion de laglucolisis, lipolisisy
proteolisis; (v) una elevada mortalidad.
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A laluz de estos conceptos, un modelo de sepsis clinicamente relevante ha de reproducir una
situacioén pro-inflamatoriaen el animal y alguno de los cambios enunciados previamente tras un
estimulo infeccioso. Ademéas, remedando la situacion clinica, debe asociarse a una mortalidad
elevada. Larelevanciaclinicadel modelo se basa en que reproduzca alguno de esos cambios, y en
gue se acomparie de una mortalidad semejante ala sepsis grave humana de forma no aguda (es
decir, alolargo de los dias siguientes a estimulo séptico). Ningin modelo animal reproduce todos
los cambios caracteristicos de la sepsis humana (Tablal).

Tabla |. Los modelos animales comparados a la sepsis humana

Caracteristicas

Edad
Insulto

Tratamiento antibidtico
Tiempo del tratamiento

Duracion del insulto
Patocronia

Comorbilidad presente
Autoanticuer pos

Uso de ventilacién mecanica

Limpieza del ambiente
Coprofagia

Tolerancia a anticoagulantes

M odelos preclinicos

Jovenes generalmente
Endotoxinao
microorganismo definido
Variable

Antes 0 poco después del
insulto

Muy corta (aplicacion de
LPS en minutos)

Répida

Casi nunca
Desconocido
Variable
Deficiente
Frecuente

Si

Sepsis grave/shock séptico en
humanos

Adultos o ancianos
Desconocido 0 microorganismos
mdltiples

Siempre

Tiempo variable después del
insulto

Prolongada (foco séptico
persistente, episodios de
bacteriemia)

Lenta

Muy frecuente

Muy frecuente

Cas siempre

Muy limpio

Nunca

No

Los primates, perrosy ratas desarrollan una respuesta hipodindmicatras el estimulo séptico. Estas
especies son resistentes ala endotoxinay requieren dosis 10-100 veces superiores alas que
inducen una respuesta en humanos. El conejo es particularmente sensible ala endotoxina. Los
cerdos también desarrollan una respuesta hipodindmica. Las ovejas son més sensiblesala
endotoxina, y larespuesta pulmonar y cardiovascular es semejante ala de los humanos.

2. Eleccion del modelo: formulacion de la pregunta de investigacion

El modelo ha de elegirse dependiendo del objetivo que se pretenda estudiar. Por gjemplo, si se
pretende estudiar 10s mecanismos de vasodilatacion ha de usarse un modelo que presente
disminucién de laresistencia vascular sistémicatras el estimulo. Si se pretende estudiar la
mortalidad, debe ser un model o crénico que presente una mortalidad significativa durante los dias

siguientes a estimulo.

Laeleccion del model o depende de otros factores como el coste, lafamiliaridad del personal de
investigacion con diferentes especies, la disponibilidad de |as instalaciones para estabular animales
grandes, etc. Los animales pequefios (ratas, ratones, conegjos) son apropiados para estudios de
mortalidad. La obtencion de muestras de sangre esta limitada por €l pequefio volumen sanguineo

de estos animales. Los animales grandes son mas apropiados para obtener muestras de sangre mas
abundantes, y permiten una monitorizacion mas completa (insercion de catéter de arteria pulmonar,
medicién de flujos sanguineos regionales, etc.). El estudio de lainfluencia de la dotacién genética
sobre larespuesta al insulto es posible en animal es pequefios. Por jemplo, €l uso de la cepa de
ratas CH3/HeN, gque es una cepa resistente a la endotoxina (hoy sabemos que debido auna
mutacion en €l Toll-like receptor 4, que transduce los cambios inducidos por la endotoxina), ha
sido de gran utilidad para estudiar 10os mecanismos de accion de la endotoxinay las bacterias
gramnegativas.

Laeleccion del modelo experimental depende de la pregunta de investigacion planteada. La
pregunta plantea la medicion de un efecto (variable dependiente) mediante la ateracion de otro u
otros factores (variables independientes). La pregunta debe formularse en términos de una hipétesis
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gue definala poblacion de estudio, describa detalladamente | as intervenciones, considere la
magnitud del efecto esperado de laintervencidn, y plantee un curso temporal de los eventos (Fig.1-
4):
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Figura 1. Cambios en diferentes variables hemodinamicas en ovejas que han recibido en t=0
unadosisi.v. de E. coli en 30 min., y efectos del tratamiento con L-Arginina. Se observa
hipotension transitoria, aumento marcado seguido de una disminucién de laresistencia
vascular sistémica, sin cambios en €l transporte de oxigeno. El tratamiento con L-Arginina
se asocia con unamayor hipotensién, con disminucion de laresistencia vascular y con un
aumento del transporte de oxigeno (debido a un aumento del gasto cardiaco). Paneles de la
izquierda: animales control. Paneles de la derecha: animales sépticos. Simbolos vacios: no
tratados. Simbolos |lenos: tratados con L-Arginina (Lorente JA, Delgado MA, Tejedor C,
Mon E, Hervas M, Pascual T, Fernandez-Segoviano P, Rieppi G, Soler A, Ayuso D, Esteban
A. Modulation of systemic hemodynamics by exogenous L-arginine in normal and
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bacteremic sheep. Crit Care Med 2000; 27: 2474-2479).
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Figura 2. Cambios en diferentes variables hemodinamicas en ovejas que han recibido en t=0
unadosisi.v. de E. coli en 30 min. y tratamiento con aminoguanidina (AG), un inhibidor
selectivo de laNO sintasainducible. El tratamiento con AG atentiala hipotensiony la
disminucion de laresistencia vascular sistémica asociados ala sepsis. Panelesde la
izquierda: animales control. Paneles de la derecha: animales sépticos. Simbolos vacios: no
tratados. Simbolos Ilenos: tratados con AG (Lorente JA, Tejedor C, Delgado MA,
Fernandez-Segoviano P, JaraN, Tobalina R, Rodriguez-Corcos A, Moscoso A, Esteban A.
Hemodynamic, biochemical and morphological changes induced by aminoguanidine un
normal an septic sheep. Intensive Care Med 2000; 26: 1670-1680).
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Figura 3. En cerdos sépticos (E. coli i.v.) laadministracion de hemoglobina (Hb) disminuye
los flujos regionales por captacion de NO. El tratamiento con glutation (GSH) atenta el
efecto de la Hb sobre | os flujos regionales, quiza mediando reacciones de trans-nitrosilacion
y aumentando la disponibilidad de NO vasoactivo. C: control; S: séptico; H: no séptico
tratado con Hb; SH: séptico tratado con Hb. Barras vacias, antes de la administracion del
GSH. Barrallenas, después de la administracion de GSH. (Tejedor C, Lorente JA, Delgado
MA, Fernandez-Segoviano P, De PaulaM, TobainaR, Alonso M, Moscoso A, Soto F,
Blazquez J, Esteban A. Interaction between hemoglobin and glutathione in the regul ation of
blood flow in normal and septic pigs. Care Med. 2002; 30: 2493-2500).
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Figura 4. En cerdos sépticos (E. Coli i.v.) el desarrollo de hipotension se acompafia de
aumento de la concentracion de nitrosotioles (RSNOs) (compuestos vasoactivos que median
laaccion del NO) en € suero (Panel central). Los cambios en la presion arterial presentan
una correlacion con los cambios en la concentracion de RSNOs (Panel derecho). En
animal es no sépticos no hay cambios en la concentracion de RSNOs ni en la presién arterial
media (MAP) (Panel izquierdo). (Tejedor C, Lorente JA, Delgado MA, Fernandez-
Segoviano P, De PaulaM, Tobaina R, Alonso M, Moscoso A, Soto F, Blazquez J, Esteban
A. Interaction between hemoglobin and glutathione in the regulation of blood flow in
normal and septic pigs. Care Med. 2002;30:2493-500).

El efecto del tiempo es crucial al considerar lavalidez de los diferentes model os. Se requiere un
curso temporal parael desarrollo de larespuesta del huésped a insulto, para que € dafio
secundario a insulto progrese, para que se active larespuestainflamatoria, y paraque la
intervencion terapéutica modul e esos procesos.

2.1. Mecanismos compensadores

L a respuesta hemodinamica caracteristica de la sepsis humana es €l desarrollo de una circulacién
hi perdinamica normo o hipotensa. Esta respuesta se puede reproducir en ovejasy ratas mediante
ligaduray puncién del ciego (LPC), mientras que la administracion de bacterias o endotoxina se

http://remi.uninet.edu/2005/05/REMIC34.htm (5 de 18)15/05/2005 16:39:16



Curso sepsis grave: capitulo 34

asocia generalmente con una situacion hipodinamica. Lainfusién de dosis bajas de endotoxina
acompafiada de resucitacion con fluidos también produce una respuesta hiperdindmica[1, 2].

2.2. Progresion de la disfuncién de los érganos: efecto del tiempo

La sepsis humana se asocia con disfuncion secuencial de érganos que se presenta alo largo del
tiempo tras el insulto séptico. SAlo los model os que permiten una monitorizacion prolongadaalo
largo del tiempo ofrecen la oportunidad de estudiar la disfuncién de los 6rganos asociada a insulto
séptico. Por jemplo, se puede observar disfuncion organica en ratas durante las 96 horas tras LPC
[3], y cambios en |a permeabilidad capilar pulmonar en ovejas alo largo de 72 horas tras L PC.

Asimismo, €l deterioro de lareactividad vascular y la disminucion y posterior normalizacién de la
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, cambios caracteristicos de la sepsis humanay
reproducidos en model os animales, requieren un tiempo para desarrollarse.

Modelos en los que la mortalidad precoz sea muy elevada o €l tiempo de observacion sea reducido
no ofrecen la oportunidad para €l desarrollo de disfuncién de érganos, y seran inadecuados para
ciertos estudios en |os que se pretenda estudiar efectos de intervenciones sobre la aparicién
secuencial defallo organico tras el estimulo séptico.

2.3. Activacion de la respuesta inflamatoria

Larespuestainflamatoria se caracteriza por una liberacion transitoria de TNF-a, seguida por la
liberacion de IL-1-3 elL-6. Asimismo, el dafio intestinal asociado ala sepsis, caracterizado por
hipoperfusion e hipoxia de la mucosaintestinal, facilitala translocacion de bacteriasy toxinas, |0
cua puede amplificar y perpetuar larespuesta inflamatoria durante periodos de tiempo prolongados
tras el estimulo séptico.

2.4. Intervenciones terapéuticas

Los modelos de LPC son aptos para la evaluacién de terapias en |os cambios fisiopatol 6gicos
inducidos por lasepsis. Los model os agudos de endotoxinemia estén limitados en general a
periodos cortos de observacion, y permiten evaluar € efecto de intervenciones terapéuticas sobre
cambios precoces tras el estimulo séptico.

3. Modelos de endotoxinemia

El conocimiento en los afios 50 de que la endotoxinatiene un papel central en lafisiopatol ogia de
lasepsisllevd a desarrollo de model os animales en los que se intentaba reproducir algunos
cambios caracteristicos de la sepsis mediante la administracion de endotoxina. La elevada dosis de
endotoxina que se requiere para producir estos cambios resta relevancia clinica alos modelos
experimentales. La administracién es en bolos por viaintravenosa (i.v.) o intraperitoneal (i.p.). Con
el objeto de facilitar que €l huésped disponga de tiempo suficiente para desarrollar una respuesta
patofisiol6gicaal insulto, se puede administrar mediante infusion continua através de la
implantacion de una bomba de infusién osmética. Este modelo ofrece la ventaja adicional de que se
puede estudiar a animal consciente durante varios dias.

Larespuesta a la endotoxina depende de la especie, y en algunos aspectos difiere marcadamente de
la que caracteriza ala sepsis humana. En perros, la administracion de unadosis letal conduce a
hipotensién desde el primer minuto, vasoconstriccion venosa hepéticay disminucion del retorno
venoso. Lapresion arterial se normaliza durante la primera hora. Posteriormente, € gasto cardiaco
y lapresion arteria disminuyeny el animal fallece en el contexto de una situacion hipodindmica
[4].

Por € contrario, la administracion de endotoxina a primates subhumanos se asocia con una
disminucién del gasto cardiaco sin hipotension, y —a diferencia de lo que se observa en pacientes-
un aumento de la diferencia arterio-venosa de oxigeno. La hipotension es un evento preterminal.
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El modelo de endotoxinemia no es propiamente hablando un modelo de sepsis, pues € estimulo
gue conduce a los cambi os fisiopatol 6gicos no esinfeccioso. La endotoxinemia es, pues, sensu
stricto, un modelo de inflamacién sistémica, mas que un modelo de sepsis. Sin embargo, se acepta
como model o para estudiar la fisiopatologia de la sepsis, ya que la endotoxina es una molécula
central en lafisiopatologia de la sepsis. En el 44% de |os enfermos criticos se encuentran niveles
elevados de endotoxina[5], algunos de los cua es presentan infeccidn por bacterias grampositivas.
En estos casos, € origen de la endotoxina probablemente sea las bacterias gramnegativas de laluz
intestinal. Los niveles de endotoxina se relacionan con e desarrollo de disfuncién multiorganicay
con lamortalidad [6].

3.1. Modelos de endotoxinemia en roedores

L os model os de endotoxinemia en roedores presentan limitaciones adicionales. Las dosis
necesarias para producir shock son 10-100 veces superiores alas necesarias en humanos. A
diferencia de la hiperglicemiay el aumento persistente de la gluconeogénesis encontrada en
humanos, |os roedores tratados con endotoxina presentan una hiperglicemia transitoria que
répidamente evoluciona hacia una situacién de hipoglicemia. La hipotension inducida por la
endotoxina no se debe a vasodilatacion, como en humanos, sino que sucede en € contexto de un
aumento marcado de laresistenciasistémica[7].

Efecto de la dosis

Laadministracion de dosis elevadas de endotoxina a conejos (5 mg/kg) produce una situacién
hipodindmica, mientras que la administracién de dosis menores (1-3 mecg/kg) induce una respuesta
hi perdindmica semejante a la observada en humanos [8, 9]. En ratas se han encontrado diferencias
semegjantes [10, 11].

Lamortalidad alas 48 horas puede ser facilmente manipulable mediante ladosis, desde 10% con 5
mg/kg en bolusi.p. hasta 80% con 20 mg/kg en bolusi.p.

Efecto de la duraciéon de la administracion

Laadministracién aratas de 5 mg/kg en bolusi.p. se asocia con una mortalidad a las 48 horas del
10%, mientras que lamismadosisi.p. administrada en 24 horas se asocia con una mortalidad del
0%. Lamismadosisi.v. de 5 mg/kg se asocia con una mortalidad del 0% o del 90%, segln se
administre alo largo de 24 horas o de 4 horas [12, 13].

También se ha descrito un modelo de sepsisinducido por la administracion i.v. continua de
endotoxina, con € objeto de remedar la situacion clinica de endotoxinemia continua. La
administracion i.v. de endotoxina aladosis de 3 mg/dia produce hipercatabolismo e hipotension, y
es apropiado para el estudio de cambios metabdlicosy cardiovasculares [14].

Via de administracion

Laadministracion i.v. de endotoxina en ratas produce una elevacion marcaday transitoriade la
concentracién de endotoxina en e suero, mientras que la administracion por viai.p. produce una
elevacidn mas progresiva durante las 3 horas siguientes a estimulo [15].

Modelos de sensibilizacion

La sensibilidad a la endotoxina aumenta mediante |la administracion previa de ciertos agentes como
la D-Galactosamina. Dosis de 100 mcg/kg produce en ratas sensibilizadas una mortalidad
semejante (alrededor del 90% a las 48 horas) que dosis de 15 mg/kg en ratas no sensibilizadas. Los
nivelesde TNF alas 2 horas (50 ng/ml) son semejantes en ratas sensibilizadas y no sensibilizadas,
mientras que |os niveles de endotoxina son mil veces inferiores (70 ng/ml versus 70.000 ng/ml)
[16, 17]. Este fendbmeno se debe ala sensibilizacion de los hepatocitos al efecto de citoquinas
inducidas por la endotoxina, particularmente e TNF-a. La administracion de anticuerpos anti-TNF
disminuye lamortalidad de ratas sensibilizadas que reciben 100 mecg/kg de endotoxinai.p. al 0%
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[18].

Lasensihilizacion a los efectos de |a endotoxina se puede conseguir también mediante la
administracion previa de plomo, muramil-dipéptido o mediante la induccién de unainfeccion por
bacterias gramnegativas.

3.2. Endotoxinemia en ovejas

A diferencia de otras especies (primates, perros, roedores) la oveja es notablemente sensible ala
endotoxina, y presenta cambios cardiovascularesy pulmonares semejantes alos encontrados en
pacientes con sepsis [19].

El pulmon de la oveja es, junto con el del caballo, el més semejante anatémicamente a humano. El
hecho de que &l ganglio linfatico mediastinico caudal recoge, préacticamente sin contaminacion
sistémica, sdlo linfa pulmonar permite, mediante la medicién del flujo linfatico, estimar en la
ecuacion de Starling-Pappenheimer cudl es € flujo transvascular de fluido. Por eso, e modelo de
fistula linfética pulmonar crénica se ha establecido como el modelo ideal parael estudio del flujo
transvascular pulmonar en condiciones de bacteriemia o endotoxinemia. Numerosos estudios han
demostrado que la administracion de pequefias dosis de endotoxina (1 mcg/kg) o de bacterias
produce un aumento del flujo transvascular pulmonar [20]. Ese modelo ha permitido identificar dos
fases en los cambios circul atorios pulmonares tras la administracion de endotoxina. Lafase inicial
se caracteriza por hipertension pulmonar debida a un aumento de la presion hidrostética capilar y
elevacion del tromboxano A2, con formacion de edema pobre en proteinas [21]. En una segunda
fase el edema pulmonar se debe a un aumento de la permeabilidad y la presion en la arteria
pulmonar disminuye.

3.3. Endotoxinemia en humanos

A diferenciade lasratas, 10s congjos y los humanos son muy sensibles a pequefias dosis de
endotoxina. La administracion de 4 ng/kg iv induce un cuadro gripal en 90 min., fiebrey
taquicardia, que alcanzan un maximo alas 2-3 horas, y un aumento de la concentracidn sérica de
ACTH y adrenalina. Se puede detectar un aumento del TNF desde el minuto 90, que alcanza un
maximo alas 3 horas, y esindetectable alas 4 horas. Los nivelesde IL-6 e |L-8 alcanzan un pico a
las 3 horas post-endotoxina, mientras que los niveles de IL-1-3 e IFN-y no cambian. La respuesta
hemodinamica consiste en hipotension, aumento del gasto cardiaco y disminucion de laresistencia
vascular, cambios que son maximos alas 3 horas post-endotoxina [22-25]. Entre los cambios
cardiovasculares que pueden ser rel evantes para la respuesta humana ala sepsis se encuentra una
disminucién de la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo.

L a endotoxinemia se asocia con un pico de actividad t-PA alas 2 horas post-endotoxina, que
desaparece haciala hora 3, seguida de un aumento de la actividad PAI, que alcanza un maximo a
las 4-5 horas y desaparece haciala hora 24 post-endotoxina. El aumento del PAI coincide con la
aparicion de signos de activacion de la coagulacion. El perfil coagulopético consiste, pues, en una
activacion transitoria de lafibrinolisis seguida de una fuerte inhibicion de lafibrinolisis durante las
horas en que la coagulacion se encuentra maximamente activada. Todos estos cambios favorecen la
formacion de depdsitos de fibrina en la microcirculacion.

L os cambios hemodinamicos y bioquimicos se normalizan alas 9 horas tras el estimulo séptico.

4. Modelos de infeccion bacteriana

4.1. Infeccion bacteriana en roedores

Laadministracion de bacterias por diversas vias en roedores puede reproducir varios cambios
caracteristicos de la sepsis humana. Sin embargo, su relevancia clinica esta limitada por el hecho

de que estos insultos consisten en la administracion de dosis muy elevadas de bacterias, en modelos
en los que e huésped esincapaz de localizar lainfeccién, adiferencia de lo que suele ocurrir en la
situacion clinica.
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Laadministracion de E. coli vivos en dosis de 1010 UFC a cobayas induce una respuesta hipo o
hiperdinamica, segin que la administacion seai.v. o subcutanea. [26, 27, 28].

Lainyeccion de bacterias vivas por viaora oi.p. induce un estado de sepsis en lasratas.
Dependiendo del germen, deladosisy de la suspension en la que se vehiculizan los gérmenes, la
mortalidad puede ser nula[7], o del 100% en 48 horas[29, 30].

4.2. Modelo de bacteriemia en ovejas y cerdos

Tanto las ovejas como |os cerdos se caracterizan por presentar disfuncion pulmonar tras la
administracion i.v. de bacterias. Este cambio, que no se observa en perrosy roedores, se debe
probablemente a la presencia de macréfagos intravasculares pulmonares [31].

En e model o porcino no se ha podido inducir una respuesta hiperdinamica a pesar de una
resucitacion con fluidos agresiva[32]. En oveas, lainfusidn de P. aeruginosa o endotoxinaalo
largo de 30-60 min. se asocia con una respuesta hiperdindmica tras una corta respuesta
hipodindmica. La administracidn de dosis més el evadas de bacterias origina Unicamente una
respuesta hipodindmica.

4.3. Modelo de bacteriemia en primates

El modelo de sepsis en primates ofrece la ventaja de que, debido ala proximidad filogenética de
estas especies con el hombre, larespuesta cardiovascular y respiratoria es semejante a la presentada
por los humanos. Ademas, existe reactividad cruzada con numerosas mol éculas humanas, lo cual
facilitala determinacion de su concentracion. [33, 34].

Laadministracion intravenosa de E. coli en primates anestesiados, traqueostomizadosy
monitorizados hemodinami camente produce una bacteriemia que es aclarada de la circulacion en
15 minutos tras lainterrupcion de lainfusion [35]. Los microorganismos persisten en lostejidos a
las 8 horas de lainfusion i.v., pero no alas 72 horas post-infusion.

Lainfusioni.v. de E. coli en dosis de 2x1010 UFC durante 8 horas en animales anestesiados y
resucitados con Ringer lactato (RL) 5 ml/kg/h. a principio del experimento, y RL 18-35 ml/kg/hr
hacia el final del experimento, se asocia con una respuesta hiperdinamica caracterizada por
taquicardia, hipotension y aumento del gasto cardiaco. Otros cambios encontrados fueron
leucopenia, trombopenia, acidosis e hipoxemia. También se observa liberacién de proteasas
(elastasa, catepsing, colagenasa), activacion del complejo terminal del complemento y activacion
de C3, y signos bioquimicos de coagulacion intravascular diseminada. El modelo se acompafia de
necrosis tubular aguda, hepatocitolisisy colestasis. El higado, pulmon, adrenales e intestino
delgado presentan en & examen histol 6gico edema, hemorragiay signos de coagulacién
intravascular.

Si ladosis administrada de E coli es menor y durante un periodo de tiempo de infusion mas corto
(5x108 UFC/Kkg durante 2 horas), se observa, en comparacion con €l modelo utilizando una dosis
mayor, una menor hipotensién y un menor aumento del gasto cardiaco. Los cambios bioquimicosy
morfoldgicos, y en lafuncién de los 6rganos son menos marcados.

Con €l objeto de estudiar €l efecto sobre la mortalidad de intervenciones farmacol dgicas, se ha
disefiado un modelo subcrénico consistente en la administracion de E coli (2x10° UFC/kgi.v.)
durante 2 horas, retornando el animal a su jaula, donde continua intubado, recibiendo fluidosy
soporte ventilatorio si se requiere, durante un periodo de observacion de 72 horas. La mortalidad de
este modelo es elevada, en torno a 80-90%.

Con €l objeto de simular la situacion clinicaen lague € paciente puede sufrir repetidos episodios
de bacteriemia, se ha disefiado un modelo subcrénico en €l que el animal recibe 3 dosis de E. coli
(1x108 UFC/Kg. €l primero, seguido de dos administraciones de 5x107 UFC/kg) cada 24 horas.
Este modelo se asocia con una mortalidad del 50-60%, menor y mastardiaalaasociadaaladosis
Unica mayor.
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En resumen, el modelo agudo de bacteriemia en primates es adecuado para el estudio de cambios
hemodinamicos asociados a shock séptico. El model o subcronico es pertinente para el estudio de
terapias que tengan un impacto sobre la mortalidad, asi como para el analisis de cambios
bioquimicos y morfol 6gicos, que requieren un mayor periodo de tiempo para su desarrollo.

5. Modelos de peritonitis

5.1. Peritonitis inducida mediante implantacién de bacterias vivas o material
fecal

Otro model o experimental de sepsis consiste en la administracion i.p. de bacterias vivas 0 material
fecal. Lainoculacion fecal de ratas produce una respuesta hipermetabdlicay esletal durante los
siguientes 5 dias [36]. La administracién i.p. de bacterias vivas en cultivo puro o con un adyuvante
produce bacteriemia. Sin embargo, de la misma forma que la endotoxinemia, en este modelo €
huésped no tiene oportunidad de localizar lainfeccién y desarrollar una respuesta completa
compensatoria.

Se puede inducir peritonitis mediante laimplantacion de capsulas de gelatina que contienen sulfato
de bario y heces. El sulfato de bario es un irritante que aumenta la respuesta inducida por las
bacterias. Este modelo se asocia con una elevada mortalidad a las 72 horas [37].

La peritonitis en perros inducida mediante laimplantacion de un codgulo infectado se realiza
mediante la colocacion en € peritoneo de un codgul o de fibrina que contiene bacterias
gramnegativas. El animal puede ser mantenido despierto durante dias, sometido a tratamiento
antibidtico y aresucitacion con fluidos. La respuesta cardiovascular consiste en hipotensién,
disminucién del gasto cardiaco y resistencia vascular sistémica normal, que evoluciona hacia una
situacion de aumento del gasto cardiaco, normotension y disminucion de laresistenciavascular. La
fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo disminuye tras laimplantacion del coagulo,
alcanzando un minimo al dia 2-3, paraluego nomalizarse hacia el dia7.

El modelo permite €l estudio de larespuesta de lafuncion cardiovascular a diferentes dosis del
estimulo séptico y adiferentes intervenciones terapéuticas [38-40].

5.2. Modelo de ligadura y puncién del ciego

Laligadura del ciego produce una peritonitis debido a necrosis del ciego. Sin embargo, estudios
posteriores [41, 42] demostraron que las ratas forman en torno a area necrética un absceso
tabicado que toleran considerablemente bien, sin mostrar mortalidad en periodos de seguimiento de
hasta un mes.

Lapuncién del ciego antes de retornar €l intestino ala cavidad permite el paso de floraintestinal al
peritoneo de una forma continua, dando lugar a una peritonitis por un mecanismo similar al que
presentan |os enfermos con perforacion intestinal. EI modelo es, pues, de gran relevanciaclinica, y
presenta una mortalidad facil de manipular variando € tamafio de las perforaciones intestinales.

Estos animales presentan bacteriemiay, debido ala naturaleza del insulto, tienen tiempo de
desarrollar unarespuesta. Se observa una respuesta hiperdindmica durante las primeras 12 horas
traslaLPC, que evoluciona a un estado hipodinamico haciala hora 16-24, presentando
hiperlactatemia, hipoglucemia, y una mortalidad del 95% alas 72 horas.

El modelo es de gran utilidad para estudiar cambios metabélicos y hemodinamicos de la sepsis, asi
como para analizar cambios en lamortalidad inducidos por diversos tratamientos.

6. Modelos que reciben tratamiento

Para optimizar los model os de sepsis es fundamenta considerar si el animal es tratado de forma
similar aun paciente, incluyendo la reposicion de volumen, la antibioterapiay el tratamiento
quirdrgico.
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Lareposicién de volumen es esencia para mantener la circulacién y el funcionamiento de los
organos. En los model os de endotoxemia, |a fluidoterapia modificala supervivenciay las
caracteristicas hemodindmicas, y en los modelos con perforacion influye de manera significativa en
la respuesta inmunol 6gica [43-45]. En lamayoria de los estudios de L PC en ratas se administraun
bolo Unico o bolos repetidos de salino fisioldgico 30-60 mi/kg. por via subcutanea [46-50]. Para
remedar de forma mas precisala situacién clinica, en algunos model os se administra unainfusion
continuatras el bolo inicial [51-54].

En los animales grandes se puede administrar una dosis de fluidos fija[55-57] o gjustar la dosis de
maneraindividual [58-61].

Laausencia de fluidoterapia en los model os de sepsis causa interacciones serias entre lasepsisy €
shock hipovolémico subsiguiente. Lafisiopatologiay lafuncién inmune varian significativamente
si se administra o no fluidoterapia[62]. A pesar de ello, algunos autores evitan la administracion de
fluidos para controlar mejor las condiciones experimental es, aunque esto ponga en peligro la
validez de los resultados [63].

La administracién de antibidticos se puede hacer con dos objetivos. comprobar |a eficacia de los
mismos en el desarrollo de la sepsis [64-66] y hacer el modelo més clinicamente relevante [67-71].

El disefio experimental en un modelo tratado con fluidos y antibiéticos sirve de guia para el disefio
de ensayos clinicos posteriores y asi conseguir resultados mas validos que cuando se emplean
nuevas estrategias en animales no tratados.

Laintervencién quirurgica es una parte fundamental del tratamiento de la sepsis. Por eso, algunos
model os consisten en un estimulo séptico acompafiado de un tratamiento quirdrgico, que consiste
en laexcision quirdrgica del foco infeccioso y €l lavado peritoneal tras LPC [72-75)].

7. Aportacion de los modelos preclinicos de sepsis al conocimiento de la
sepsis humana

L os modelos pre-clinicos de sepsis han contribuido definitivamente al conocimiento de numerosos
aspectos de la sepsis humana. No se pueden revisar agui de forma exhaustiva todos los
conocimientos sobre la sepsis que estan originados en el estudio de modelos animales, sino sdlo
aquellos que son més relevantes, particularmente algunos de |os que han conducido a disefio de
ensayos clinicos.

7.1. Tratamientos anti-inflamatorios

Como es sabido, en casi todos |os ensayos clinicos sobre terapias anti-inflamatorias en humanos
(inhibidores de la ciclo-oxigenasa, antagonistas de lalL-1, anticuerpos anti-TNF, antagonistas de la
histamina, etc.) se encuentra en pequefio pero no significativo efecto beneficioso asociado ala
intervencion. Solo analizando todos |os estudios de forma conjunta se encuentra que las diferentes
intervenciones meta-analizadas se asocian con un efecto estadisticamente significativo sobre la
mortalidad [76-79]. El disefio de estos ensayos clinicos estuvo basado en estudios pre-clinicos en
los que se demostraba el papel central de estas moléculas en larespuesta del huésped alainfeccidn,
y en el hallazgo de que intervenciones que atenlan esta respuesta inflamatoria se asocian con una
mejor supervivencia.

Nosotros hemos revisado todos | os estudios realizados en model os experimentales de sepsis que
andizaron los efectos de terapias anti-TNF. Este andlisis ha resultado de gran interés, pues permite
identificar en esos estudios pre-clinicos areas de eficacia que fueron posteriormente encontradas en
los ensayos clinicos. Tal es el caso de lamayor eficaciadel tratamiento anti-TNF en infecciones
bacterianas gramnegativas en comparacion con infecciones grampositivas [80, 81].

Otro hallazgo de interés [80] fue que, si bien |os estudios pre-clinicos que estudian los efectos de
anticuerpos anti-TNF demuestran eficacia, aguellos en los que se utilizan animal es manipulados
genéticamente (como animales deficientes en el gen del TNF, deficientes en el receptor soluble del
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TNF, o deficientes en €l receptor del TNF) no encontraron efecto protector (lamortalidad en el
grupo deficiente no erainferior ala del grupo normal). Este hallazgo recuerda el resultado de que
en los ensayos clinicos en que se utilizaron dosis el evadas de receptores solubles del TNF la
mortalidad empeord respecto al grupo control [76].

Asimismo, hemos encontrado que el tratamiento anti-TNF esta en relacion con lamortaidad del
grupo control: si lamortalidad esinferior a 50%, el tratamiento produce dafio; si lamortalidad es
superior al 50%, el tratamiento produce beneficio [80]. Este hallazgo también ha sido encontrado
en ensayos clinicos humanos. Hay por |o menos tres tratamientos probados en ensayos clinicos en
humanos cuyo efecto sobre la mortalidad esta en relacion con el efecto del tratamiento: el
tratamiento con el antagonista del receptor delalL-1, con proteina C activaday con anticuerpos
monoclonales anti-TNF [81-84].

7.2. Tratamientos anticoagulantes

Estudios en animales y en humanos demostraron que la sepsis se acomparia de un estado sistémico
procoagulante, sentando las bases parala hipétesis de que lainhibicién de la coagulacion en la
sepsis humana puede asociarse con unamejor supervivencia[85-91].

El efecto de la terapia anticoagulante en la sepsis grave ha sido estudiada en ensayos clinicos que
han investigado € efecto de la administracién de |os tres anticoagul antes enddgenos fisiol 6gicos (la
antitrombina l1l, la proteina C activada[PCA] y €l inhibidor de laviadel factor tisular [TFPI]) [84,
89]. Como es conocido, solo el tratamiento con PCA demostré eficacia, con un NNT de 16 para
salvar unavida en la poblacion de estudio, y un NNT de aproximadamente 6 para salvar unavida
en aquellos pacientes de mayor gravedad de acuerdo con € nimero de érganos en disfuncién o la
puntuacion APACHE Il (que son aquellos paralos que existe aprobacion en Norteaméricay en
Europa).

7.3. Tratamientos hemodinamicos

El estudio de los mecanismos de hipotensidn en la sepsis experimenta ha permitido identificar €l
papel central de lainduccién de la dxido nitrico (NO) sintasainducible (iINOS) en la hipotension
inducida por laendotoxina o por la sepsis. Mientras que € NO liberado en condiciones fisioldgicas
por laNO sintasa constitutiva (cNOS) resulta necesario para mantener una homeostasis normal en
el huésped, el aumento de laexpresion de iNOS en la sepsis conduce, entre otros cambios, a una
vasodilatacién excesivay a dafio en lafuncion celular mediante la formacion de peroxinitrito, a
reaccionar € NO con €l radical superdxido [92-99].

Un ensayo clinico en fase |1 sobre |os efectos de la L-N-monometil-arginina (LNMMA) en
pacientes con shock séptico demostrd que estaintervencidn se asociaba con una mayor proporcion
de enfermos en los que el shock se resuelve alas 72 horas. En base a estos resultados
esperanzadores, se disefio un ensayo clinico en fase |11 para analizar los efectos de esta
intervencion sobre la mortalidad [100]. Probablemente debido a cambios en € protocolo, que
permitian aumentar la administracién de LNMMA adosis mayores y de formamas rgpida, se
encontré que el tratamiento se asociaba de hecho a una mayor mortalidad.

Posteriormente se encontrd en estudios preclinicos que lainhibicién selectivade laiNOS,
respetando la accién de la cNOS, mediante |a determinados agentes que presentan una mayor
afinidad por [aiNOS que por lacNOS, se asocia a una mejor supervivienciaen lasepsis. Seriade
gran interés probar esta hipétesis en pacientes con sepsis[94, 95].

7.4. Tratamiento ventilatorio

L os model os de dafio pulmonar agudo han permitido describir hace afios €l concepto de que el
pulmon sufre un dafio inflamatorio cuando es sometido a un estrés ciclico inducido por € uso de
volUmenes corrientes elevados [101, 102]. Estudios posteriores encontraron que bajo estas
condiciones ventilatorias se induce una situacién de inflamacion sistémica. Estos conocimientos
pre-clinicos sentaron las bases para el disefio de un ensayo clinico que comparara el uso de dos
volUmenes corrientes en pacientes con sindrome de distrés respiratorio agudo o dafio pulmonar
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agudo. Este estudio encontrd una mayor supervivencia en los enfermos ventilados con volimenes
corrientes bajos [103]. Interesantemente, ambos grupos no se diferenciaron en €l deterioro de la
oxigenacion, sino en la duracién del fracaso de 6rganos no pulmonaresy en la duracién del shock.

Estos conocimientos han conducido a la elaboracion de recomendaciones sobre pautas ventilatorias
en pacientes con sepsis que potencialmente minimicen el desarrollo de disfuncion multiorganicay
mejoren la supervivencia.

8. Conclusion

El avance en € conocimiento de la sepsisy de terapias eficacias ha sido posible sdlo gracias a
desarrollo de modelos pre-clinicos de sepsis [104, 105]. Ningin modelo reproduce en todos sus
aspectos a la sepsis humana. Sin embargo, cada model o experimental permite estudiar al menos los
aspectos de la sepsis humana que & animal reproduce.

Aun cuando todo los model os presentan limitaciones importantes, es sorprendente la contribucion
gue han hecho a conocimiento de aspectos fisiopatol 6gicos y terapéuticos de la sepsis humana.
Revisiones sistematicas de estudios en animales han permitido alcanzar conclusiones que se
asemejan alos resultados de ensayos clinicos.

L as recomendaciones para €l tratamiento de la sepsis grave estan basadas en ensayos clinicos que
fueron disefiados en base a un gran cuerpo de conocimiento procedente de estudios pre-clinicos.

El estudio de la sepsis en model o pre-clinicos contindia siendo extraordinariamente necesario para
avanzar en €l conocimiento de la biologia de la sepsishumanay en € disefio de estrategias
terapéuticas eficaces.
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