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1. RESUMEN

La sepsis es un sindrome en el cual hay una respuesta desregulada del hospedero ante un
agente infeccioso. La progresion de la enfermedad se debe principalmente a la gran
heterogeneidad del proceso fisiopatolégico, la cual conduce al dafio en mdltiples érganos,
contribuyendo al desarrollo del choque séptico y a un peor pronostico del paciente. Es
alarmante el aumento de la mortalidad a nivel mundial debido a sepsis y choque séptico, por lo
gque se ha observado un interés creciente, tanto en la busqueda de nuevos biomarcadores que
permitan un diagnostico oportuno, asi como en el entendimiento de los procesos bioquimicos,

celulares e inmunoldgicos que puedan dar lugar a mejores opciones terapéuticas.

A pesar de que los agentes etiol6gicos de sepsis varian de acuerdo con la regién geogréaficay a
lo largo del tiempo, las bacterias Gram-negativas prevalecen como la principal causa de sepsis.
En la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, se encuentran los lipopolisacaridos
(LPS), cuya continua presencia en plasma contribuye a una respuesta inmune exacerbada.
Dentro de los mecanismos que amortiguan los efectos sistémicos de los LPS y favorecen su
eliminacion, se encuentran la proteina aumentadora de la permeabilidad y bactericida (BPI, por
sus siglas en inglés), la proteina de unién a LPS (LBP, por sus siglas en inglés) y la isoforma de
la proteina de transferencia de ésteres de colesterol (CETPI, por sus siglas en inglés). Esta
tltima, originalmente identificada en nuestro laboratorio, es una proteina sintetizada
exclusivamente en el intestino, con una alta capacidad de unién a LPS in vitro. Mientras que en
animales experimentales, estudiando la interaccion de CETPI con los LPS, se encontré su

capacidad de disminuir la respuesta pro-inflamatoria.

En el presente trabajo se determind la concentracion de CETPI en plasma de pacientes
clasificados segun su gravedad en infeccién, sepsis o choque séptico, debido a bacterias Gram-
negativas. Ademas, se estudi6 la relacion entre la concentracion de CETPI con los niveles de
LPS y de citocinas pro- y anti-inflamatorias. En los pacientes incluidos en este estudio, la
bacteria aislada con mayor frecuencia en sangre fue Escherichia coli y el abdomen fue el
principal sitio de infeccidn. La concentracién en plasma de CETPI fue mayor en todos los
pacientes con datos de infeccion, sepsis y choque séptico en comparaciéon con los niveles
presentes en los sujetos sanos, encontrandose una correlacion con la severidad de la
enfermedad determinada por la escala de evaluacion de falla organica (SOFA, por sus siglas en
inglés). Los pacientes con choque séptico tuvieron una mayor concentracion de IL-6 e IL-8, y

una menor concentracién de IFNy respecto a los pacientes con infeccion. Ademas, en estos



pacientes criticos, los niveles de CETPI correlacionaron negativamente con las citocinas IL-1p,
IL-8, e IL-10. El andlisis de los niveles de LPS y CETPI mostré una correlacién directa entre
dichas variables en los pacientes con infeccion y sepsis. Finalmente, la identificaciébn por
inmunotransferencia de una banda adicional a la correspondiente para CETPI, junto a la
actividad proteolitica aumentada en el plasma de los pacientes, sugiere la presencia de
péptidos derivados del dominio carboxilo terminal de CETPI en plasma. De esta forma, estos
resultados muestran la existencia de una correlacion directa y novedosa entre el grado de
gravedad de una infeccion que puede llegar a sepsis y choque séptico, con la presencia, no
sélo de la proteina CETPI, sino también con péptidos derivados de ella. En su conjunto, los
resultados presentan a CETPI y péptidos derivados como nuevas moléculas con potencial
funcion amortiguadora de los efectos sistémicos deletéreos de los LPS en pacientes en

condicion de sepsis 0 choque séptico.



2. ABSTRACT

Sepsis is a syndrome caused by a dysregulated host response to an infectious agent. The
heterogeneity of the syndrome contributes to disease progression and a worse outcome. The
increase of sepsis and septic shock-related deaths in critically ill patients around the world is
alarming, which led to increased interest in searching for new diagnostic biomarkers and
therapeutic options based on a better understanding of the biochemical, cellular, and

immunological alterations in sepsis.

Although the main etiological agents in sepsis change according to the geographic region and
over time, Gram-negative bacteria prevail as the leading cause of sepsis. The continuous
presence of lipopolysaccharides (LPS), components of the outer membrane of Gram-negative
bacteria, contributes to an exacerbated host immune response. The LPS-binding proteins:
Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI), LPS-binding protein (LBP), and the isoform of
the cholesteryl ester transfer protein (CETPI) are components of the systemic mechanisms that
decrease the effects of LPS. CETPI, originally identified in our laboratory, is a protein
synthesized exclusively in the intestine and is present in human plasma. In vitro assays show
that CETPI and peptides derived from its C-terminal sequence have the ability to bind LPS. Also,
in experimental animals, the study of the interaction of CETPI with LPS shows its ability to

decrease the pro-inflammatory response.

In this work, we determined the CETPI plasma concentration in patients with Gram-negative
bacteremia classified according to disease severity as infection, sepsis or septic shock. Also, we
studied the correlation between the CETPI plasma concentration with the plasma levels of LPS
and a set of pro- and anti-inflammatory cytokines. In all patients, the most prevalent bacteria
isolated from the bloodstream was Escherichia coli and the main site of infection was the
abdomen. The CETPI plasma concentration was found to be higher in patients with infection,
sepsis and septic shock, and positive blood culture for Gram-negative bacteria than in control
subjects, showing a correlation with the disease severity evaluated by the Sequential [Sepsis-
Related] Organ Failure Assessment (SOFA) values. In patients with septic shock higher levels of
IL-6 and IL-8, and lower levels of IFN-y were observed with respect to patients with infection.
Furthermore, in these critically ill patients, we found a negative correlation between CETPI with
IL-1B, IL-8, and IL-10. Whereas, in patients with infection and sepsis, higher CETPI levels
correlated with a high plasma LPS concentration. Finally, the identification of an additional band
recognized by the CETPI antibody employing Western blot, and the higher proteolytic activity in



the plasma of the patients, suggest the presence of peptides derived from the C-terminal domain
of CETPI.

Therefore, these results show the existence of a correlation between the degree of severity of an
infection that can lead to sepsis and septic shock, with the presence not only of the CETPI
protein but also with peptides derived from it. Taken as a whole, the results present CETPI and
derived peptides as molecules with a potential protective function against the deleterious

systemic effects of LPS in patients with sepsis or septic shock.



3. INTRODUCCION

3.1 Sepsis y choque séptico

Sepsis es un sindrome definido por una respuesta desregulada del huésped a la infeccion que
conduce a disfuncién organica asociada a una elevada mortalidad (Singer et al., 2016). Los
pacientes con sepsis presentan alteraciones fisiologicas, patolégicas y bioquimicas, en las
cuales, factores como el sexo, la raza, edad, presencia de comorbilidades y el ambiente
contribuyen a la respuesta sistémica que compromete la funcion de diversos érganos (Singer et
al., 2016; Rudd et al., 2020).

El estado de sepsis en el cual las anormalidades circulatorias, celulares y metabdlicas estan lo
suficientemente marcadas para incrementar la mortalidad sustancialmente, se conoce como
choque séptico (Font et al., 2020; Singer et al., 2016). Clinicamente, el choque séptico se define
como sepsis con hipotension persistente que requiere vasopresores para mantener la presion
arterial media >65 mmHg, con la presencia de una concentracion de lactato sérico >2 mM a
pesar de una adecuada administracion de liquidos intravenosos (Singer et al., 2016; Guo et al.,
2018).

Para evaluar la disfuncién organica se emplea la escala SOFA, en la cual se considera una
puntuacién basal de cero y una puntuacién de SOFA >2 refleja dafio organico y un riesgo de
mortalidad global de 10 % en la poblacién general. En esta escala se consideran variables
correspondientes a la funcion del sistema respiratorio, sistema nervioso central, renal,
cardiovascular, hepético y coagulacion (Tabla 1). Aunque la escala SOFA es una herramienta
uatil para la estratificacion de los pacientes, su evaluacion requiere determinaciones clinicas no
disponibles para pacientes fuera de la unidad de terapia intensiva. Por lo que en aquellos
pacientes con sospecha de infeccion, se emplea una evaluacién rapida denominada
“quickSOFA”, que incluye alteraciones en el estado mental, presion arterial sistélica <100
mmHg y una frecuencia respiratoria 222/min. La identificacién de al menos dos de estos
criterios clinicos en el paciente indica un mal prondstico relacionado con sepsis (Singer et al.,
2016).



Tabla 1. Escala SOFA. FIO2, fraccién de oxigeno inspirado: PAM, presion arterial media; PaO2, presion
parcial de oxigeno (Adaptada de: Singer et al., 2016).

Puntuacion
Sistema 0 1 2 3 4
Respiratorio <200 (26.7) con <100 (13.3) con
PaO2/ FIO2, mmHg 2400 (53.3) <400 (53.3) <300 (40) soporte soporte
(kPa) respiratorio respiratorio
Coagulacion
Plaguetas, x 109/ =150 <150 <100 <50 <20
Higado
Bilirrubina, mg/dL <1.2 (20) 1.2-19(20- | 2.0-59(33- | 6.0-11.9 (102- >12.0 (204)
32) 101) 204)
(umol/L)
Dopamina <5 | Dopamina 5.1-15 | Dopamina>15 o
. PAM 270 PAM <70 0 dubotamina | o epinefrina <0.1 epinefrina >0.1
Cardiovascular . . . Lo
mmHg mmHg (cualquier 0 norepinefrina o norepinefrina
dosis) <0.1 >0.1
Sistema nervioso
central 15 13-14 10-12 6-9 <6
Puntaje en la escala
de coma Glasgow
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170) 299)
(umol/L)
Flujo urinario, mL/d <500 <200

3.1.1 Incidenciay mortalidad de la sepsis

En 2017, se registraron aproximadamente 48.9 millones de casos de sepsis alrededor del
mundo, de los cuales, 33.1 millones ocurrieron en personas que presentaban una infecciéon
subyacente que ocasioné la pérdida de la salud, mientras que 15.8 millones ocurrieron en
personas sin lesiones subyacentes o con enfermedades no transmisibles. En este mismo afio,
se reportaron 11 millones de muertes asociadas a sepsis, representando el 19.7 % de todas las
muertes globales. La incidencia y mortalidad de la sepsis difieren significativamente en las
distintas regiones del mundo, existiendo una correlacion inversa con el indice sociodemografico;
en México se estima una incidencia de 340 a 440 por 100 000 habitantes y una mortalidad del
14 al 16 % (Rudd et al., 2020). En este sentido, un estudio en el que se incluyeron 68 servicios
de urgencias médicas de México reportd una prevalencia de 12.9 % y una mortalidad global de
16.9 %, siendo mayor para los pacientes con choque séptico (65.9 %) respecto a los pacientes
con sepsis (9.4 %) (Gorordo-Delsol et al., 2020).

Entre las causas del incremento en la incidencia de sepsis se encuentran el aumento de adultos

mayores en la poblacion, quienes presentan comorbilidades crénicas y alteraciones
inmunitarias como resultado de inmunosenescencia (Hotchkiss & Opal, 2020), asi como el
aumento de la resistencia bacteriana a antibidticos. Aunado a esto, se ha sugerido que muchos

de los casos de sepsis se deben a infecciones nosocomiales. Pacientes admitidos al hospital
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por una condicién no-infecciosa pueden estar expuestos a un agente infeccioso presente en
dispositivos invasivos tales como catéteres venosos centrales o urinarios, o a través de malas

practicas de lavado de manos (Rudd et al., 2020).

Uno de los principales factores que contribuyen a la alta mortalidad observada en los pacientes
es el nimero de disfunciones organicas. Asimismo, muchos pacientes tienen al menos una
comorbilidad y la muerte es frecuentemente atribuida a esta condicion mas que al proceso de
sepsis. Las comorbilidades de mayor prevalencia son las enfermedades crénicas o
inmunosupresoras. Por lo que los pacientes con cancer, cuyo sistema inmune esta

comprometido, son una poblacion frecuentemente afectada (Carrillo et al., 2015).

Ademas, dado que aun queda mucho por comprender sobre la fisiopatologia de la sepsis y a
que las manifestaciones clinicas de este sindrome son heterogéneas, muchos casos son
reconocidos tardiamente, de manera que los pacientes son tratados inapropiadamente antes de
ingresar a la unidad de cuidados intensivos (UCI). De esta manera, se ha reportado que
aquellos pacientes que reciben antibidticos oportunamente tienen una disminucion en la
mortalidad del 10 al 15 % (Vincent et al., 2002).

3.1.2 Etiologia

A pesar de que el 80 % de los casos de sepsis son originados principalmente por
complicaciones de infecciones adquiridas en la comunidad, este sindrome presenta una alta
incidencia dentro de los hospitales (Sakr et al., 2018; Hollenberg & Singer, 2021). Un estudio
global que incluy6 195 paises muestra que desde 1990 a 2017 la causa subyacente mas comun
de sepsis fueron las enfermedades diarreicas. En particular, dicho estudio reporté que en el
2017 la causa mas comun de sepsis asociada a una lesion fue el traumatismo vial, mientras
que los desordenes relacionados con la maternidad fueron la causa de enfermedad no
transmisible mas comun asociada a sepsis (Rudd et al., 2020). En otro estudio, en el que se
recopilaron datos de 10069 pacientes de ocho regiones geograficas incluyendo el continente
americano, se reportd que el origen mas comun de sepsis fue el tracto respiratorio (67.4 %),
seguido por el tracto digestivo (21.8 %) (Sakr et al., 2018). Por lo que, de forma global los sitios
de infeccibn mas comunes asociados a sepsis son: pulmones (64 %), cavidad abdominal (20
%), torrente sanguineo (15 %) y tractos renales y genitourinario (14 %) (Hollenberg & Singer,
2021).

De acuerdo con los registros internacionales de sepsis, las bacterias Gram-negativas (41.4 %) y

Gram-positivas (32.4 %) son los principales agentes causales, seguidas por infecciones por



hongos (8.7 %) y virales (1.3 %) (Bhan et al., 2016; Font et al., 2020). Las principales especies
bacterianas causantes de sepsis son para Gram-negativas: Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa; y para Gram-positivas: la especie Staphylococcus aureus (Hollenberg & Singer,
2021). Sin embargo, se debe considerar que los patrones microbioldgicos varian alrededor del
mundo (Sakr et al., 2018).

3.2 Fisiopatologia de la sepsis

El organismo es capaz de defenderse ante agentes patdgenos a través del sistema inmune, asi
como de reparar el tejido dafiado que resulta de la infeccion o trauma (Tabas & Glass, 2013).
De manera fisioldgica, ante una infeccién el hospedero activa una respuesta inflamatoria que es
protectora, localizada y bien controlada. Procesos como la activacion de células del sistema
inmunoldégico, del complemento, del endotelio y de la coagulacion contribuyen conjuntamente a
la eliminacion del agente patdégeno y, posteriormente, los mecanismos antiinflamatorios
resuelven el proceso inflamatorio, reparan los tejidos dafiados y restauran la homeostasis
(Figura 1).

El primer paso en el inicio de la respuesta del hospedero al patégeno es la activacién de células
del sistema inmune innato, constituido principalmente por macrofagos, monocitos, neutréfilos y
células NK. Esto ocurre por la interaccién de receptores de reconocimiento de patrones con
patrones moleculares asociados a patégenos y con patrones moleculares asociados a dafio
(Medzhitov, 2008). Est4 union resulta en la activacion de vias de transduccion de sefales
intracelulares que causan la transcripcion de los genes que codifican para citocinas
proinflamatorias. Estas promueven la activacion y proliferacion de leucocitos, la activacion del
sistema del complemento, la produccion de moléculas de adhesién endoteliales, del factor
tisular y de quimiocinas, asi como la induccion de proteinas de fase aguda (Figura 1) (Gyawali
et al., 2019). El sistema inmune adaptativo también es activado mediante la presentacion de
antigeno por las células presentadoras de antigeno (APCs, por sus siglas en inglés) a los
linfocitos T y B. Lo anterior resulta en la produccion de anticuerpos y en la generacion de

memoria inmunoldgica para subsecuentes infecciones con el mismo patdgeno.

En los pacientes con sepsis, la continua presencia de los agentes patégenos esta asociada con
una fuerte activacion del sistema inmune, asi como de alteraciones mitocondriales, de la
homeostasis del calcio y del metabolismo de la glucosa y de proteinas (Delano & Ward, 2016).
Por muchos afios se considerd que la respuesta inflamatoria desproporcionada a una infeccion
constituia la patogénesis central a la sepsis, sin embargo, ahora se conoce que la respuesta del

hospedero se modifica en otras vias mas complejas que incluyen la inflamacién sostenida, la
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supresion inmune y alteraciones en los mecanismos fisiol6gicos necesarios para restaurar la
homeostasis (Figura 1) (Van Der Poll et al., 2017).
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Figura 1. Respuesta del hospedero a la infeccidon y durante la sepsis. El sistema inmune innato
monta una respuesta balanceada y protectora contra el patégeno (izquierda arriba: inmunidad
protectora). Esto resulta en la eliminacién del patégeno seguido por un regreso a la homeostasis
(izquierda abajo: mecanismos de reparacién locales). Sin embargo, en algunos procesos infecciosos,
persiste el patdgeno a pesar de la activacion de la respuesta inmune dando lugar a una respuesta
desregulada y dafiina para el huésped. La respuesta del hospedero durante la sepsis se caracteriza por
inflamacion excesiva (derecha arriba) e inmunosupresién (derecha abajo). DAMPs: patrones moleculares
asociados a dafio; PMN: leucocitos polimorfonucleares; MDSC: células supresoras de origen mieloide;
Treg; células T reguladoras; PD1: proteina de muerte programada 1.

3.2.1 Inflamacién sostenida
3.2.1.1 Inicio de la inflamacion en respuesta a los LPS

En las infecciones bacterianas, componentes de la pared celular, como los LPS en las bacterias
Gram-negativas y acidos teicoicos en bacterias Gram-positivas, son los principales activadores
de la respuesta inmune del hospedero (Golucci et al., 2018). Los LPS fueron descritos a finales

del siglo XIX por Richard Pfeiffer como sustancias téxicas estables al calor, denominandose
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endotoxinas por su presencia en el interior de Vibrio cholerae y para diferenciarlas de las
exotoxinas ya conocidas (Beutler & Rietschel, 2003). Los LPS son el principal componente de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas; sus células blanco primarias son las
células fagociticas del sistema inmune, incluyendo macréfagos tisulares, monocitos periféricos,
neutréfilos y células dendriticas (Mazgaeen & Gurung, 2020). De esta manera, la respuesta
desregulada del hospedero a la infeccion inicia a nivel del sistema inmune innato y esta
directamente asociada al reconocimiento de componentes de la pared celular bacteriana como

lo son los LPS.

Los agentes patdgenos Gram-negativos presentes en el sitio de infeccion son la principal fuente
de endotoxina en pacientes con sepsis 0 choque séptico. Otra causa de endotoxemia consiste
en la translocacion de bacterias Gram-negativas o solo de LPS a través de la barrera mucosa
intestinal a ganglios linfaticos y érganos distantes (Adamik et al., 2015). La estructura de los
LPS es heterogénea, pero de manera general consiste en tres elementos: (1) el lipido A, que es
una region hidrofébica embebida en la membrana externa, (2) el ndcleo compuesto de
oligosacaridos y (3) el antigeno O que consiste en subunidades repetitivas de diversos
azucares (Wang & Quinn, 2010) (Figura 2). El lipido A es responsable de los efectos téxicos de
los LPS y corresponde a la region méas conservada en los LPS de la familia Enterobacteriaceae.
En E. coli, el lipido A consiste en un disacarido de N-acetilglucosamina, fosforilado en las
posiciones 1y 4’, con cuatro residuos acilo en las posiciones 2, 3y 2°, 3'. A su vez, el carbono 3
de los grupos acilo presentes en los carbonos 2’ y 3’ estan sustituidos por acido laurico o
miristico, respectivamente, lo que da lugar a un lipido A hexacilado (Holst & Molinaro, 2010;
Wang & Quinn, 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de los LPS. Representacion esquematica de la estructura de la membrana externa
de las bacterias Gram-negativas, en donde se encuentran los LPS, cuyos componentes son: el antigeno
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O, un nucleo y el lipido A. El nimero de cadenas acilo secundarias en el lipido A determina la actividad
endotdxica de los LPS. Imagen modificada de Mazgaeen & Gurung, 2020.

Los LPS presentes en las bacterias Gram-negativas, ademas de ser elementos estructurales,
proporcionan integridad funcional a la bacteria (Adamik et al., 2015). Sin embargo, durante la
proliferacion o lisis bacteriana son expuestos al contacto con células del sistema inmune. En el
reconocimiento de los LPS por las células del sistema inmune participan la proteina LBP, asi
como las moléculas: “Cluster” de diferenciacion 14 (CD14), antigeno 96 de linfocitos (MD-2, por
sus siglas en inglés) y el receptor tipo Toll 4 (TLR4, por sus siglas en inglés). Los agregados de
LPS son disociados por LBP y transferidos a CD14 para la activacion del sistema inmune, o
bien a lipoproteinas para su posterior detoxificacién. La transferencia de los monémeros de LPS
de CD14 a la molécula accesoria MD-2 ocasiona la dimerizacion de dos complejos TLR4-MD-2
(Meng J et al., 2010), lo que activa a la proteina adaptadora que contiene un dominio TIR
(TIRAP) y a la molécula adaptadora relacionada con TRIF (TRAM). Posteriormente, TIRAP
media la formacion de un complejo de sefializacion denominado middosoma entre la proteina
MyD88 con proteinas cinasas de la familia de cinasas asociadas al receptor de IL-1 (IRAK)
(Balka & Nardo, 2019), en tanto que TRAM promueve la sefializacion a través del dominio TIR
que contiene a la proteina adaptadora que induce interferén (TRIF) (Rosadini & Kagan, 2017).
Por una parte, el middosoma conduce a la translocacién nuclear de los factores de transcripcion
NF-kB y AP-1. Lo que resulta en la activacién de genes proinflamatorios y respuestas celulares
gue incluyen autofagia, fagocitosis y produccién de especies reactivas de oxigeno (Pérez-
Hernandez et al., 2021). Mientras que por la via TRAM-TRIF, la internalizacion en endosomas
del complejo TLR4/MD-2/LPS, mediada por CD14, produce Interferones tipo | dependientes del
factor de transcripciéon IRF3 (Tan & Kagan, 2014) (Figura 3). De esta forma, TLR4 es un
mediador central de la respuesta inmune innata y adaptativa a los LPS, lo que le confiere un
papel protector al controlar las infecciones bacterianas (Tan & Kagan, 2014; Kim, 2020). Sin
embargo, durante un proceso infeccioso persistente, la activaciébn exacerbada de TLR4

promueve una respuesta inflamatoria desregulada (Rosadini & Kagan, 2017).
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Figura 3. Diagrama esquematico de la via de sefializacién de LPS/TLR4 y sus efectos. La cascada
de eventos celulares mediada a través de la sefializacion del LPS por TLR4 inicia con la interaccion de
LPS con LBP y CD14, facilitando la transferencia de LPS mondmerico al complejo TLR4-MD-2 en la
membrana plasmatica y la dimerizacion de TLR4-MD-2-LPS. Los adaptadores TIRAP y TRAM producen
la formacion del middosoma o la sefializacion a través de TRIF, resultando en la produccion de citocinas
pro-inflamatorias e interferones (IFNSs) tipo |, respectivamente. Se ha descrito un mecanismo alternativo
mediado por la caspasa 11, en el que vesiculas de la membrana externa (OMV) producidas por las
bacterias Gram-negativas, son endocitadas, llevando LPS al citosol de la célula, lo que produce IL-1pB, IL-
8 y piroptosis. Imagen modificada de Pérez-Hernandez et al., 2021.

3.2.1.2 El papel de los LPS en la fisiopatologia de la sepsis
3.2.1.2.1 Activacién del complemento

Los procesos caracteristicos de la respuesta inflamatoria ante la presencia de LPS en sepsis
incluyen la activacion del sistema del complemento, el sistema de coagulacion y del endotelio
vascular, cuyas funciones estan interconectadas (Figura 4). Los patégenos que invaden los
tejidos y se diseminan por el torrente sanguineo se encuentran con el sistema del
complemento, que es parte humoral del sistema inmune innato y que consiste en
aproximadamente 30 proteinas séricas. El LPS activa el sistema del complemento a través de la
via alterna y la via de las lectinas (Ward, 2004), generando reacciones de proteasas de serina
en cascada que escinden proteinas del complemento para la formacion de complejo de ataque
a la membrana que crea un poro en la membrana externa de las bacterias Gram-negativas. A

través de este poro, los metabolitos y las proteinas pequefias pueden difundir libremente,
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resultando en la lisis de la bacteria (de Bont et al.,, 2018). La activacion del complemento
también resulta en la opsonizacion de bacterias Gram-negativas y en la liberacion de las
proteinas C3a y Cb5a, conocidas como anafilotoxinas, que tienen efectos pro-inflamatorios que
incluyen el reclutamiento y activacién de leucocitos, células endoteliales (ECs, por sus siglas en
inglés) y plaquetas (Krukonis & Thomson, 2020). Si la activacion del complemento no es
controlada, éste contribuye a la progresion de la sepsis a través de alteraciones en la actividad
de los neutréfilos (Mollnes & Huber-Lang, 2020), e incluso activando una respuesta trombo-

inflamatoria que conduce a dafio organico (Mannes et al., 2021).

3.2.1.2.2 Activacion de las células endoteliales y coagulacién

La activacion del endotelio contribuye a la eliminacién de algin agente patdgeno, al aumentar la
producciéon de moléculas de adhesién que favorecen la migracion de las células inmunes y
plaquetas al sitio de infeccion. Las uniones tipo Gap entre las ECs se separan, permitiendo el
ingreso de leucocitos y plasma (el cual contiene factores del complemento y nutrientes) a través
de la pared de los vasos sanguineos y hacia los tejidos infectados (Arina & Singer, 2020). En
sepsis, la inflamaciéon desregulada aumenta este proceso generando incompetencia de la
barrera endotelial y perfusién microvascular reducida (Lelubre & Vincent, 2018). Las ECs
responden ante los LPS, puesto que expresan TLR4, causando la produccién de citocinas
proinflamatorias y quimiocinas que amplifican la respuesta inmune al reclutar un mayor niamero
de células (Figura 4). Esta respuesta inflamatoria ante los LPS también se ve potenciada por el
hecho de que en circunstancias especiales las ECs actian como APCs expresando las

moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | y Il (Delano & Ward, 2016).

Después del dafio a los vasos, los mecanismos homeostaticos incluyen la agregacién de
plaquetas al tejido dafado, creando un tapon plaquetario. Este tapon es subsecuentemente
reforzado por la cascada de coagulacibn en un proceso conocido como homeostasis
secundaria, el cual implica la formacion de una red de fibrina. El coagulo de plaguetas-fibrina
forma el trombo que sella los vasos sanguineos para prevenir la pérdida de sangre e
infecciones oportunistas. De manera similar al sistema del complemento, la cascada de
coagulacion consiste en multiples proteasas de serina, las cuales inician la formacién de fibras
de fibrina (Mannes et al., 2021). La cascada de coagulacion puede iniciar por dos vias distintas
que conducen a la conversion de protrombina en trombina. La via extrinseca es activada por la
exposicion del factor tisular, una proteina que es normalmente expresada en las células que no

estan en contacto directo con el flujo sanguineo. Por otro lado, en la via intrinseca el iniciador
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es el factor FXII, una proteina que se activa al unirse a moléculas cargadas negativamente

como los LPS presentes en las membranas bacterianas (de Bont et al., 2018).

Durante el proceso de sepsis existe una fuerte activacion del sistema de coagulacion,
resultando en coagulacion intravascular diseminada, lo que se asocia clinicamente con
trombosis microvascular y hemorragia; esta ultima debido al consumo de factores de
coagulacion y plaquetas (Figura 4). La etiologia de la desregulacion de la coagulacion en
sepsis es multifactorial. El factor tisular, liberado de ECs dafiadas, monocitos y células
polimorfonucleares, es el principal activador de la coagulacion en sepsis. Ademas, el proceso
de trombosis durante la sepsis es aumentado por la actividad comprometida de las principales

vias anticoagulantes (Van Der Poll et al., 2017; de Bont et al., 2018).
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Figura 4. Resumen de la respuesta sistémica ante la presencia de LPS. Los LPS tienen efectos en
distintos tipos celulares, iniciando con la activacion de la respuesta inmune a través de la migracion y
maduracion de las células dendriticas, la activaciéon de macrofagos, la autofagia y el sistema del
complemento. En el higado, los LPS estimulan la produccién de proteinas de fase aguda y de
mediadores inflamatorios. La produccion de especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno contribuye al
estrés celular. Ademas, los LPS promueven la coagulacion y el dafio endotelial.

3.2.2 Inmunosupresion asociada a sepsis

Evidencias recientes han demostrado que tanto la respuesta pro-inflamatoria como la anti-
inflamatoria ocurren temprana y simultaneamente en sepsis. Sin embargo, en general hay un

predominio de la fase hiperinflamatoria inicial, la cual depende de numerosos factores
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incluyendo las comorbilidades preexistentes, el estado nutricional, la carga de microorganismos
y los factores de virulencia (Hotchkiss et al., 2013). Por otro lado, el estado de inmunosupresién
puede persistir por meses o alin por mas tiempo desde el inicio de la sepsis (Gao et al., 2022).
Los numerosos mecanismos de inmunosupresion incluyen a la respuesta inmune innata y a la
adaptativa, siendo caracteristico de la sepsis el aumento en la apoptosis de los linfocitos T y B,
asi como de las células dendriticas (Figura 1). La apoptosis de las células inmunes se lleva a
cabo en érganos linfoides y en tejidos linfoides asociados a mucosas, lo cual es relevante a
nivel intestinal pues un menor nimero de células inmunes en la lamina propia facilita la

translocacion de bacterias a la circulacion (Hotchkiss et al., 2013).

Ademés de la disminucién de células inmunes, la captura de los cuerpos apoptéticos por
monocitos, macréfagos y células dendriticas resulta en tolerancia inmune al inducir anergia y
una respuesta Th2 con un aumento en la liberacién de IL-10 (Hotchkiss et al., 2013); lo que
produce una incapacidad de los macréfagos en eliminar a los organismos patdgenos restantes.
Mientras que alteraciones en la funcibn de APCs, tales como una disminucion en la
concentracion del antigeno leucocitario humano isotipo DR (HLA-DR), defectos en la
produccion de citocinas y el desarrollo de tolerancia a endotoxina, reducen su capacidad para

estimular a los linfocitos T (Delano & Ward, 2016).

Aungue el sistema inmune innato predomina en el estadio temprano de sepsis, las Treg actian
como un vinculo entre el sistema inmune innato y adaptativo. Estas células, contribuyen a la
inmunopardalisis (estado de inmunosupresion prolongado inducido por sepsis), eventualmente al
sindrome de disfuncién organica mdultiple y, en Ultima instancia, a la muerte del paciente.
Posteriormente, la duracién prolongada del estado séptico, que se caracteriza por una carga
alta de antigeno y niveles aumentados de citocinas pro- y anti-inflamatorias, conduce al

agotamiento de las células T (Figura 1) (Gao et al., 2022).

A pesar del debate sobre si la respuesta inflamatoria desregulada o la inmunosupresion son la
causa de la muerte en pacientes con sepsis, es claro que en un proceso séptico prolongado hay
inmunosupresion sistémica. Esta inmunosupresion dificulta la erradicacién de infecciones
primarias y, a su vez, aumenta la susceptibilidad a adquirir infecciones secundarias letales
(Delano & Ward, 2016). Aproximadamente del 60 al 70 % de las muertes por sepsis ocurren en
un estado tardio y estan asociadas a complicaciones adquiridas en la UCI (Hotchkiss & Opal,
2020). Ademas, se demostr6 que los que los pacientes que sobreviven a la sepsis sufren
infecciones subsecuentes después de que el episodio séptico inicial se ha resuelto. Ello ha

aumentado el nimero de readmisiones a la UCI debido a complicaciones por infeccion, lo que
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es un reflejo de la supresién inmune, que si no es tratada disminuye la calidad de vida del
paciente (Delano & Ward, 2016).

3.2.3 Disfuncién orgénica inducida por sepsis

La comprensién completa de los mecanismos precisos que subyacen al dafio celular y la falla
organica en la sepsis aun es limitada. Sin embargo, el desarrollo de disfuncion organica es el
evento clinico directamente relacionado con la mortalidad y morbilidad del paciente (Pool et al.,
2018). La alteracién en el flujo sanguineo microvascular y en la entrega de oxigeno son
complicaciones serias y comunes en los pacientes con sepsis. La alteracion en el flujo
sanguineo capilar se observa durante la sepsis debido a la presencia de hipotension sistémica y
obstruccién microvascular ocasionada por la adhesiéon de los leucocitos al endotelio y por la
activacion localizada de la cascada de coagulaciéon. Los leucocitos activados, particularmente
los neutrofilos, pueden mediar el dafio endotelial causando fuga capilar y activaciéon de vias de
coagulacion. Las fugas capilares pueden dar lugar a la acumulacion de edema tisular
contribuyendo a la disfuncion orgénica debido a la alteracion de las funciones celulares (Guo et
al., 2018).

El 6xido nitrico contribuye a la disfuncién microcirculatoria y durante un proceso de sepsis se ha
reconocido un incremento global en su producciéon (Figura 4) (Pool et al., 2018). La activacion
descontrolada del complemento también contribuye al dafio de distintos 6rganos vitales a través
de la activacion de cascadas intravasculares, que como se menciond previamente culmina en la
formacion de microtrombos. Estos, en conjunto con los cambios hemodindmicos, resultan en
hipoperfusién y en una glucélisis anaerobia aumentada con la acumulacion de acido lactico
(Gyawali et al., 2019). Ademas, las especies reactivas de oxigeno producidas por la respuesta
inflamatoria producen disfuncion mitocondrial y una disminucién en los niveles de ATP,

causando dafio a nivel celular (Figura 5) (Pool et al., 2018).

Los procesos previamente descritos tienen importantes efectos sistémicos. A nivel pulmonar,
hay una alteracion de la barrera endotelio-alveolar con la acumulacién de fluido rico en
proteinas en el espacio intersticial pulmonar y en los alveolos. Esto puede alterar la relacion
ventilacién-perfusién, generar hipoxia y reducir la distensibilidad pulmonar, dando lugar al
sindrome de dificultad respiratoria aguda en casos extremos (Figura 5) (Gyawali et al., 2019).
Por su parte, en los riflones, la combinacién de la perfusién renal reducida, necrosis tubular
aguda, mas defectos sutiles en la microvasculatura y en los tlubulos, producen distintos grados
de dafio renal agudo (Pool et al., 2018; Gyawali et al., 2019).
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El higado, es un 6rgano que participa activamente en la respuesta inflamatoria a los LPS en
sepsis. En los hepatocitos, los LPS y el TNF-a estimulan la secrecion de IL-6, la cual induce la
sintesis de proteinas de fase aguda, tal como lo son la proteina C reactiva (PCR), el
fibrinbgeno, la protrombina, la alfa-1 antitripsina y la haptoglobina. Los LPS también estimulan
la secrecion de TNF-a, IL-1B, IL-12 e IL-18 por las células de Kupffer (Figura 4). La liberacion
prolongada de IL-18 es de especial interés, ya que contribuye al dafio hepético observado en
los pacientes con sepsis, al promover la secrecién de IFN-y que induce tanto la apoptosis de los
hepatocitos, como un incremento en la concentracion de TNF-a y de CD14 (Woznica et al.,
2018; Pérez-Hernandez et al., 2021). Esta respuesta inflamatoria exacerbada a lo largo del
tiempo compromete la funcién hepatica y la recuperacién del paciente. También, hay una
disminucion en la sintesis de proteinas y una transformacion alterada de toxinas exdgenas y
endodgenas (Pool et al., 2018), presentandose una supresion en la eliminacion de la bilirrubina

que da lugar a colestasis (Figura 5) (Gyawali et al., 2019).

Las alteraciones mentales son comunes en los pacientes con sepsis indicando disfuncion del
sistema nervioso central. Los cambios en el endotelio descritos anteriormente dafian la barrera
hemato-encefélica, provocando la entrada de toxinas, células inflamatorias y citocinas. Los
cambios siguientes al edema cerebral, las modificaciones en neurotransmisores, el estrés
oxidativo y el dafio a la materia blanca dan lugar a un espectro clinico de encefalopatia en
sepsis que varia de confusion moderada a delirio y coma (Gyawali et al., 2019) (Figura 5). El
intestino y el bazo son 6rganos en los que se ha descrito mayor muerte celular en sepsis. El
aumento en la apoptosis del epitelio intestinal y la proliferaciéon disminuida de células de las
criptas, altera su funcion de barrera (Figura 4) (Pool et al., 2018). Por lo que el aumento de la
permeabilidad intestinal permite la traslocacion de bacterias y la autodigestion por enzimas
luminales (Gyawali et al., 2019; Pérez-Hernandez et al., 2021).

Durante la sepsis también se producen cambios metabdlicos que se caracterizan por un
predominio del estado catabdlico. Hay una degradacién rapida y significativa del musculo que
libera aminoacidos para la gluconeogénesis que podria proporcionar energia a las células
inmunes. Ademas, se observa resistencia a la insulina que genera un estado de hiperglucemia
(Gyawali et al., 2019).
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Figura 5. Principales sistemas organicos que sufren dafio durante la sepsis. Aunque la pérdida de
funcion durante la sepsis puede ocurrir en cualquier drgano, las alteraciones que ocurren en los sistemas
gastrointestinal, cardiovascular, respiratorio, renal, neurolégico, hematoldgico y hepatico tienen
consecuencias severas. Por lo que en la clinica se suelen monitorear algunos de los signos
caracteristicos de disfuncion indicados en los recuadros.

3.3 Proteinas de union a lipopolisacaridos

Los LPS presentes en la circulacion del paciente con sepsis pueden provenir de la lisis
bacteriana producida por la administracién de antibiéticos, la proliferacién bacteriana, o bien de
la traslocacion de bacterias a través de la barrera intestinal dafiada (Adamik et al., 2015). En la
circulacion, estos LPS son transportados mediante complejos LPS-proteina y LPS-lipoproteinas.
En el humano y otros mamiferos se ha descrito una familia de proteinas que interactia con
lipidos, la cual incluye a: la proteina aumentadora de la permeabilidad y bactericida (BPI, por
sus siglas en inglés), la proteina de unidn a LPS (LBP, por sus siglas en inglés), la proteina de
transferencia de ésteres de colesterol (CETP, por sus siglas en inglés), la proteina de
transferencia de fosfolipidos (PLTP, por sus siglas en inglés) y la isoforma de CETP (CETPI).
Asi, las proteinas BPI, LBP y CETPI desempefian un papel crucial en la respuesta inmune
innata contra las infecciones bacterianas y modulan la cascada inflamatoria activada por los
LPS (Theprungsirikul et al.,, 2021; Luna-Reyes et al., 2021). En cambio, CETP y PLTP
intervienen en el transporte de lipidos en el torrente sanguineo entre lipoproteinas de alta
densidad y lipoproteinas que contienen apolipoproteina B, participando en la patogénesis de la

ateroesclerosis (Beamer, 2003; von Eckardstein et al., 2023).
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Las proteinas LBP, CETP y PLTP son principalmente sintetizadas por el higado y se
encuentran en el torrente sanguineo (Gutsmann et al.,, 2001; Blauw et al., 2020). La CETPI
también esta presente en sangre, siendo producida por células intestinales (Alonso et al., 2003),
en tanto que BPI es abundante en los granulos primarios de neutréfilos (Theprungsirikul et al.,
2021). La similitud estructural de estas proteinas que interactian con lipidos es alta a pesar de
tener una baja similitud en su secuencia de aminoacidos (Schumann et al., 1990). En este
sentido, se ha reportado que dichas proteinas tienen forma de bimeran con los dominios amino
y carboxilo estructuralmente similares conectados por una hoja beta central. La estructura
cristalina de BPI (Figura 6a) ha mostrado que en la superficie concava de cada dominio se
encuentran regiones apolares que podrian estar involucradas en unir LPS al incorporar dos o
méas cadenas acilo del lipido A. Mientras que el amino terminal con residuos cargados
positivamente interactia electrostaticamente con los azlcares fosforilados de los LPS (Beamer
et al., 1998). Esta interaccion desestabiliza la integridad de la membrana bacteriana, lo que
conduce a lisis y a la muerte. La porcion carboxilo terminal de BPI esta implicada en la unién de
los LPS y en la opsonizacion, sin embargo, este proceso es menos entendido. Por lo que
cuando los neutrdfilos tienen contacto con la bacteria Gram-negativa se libera BPI para
promover efectos bactericidas, fagocitosis, la captacion de bacterias por los neutréfilos y células
dendriticas, asi como la neutralizacién de los efectos inflamatorios de los LPS (Theprungsirikul
et al., 2021).

Dominio }— Hoja _ Dominio Dominio }— Hoja _ Dominio
amino B central carboxilo amino B central carboxilo

Helice X

Figura 6. Diferencias estructurales entre proteinas de unién a lipidos y a LPS. a Diagrama de cinta
de la estructura de BPI. El dominio amino se muestra en verde, el dominio carboxilo en azul y la hoja 8
central en naranja. b Diagrama de cinta de la estructura de CETP. El dominio amino se muestra en verde,
el dominio carboxilo en azul, la hoja B central en naranja y la hélice X en rosa (Beamer et al., 1998; Qiu et
al., 2007).

LBP es un polipéptido de 50 kDa que es secretado en el torrente sanguineo como una

glicoproteina de 58-60 kDa; se sintetiza principalmente en el higado como una proteina de fase
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aguda (Eckert et al.,, 2013). Fisiologicamente, se encuentra presente en suero en
concentraciones de 5 a 10 pug/mL, aumentando a mas de 200 pg/mL 24 horas después de la
induccién de una respuesta de fase aguda (Gutsmann et al., 2001). LBP al igual que BPI,
interacciona con el lipido A mediante su dominio amino terminal (Clark et al.,, 2010). Sin
embargo, LBP a diferencia de BPI, no tiene una actividad bactericida significativa. Por otro lado,
tanto CETP como PLTP carecen de estos residuos cargados positivamente en su dominio

amino, los cuales parecen ser importantes para unir LPS con alta afinidad.

LBP reconoce al LPS presente en las bacterias Gram-negativas, monomerizando los
multimeros de LPS y favoreciendo por tanto su reconocimiento via CD14 y el complejo receptor
TLR4-MD-2, iniciando asi la activacién de macréfagos y neutréfilos. Esta transferencia de LPS a
CD14 se lleva a cabo por la region C-terminal (Eckert et al., 2013). La LBP tiene una funcion
dual que depende de su concentracion: bajas concentraciones de LBP potencian la activacion
de células mononucleares inducida por LPS, mientras que las concentraciones altas de LBP
inhiben la estimulacion celular por los LPS (Gutsmann et al., 2001). Ademas, se ha descrito que
LBP media la transferencia de los LPS a lipoproteinas de alta densidad (HDL, por sus siglas en
inglés) y a lipoproteinas de baja y muy baja densidad (LDL y VLDL, respectivamente por sus
siglas en inglés) favoreciendo asi su detoxificacion al transportarlos al higado para su excrecién
en la bilis, limitando la inflamacién (Vreugdenhil et al., 2001; Murch et al., 2007; Eckert et al.,
2013).

3.4 Proteina de transferencia de ésteres de colesterol e isoformas

CETP es un importante regulador del metabolismo de lipoproteinas, llevando a cabo la
transferencia neta de ésteres de colesterol de las HDL a lipoproteinas que contienen
apolipoproteina B (LDL y VLDL) a cambio de triglicéridos (Charles & Kane, 2012). Aunque
parece una transferencia bidireccional, hallazgos clinicos y genéticos sugieren que CETP afecta
predominantemente los niveles de HDL que las de LDL (Blauw et al., 2020). En este sentido, la
presencia de variantes del gen de CETP que resultan en una disminucién en su concentracion,
aumentan los niveles de HDL, mientras que tienen un menor efecto en la disminucién de la

concentracion de LDL (Thompson., 2008).

CETP es una glicoproteina hidrofébica que es secretada principalmente por las células de
Kupffer del higado y se encuentra en plasma unida mayoritariamente a HDL (Kosmas et al.,
2016; Blauw et al., 2020). En el humano, la CETP presente en plasma esta constituida por 493

residuos, contiene cuatro glicosilaciones, en los residuos 88, 240, 341 y 396, y un 44 % de los

20



residuos son hidrofébicos. La estructura cristalina de la CETP muestra una gran similitud con la
de BPI, a pesar de tener solo el 22 % de similitud de secuencia de aminoacidos (Figura 6b).
CETP tiene una forma de bameran y dos dominios similares conectados por una secuencia de
unién, por lo que su estructura puede dividirse en cuatro unidades estructurales: un dominio
amino, un dominio carboxilo, una hoja B central entre los dos dominios y una extension en el
carboxilo terminal, que no esta presente en BPI (Figura 6b) (Qiu et al., 2007). Los ultimos 23
aminoacidos de esta regién carboxilo terminal se estructuran como una hélice-a anfipatica
(hélice X) que esta involucrada en el transporte de lipidos y ésteres de colesterol (Figura 6b)

(Garcia-Gonzélez et al., 2014).

Se ha descrito una variante de CETP originada por corte y empalme alternativo que carece de
60 aminoacidos (234-293) codificados por el exdn 9 (Inazu et al., 1992). El nivel de expresion
del &cido ribonucleico mensajero (MRNA, por sus siglas del inglés) de esta isoforma se modifica
con la dieta y varia entre los tejidos, contribuyendo en algunos con mas del 50 % del mRNA
total de CETP (Inazu et al.,, 1992). A diferencia de la CETP completa, esta isoforma es
pobremente secretada encontrandose principalmente en el reticulo endoplasmico, en donde a
través de la union intracelular con la CETP completa reduce su sintesis y evita su secrecion al
medio extracelular (Izem et al., 2020). Ademas de esta isoforma, se han reportado variantes
menos frecuentes originadas por corte y empalme alternativo y por polimorfismos de nucledtido
anico, que no son secretadas e inhiben la secrecién de CETP (Boekholdt et al., 2004; Genga et
al., 2018).

Una nueva isoforma de CETP denominada Isoforma de la Proteina de Transferencia de Esteres
de Colesterol (CETPI) se identificd en intestino delgado de conejo y se encuentra presente tanto
en plasma de conejo como humano (Alonso et al., 2003). El mRNA de esta isoforma es idéntico
al de CETP hasta el nucleétido de la posicion 1419, a partir del cual hay una insercién de 108
bases del intron previo al ex6n 16, denominada Secuencia | (Figura 7a). Dentro de esta
Secuencia |, hay dos codones de paro que evitan la traduccién del exén 16, de manera que sélo

54 bases contenidas en el intrén forman parte del nuevo mRNA (Figura 7b).
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Secuencia |
108 pb

55 106
b

| Exon15 | 1419 Secuencial

(atc aac ccc gag att atc act ctc gat J(GTG AGT GCA AAG CCC CTG TCG GCC CGT TCT CCG GGA GGG )
(CGG CCC CTG TCT CCAJTGA(GAC TGG CAA ACT GGC AGC CGA CCC AGC CTG ccc TTC TCG CCC )

TTG ACCJTAG) (ggc tgc ctg’c‘?g ctg cag atg gac ttc ggt )
106

CETP 358 REAVAYRFEEDIITTVQASYSQKKLFLHLLDFQCVPASGRAGSSANLSVALRTEAKAVSN 417
REAVAYRFEEDIITTVQASYSQKKLFLHLLDFQCVPASGRAGSSANLSVALRTEAKAVSN
CETPI 358 REAVAYRFEEDIITTVQASYSQKKLFLHLLDFQCVPASGRAGSSANLSVALRTEAKAVSN 417

CETP 418 LTESRSESLQSSLRSLIATVGIPEVMSRLEVAFTALMNSKGLDLFEIINPEIITLDGCLL 477

LTESRSESLQSSLRSLIATVGIPEVMSRLEVAFTALMNSKGLDLFEIINPEIITLD
CETPI 418 LTESSSESVQSFLQSMITAVGIPEVMSRLEVVFTALMNSKGVSLFDIINPEIITLDVSAK 477

CETP 478 LOMDFGFPKHLLVDFLQSLS 497
L
CETPI 478 PLSARSPGGRPLSP 491

d

CETP 473 DGCLLLOMDFGFPKHLLVDFLQSLS CETPI 473 DVSAKPLSARSPGGRPLSP

Figura 7. Representacion de la secuencia de nucleodtidos del mMRNA de CETPI y estructura de su
region carboxilo terminal en conejo. a Representacion esquematica de la secuencia del mRNA
distintiva de CETPI identificada en el epitelio intestinal. A diferencia del mRNA de CETP, el mRNA de
CETPI incluye la Secuencia | de 108 pb presente entre los exones 15y 16. b La Secuencia | es parte de
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la region terminal del MRNA de CETPI. Dentro de la Secuencia | se encuentran dos codones de paro
(recuadros amarillos), uno en la posicion 55 (TGA) y el otro en la posicion 106 (TAG), que evitan la
traduccion del exén 16. ¢ Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la regién carboxilo terminal
de las proteinas CETP y CETPI presentes en el conejo. d Comparacion de la estructura secundaria del
extremo carboxilo de CETP y de CETPI a partir del residuo acido aspartico (D) 473.

Al realizar el alineamiento de las secuencias de amino&cidos de la region carboxilo terminal de
CETP y CETPI presentes en el conejo (Figura 7c) se observa que ambas secuencias son
idénticas hasta el residuo D473, que es el ultimo aminoacido codificado por el exon 15. A partir
de este punto, la similitud de secuencias de aminoacidos de ambas proteinas es nula. En
CETPI, la extensién de 24 residuos del dominio carboxilo terminal de CETP, que contribuye a la
transferencia de ésteres de colesterol entre lipoproteinas, se sustituye por una secuencia de 18
residuos. Debido a estas diferencias, en el carboxilo terminal de CETPI se observa la presencia
de una estructura aleatoria o en inglés “random coil”, en lugar de la a-hélice anfipatica presente
en el carboxilo terminal de CETP (Figura 7d), y como resultado CETPI pierde la capacidad de

unir ésteres de colesterol (Alonso et al., 2003; Garcia-Gonzalez et al., 2015).

En el humano, el intron “O” localizado entre los exones 15 y 16 tiene un tamafio de 180 pb y
tiene un 87 % de similitud con 20 nucleétidos de la Secuencia I. EIl mMRNA de CETPI se genera
por un mecanismo de edicion y empalme alternativo, en la cual no se encuentran de la base 6 a
la 96 del intrén “O”. El coddn de terminacion se encuentra en la posicion 1573 del exén 16, por
lo que CETPI tiene 16 amino&cidos adicionales en comparacion con CETP (Figura 8a) y
presenta una masa molecular de 56 kDa, sin considerar las modificaciones postraduccionales.
Al igual que CETPI de conejo, en el humano la extension del dominio carboxilo terminal de
CETPI presenta una estructura “random coil”, distinta a lo observado con CETP (Figura 8b, c),

Como se menciono previamente.

Es relevante notar que la regién terminal del dominio carboxilo de CETPI de ambas especies
comparten la estructura “random coil”, contienen residuos de prolina en su secuencia de
aminodcidos, asi como residuos con carga positiva (lisina y arginina). Estas nuevas
caracteristicas presentes en el carboxilo terminal de CETPI, asi como la homologia estructural
con las proteinas de unién a LPS, sugirieron que podria ser una proteina involucrada en la

respuesta a LPS a nivel sistémico e intestinal.
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CETP 373 QHSVAYTFEEDIVTTVQASYSKKKLFLSLLDFQITPKTVSNLTESSSESVQSFLQSMITA 432
QHSVAYTFEEDIVTTVQASYSKKKLFLSLLDFQITPKTVSNLTESSSESVQSFLQSMITA
CETPI 373 QHSVAYTFEEDIVTTVQASYSKKKLFLSLLDFQITPKTVSNLTESSSESVQSFLQSMITA 432
CETP 433 VGIPEVMSRLEVVFTALMNSKGVSLFDIINPEIITRDGFLLLOQMDFGFPEHLLVDFLQSL 492
VGIPEVMSRLEVVFTALMNSKGVSLFDIINPEIITRD L SL
CETPI 433 VGIPEVMSRLEVVFTALMNSKGVSLFDIINPEIITRDVKGPLPAWLPPGGLGVSPARPSL 492
CETP 493 S
CETPI 493 LLPLPSGLPAAADGLWLP 510
b c
CETP C-terminal CETPI C-terminal
DGCLLLQMDFGFPKHLLVDFLQSLS DVKGPLPAWLPPGGLGVSPARPSLLLPLPSGLPAAADGLWLP

g

Figura 8. Diferencias en la regién del carboxilo terminal de CETP Y CETPI en el humano. a
Alineamiento de las secuencias de la region del carboxilo terminal de CETP y CETPI. b Estructura
secundaria de la region carboxilo terminal de CETP y ¢ CETPI.
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4. ANTECEDENTES

4.1 Isoforma de la proteina de transferencia de ésteres de colesterol y
mecanismos que disminuyen los efectos de los LPS en sepsis

A través del andlisis de las propiedades fisicoquimicas de péptidos sintéticos derivados del
carboxilo terminal de CETPI, se report6 que los péptidos correspondientes a los ultimos 11y 18
residuos, denominados ARS (ARSPGGRPLSP) y VSAK (VSAKPLSARSPGGRPLSP),
respectivamente, presentan una carga electrostatica neta positiva. La interaccién de los LPS
con los péptidos sintéticos ARS y VSAK se estudi6 empleando geles nativos de gradiente de
poliacrilamida. En las muestras que solo contenian LPS se aprecié un patron de barrido en el
corrimiento electroforético por el alto contenido de polisacaridos que son retenidos en el gel.
Cuando los péptidos ARS o VSAK se resolvieron en el gel no se observé dicho patrén de
barrido, mientras que cuando los LPS y los péptidos se incubaron juntos se visualizé un patrén
de migracién mas amplio (Figura 9a). Al analizar la interaccion LPS-péptido (ARS o0 VSAK) por
inmunotransferencia usando el anticuerpo anti-CETPI, que reconoce al dominio C-terminal de
CETPI, se observo seial unicamente en los carriles donde se incubaron los LPS con los
péptidos (Figura 9b). Estos hallazgos sugieren que los péptidos ARS y VSAK pueden
interaccionar con los LPS manteniéndose en la matriz de poliacrilamida. Ademas, mediante
ensayos complementarios de cosedimentacién lipido/ péptido y espectroscopia del enlace
peptidico, se detecto la presencia del péptido VSAK exclusivamente en las muestras incubadas

con los LPS (Garcia-Gonzalez et al., 2015).

La especificidad de la uniéon de los péptidos ARS y VSAK con los LPS se evalud utilizando
como controles péptidos derivados del dominio carboxilo terminal de CETP, el péptido hélice- X
(EHLLVDFLQSLS) (Figura 8) y la hélice- Z que contiene la mutacion Ds;oN (EHLLVNFLQSLS).
Al realizar la inmunotransferencia no se detecté ninguna sefial en las muestras de los LPS
incubadas con la hélice X o la hélice- Z. Esto contrasta, con lo observado al emplear los
péptidos ARS y VSAK, donde se observd claramente el patrén de barrido, que
consistentemente fue mas intenso al usar el péptido VSAK (Figura 9c). El péptido VSAK
interactta con los serotipos 0111:B4, 026:B6 y 0O55:B5 de E.coli (Figura 9d), y su interaccion
con los LPS se caracterizé a través de ensayos por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA,
por sus siglas en inglés) y a través del uso de LPS acoplados al fluorocromo borodipirrometeno,
BODIPY, por sus siglas en inglés (Garcia-Gonzalez et al., 2015). Asimismo, empleando

microscopia electrénica de transmision, se observé que las fibras de LPS (4.0 mg/mL) en
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presencia de VSAK (0.5 mg/mL) se disgregan, formando complejos mas electrodensos (Figura
9e, f).

ARS VSAK (8 pg) ARS  VSAK (8 ug)

- -+ 4+ o+ 4 - -+
- + - + LPS(32ug) £ 4 =

+ + +
+ - 4+ LPS(32ug)

BSA — . .

c d
ARS VSAK hel-X hel-Z (7.2 pg) Olll:B4 026:B6 055:B5 LPS (29 pg)
+ 4+ + o+ e B e
BSA + - + - + - + - + LPS(29ug) BSA - + - + - 4+ - + VSAK(7.2ug)
"N " . '
e f

T A0€ noBRoMINGen Bele

Figura 9. Interaccion de péptidos derivados del extremo carboxilo de CETPI con LPS. a Gel nativo
de gradiente de poliacrilamida (0.8 — 25 %) tefiido con azul de Coomassie que muestra la interaccion
entre los péptidos ARS y VSAK (8 pg) con los LPS (32 pg). b Inmunotransferencia del gel mostrado en a,
empleando el anticuerpo anti- CETPI. ¢ Inmunotransferencia que muestra la interaccion de los péptidos
ARS, VSAK y de los péptidos no relacionados derivados del carboxilo terminal de CETP (hel-X, hel-Z) (8
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Hg) con los LPS (29 ug). d Interaccién del péptido VSAK con LPS provenientes de los serotipos O111:B4,
026:B6 y 0O55:B5 de E. coli. e Imagen de microscopia electronica de transmision de LPS (4.0 mg/mL) y f
de los LPS con VSAK (0.5 mg/mL).

Por otra parte, se demostré que la interaccion del péptido VSAK con los LPS es mediada por
interacciones electrostaticas y a través de ensayos de inmunotransferencia, se reportdé que la
defosforilacion de los LPS, empleando la enzima fosfatasa alcalina, disminuye su unién con
VSAK. Por lo que se sugiere que la interaccion VSAK-LPS se asocia con la neutralizacion de
las cargas electrostaticas negativas en los grupos fosfatos de los LPS (Garcia-Gonzalez et al.,
2015).

En un modelo in vitro, se demostré que el péptido VSAK protege a los macrofagos de la
citotoxicidad inducida por los LPS, mediante el bloqueo de la interaccién de estos con la
superficie celular. Asi, se redujo la internalizacion de los LPS vy los efectos asociados al estrés
oxidativo inducido por la respuesta celular a los LPS. Ademas, la estimulacién de las células
derivadas de colon e intestino, con concentraciones crecientes de LPS aumentd la

concentracién de CETPI (Garcia-Gonzélez et al., 2015).

Experimentos in vivo realizados en nuestro laboratorio mostraron que la administracion
intravenosa del péptido VSAK (60 pg/kg) tras 10 minutos previos a la estimulacién sistémica
con LPS (0.3 pg/kg) a conejos Nueva Zelanda, previno el aumento de la temperatura corporal,
redujo los niveles de la citocina proinflamatoria TNF-a y permitié la sobrevivencia de los
animales, en comparacion con el grupo control al cual solo se le administr6 LPS (Garcia-
Gonzalez et al., 2015).

Por otro lado, utilizando un modelo de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica en conejos
enanos y empleando tomografia de emision de positrones, se observé que la administracion
simultanea de VSAK (60 ug/kg) y LPS (0.3 pg/kg) reduce los efectos deletéreos de los LPS.
Entre estos efectos se encuentran una disminucién en los niveles de insulina y glucosa, que
previene una condicién similar a resistencia a la insulina, una disminucién en la produccion de
moléculas inflamatorias (TNF-a, IL-1a, IL-18, MIP-18 e IL-8) y una mejoria en la condicién

general de los animales (Figura 9) (Luna-Reyes et al., 2021).
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Figura 9. El péptido VSAK evita los efectos sistémicos de los LPS. Empleando un modelo de
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica en conejos, en el cual se administra LPS intravenosamente,
se describié que el uso del péptido VSAK, administrado simultdneamente por la misma via, disminuye la
respuesta desregulada del hospedero a los LPS, previniendo el desarrollo de la sepsis, choque séptico y
la muerte (Garcia-Gonzalez et al., 2015; Luna-Reyes et al., 2021).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La sepsis es un sindrome que representa un problema de salud publica debido a su alto indice
de mortalidad, a los costos asociados al tratamiento del paciente y a sus efectos a largo plazo.
En México se estima una incidencia en las unidades de terapia intensiva del 27.3 % y una
mortalidad del 30.4 %. En los paises en vias de desarrollo, la elevada frecuencia de infecciones
de origen abdominal y respiratorio contribuye al aumento de casos de sepsis, que en México

representan el 43 % y el 33 % de los casos, respectivamente.

La respuesta inmune Y fisiolégica desregulada ante el patdégeno conforma la fisiopatologia de la
sepsis, la cual es compleja debido a la presencia de comorbilidades y a la respuesta
heterogénea de los pacientes. Es esencial en el tratamiento de la sepsis la eliminacion tanto del
agente patégeno como de los elementos estimuladores de la respuesta inmune, y la resolucién
del proceso pro- y anti-inflamatorio. El principal agente etiolégico de la sepsis son las bacterias
Gram-negativas, cuyo inmundgeno es el LPS presente en su membrana externa. Dentro de los
mecanismos que contribuyen a amortiguar sus efectos sistémicos se encuentran las proteinas
que unen LPS. CETPI es una isoforma de CETP producida en el intestino y presente en
plasma, que interactia con LPS. El carboxilo terminal de CETPI presenta una estructura
“random coil” con aminoacidos cargados positivamente que son esenciales para la interaccion
electrostatica con los LPS. Dicha interaccion, bloquea la unién de los LPS a la superficie celular

de macroéfagos, protegiéndolos de sus efectos citotdxicos.

Si bien in vitro, mediante andlisis por inmunodeteccién, se ha observado un aumento en la
produccién de CETPI en respuesta al estimulo con LPS, se desconoce la participacion de esta
proteina en la fisiopatologia de la sepsis debida a bacterias Gram-negativas. En este trabajo
determinamos las concentraciones de CETPI en pacientes con infeccion, sepsis o choque
séptico debido a bacterias Gram-negativas. Ademas, para comprender la relacion entre los
niveles de CETPI y el estado inmunoldgico del paciente, analizamos los niveles de un perfil de

citocinas y de los LPS en plasma.
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6. HIPOTESIS

La concentracion plasmatica de CETPI serd mayor en los pacientes con infeccién, sepsis o
choque séptico con hemocultivo positivo para bacterias Gram-negativas respecto a los sujetos
sanos. Ademas, la concentracion de CETPI sera mayor en pacientes con niveles elevados de

LPS en circulacién, asi como en aquellos pacientes que presenten un perfil pro-inflamatorio.

7. OBJETIVO

Determinar si la concentracion plasmatica de CETPI se modifica acorde a la gravedad de los

pacientes con hemocultivo positivo para bacterias Gram-negativas.

Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion plasmatica de CETPI y LPS en sujetos sanos y pacientes con

infeccién, sepsis o choque séptico.

2. Establecer la relacion entre la concentracién plasmatica de CETPI y la severidad de la

enfermedad de los pacientes.

3. Evaluar la relaciéon entre los niveles plasmaticos de CETPI con el estado inmunoldgico de los

pacientes, a través de la determinacion de su perfil de citocinas en plasma.
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8. METODOLOGIA

8.1 Disefio del estudio

Para este estudio se emplearon muestras de plasma de sujetos sanos y de pacientes con
infeccién, sepsis o choque séptico con hemocultivo positivo para bacterias Gram negativas,
recolectadas de la unidad de terapia intensiva del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ). La cuantificacion de la concentracion de CETPI se
realiz6 empleando ensayos de ELISA. Los niveles de citocinas pro- y anti-inflamatorias se
determinaron usando el sistema de deteccion mdultiple Milliplex de perlas magnéticas. Se
estudio la correlacion entre la concentracion en plasma de LPS y de CETPI en pacientes que
presentaron dafio hepatico. Ademas, se confirmo la presencia de CETPI en plasma empleando
inmunotransferencia y las bandas reconocidas por el anticuerpo policlonal anti-CETPI se
identificaron por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en inglés)
acoplada a espectrometria de masas. Finalmente, se inici6 el estudio de la presencia de
péptidos derivados del dominio carboxilo terminal de CETPI en plasma y su posible interaccién

con albimina.

8.2 Poblacion de estudio

Para el desarrollo de este estudio se incluyeron 47 muestras de plasma de sujetos sanos y 105
muestras de pacientes del INCMNSZ con infeccién, sepsis 0 choque séptico. El intervalo de
edad de la poblacién de estudio fue de 18 a 65 afios. Todos los sujetos brindaron su
consentimiento informado antes de su participacion en este estudio. Como grupo control se
emplearon las 47 muestras obtenidas de voluntarios sanos donadores del banco de sangre del
INCMNSZ. Los criterios de inclusion para el grupo control fueron: indice de masa corporal <30
kg/m?, signos vitales normales, saturacion de oxigeno >90 %, sin evidencia de infeccién o
enfermedad aguda o crénica. Los criterios de exclusiéon fueron: haber consumido drogas siete
dias antes de la coleccibn de la muestra, presencia de infeccion, o bien de un proceso

inflamatorio o traumatico seis semanas previas a su inclusion en este estudio.

Los pacientes se dividieron en tres grupos: infeccién, sepsis y choque séptico. Los valores
basales del puntaje SOFA se determinaron al ingreso del paciente a terapia intensiva y el
puntaje delta SOFA se calculé como el cambio en el puntaje SOFA total entre el determinado
después de las 24 horas de admision y el basal. El grupo de pacientes con infeccion incluy6 50
pacientes sin evidencia de dafio organico definido como un puntaje delta SOFA menor de 2
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puntos. En el grupo de pacientes con sepsis, se incluyeron 28 pacientes con infeccién y dafio
organico evaluado por un puntaje delta SOFA de 2 puntos o0 mas. Mientras que el grupo de
choque séptico se conformd por 27 pacientes con sepsis, que presentaron hipotension
persistente con requerimientos de vasopresores para mantener la presion arterial media de 65
mmHg, o mayor, y niveles de lactato sérico mayores a 2 mmol/L (18 mg/dL) en ausencia de
hipovolemia. Todos los pacientes tuvieron hemocultivo positivo para bacterias Gram-negativas.
Fueron excluidos de este trabajo aquellos pacientes que presentaron trauma, terapia de
reemplazo renal, o que hubiesen consumido anti-inflamatorios 48 horas previas a la recoleccion

de la muestra.

La evaluacion clinica de los pacientes se realizé mediante la medicién de los signos vitales, de
la presion arterial media, asi como las concentraciones de la PCR, hemoglobina, albamina,
procalcitonina (PCT), bilirrubina, lactato, creatinina, HDL, leucocitos, plaquetas y el tiempo de
administracion de antibidtico. También, al ingreso del paciente a la UCI se recolectaron datos
demograficos y comorbilidades basales, estas ultimas clasificadas como: enfermedad cardiaca,
enfermedad pulmonar, dafio hepético crénico, inmunosupresion, cancer, endocrinopatia,
dislipidemia y enfermedad autoinmune. Los criterios para el diagndstico de inmunosupresion
fueron la presencia de neutropenia y/o el tratamiento con esteroides o farmacos citotéxicos. El
sitio de infeccion se clasifico en 8 grupos: abdomen, pulmoén, tracto urinario, tejidos blandos,
senos paranasales, espacio pleural, sistema nervioso central y catéter intravenoso. Los criterios
empleados para definir a un paciente con dafio hepatico fueron: enfermedad hepatica conocida,
puntaje SOFA basal > 1 en el rubro de funcion hepatica y coagulacién, o un diagndstico previo

de cirrosis.

Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de ética del INCMNSZ, con el nimero de

referencia: 2252.
8.3 Recoleccion de las muestras

Todas las muestras de sangre se recolectaron dentro de las 12 h de la admisién del paciente a
la UCI. Se realizaron hemocultivos empleando las muestras de todos los pacientes tras su
ingreso a la UCI. Las muestras que se incluyeron en el estudio fueron aquellas con un
hemocultivo positivo para bacterias Gram-negativas. Estas muestras se centrifugaron por 10
min a 1,500 rpm (290 x @), se recolecté el plasma y se hicieron alicuotas que fueron

almacenadas a -80 °C.
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8.4 Anticuerpo anti-CETPI

Para la produccion del anticuerpo policlonal anti- CETPI se emplearon péptidos sintéticos que
corresponden a los ultimos 12 amino&cidos del segmento carboxilo terminal de CETPI. En el
extremo amino de estos péptidos se incorporé un residuo adicional de cisteina para dirigir su
acoplamiento a la proteina hemocianina de lapa ojo de cerradura, KLH por sus siglas en inglés.
Los péptidos acoplados a KLH se usaron para la producciéon del anticuerpo anti-CETPI IgY en
gallinas blancas Leghorn, empleando un protocolo estandar de 63 dias por Alpha Diagnostic
International Inc, San Antonio, TX, USA. Ademas, se obtuvo el anticuerpo policlonal anti-CETPI
IgG mediante un protocolo de inmunizacién de 91 dias en conejos Nueva Zelanda empleando el
péptido AWLPPGGLGVSP acoplado a KLH. Se siguié un régimen de inmunizacidon que
consistio en una administracion inicial y tres refuerzos mensuales. La primera inmunizacion se
realizé empleando 1mg/mL de péptido acoplado a KLH disuelto en adyuvante completo de
Freund (Sigma Immuno Chemicals, St Louis, MO, USA), y en los tres refuerzos se aplicé 0.5
mg/mL de péptido acoplado a KLH disuelto en adyuvante incompleto de Freund (Sigma Immuno
Chemicals). Se tomaron muestras de sangre antes de iniciar el protocolo de inmunizacion, en el
dia 35y, posteriormente, se realiz6 el sangrado final el dia 91 del protocolo. De las muestras de

sangre obtenidas se separo el plasma y se titularon los anticuerpos por un ensayo de ELISA.
8.5 Inmunotransferencia

Se realizé la cuantificacion de proteinas en los plasmas recolectados utilizando un conjunto de
reactivos (“kit”) comercial basado en el método de Lowry (Bio-Rad, CA, USA). Se emple6 un
total de 30 pg de proteina para realizar la separacion por electroforesis desnaturalizante y
posteriormente las proteinas presentes en el gel se transfirieron a membranas de fluoruro de
polivinilideno (Immobilon-P, Merck Millipore, Billerica, MA, USA). Las membranas se bloquearon
con una disolucién al 10 % de un agente bloqueador (Bio-Rad) en amortiguador de Tris salino
(TBS-Tween 20) por 1 h a temperatura ambiente (TA). La incubacién con el anticuerpo anti-
CETPI (1:4000) se realiz6 durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se incubd con el
anticuerpo secundario anti-IgY (1:30 000, v:v) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
por 1 h a TA. La dilucién de los anticuerpos se realizé en una disolucion al 5 % del agente
blogueador (Bio-Rad). Finalmente, las proteinas se visualizaron por medio del “kit” de
quimioluminiscencia (Merck Millipore) en placas radiogréficas X-OMAT (Kodak, Rochester, NY,
USA).
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8.6 Medicién de la concentracidon de citocinas en plasma

La cuantificacion de la concentracion de las citocinas IL-13, TNF-a, IL-6, IL-8, IL- 12 (p70), IFNy
e IL-10 en plasma se realiz6 empleando el sistema de determinacion de citocinas basado en un
panel de perlas magnéticas Milliplex Map “Kit” (Merck Millipore). Las muestras de plasma se
analizaron por duplicado de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Brevemente, 25
uL de plasma de las muestras del grupo control o de los pacientes se incubaron con los
anticuerpos inmovilizados sobre perlas magnéticas durante toda la noche a 4 °C. Después se
realizaron 2 lavados y se incubaron con 25 pL de anticuerpo de deteccion (biotinilado) por 1 h
con agitacion. Se agregaron 25 pL de un conjugado estreptavidina-ficoeritrina y se incubd por
30 min a TA con agitacién. Después de realizar 2 lavados, se adicionaron 150 pyL de la
disolucion MAGPIX “Drive Fluid”, que permite el analisis de la muestra en el sistema Luminex
MAGPIX empleando el software XPONENT. Se analizé la intensidad media de fluorescencia de

cada muestra por duplicado.

8.7 Determinacion de la concentracion de la isoforma de la proteina de transferencia de
ésteres de colesterol (CEPTI) empleando un ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas

La concentracién de CETPI en plasma se determindé mediante un ensayo de ELISA empleando
placas Maxisorb (Thermo Fisher Scientific). Se utilizd una curva estandar empleando un péptido
sintético correspondiente a la secuencia de los ultimos 18 aminoacidos del carboxilo terminal de
CETPI. Se colocaron 50 pL de las muestras de la curva estandar, o bien de plasma del grupo
control y de los pacientes (dilucion 1:100, en amortiguador de bicarbonatos pH 9.5) en la placa
y se incubd6 durante toda la noche a 4 °C. Se realiz6 un lavado con amortiguador de fosfatos
salino (PBS, por sus siglas en inglés) y se agrego6 la disolucion de blogueo (2.5 % de albumina
sérica bovina y 2.5 % de agente blogueador (Bio-Rad)) por 2 h a 37 °C. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con PBS y se incubé con el anticuerpo anti-CETPI (1:5000) por 90 min, a
37 °C. Después de 3 lavados con PBS se adicioné el anticuerpo secundario anti-lg¥Y conjugado
con peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés) (Thermo Fisher Scientific) y se incub6
por 30 min a 37 °C. Se realiz6 un lavado final con PBS y se adicioné el sustrato colorimétrico
3,3,5,5'- tetrametilbenzidina (TMB) (Thermo Fisher Scientific) a cada pozo, incubandose por 15
min a TA. La oxidacién del TMB se lleva a cabo por una reaccién catalizada por la HRP,
produciéndose un complejo TMB diamina/diimina de color azul. Dado que la actividad 6ptima de
la enzima HRP se encuentra en un intervalo de pH de 5.0 a 7.0 (Bally & Gribnau, 1989; Saud.,
et al. 2019), para detener la reaccion se disminuyo el pH adicionando 50 pL de H,SO4 2 M. Esto
genera un producto de color amarillo correspondiente a la formacion de TMB-diimina que
absorbe a una longitud de onda de 450 nm. Por lo que se midi6 la absorbancia de las muestras
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a 450 nm empleando el espectrofluorémetro Synergy HT (BioTek Instruments, Inc., Winooski,
VT, USA).

8.8 Ensayo de la actividad proteolitica total en plasma

La actividad total de proteasas en plasma se determiné empleando el “kit” de ensayo de la
actividad de proteasas (Abcam, Cambridge, UK), que usa caseina acoplada a isotiocianato de
fluoresceina (FITC, por sus siglas en inglés) como un sustrato general. Las muestras de plasma
se incubaron con el sustrato Caseina-FITC durante 30 min a 25 °C y se midi6 la fluorescencia a
ExX/Em= 485/550 nm, inmediatamente después de la adicion del sustrato de proteasa (R1) y a
los 30 min después del tiempo de incubacién (R2). Las diferencias entre ambas lecturas (R2-
R1) indicaron la fluorescencia del FITC generado por la digestion proteolitica del sustrato. La
actividad proteolitica plasmética total se reportd como mU/mL. Una unidad se defini6 como la
cantidad de proteasa que escinde el sustrato, para producir una cantidad de fluorescencia
equivalente a 1.0 umol de FITC/ min a 25 °C.

8.9 Cuantificacién de la concentracién de LPS en plasma

La concentracion de LPS en plasma se midié utilizando un inmunoensayo enzimatico de
inhibicion competitiva (Cloud-Clone Corp, Houston, TX, EE. UU.). Este ensayo emplea un
anticuerpo monoclonal contra los LPS, que se encuentra adherido en una microplaca. Se
agregaron 50 pL de diluciones del estandar, del blanco o de las muestras de plasma en los
pozos de la microplaca. Se inicidé una reaccion de inhibicibn competitiva entre el lipopolisacarido
biotinilado y el lipopolisacarido no marcado presente en las muestras con el anticuerpo presente
en la microplaca. Después de incubar durante 1 h a 37 °C, se realizé un lavado y se agregé el
conjugado avidina-peroxidasa de rabano a cada pozo de cada condicion probada. La placa se
incubd durante 30 min a 37 °C y se hicieron 5 lavados. Se afadi6 la disolucion de sustrato a
cada pozo y después del tiempo de incubacion (30 min a 37 °C), se adicionaron 50 pL de la
disolucion para detener la reaccion. La absorbancia se midi6 a 450 nm utilizando el
espectrofluorometro Synergy HT (BioTek Instruments, Inc.). La intensidad del color desarrollado
representa la cantidad de HRP unida, que esta relacionada de manera inversa con la

concentracion de LPS en la muestra.
8.10 Eliminacion de albumina del plasma

La eliminacion de albumina de las muestras de plasma se realiz6 con un “kit” de eliminacién de
albumina (Thermo Fisher Scientific), el cual consta de una mezcla de resina de agarosa y del
colorante azul Cibacron que se unen a la albimina presente en el plasma. Brevemente, la
resina se transfirid a una columna y se realizé un lavado empleando el tampd6n de union/lavado.
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Después, se adiciond la muestra de plasma y se incubd durante 1-2 min a TA. La columna se
centrifugd y el plasma recolectado se volvié a aplicar a la columna y nuevamente se incub6
durante otros 1-2 min a TA para garantizar la eliminacion maxima de albamina. Después de la
centrifugacion, el plasma carente de albumina se almacend y la columna se colocé en un nuevo
tubo. Finalmente, la columna se lavo para liberar las proteinas unidas inespecificamente y la
albumina se eluy6 con una solucion de fosfato de sodio 20 mM vy tiocianato de sodio 250 mM,
pH 7.2. Se realizé la cuantificacién de proteinas en las fracciones recolectadas utilizando un
ensayo basado en el método de Lowry (Bio-Rad, CA, USA) y se analizaron mediante

electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).
8.11 Anélisis estadistico

Los datos se expresaron como frecuencias para las variables categéricas y como la media
aritmética con desviacion estandar (SD) o mediana con rango intercuartil (IQR) para las
variables continuas, segun su distribucion evaluada por la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilk. Cuando las variables no presentaron una distribucion normal, las diferencias entre los
grupos se analizaron empleando la prueba U de Mann Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis
con la Prueba de Comparacion Mdltiple de Dunn. En el caso de variables con distribucion

normal, el analisis estadistico se efectué mediante la prueba t de Student.

Se realizé la transformacién logaritmica (log 10) de los valores de la concentracién en plasma
de CETPI y de las citocinas antes de hacer el andlisis de correlaciones para normalizar la
distribucién de los datos. Las correlaciones entre la concentracion de citocinas y los niveles
plasmaticos de CETPI se evaluaron mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. De
manera particular, la prueba estadistica empleada, el nivel de significancia y el numero de
muestra para cada analisis se indican en las leyendas de las figuras. En todas las pruebas
aplicadas las diferencias se consideraron estadisticamente significativas en valores de P < 0.05.
Los andlisis estadisticos se realizaron empleando los programas GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, CA) y JMP 16.1.0 (SAS Institute, Cary NC, EE. UU.). El tamafio de la
muestra se determind para estimar el nimero de sujetos en el estudio empleando el programa

GPower version 31.9.4.
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9. RESULTADOS

9.1 Sujetos de estudio y parametros clinicos

Se colectaron 47 muestras de sangre de sujetos sanos donadores del banco de sangre del
INCMNSZ como controles. Este grupo incluy6 22 hombres y 25 mujeres de entre 22 y 61 afios.
También, se incluyeron 105 pacientes de la unidad de terapia intensiva con bacteriemia por
Gram-negativos. De estos, 50 pacientes presentaron infeccién, con un cambio en el puntaje
SOFA menor a 2, y 55 pacientes fueron diagnosticados con sepsis o choque séptico,
presentando un cambio en el puntaje SOFA mayor a 2. La edad promedio en los pacientes fue
de 50 afios (37.5 - 57.5) y del total de pacientes, 55 (52.4 %) fueron mujeres y 50 (47.6 %)
hombres (Tabla 2).

En toda la poblacidn de pacientes, las bacterias aisladas con mayor frecuencia fueron E. coli
(58.1 %), Klebsiella pneumoniae (11.4 %) y Pseudomonas aeruginosa 12 (11.4 %). Los sitios de
infecciébn més frecuentes fueron abdomen (67.6 %) y tracto urinario (19.1 %). En los pacientes
con infeccidn, las principales comorbilidades fueron dislipidemia (64.0 %), cancer (56.0 %),
inmunosupresion (52.0 %) y dafio hepatico (24.0 %). Mientras que en los pacientes con sepsis y
choque séptico las comorbilidades mas frecuentes fueron dislipidemia (52.7 %),
inmunosupresion (52.7 %), cancer (49.1 %) y dafio hepatico (27.3 %) (Tabla 2).

Los principales parametros clinicos de los pacientes se muestran en la Tabla 2, en donde se
observa que los niveles de PCR, PCT, bilirrubina, lactato y creatinina fueron mayores en

pacientes con puntaje SOFA mayor a 2 respecto a pacientes con un puntaje SOFA menor a 2.
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Tabla 2. Parametros demogréficos, clinicos y de laboratorio de los pacientes estudiados
Los datos se reportan como la media (£SD), mediana (IQR) y n (%). Las comparaciones se llevaron a

cabo empleando la prueba exacta de Fisher o la prueba de chi cuadrado de Pearson, y la prueba U de
Mann-Whitney o la prueba t de Student. PCR: Proteina C Reactiva; PCT: Procalcitonina; HDL:
Lipoproteinas de alta densidad; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; SOFA: escala de falla organica

secuencial.

Género, masculino, n (%)

50 (47.6 %)

Pacientes con

puntaje Delta SOFA
<2 (n=50)

27 (54.0 %)

Pacientes con

puntaje Delta SOFA

>2 (n=55)
23 (41.8 %)

0.24
Género, femenino, n (%) 55 (52.4 %) 23 (46.0 %) 32 (58.1 %)
Edad en afios
Mediana (IQR) 50.0 (37.5 - 57.5) 54.5 (39.0 - 58.0) 47.0 (35.0-55.0) 0.17
Agente etioldgico, n (%)
Escherichia coli 61 (58.1 %) 28 (56.0 %) 33 (60.0 %)
Klebsiella pneumoniae 12 (11.4 %) 7 (14.0 %) 5(9.1 %) 0.36
Pseudomonas aeruginosa 12 (11.4 %) 8 (16.0 %) 4 (7.3 %)
Sitio de Infeccién, n (%)
Abdominal 71 (67.6 %) 32 (64.0 %) 39 (70.9 %)
Tracto urinario 20 (19.1 %) 12 (24.0 %) 8 (14.6 %)
0.15
Catéter intravenoso 5 (4.8 %) 3 (6.0 %) 2 (3.6 %)
Pulmonar 4 (3.81 %) 0 (0.0 %) 4 (7.3 %)
Comorbilidades, n (%)
Dislipidemia 61 (58.1 %) 32 (64.0 %) 29 (52.7 %)
Inmunosupresion 55 (52.4 %) 26 (52.0 %) 29 (52.7 %) 0.89
Cancer 55 (52.4 %) 28 (56.0 %) 27 (49.1 %) '
Dafio hepatico 27 (25.7 %) 12 (24.0 %) 15 (27.3 %)
Pruebas de laboratorio
PCR (mg/L) 14.00 (7.30 - 19.80) 10.75 (4.80 - 16.87) 15.20 (9.47 - 21.50) <0.05
PCT (ng/mL) 7.40 (1.80 - 17.90) 3.10 (1.33 - 8.58) 11.40 (3.90 - 24.33) <0.01
Hemoglobina (g/dL) 10.27+2.63 10.38+2.62 10.17+2.66 0.47
Albimina (g/dL) 3.17+0.73 3.2610.70 3.09+0.76 0.23
Bilirrubina total (mg/dL) 1.40 (0.62 - 4.90) 0.90 (0.60 - 2.93) 2.20(0.90 - 7.40) <0.01
Lactato (mmol/L) 2.40 (1.40 - 4.00) 1.65 (1.18 - 2.60) 3.45 (1.63 - 4.20) <0.01
Creatinina (mg/dL) 0.90 (0.65 - 1.40) 0.80 (0.50 - 1.06) 1.00 (0.70 - 1.90) <0.01
Células blancas (x10°%/L) 6.95 (0.35 - 12.30) 7.25(0.60 - 12.18) 6.65 (0.10 - 12.30) 0.87
107.0 (21.00 - 162.50 (26.25 - 100.00 (16.00 -
3
Plaquetas (x10°/uL) 243.00) 265.00) 216.00) 0.19
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HDL (mg/dL) 35.19+17.71 36.88+17.57 33.65+17.89 0.40

138.50 (113.30 - 139.50 (109.00 - 136.00 (115.80 -
Colesterol total (mg/dL) 181.80) 201.30) 165.50) 0.56
LDL (mg/dL) 75'(1)89(%86)25 - 77'2%43%)7 5- 73.00 (47.50 - 101.50)  0.46

Puntaje Delta SOFA 0-11 0-1 2-11

9.2 La concentracion plasmatica de CETPI es mayor en los pacientes con

bacteriemia por Gram-negativos

Para determinar la relacion entre los niveles de CETPI y la severidad de la enfermedad en
infecciones debidas a bacterias Gram-negativas, medimos su concentraciéon en el plasma de
pacientes con infeccion, sepsis o choque séptico. La concentracién de CETPI fue mayor en los
pacientes con bacteriemia por Gram-negativos (15.21 nM [10.52 - 26.23]) respecto al grupo
control (11.58 nM [8.05 - 14.71], p<0.001) (Figura 10a). El andlisis de la distribucién de los
datos muestra una clara diferencia entre los pacientes y controles a concentraciones de CETPI
mayores a 18 nM (Figura 10b).

Al analizar las concentraciones de CETPI en los pacientes con puntaje SOFA mayor o menor a
2, no se encontraron diferencias (Figura 10c). Tampoco se observaron diferencias en las
concentraciones de CETPI en relacion con la mortalidad de los pacientes en la UCI (Figura
10d).
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Figura 10. Concentracién de CETPI en plasma de pacientes con bacteriemia por Gram-negativos. a
Concentracion de CETPI en el plasma de pacientes con hemocultivo positivo para bacterias Gram-
negativas (n=105) y en sujetos control (n=47). b Frecuencia relativa acumulada de la concentracién de
CETPI en plasma del grupo control (n=47) y de los pacientes con infeccién (n= 50), sepsis (n= 28) y
choque séptico (n= 27). ¢ Concentracion de CETPI en plasma de los pacientes con un puntaje SOFA <2
(n=50) o >2 (n=55), asi como en los sujetos control (n=47). d Concentracién de CETPI en plasma entre
los pacientes sobrevivientes (h=100), no sobrevivientes (n=5) y sujetos control (n=47). Los datos se
muestran como la mediana con IQR. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Las diferencias entre los grupos
se evaluaron usando la prueba de Mann-Whitney o la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente la
prueba de Dunn para comparaciones mdltiples. Las muestras se evaluaron por duplicado en ensayos

ELISA.

9.3Los niveles plasmaticos de CETPI y citocinas correlacionan con la

severidad de los pacientes con bacteriemia por Gram-negativos

Ademas de determinar la concentracion de CETPI en plasma, se midieron los niveles de las siguientes
citocinas: IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, IL-12 (p70), IFNy e IL-10. Considerando que la concentracion
plasmatica de CETPI fue mayor en los pacientes con bacteriemia por Gram-negativos respecto a los
sujetos sanos, y que es capaz de interaccionar con los LPS, se analizé la correlacion entre sus niveles

plasmaticos, asi como el de los niveles de las citocinas con el puntaje SOFA de los pacientes
40



determinado durante las 12 h después de su admisién a la unidad de terapia intensiva. El puntaje SOFA
correlacion6 positivamente con CETPI (r=0.61, p<0.05), TNF-a (r=0.62, p<0.05), IL-6 (r=0.78, p<0.01), IL-
8 (r=0.76, p<0.01), e IL-10 (r=0.58, p<0.05) (Figura 1la-e); mientras que se encontré una correlacién

negativa con IFNy (r=-0.78, p<0.01) (Figura 11f).
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Figura 11. Correlacion entre el puntaje SOFA medido durante las 12 h después del ingreso a la
unidad de terapia intensiva con la concentracion de CETPI y citocinas en pacientes con
bacteriemia por Gram-negativos. Se realizaron correlaciones de Pearson entre el puntaje SOFA con
los valores promedio de a CETPI; b IL-8; ¢ IL-6; d TNF-qa; e IL-10; f IFNy g IL-1B3; h IL-12p70; i PCR; j
PCT. Los niveles de las 7 citocinas, CETPI, PCR y PCT fueron transformados a valores logaritmicos para
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las correlaciones. El color naranja indica una correlacién positiva, el morado una correlacion negativa y el
azul sin correlacion. SOFA: escala de falla organica secuencial; PCR: Proteina C Reactiva; PCT:
Procalcitonina.

9.4 La concentracion de CETPI correlaciona negativamente con los niveles de

IL-1B, IL-8 e IL-10 en pacientes con choque séptico

Se determind la concentracibn de CETPI en los pacientes con infeccion, sepsis o choque
séptico, sin encontrarse diferencias significativas entre ellos (Figura 12a). Sin embargo, los
niveles de CETPI en los pacientes con choque séptico tendieron a ser mayores. Al analizar los
niveles de citocinas en estos tres grupos de pacientes, se observaron diferencias significativas
en los niveles de IL-6, IL-8 e IFNy. La concentracion de IL-6 fue 5 veces mayor en los pacientes
con choque séptico y 2.7 mayor en los pacientes con sepsis respecto a los pacientes con
infeccién (Figura 12b). La concentracion de IL-8 fue 3.2 veces mayor en los pacientes con
choque séptico en comparacion con los pacientes con infeccién (Figura 12d). Mientras que la
concentracion de IFNy fue 2.7 veces menor en los pacientes con choque séptico respecto a los

pacientes con infeccion (Figura 12f).
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Figura 12. Concentracién en plasma de CETPI y citocinas en pacientes con infeccién, sepsis y
choque séptico debido a bacterias Gram-negativas. a CETPI; b IL-6; ¢ IL-12p70; d IL-8; e IL-1B; f
IFNy; g TNF-a; h IL-10. Los datos se muestran como la mediana con IQR. *p < 0.05, **p < 0.01. Las
diferencias entre los grupos se evaluaron usando la prueba de Kruskal-Wallis y posteriormente la prueba
de Dunn para comparaciones multiples.

Para analizar la asociacién entre la concentracion de CETPI y los niveles de las principales
citocinas implicadas en la fisiopatologia de la sepsis se realizaron correlaciones de Pearson. En
los pacientes con infeccion, se encontraron correlaciones positivas entre IL-18 con IL-6, IL-8 e
IL-12p70; TNF-a con IL-6, IL-8, IFNy, e IL-10; IL-6 con IL-8 e IL-10; IL-8 con IL-10; asi como IL-
12p70 con IFNy (Figura 13a). En los pacientes con sepsis, las correlaciones entre las citocinas
fueron mas evidentes, existiendo una relacion positiva entre ellas (Figura 13b). En los
pacientes con choque séptico los niveles de CETPI se correlacionaron negativamente con IL-
1B, IL-8 e IL-10 (Figura 13c). Mientras que se encontraron correlaciones positivas entre IL-18
con TNF-a, IL-8, e IL-10; TNF-a con IL-6, IL-8, e IL-10; IL-6 con IL-8 e IL-10; IL-8 con IL-10; asi
como de IL12p70 con IFNy. Ademas, en estos pacientes se observd una pérdida de correlacion
de IL-12p70 e IFNy con el resto de las citocinas (Figura 13c).
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a Infecciéon
Probabilidad de correlacion

10 8 CETPI IL1-B TNF-a IL-6 IL-8 |IL-12p70| IFNy IL-10
::: ] CETPI | <0001 | 0.1670 | 0.3311 | 0.7530 | 0.3869 | 0.0941 | 0.9562 | 0.1659
04 o IL1-B 0.1670 | <.0001 | 0.8934 | 0.0488 | 0.0423 | 0.0036 | 0.1668 | 0.2375
of, 5 TNF-a | 0.3311 | 0.8934 | <.0001 | 0.0048 | <.0001 | 0.1498 | 0.0382 | <.0001
&_: ] IL-6 0.7530 | 0.0488 | 0.0048 | <.0001 | 0.0004 | 0.3143 | 0.1029 | 0.0006
06 o IL-8 0.3869 | 0.0423 | <.0001 | 0.0004 | <.0001 | 0.1480 | 0.1418 | <.0001
::z m’ IL-12p70 | 0.0941 | 0.0036 | 0.1498 | 0.3143 | 0.1480 | <.0001 0.0004 | 0.2184
IFNy 0.9562 | 0.1668 | 0.0382 | 0.1029 | 0.1418 | 0.0004 | <0001 | 0.0692
IL-10 0.1659 | 0.2375 | <.0001 | 0.0006 | <.0001 | 0.2184 | 0.0692 | <.0001
b Sepsis
Probabilidad de correlacion
i -: CETPI | IL1-8 | TNF-a IL-6 IL-8 |IL-12p70| IFNy IL-10
:: 3 CETPI | <0001 | 0.5093 | 0.9736 | 0.8218 | 0.0960 | 0.3767 | 0.6379 | 0.5125
04 o IL1- | 0.5093 | <.0001 | 0.0251 | 0.0128 | 0.0006 | 0.0218 | 0.0001 | 0.0084
oj 3 TNF-o. | 0.9736 | 0.0251 | <.0001 [ <.0001 | 0.0004 | <.0001 | 0.0007 | <.0001
-aj ] IL-6 0.8218 | 0.0128 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0048 | 0.0192 | <.0001
06 2 IL-8 0.0960 | 0.0006 | 0.0004 | <.0001 | <.0001 | 0.0473 | 0.0189 | <.0001
jj v IL-12p70| 0.3767 | 0.0218 | <.0001 | 0.0048 | 0.0473 | <.0001 | 0.0010 | 0.0022
ép N \3\'&@ & & IFNy | 0.6379 | 0.0001 | 0.0007 | 0.0192 | 0.0189 | 0.0010 | <.0001 | 0.0217
4 IL-10 | 0.5125 | 0.0084 | <.0001 | <.0001 | <.0001 | 0.0022 | 0.0217 | <.0001

¢ Choque séptico
Probabilidad de correlacion

CETPI IL1-B TNF-a IL-6 IL-8 [IL-12p70| IFNy IL-10
CETPI | <0001 | 0.0042 | 0.0978 | 0.8463 | 0.0460 | 0.7298 | 0.8000 | 0.0226
IL1-p 0.0042 | <.0001 [ 0.0019 | 0.2124 | 0.0001 | 0.3738 | 0.5793 | 0.0004
TNF-a | 0.0978 | 0.0019 [ <.0001 | 0.0035 | <.0001 | 0.4028 | 0.3965 | <.0001
IL-6 0.8463 | 0.2124 | 0.0035 | <.0001 | 0.0443 | 0.9166 | 0.8019 | 0.0375
IL-8 0.0460 | 0.0001 | <.0001 | 0.0443 | <.0001 | 0.3697 | 0.5608 | <.0001
IL-12p70| 0.7298 | 0.3738 | 0.4028 | 0.9166 | 0.3697 | <0001 | <0001 | 0.3160
IFNy 0.8000 | 0.5793 | 0.3965 | 0.8019 | 0.5608 | <.0001 | <.0001 | 0.8029
IL-10 0.0226 | 0.0004 | <.0001 | 0.0375 | <.0001 | 0.3160 | 0.8029 | <.0001

o
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Figura 13. Correlaciones de Pearson entre citocinas y CETPI en los pacientes con infeccion,
sepsis y choque séptico debido a bacterias Gram-negativas. Se efectuaron mapas de calor de las
correlaciones de Pearson entre las 7 citocinas medidas y CETPI en los pacientes con a infeccion, b
sepsis y ¢ choque séptico. El color rojo indica correlaciones positivas y el azul negativas. Al lado de cada
mapa de color se muestran las probabilidades de correlacién correspondientes.
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9.5 Los niveles de LPS correlacionan con los niveles de CETPI en pacientes

con infeccion o sepsis por bacterias Gram-negativas

Se analiz6 la correlacién entre la concentracién plasmética de LPS y la de CETPI en los
pacientes con infeccidn, sepsis o choque séptico, encontrandose una correlacion positiva entre

dichas variables en los pacientes con infeccién y sepsis (Figura 14).
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Figura 14. Los niveles de LPS correlacionan con la concentracién de CETPI en plasma de
pacientes con bacteriemia por Gram-negativos. Correlacién de Spearman entre los niveles de LPS y
CETPI en pacientes con a infeccion (n=31), b sepsis (h=19) y ¢ choque séptico (n=19).

La relacién entre los niveles de CETPI con alguna comorbilidad especifica fue dificil de explorar,
ya que la mayoria de los pacientes presentaban mas de una comorbilidad. Sin embargo, se
obtuvieron muestras de pacientes con infeccion, sepsis 0 choque séptico con una Unica
comorbilidad (Figura 15), en donde fue posible observar que los pacientes con hepatopatia

presentan altos niveles de CETPI (Figura 15b,c).
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Figura 15. Concentracion de CETPI en plasma de pacientes con bacteriemia por Gram-negativos
de acuerdo a la presencia de comorbilidades. Concentracion de CETPI en pacientes con a infeccion
(n=7), b sepsis (n=7) y ¢ choque séptico (n=4), en ausencia o presencia de una Unica comorbilidad. Los

datos se muestran como la media con error estandar de la media.
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Considerando que el principal sitio de infeccion de todos los pacientes fue el abdomen (Tabla
2), y que el higado es el principal érgano responsable en detoxificar los LPS de origen intestinal,
se determind la relacion de los niveles de LPS y CETPI en el plasma de los pacientes con y sin
dafio hepatico. Los niveles plasméaticos de LPS fueron mayores en los pacientes con dafio
hepatico, con diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes con infeccion
respecto a los pacientes con infeccion sin dafio hepatico (577.90 pg/mL [487.20 - 1136.00] vs
214.90 pg/mL [105.90 - 400.70], p<0.05) (Figura 16a). La concentracion de CETPI también fue
mas elevada en los pacientes con infeccion (31.19 nM [20.07 - 40.58]) y sepsis (28.21 nM
[24.34 - 34.65]) con dafio hepatico respecto a los pacientes con infeccién (12.35 nM [9.50 -
17.41]) y sepsis (14.45 nM [9.04 - 19.39]) sin dicho dafio (Figura 16d,e). A pesar de no
encontrar diferencias significativas en los niveles de CETPI en los pacientes con choque séptico
sin y con hepatopatia, los niveles tendieron a ser mayores en estos ultimos ((14.84 nM [10.29 -
23.44]) vs (24.10 nM [13.54 - 44.07])) (Figura 16f).
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Figura 16. Concentracidon en plasma de LPS y CETPI en pacientes con bacteriemia por Gram-
negativos, sin y con dafio hepético. Concentracion de LPS en plasma de pacientes con a infeccion
(n=31), b sepsis (n=19) y ¢ choque séptico (n=19) sin y con dafio hepético. Concentracion de CETPI en
plasma de pacientes con d infeccion (n=50), e sepsis (n=28) y f choque séptico (n=27) sin y con dafio
hepatico. Las diferencias entre los grupos se determinaron empleando la prueba de Mann-Whitney. Los
datos se muestran como la mediana con IQR. *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.

46



9.6 La actividad proteolitica sobre CETPI se asocia con la severidad de la

infeccion

Se analiz6 la presencia de CETPI mediante inmunotransferencia en el plasma del grupo control
y de los pacientes (Figura 17). En el plasma de los sujetos sanos se detect6 la banda esperada
de 69 kDa (Figura 17a-c), mientras que en el plasma de los pacientes, ademas de la banda de
69 kDa, se identific6 una segunda banda de ~67 kDa (Figura 17d-i). En el caso de los sujetos
sanos, los niveles de citocinas se mantuvieron en concentraciones basales y no se encontrd
relacion alguna con los niveles de CETPI (Figura 17b,c). Sin embargo, al analizar los niveles de
citocinas en el plasma de los pacientes con infeccién, la presencia de la banda de ~67 kDa se
asocié con un aumento en los niveles de las citocinas proinflamatorias, especialmente con la IL-
6 (Figura 17e,f). En el caso de los pacientes con sepsis y choque séptico, el notorio aumento
de IL-6 e IL-10 también se asocid con la presencia de la banda de ~67 kDa (Figura 17h,i). En la
Tabla 3 se muestran los parametros clinicos de estos pacientes en donde se observa que la
bacteria aislada en todos los casos fue E. coli. Ademas, en el paciente en el que Unicamente se
detect6 la banda de CETPI (69 kDa) el origen de la infeccion fue el tracto urinario (Figura 17e,
Tabla 3), que representa menor gravedad respecto a una infeccibn de origen abdominal

presente en el resto de los pacientes mostrados en la Figura 17f,h,i.
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Figura 17. Presencia de CETPI y concentracion citocinas en el plasma de sujetos control y
pacientes con bacteriemia por Gram-negativos. a Presencia de CETPI en el plasma de muestras
representativas del total de sujetos control; b, ¢ Concentracidon de citocinas y presencia de CETPI en
plasma de sujetos control (n=47); d Presencia de CETPI en el plasma de muestras representativas de
sujetos control y de pacientes con infeccion; e,f Concentracion de citocinas y presencia de CETPI en
plasma de pacientes con infeccion (n=50); g Presencia de CETPI en el plasma de muestras
representativas de sujetos control y de pacientes con infeccion, sepsis o choque séptico; h,i
Concentracion de citocinas y presencia de CETPI en plasma de pacientes con sepsis (n=28) o choque

séptico (n=27).

Tabla 3. Parametros clinicos de pacientes con e,f infeccién, h sepsis, e i choque séptico mostrados

en la Figura 17.

Figura Edad Sexo
17e 65 Femenino
17f 59 | Masculino
17h 21 Femenino

Comorbilidades

- Inmunosupresion
- Dislipidemia
- Dafio hepético
- Cancer

- Inmunosupresion
- Cancer

Sitio de
infeccion

Tracto
urinario

Abdominal

Abdominal

Bacteria SOFA | SOFA
aislada  (previo) (T1)
E. coli 0 0
E. coli 3 4
E. coli 4 6
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- Dislipidemia

17i 55  Masculino - Cancer . Abdominal  E. coli 2 7
- Endocrinopatia

Con la finalidad de encontrar el origen de la banda de ~67 kDa identificada por
inmunotransferencia, empleamos HPLC y espectrometria de masas. Inicialmente, se realizo el
analisis de la banda de 69 kDa, en donde se identificaron péptidos asociados a la secuencia de
CETPI (Figura 18a). Mientras que, las secuencias de los péptidos identificados en la banda de
67 kDa son derivadas de la albumina humana, la cual es abundante en plasma, tiene la
capacidad de unir péptidos con propiedades catidnicas y tiene una masa molecular de 66.5
kDa. Considerando que el anticuerpo empleado reconoce la secuencia del carboxilo terminal de
CETPI, planteamos que péptidos derivados de dicho dominio pudieran estar interaccionando
con la albumina presente en plasma. Para demostrar esto, se realizé la eliminacién de albamina
de muestras de plasma de pacientes y se analizaron por inmunotransferencia, comparando las
muestras completas, las carentes de albdmina y la albumina eluida. Interesantemente, no se
observo la banda de ~67 kDa en las muestras de plasma de pacientes con sepsis 0 choque
séptico a las cuales se les elimind la albumina (Figura 18b). Tampoco se identificé en la
albumina eluida, probablemente debido a que en la metodologia empleada para su
recuperacion se usa una disolucién con alta fuerza iénica lo que altera la interaccion entre los
péptidos y dicha proteina (Figura 18b). Estos resultados sugieren que péptidos derivados del

carboxilo terminal de CETPI se unen a la albimina y son detectados por inmunotransferencia

como una banda de ~67 kDa.
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Figura 18. Andlisis de las bandas de 69 y 67 kDa identificadas por inmunotransferencia. a
Parametros de los alineamientos de los péptidos identificados por HPLC y espectrometria de masas
presentes en la banda de 69 kDa correspondiente a CETPI. Los péptidos identificados por HPLC y
espectrometria de masas estan resaltados en la secuencia de CETP (GenBank: AAV38867.1). b Panel
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superior: Inmunodetecciéon de CETPI en el plasma de sujetos control y de pacientes antes y después de
la eliminacién de albumina. Panel inferior: Misma membrana usada en el panel superior tefiida con Rojo
de Ponceau.

Es probable que en el plasma de los pacientes exista una activacion importante de enzimas
proteoliticas que pudieran actuar sobre el extremo carboxilo de CETPI, dando lugar a péptidos
gue se unen a la albumina. Para explorar esta posibilidad, se analizaron los sitios del carboxilo
terminal de CETPI susceptibles a protedlisis mediante prediccion bioinformatica empleando la
base de datos de Procleave (Li et al., 2020). Se encontraron sitios susceptibles a protedlisis por
las enzimas: matriz metalopeptidasa 2 (MMP-2), elastasa 2, quimiotripsina A y matriz
metalopeptidasa 9 (MMP-9). Dichos sitios se encontraron en las posiciones 475, 476, 481, 482
y 483 dentro de la secuencia de aminoacidos de CETPI (Figura 19a). Con excepcion del sitio
localizado en la posicién 475, el resto de los sitios susceptibles a protedlisis se encuentran
expuestos dentro de la estructura de CETPI (Figura 19b). Ademas de este analisis, se observo
una mayor actividad proteolitica en el plasma de los pacientes respecto al grupo control (Figura
19c), lo que apoya la hipétesis de que la banda de 67 kDa se forma debido a que se asocian a
la albumina péptidos derivados del carboxilo terminal de CETPI que son reconocidos por el

anticuerpo anti-CETPI empleado.
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Figura 19. Actividad proteolitica sobre el carboxilo terminal de CETPI. a Prediccion de la actividad
proteolitica sobre el dominio carboxilo terminal de CETPI empleando Procleave (Li et al., 2020). ¥ indica
un sitio de protedlisis predicho. b Localizacion de los sitios susceptibles a protedlisis dentro de la
estructura secundaria de CETPI y prediccién de su accesibilidad al disolvente empleando I-TASSER
(Protein Structure & Function Predictions) (Zhou et al., 2022) y PredictProtein (Bernhofer et al., 2021). ¢
Actividad proteolitica en plasma obtenido de los sujetos controles (n=21), y pacientes con infeccién

(n=28), sepsis (n=25) y choque séptico (n=25). Los datos se muestran como la mediana con IQR. *p <
0.05, **p < 0.01.
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10. DISCUSION

La elevada tasa de mortalidad en los pacientes con sepsis se debe principalmente a la dificultad
de brindar un diagnéstico y tratamiento oportuno por la heterogeneidad del proceso
fisiopatologico de este sindrome, en el cual es central la interaccion entre el patégeno y el
huésped. En este ultimo, el sexo, la edad y la presencia de comorbilidades son factores que
influyen en la respuesta al agente infeccioso. A nivel mundial, la incidencia de sepsis es mayor
en hombres que en las mujeres, teniendo un riesgo relativo mas alto los pacientes mayores a
65 afios (Carrillo et al., 2015). En este trabajo, se incluyé en la poblacion una proporcién similar
de hombres (47.6 %) y mujeres (52.4 %) para evitar el sesgo del sexo en la interpretacion de los
resultados correspondientes a la concentracion en plasma de CETPI. La edad promedio de
todos los pacientes fue 50 afios, siendo la edad un factor de riesgo importante para el desarrollo
de sepsis, ya que los pacientes neonatos, pediatricos o de edad avanzada son los que mas
frecuentemente desarrollan este sindrome (Emr et al., 2018; Carrillo et al., 2015). De hecho,
dado el aumento de la poblacion de edad avanzada que requiere procedimientos invasivos, que
usa dispositivos médicos implantables, asi como por la presencia de senescencia inmune, se
espera un aumento en las tasas de mortalidad debido a sepsis en las préximas dos décadas
(Barker et al., 2021; Gudiol et al., 2021).

La epidemiologia de la sepsis se ve influenciada no solo por la edad, sino también por la
presencia de comorbilidades, tales como enfermedades crénicas, enfermedades
inmunosupresoras no relacionadas con el cancer y el propio cancer. Los pacientes con estas
condiciones son especialmente susceptibles, presentando una probabilidad de riesgo diez
veces mayor de desarrollar sepsis en comparacion con la poblacion general (Gudiol et al.,
2021), por lo que fueron comorbilidades comunes en este estudio. Un hallazgo de particular
interés fue que la dislipidemia, en la que los niveles de HDL estan debajo de los parametros
normales, se encontr6 como la comorbilidad mas frecuente entre los pacientes. Las HDL,
ademas de patrticipar en el transporte reverso del colesterol, tienen un papel importante en la
inflamacién. Al inicio de la sepsis, las HDL ejercen diversos efectos protectores, entre ellos, la
capacidad de unir y disminuir la concentracion de LPS en el plasma, reducir la reaccion
inflamatoria en macréfagos, disminuir la agregacién de plaquetas y modular funciones
endoteliales. Esto uUltimo se lleva a cabo inhibiendo la produccién de moléculas de adhesion,
mediante la activacion de la enzima éxido nitrico sintasa y al prevenir la activacion endotelial
(Cao & Huang, 2022; Tanaka et al., 2020). Sin embargo, durante la progresion de este

sindrome los niveles de HDL disminuyen y predominan las HDL pro- inflamatorias o
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disfuncionales que tienen una mayor concentracién de triglicéridos y una disminucién de
ésteres de colesterol y de la apolipoproteina A1 (Chien et al., 2005; Barker et al., 2021; Cho,
2022). Esto conlleva a la disminucién de su funcion protectora, lo que a su vez se asocia con un
pronéstico menos favorable (Barlage et al., 2009). La interaccion entre las HDL y los LPS es
facilitada por la accion de las proteinas CETP, PLTP y LBP. Estas proteinas extraen los LPS de
las membranas bacterianas y los transfieren a las HDL (Vesy et al., 2000). Finalmente, los
complejos HDL-LPS son transportados hacia el higado para la posterior destoxificacion de los
LPS por la enzima aciloxiacil hidrolasa que remueve las cadenas acilo secundarias en el lipido
A (Munford et al., 2020; Pérez-Hernandez et al., 2021).

Més del 50 % de los pacientes con sepsis presentan al menos un estado comdrbido (Fathi et
al., 2019), encontrandose el dafio hepatico como la cuarta comorbilidad mas comun entre los
pacientes incluidos en este estudio (n=105). La presencia de dafio hepético tiene un impacto
significativo en la mortalidad de los pacientes y entre las manifestaciones clinicas se encuentran
hepatitis isquémica, colestasis, asi como alteracion en la sintesis de proteinas que da lugar a

coagulopatias (Woznica et al., 2018).

Los estados comdrbidos mencionado previamente y los agentes infecciosos son los principales
factores que afectan la evolucion y comportamiento de la sepsis. La prevalencia de los ultimos
varia en las distintas regiones y con el paso del tiempo. La informacién disponible sobre los
principales agentes infecciosos causantes de sepsis en México es escasa. No obstante, en
2009 se publicé un estudio epidemioldgico de la sepsis en donde se incluyeron 135 Unidades
de Terapia Intensiva de 24 estados de la Republica Mexicana. De los agentes etiologicos
aislados, 52 % fueron bacterias Gram-negativas, 38 % bacterias Gram-positivas y 10 % hongos
(Carrillo et al., 2009). También se observé una prevalencia de las bacterias Gram-negativas en
los cultivos de pacientes con sepsis en un estudio internacional en el que se incluyé América
Central y del Sur (Vincent et al., 2009), encontrandose E. coli y Pseudomonas aeruginosa entre
las principales especies aisladas (Carrillo et al., 2009; Vincent et al., 2009). Lo anterior es
consistente con los resultados de este trabajo, en donde E. coli fue aislada en mayor porcentaje
(58.1 %) de los hemocultivos realizados a los pacientes. E. coli es el principal agente causante
de septicemia adquirida en la comunidad como en el hospital, observandose un aumento en su
incidencia en todo el mundo durante la Ultima década. Lo que es relevante tomando en cuenta
que las cepas multi-rresistentes a antibioticos han aumentado de forma importante (de Lastours
et al., 2020).
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Se ha reportado que los sitios mas comunes de la infeccién primaria en hospitales de México
son abdominal (47 %), pulmonar (33 %), tejidos blandos (8 %), vias urinarias (7 %) y
miscelaneas (5 %) (Carrillo et al., 2009). De manera consistente encontramos en este trabajo el
abdomen como el sitio de infeccibn mas frecuente, afectando a mas de la mitad de los
pacientes incluidos. Entre las infecciones abdominales se registraron: apendicitis, colecistitis,

diverticulitis, pancreatitis y colitis.

El tracto gastrointestinal esta colonizado por trillones de microorganismos que interactian con el
hospedero para mantener la organizacion estructural y funcional, siendo esencial la integridad
de la capa de células epiteliales y de la barrera fisica de moco (que separa la microbiota de las
células epiteliales) para limitar la migracién de microorganismos (Albillos et al., 2020). Ademas,
la barrera formada por la mucosa intestinal se refuerza por las células inmunes, lo que es
relevante considerando que el intestino es el 6rgano linfoide mas grande del cuerpo,
conteniendo las placas de Peyer, la lamina propia, los ganglios linfaticos mesentéricos y los
linfocitos intraepiteliales. La integridad intestinal se compromete en los pacientes criticamente
enfermos, que son aquellos que presentan una situacion médica potencialmente mortal que
requiere cuidados médicos intensivos y alimentacion parenteral (Otani & Coorpersmith, 2019).
Asimismo, diversas condiciones, como el abuso de alcohol, infecciones entéricas, el uso de
antibioticos y la ingesta de dietas bajas en fibra y ricas en grasa, también propician la
translocacion de bacterias y sus componentes a través de la barrera intestinal dafiada (Martel et
al., 2022). Esto resulta en una respuesta inflamatoria con un aumento en el flujo sanguineo y en
la permeabilidad por un aumento del transporte paracelular, apoptosis o permeabilidad
transcelular (Camilleri, 2019; Onaona & Boudourakis, 2020; Pérez-Hernandez et al., 2021).
Estas alteraciones en la barrera intestinal favorecen la liberacion de mediadores toxicos en los
ganglios linfaticos mesentéricos y en la circulacion sistémica (Klingensmith & Coopersmith,
2016).

Inicialmente, la respuesta inflamatoria se sitda en la cavidad peritoneal, pero con la evoluciéon
de la enfermedad y la progresion de la severidad de la sepsis, la respuesta llega a ser sistémica
incrementado la probabilidad de muerte. Por lo que, el principal objetivo en el manejo de los
pacientes con sepsis es controlar la infeccion mediante la administracion de antibiéticos.
También, de acuerdo con la guia de la supervivencia de la sepsis, es crucial la reanimacién
cardiovascular con fluidos o agentes vasoactivos en las primeras horas, para mantener la

perfusion tisular y prevenir falla en otros 6rganos (Boldingh et al., 2017).

Sin un adecuado manejo, la persistencia de hipoxia tisular, disfuncién mitocondrial y apoptosis,

producen dafo organico, aumentando la probabilidad de la progresion del paciente con sepsis a
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choque séptico y el riesgo de muerte. Los pacientes con choque séptico tienen un puntaje Delta
SOFA mayor a 2, con hiperlactatemia e hipotensién con requerimiento de vasopresores (Singer
et al., 2016). En este estado critico, los pacientes tuvieron niveles mas elevados de PCR, PCT,
bilirrubina total, lactato y creatinina en plasma. La PCR actlia como parte de la reaccion de fase
aguda en sepsis y es capaz de unir LPS y favorecer su eliminacion. Su sintesis se induce por
IL-6, IL-1B y TNF-a (Eschborn & Weitkamp, 2019). Mientras que la PCT es un péptido precursor
de calcitonina cuyos niveles se incrementan en un proceso inflamatorio e infeccioso en
respuesta a la presencia de endotoxina y citocinas proinflamatorias (Gregoriano et al., 2020).
De esta forma, ademas de inducir la produccién de PCR y PCT, la presencia continua de LPS
en el torrente sanguineo contribuye a la inflamacion crénica persistente que conduce a dafio
organico, observandose niveles elevados de creatinina y de bilirrubina total debido a
alteraciones de la funcion renal y hepatica, respectivamente (Chunzhi et al., 2016; Engelmann
et al., 2019; Smiechowicz, 2022). Ante este dafio, los altos niveles de lactato son un reflejo de la
presencia de hipoxia y de un metabolismo anaerobio, funcionando como un indicador fisiol6gico
de la disponibilidad de oxigeno, que tiene un importante valor prondstico de mortalidad en los

pacientes con choque séptico (Khodashahi & Sarjamee, 2020).

Lo anterior destaca el hecho de que en presencia de una infeccibn por bacterias Gram-
negativas, es primordial la eliminacion de los LPS del torrente sanguineo, asi como el
neutralizar sus efectos sistémicos, para evitar la respuesta exacerbada que dificulte el regreso a
la homeostasis. Algunos de los mecanismos de inactivacion de los LPS presentes en el
intestino incluyen a la fosfatasa alcalina, mucina-2, péptidos antimicrobianos, acidos biliares,
HDL intestinal, asi como las proteinas LBP, BPI y ,recientemente, a CETPI (Luna-Reyes et al.,
2021; Pérez-Hernandez et al.,, 2021; Han et al., 2021). Si dichos mecanismos son
sobrepasados, en los ganglios linfaticos, los LPS unidos a quilomicrones son transportados a la
circulacion portal, mientras que los LPS que logran alcanzar la circulaciéon sistémica son
transportados en forma libre o en agregados con fragmentos de la membrana bacteriana, asi
como unidos a albumina, sCD14 y a las proteinas PLTP, LBP, CETP y CETPI. Ademas, como
se mencioné previamente, una fraccion importante de LPS en circulacion estd unida a
lipoproteinas, proponiéndose que la interaccidon rapida de LPS con las HDL representa una
primera linea de defensa contra las infecciones (Cazita et al., 2008). De esta manera, las HDL
facilitan la eliminacién de los LPS transportandolos al higado para su posterior captacion por las

células de Kuppfer y las ECs sinusoidales (Yao et al., 2016; Pérez-Hernandez et al., 2021).

Las proteinas BPI y LBP contribuyen a atenuar los efectos de los LPS, al interactuar con su

region inmunogeénica: el lipido A. Sin embargo, en las infecciones bacterianas severas y ante un
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aumento de LPS en el torrente sanguineo se produce una liberacién descontrolada de citocinas
proinflamatorias, y una inadecuada activacion de la respuesta inmune. En conjunto con BPI y
LBP, la isoforma de CETP, CETPI, une LPS mediante interacciones electrostaticas entre su
dominio carboxilo terminal y el lipido A. Los resultados de este trabajo muestran que la
concentracion de CETPI en plasma de pacientes con bacteriemia por Gram-negativos es mayor
gue en los sujetos sanos. Tomando en cuenta que CETPI es una proteina que une LPS, los
niveles plasmaticos mas altos en los pacientes sugieren que esta proteina podria estar
participando en la respuesta protectora ante dichas moléculas. Distinto a las diferencias
encontradas en la concentracion de CETPI entre los sujetos sanos y los pacientes, no se
observaron diferencias entre los pacientes con infeccion, sepsis o choque séptico, ni entre los
sobrevivientes y los no sobrevivientes. Sin embargo, se encontré una correlacion directa entre
la concentracion de CETPI y el puntaje SOFA medido durante las 12 horas de admision a
terapia intensiva, indicando una asociacién con el grado de dafo a érganos (Lambden et al.,
2019). Por lo que, a pesar de no haber una diferencia significativa entre la concentracién de
CETPI de pacientes con infeccidn y sepsis, la medicion de la concentracion de CETPI podria

ser util para determinar la severidad de la enfermedad.

El andlisis de la correlacion entre el puntaje SOFA con los niveles de las principales citocinas
producidas en respuesta a los LPS en circulacion mostré una asociacion directa entre dicho
puntaje, indicador de la gravedad del paciente, con IL-6, TNF-qa, IL-8 e IL-10. Las citocinas IL-6
y TNF-a estan implicadas en dafio endotelial y en el sindrome de disfuncién organica mdltiple,
siendo empleadas como biomarcadores para sepsis (Miguel-Bayarri et al., 2012; Molano Franco
et al.,, 2019; Grondman et al., 2020). La IL-8 se ha propuesto como un factor prondstico en
pacientes con sepsis con un alto riesgo de mortalidad (Livaditi et al., 2006; Anderson et al.,
2019), y la IL-10 es frecuentemente empleada como un indicador de un fenotipo
hipoinflamatorio (Barichello et al., 2022). La correlacién negativa encontrada entre los niveles de
IFNy con el puntaje SOFA indica que la infeccién bacteriana no esta siendo controlada. IFNy es
una citocina que aumenta la capacidad fagocitica y citotoxica de los macréfagos (Van Der Poll
et al., 2017). Sin embargo, la evidencia obtenida in vitro empleando esplenocitos y células T de
pacientes con sepsis muestra una secrecion disminuida de esta citocina, lo que contribuye a un
peor pronéstico (Boomer et al., 2011; Hotchkiss et al., 2013). De esta manera, se ha propuesto
que la administracién de IFNy puede revertir la inmunoparalisis (Leentjens et al., 2012; Clinical
trials: NCT01649921, NCT03332225). En conjunto, estos resultados muestran que tanto la
presencia de una respuesta inflamatoria con altos niveles de IL-6, TNF-a e IL-8, como la
inmunosupresion, observada por el aumento de los niveles de IL-10 y disminuciéon de IFNy,
favorecen el dafio celular y la disfuncién organica en los pacientes.
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Los pacientes con choque séptico tuvieron una mayor concentracion plasmatica de IL-6 e IL-8,
y una menor concentracion de IFNy que los pacientes con infeccién, demostrando la presencia
de una respuesta inmune desregulada que contribuye a un peor prondstico. Los resultados
también muestran una correlacion positiva entre IL-10 y las citocinas proinflamatorias, cuya
simultdnea presencia se ha asociado con la patogénesis de la sepsis (Matsumoto et al., 2018).
La IL-10 es principalmente secretada por monocitos, macréfagos y células Th2. Es una citocina,
con propiedades inmunosupresoras que desempefia diversas funciones, tales como la
inhibicion de la proliferacion y actividad de las células T, la supresiéon de la liberacién de
citocinas proinflamatorias y promover la proliferacion de células inmunosupresoras como Treg y
MDSC (Liu et al., 2022). En los linfocitos T la liberacion de IL-10 se favorece por el incremento
de IL-6 y el TGFB (McGeachy et al., 2007), mientras que en los macrofagos la PCR promueve
su liberacion (Mold et al., 2002). Por lo que durante la sepsis la inflamacion e inmunosupresion

pueden ocurrir secuencial o concurrentemente (Liu et al., 2022).

Se han empleado distintas aproximaciones para controlar tanto la inflamacién excesiva como la
inmunosupresion en los pacientes con sepsis. Una de las mas prometedoras es la
administracion de agentes neutralizadores de los LPS, tal como el péptido VSAK, que podria
ser administrado en conjunto con el tratamiento con antibiéticos. En experimentos in vivo, se
administr6 a conejos previamente tratados con LPS el péptido VSAK, lo que resultd en una
disminucion en la concentracion plasmatica de moléculas proinflamatorias (Luna-Reyes et al.,
2021). Asi que, en este trabajo, basados en los altos niveles de CETPI presentes en los
pacientes, exploramos su relacién con los niveles de citocinas. En los pacientes con choque
séptico, se encontraron correlaciones negativas entre CETPI con IL-183, IL-8, e IL-10, lo que
contribuye a considerar a CETPI como una proteina que amortigua los efectos sistémicos de los
LPS.

Por otra parte, en un estudio in vitro, empleando células de intestino delgado y de colon, se
reportd una clara correlacion en el aumento de la concentracion de CETPI en respuesta a la
estimulacion con LPS (Garcia-Gonzalez et al., 2015). Puesto que numerosos estudios han
reportado que los pacientes con dafio hepatico presentan altos niveles circulantes de LPS
(Bode et al., 1987; Parlesak et al., 2000; Thuy et al., 2008; Nier et al., 2020), analizamos la
concentracion plasmética de LPS y CETPI en presencia de esta comorbilidad. De manera
consistente, en los pacientes de este estudio con un dafio hepatico, se encontraron altos
niveles de LPS, asi como un aumento correspondiente de CETPI en plasma. Por lo que

considerando que CETPI es sintetizada por células intestinales y que la cavidad abdominal fue
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el principal sitio de infeccidn en los pacientes incluidos en este estudio, los altos niveles de LPS

en circulacion podrian promover su produccién como una respuesta protectora.

Se identific6 a la CETPI mediante inmunotransferencia en el plasma de sujetos sanos y
pacientes, mientras que la presencia de la banda de 67 kDa se asoci6 con protedlisis y con un
aumento en la concentracion de IL-6 en plasma. Esto es relevante considerando que los niveles
de IL-6 se han asociado con indicadores de la severidad de la enfermedad, incluyendo la

presencia de dafio organico (Schulte et al., 2013; Fan et al., 2016).

La presencia de protedlisis sistémica se ha asociado con una alta tasa de mortalidad en
pacientes con choque séptico (Bauza-Martinez et al.,, 2018). A pesar de la mayor actividad
proteolitica en el plasma de los pacientes en comparacion con los sujetos control, el no haber
encontrado diferencias significativas entre los pacientes con infeccién, sepsis o choque séptico,
podria deberse a la baja tasa de mortalidad (4.8 %) observada en este estudio. La protedlisis de
CETPI es altamente probable considerando que el principal sitio de infeccion en los pacientes
fue abdominal, que CETPI se expresa en las células intestinales (Alonso et al., 2003), y el papel
central de metaloproteinasas de matriz (MMPs, por sus siglas en inglés) y de proteasas de
serina en la fisiopatologia del choque séptico (Vanlaere & Libert, 2009). En este sentido, el
analisis predictivo de los sitios susceptibles a protedlisis presentes en el carboxilo terminal de
CETPI mostré sitios para quimiotripsina A, elastasa-2, MMP-9 y MMP-2, lo que originaria
péptidos capaces de ser reconocidos por el anticuerpo anti-CETPI empleado. Estas MMPs
degradan proteinas de la matriz extracelular promoviendo tanto la migracién de células inmunes
a los sitios de infeccién como la activacion de citocinas y quimiocinas (Jordakieva et al., 2021).
En voluntarios sanos se observé que los LPS aumentan la secrecién de MMP-9 por monaocitos,
macréfagos y neutréfilos (Pugin et al., 1999; Albert et al.,, 2003). En pacientes criticos, los
niveles de MMP-9 en plasma estan elevados (Yassen et al., 2001; Duda et al., 2020), mientras
que los niveles aumentados de proMMP-9 y proMMP-2 en los pacientes con sepsis por Gram-
negativas correlacioné con la severidad de la enfermedad (Pugin et al., 1999; Elkington et al.,
2005). Por lo que pensamos que es muy probable que el dominio carboxilo terminal de CETPI
sufra degradacion proteolitica en los pacientes con sepsis o choque séptico. De esta forma, la
mayor produccién de CETPI y la liberacion de péptidos derivados de su region carboxilo
terminal por degradacién proteolitica podrian representar un sistema de respuesta de
emergencia, activado al inicio de la infeccién y posteriormente durante la sepsis y choque

séptico.
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11. CONCLUSIONES

La identificacién de una nueva isoforma de CETP, denominada CETPI, que tiene la capacidad
de interaccionar con LPS, ha aumentado el interés por conocer su funcionalidad y contribucion
en los procesos infecciosos. Como una primera aproximacion, en la presente tesis exploramos
la presencia de CETPI en el plasma de pacientes con infeccién, sepsis 0 choque séptico debido
a bacterias Gram-negativas. Considerando la complejidad del proceso fisiopatolégico de la
sepsis, se determiné la gravedad del paciente mediante la medicién de los niveles citocinas,
proteinas de fase aguda, LPS, asi como por el uso de la escala clinica SOFA, lo que nos
permitié hacer correlaciones con la concentracién de CETPI en plasma. De esta forma, a través

del andlisis de los resultados se concluye lo siguiente:

e CETPI esta presente en el plasma de sujetos sanos y pacientes con infeccion, sepsis o
choque séptico causados por bacterias Gram-negativas, encontrandose una mayor

concentracion de CETPI en los pacientes.

e El incremento en la concentracion de CETPI se correlaciona con el dafio organico del

paciente evaluado por la escala SOFA.

e La correlacion directa entre los niveles plasmaticos de LPS y los de CETPI, junto con la
correlacion negativa encontrada entre la concentracion de CETPI con IL-1B, IL-8, e IL-

10, sugieren que CETPI es una proteina de respuesta ante la presencia de los LPS.

e En los pacientes con infeccién, sepsis 0 choque séptico con hemocultivo positivo para
bacterias Gram-negativas y con altas concentraciones de IL-6 se observé una banda
secundaria de 67 kDa, lo que aunado a la actividad proteolitica en plasma, podria
deberse a la presencia de péptidos derivados del carboxilo terminal de CETPI unidos a

albumina.
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12. PERSPECTIVAS

A pesar de que los resultados de este trabajo sugieren la participacion de CETPI en el proceso
de sepsis por bacterias Gram-negativas, aun hay aspectos importantes a estudiar respecto a su

sintesis, estructura y funcionalidad, dentro de los cuales destacan:

e Determinar la via por la cual CETPI ingresa al torrente sanguineo después de su sintesis

por las células intestinales.

e Sobreexpresar y purificar la proteina CETPI para describir los sitios que intervienen en
su union con los LPS, asi como su posible uso para disminuir los efectos sistémicos de
los LPS.

o Estudiar el efecto de las citocinas IL-1-B, IL-6, IL-8, e IL-10 sobre la expresion de CETPI

a nivel de mRNA y proteina.

o Determinar si existe relacion entre la concentracion de CETP y CETPI considerando los

niveles de lipidos y lipoproteinas en plasma.

e Demostrar la presencia de péptidos derivados del carboxilo terminal de CETPI en

plasma de pacientes con sepsis.

e Determinar la presencia de CETPI en pacientes con sepsis debida a agentes etiol6gicos

distintos a bacterias Gram-negativas.

e Evaluar el posible uso de CETPI como un biomarcador de severidad en los pacientes

con sepsis.
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14.1

14.

ANEXOS

Datos demogréficos y clinicos de los sujetos controles y pacientes con

infeccion, sepsis 0 choque séptico

Pacientes con

Pacientes con

Controles A iy Pacientes con sepsis
infeccién choque séptico p
(n=47) (n=28)
(n=50) (n=27)
Edad (afios) 36.0 (30.0-45.0) 54.5 (39.0-58.0) 46.5 (38.3-55.0) 47.0 (33.0-56.0) Control vs infeccion 0.0036
Género,
. 22 (46.8 %) 27 (54.0 %) 12 (42.9 %) 16 (59.3 %)
masculino
0.576
Biinano, 25 (53.2 %) 23 (46.0 %) 16 (57.1 %) 11 (40.7 %)
femenino
Control vs infeccidn <0.001
PCR (mglL) 0.14 (0.08-0.21) | 10.75 (4.80-16.87) 15.50 (8.33-23.80) 15.10 (10.95-19.89) Control vs sepsis <0.001
Control vs choque
Ve <0.001
séptico
Control vs infeccion <0.001
PCT (ng/mL) 0.02 (0.02-0.03) 3.10 (1.33-8.58) 11.60 (3.53-36.05) 10.10 (4.93-18.10) Control vs sepsis <0.001
Control'vs. choque <0.001
séptico
Control vs infeccion <0.05
CETPI(nM) | 11.58 (8.05-14.71) | 13.54 (9.99-26.65) 15.65 (9.73-25.57) 16.16 (11.30-26.11) Control vs sepsis <0.05
Control vs choque
o <0.01
séptico
Control vs infeccion <0.001
IL-6 (pg/mL) 3.20(3.20-9.31) | 61.81(21.56-370.50) |166.70 (56.98-1033.00) | 319.00 (105.10-1870.00) Control vs sepsis <0.001
Control vs choque
v <0.001
séptico
Control vs infeccion <0.001
IFN-y (pg/mL) | 1.28(0.64-3.20) | 8.58 (3.84-27.01) 3.91 (2.16-14.06) 3.20 (2.23-9.21) Control vs sepsis <0.001
Control vs choque
LS <0.001
séptico
Control vs infeccion <0.001
IL-10 (pg/mL) | 9.86(6.14-12.98) | 93.60 (49.23-387.50) | 229.40 (78.42-890.20) | 251.90 (111.00-2239.00) Carrol Ve sepele <0.001
Control vs choque
e <0.001
séptico
Control vs infeccion <0.05
IL-12p70 (pg/mL) | 3.20 (0.64-3.20) 3.20 (1.64-5.29) 3.20 (2.43-4.41) 3.20 (2.32-4.93) Control vs sepsis 0.052
Control vs choque
V! <0.05
séptico
Control vs infeccion 0299
IL-1B (pg/imL) 1.26 (0.57-3.20) 1.59 (0.79-3.20) 3.20 (1.31-3.71) 2.89 (0.97-4.00) Control vs sepsis <0.05
Contrcfl vs choque 0.067
séptico
Control vs infeccién <0.001
IL-8 (pg/mL) 3.50 (2.46-9.72) | 55.40(21.74-218.30) | 131.40 (44.38-605.60) | 182.60 (97.34-621.70) Control vs sepsis <0.001
Control vs choque
: <0.001
séptico
Control vs infeccion <0.001
TNF-a (pg/mL) 18‘;5 1_3123‘93’ 87.74 (58.38-160.40) | 126.10 (60.66-253.10) |  139.70 (88.18-271.10) Control vs sepsis <0.001
92) Control vs choque <0.001

séptico
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The cholesteryl-ester transfer protein Gty

isoform (CETPI) and derived peptides: new
targets in the study of Gram-negative sepsis

Eréndira G. Pérez-Hernandez', Victor De la Puente-Dfaz de Ledn?, Ismael Luna-Reyes', Blanca Delgado-Coello’,
José Sifuentes-Osornio® and Jaime Mas-Oliva'

Abstract

Background: Sepsis is a syndrome where the dysregulated host response to infection threatens the life of the
patient. The isoform of the cholesteryl-ester transfer protein (CETPI) is synthesized in the small intestine, and it is
present in human plasma. CETPI and peptides derived from its C-terminal sequence present the ability to bind and
deactivate bacterial lipopolysaccharides (LPS). The present study establishes the relationship between the plasma
levels of CETPI and disease severity of sepsis due to Gram-negative bacteria.

Methods: Plasma samples from healthy subjects and patients with positive blood culture for Gram-negative bacteria
were collected at the Intensive Care Unit (ICU) of INCMNSZ (Mexico City). 47 healthy subjects, 50 patients with infec-
tion, and 55 patients with sepsis and septic shock, were enrolled in this study. CETPI plasma levels were measured

by an enzyme-linked immunosorbent assay and its expression confirmed by Western Blot analysis. Plasma cytokines
(IL-13, TNFaq, IL-6, IL-8, IL-12p70, IFNy, and IL-10) were measured in both, healthy subjects, and patients, and directly
correlated with their CETPI plasma levels and severity of clinical parameters. Sequential Organ Failure Assessment
(SOFA) scores were evaluated at ICU admission and within 24 h of admission. Plasma LPS and CETPI levels were also
measured and studied in patients with liver dysfunction.

Results: The level of CETPIin plasma was found to be higher in patients with positive blood culture for Gram-neg-
ative bacteria that in control subjects, showing a direct correlation with their SOFA values. Accordingly, septic shock
patients showing a high CETPI plasma concentration, presented a negative correlation with cytokines IL-8, IL.-1[3, and
IL-10. Also, in patients with liver dysfunction, since higher CETPI levels correlated with a high plasma LPS concentra-
tion, LPS neutralization carried out by CETPI might be considered a physiological response that will have to be studied
in detail.

Conclusions: Elevated levels of plasma CETPI were associated with disease severity and organ failure in patients with
Gram-negative bacteraemia, defining CETPI as a protein implicated in the systemic response to LPS.

Keywords: CETPI, LPS, Gram-negative bacteria, Sepsis, Septic shock, CETP

Background
Each year an elevated number of people worldwide
experience an episode of sepsis, where millions die as a

*Correspondence: jmas@ifc.unam.mx result of its associated complications (Singer et al. 2016;
! Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional Auténoma de México, Reinhart et al. 2017). In low- and middle-income coun-
04510 Ciudad de Mexico, Mexico tries, the burden of sepsis is even higher and represents
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one of the leading causes of death in the general popula-
tion, where a complex interaction of factors such as the
causative pathogen, timely diagnosis, host immunity, and
access to quality care, determine lethality in sepsis (Cec-
coni et al. 2018; Rudd et al. 2020). Sepsis occurs when
the host produces an unbalanced response to an infec-
tion, that if not diagnosed and treated early, can lead to
profound circulatory and cellular dysfunction, progress-
ing to septic shock (Cecconi et al. 2018). Gram-negative
bacteria are the most frequent etiological agents of sep-
sis worldwide (Font et al. 2020), presenting in their outer
membrane LPS. The physiological response to LPS is
mediated by stimulation of the Toll-like receptor 4, that
includes the release of pro-inflammatory cytokines and
reactive oxygen species, causing endothelial damage
and vasodilation, leading to hypo-perfusion and capil-
lary fluid leakage. Additionally, cytokines activate the
coagulation cascade, resulting in capillary microthrombi,
and ultimately organ ischemia (Van Der Poll et al. 2017).
LPS released into the circulation interact with lipopro-
teins, such as the High-Density Lipoproteins (HDL) and
Low-Density Lipoproteins (LDL), but importantly with
lipopolysaccharide-binding proteins (Vreugdenhil et al.
2001), which eventually promote LPS clearance through
the hepatobiliary system (Pérez-Herndndez et al. 2021).
The LPS-binding protein and the bactericidal/perme-
ability-increasing protein are closely related proteins
that bind LPS, and present an important role in the host
response to acute infections involving Gram-negative
bacteria (Krasity et al. 2011). These proteins are mem-
bers of the LTP/LPS-binding family of lipid binding and
transfer proteins which also includes the cholesteryl-
ester transfer protein (CETP), the phospholipid transfer
protein (Beamer 2003), and now the cholesteryl-ester
transfer protein isoform (CETPI), originally described by
our research group years ago (Alonso et al. 2003; Garcia-
Gonziélez et al. 2015).

CETPI was identified and found to be synthesized in
the small intestine, and it is present in human plasma
(Alonso et al. 2003). The only structural difference
between CETP and CETPI resides in their C-terminal
domain, where human CETPI presents a 41 C-terminal
segment containing prolines, and a disordered confor-
mation, instead of the normal 24 residues present as an
a-helix in CETP (Alonso et al. 2003). Peptides derived
from the C-terminal domain of CETPI bind LPS through
electrostatic interactions, and the intravenous adminis-
tration of one of these peptides, called VSAK, attenuates
the harmful effects produced by LPS in a model of the
systemic inflammatory response syndrome (Luna-Reyes
et al. 2021). In addition, considering that the expression
of CETPI in intestinal cells is upregulated in the pres-
ence of LPS (Garcia-Gonzdlez et al. 2015), we aimed to
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evaluate the relation of the CETPI plasma levels with
disease severity in Gram-negative sepsis. For this pur-
pose, during the present study we collected plasma sam-
ples along a period of two years at the ICU of Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador
Zubirdn” (INCMNSZ), a tertiary care center located in
Mexico City. In comparison to healthy subjects, we meas-
ured the plasma CETPI concentration in patients pre-
senting infection, sepsis, and septic shock, and examined
the correlation between CETPI with the plasma levels of
LPS and a series of cytokines in all patients.

Our results suggest that an increased plasma level of
CETPI in patients, associated to the presence of pep-
tides derived from this protein, in correlation with their
ability to bind and inactivate LPS, might be considered
as a defense mechanism involved in the emergency host
response to a Gram-negative infection, and therefore,
also as indicators of disease severity.

Materials and methods

Study design

For this study, plasma samples from healthy subjects
and patients with infection, sepsis, and septic shock
with positive blood culture for Gram-negative bacte-
ria were collected over a period of two years at the ICU
of INCMNSZ (Mexico City). To quantify CETPI in
plasma we employed an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The pro- and anti-inflammatory plasma
cytokines were measured using the human cytokine
magnetic bead panel Milliplex Map Kit. We determined
the relationship between plasma levels of LPS and CETPL
in patients with liver dysfunction. Also, the expression of
CETPI in plasma was confirmed by Western Blot analy-
sis, and the bands recognized by the anti-CETPI antibody
identified by HPLC-mass spectrometry. Depletion of
plasma albumin was used to determine the possible bind-
ing of peptides derived from the C-terminal domain of
CETPI to this protein.

Study population

For the development of this study at INCMNSZ, 47
healthy subjects, and 105 patients with infection, sepsis,
and septic shock between 18 and 65 years of age were
enrolled. All subjects provided written informed con-
sent prior to the participation in the study. As controls,
a total of 47 samples were obtained from healthy vol-
unteer blood donors at the blood bank of INCMNSZ.
The inclusion criteria were body mass index <30 kg per
m?, normal vital signs, oxygen saturation > 90%, with no
evidence of infection or acute/chronic illnesses. Exclu-
sion criteria included having consumed any drug seven
days before sample collection, and the presence of an
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infection, inflammatory, and traumatic process in the
six weeks before the acceptance for inclusion in the
study.

Patients were divided into three groups: infection, sep-
sis, and septic shock. Baseline values for SOFA scores
were determined upon patient arrival at the ICU, and the
Delta SOFA score was calculated as the change in total
SOFA score between baseline values and values obtained
24 h after ICU admission. The infection group included
50 subjects without evidence of organ failure defined by
the Delta SOFA score lower than 2 points. The sepsis
group comprised 28 sepsis patients with infection and
organ failure defined as Delta SOFA score of 2 points or
more. The septic shock group included 27 patients with
sepsis and persisting hypotension requiring vasopres-
sors to maintain a mean arterial pressure of 65 mmHg
or greater and having a serum lactate level greater than
2 mmol/L (>18 mg/dL) in the absence of hypovolemia.
All patients had positive blood cultures for Gram-nega-
tive bacteria. Patients with trauma, renal replacement
therapy, or patients that have received anti-inflammatory
drugs 48 h prior to sample collection were excluded from
the study.

Patients were clinically assessed by recording vital
signs, mean arterial pressure, C-Reactive Protein (CRP),
hemoglobin, albumin, procalcitonin (PCT), bilirubin, lac-
tate, creatinine, HDL, leucocytes, platelets, and time of
antibiotic treatment. Also, demographic data and base-
line comorbidities (heart disease, lung disease, chronic
liver dysfunction, immunosuppression, cancer, endo-
crinopathy, dyslipidemia, and autoimmune disease) were
collected at the time of the patient’s admission. Patients
were considered immunocompromised if they had severe
neutropenia, and/or received steroid treatment or cyto-
toxic drugs. The source of infection was categorized into
eight groups: abdomen, lung, urinary tract, soft tissue,
sinusitis, empyema, central nervous system, and intra-
venous catheter. The criteria employed to define patients
with liver dysfunction were: patients with known liver
disease, basal SOFA score=1 in liver and coagulation
item, or a previous diagnosis of cirrhosis.

This study was reviewed and approved by the Ethics
Committee of the INCMNSZ (Reference number: 2252).

Sample collection

All plasma samples were collected within 12 h of ICU
admission, then samples were centrifuged for 10 min
at 1500 rpm, and aliquots were immediately stored at
— 80 °C. Blood cultures were taken in all patients upon
arrival to the ICU. Only samples with positive blood
culture for Gram-negative bacteria were included in the
study.
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Western blot analysis

Protein from plasma samples was measured using the
DC Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A total
of 30 pg of protein were loaded and separated on 8%
SDS-PAGE, and further transferred to PVDF membranes
(Immobilon-P, Merck Millipore, Billerica, MA, USA).
Membranes were blocked using 10% of Blotting-Grade
Blocker (Bio-Rad), incubated with anti-CETPI (1:4000)
overnight at 4 °C, and washed six times with TBST. Anti-
CETPI antibodies from Alpha Diagnostic International
Inc. (San Antonio, TX, USA), consist of antibodies raised
using a synthetic peptide that corresponds to the last 12
amino acids of the C-terminal segment of CETPIL. Mem-
branes were incubated with a rabbit peroxidase-conju-
gated anti-chicken IgY secondary antibody (1:30,000)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) for
60 min at room temperature (RT). Antibodies were
diluted in a 5% of Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad) solu-
tion. Protein bands were visualized using Immobilon®
Western from Merck Millipore on X-OMAT autoradio-
graphic plates (Kodak, Rochester, NY, USA).

Plasma cytokine measurements

For the measurement of cytokine levels in plasma, the
human cytokine magnetic bead panel Milliplex® Map Kit
(Merck Millipore) was used to assess the levels of IL-1p,
TNFa, IL-6, IL-8, IL-12 (p70), IFNY, and IL-10. Plasma
samples were analyzed in duplicate, and the procedure
was carried out according to the manufacturer instruc-
tions. Briefly, 25 uL of control and patient plasmas were
incubated with antibody-immobilized beads overnight
at 4 °C. Bead-complexes, after being rinsed, were incu-
bated with 25 pL of biotinylated detection antibody for
1 h with agitation. Next, 25 pL of Streptavidin—Phyco-
erythrin were added and incubated for 30 min at RT with
agitation. After washing the plate, 150 pL of Drive Fluid
were added to all wells. Plates were read on a MAGPIX
employing the xPONENT software, and the Median Flu-
orescent Intensity analyzed.

Plasma CETPI measured by ELISA

CETPI plasma levels were measured by an ELISA test
employing 96-well Maxisorp plates (Thermo Fisher Sci-
entific). 50 pL of dilutions of plasma samples were added
into the appropriate wells and incubated overnight at
4°C, then the plate washed out one time with Phosphate-
Buftered Saline (PBS). The plate was blocked for 2 h using
2.5% Bovine Serum Albumin plus 2.5% of Blotting-Grade
Blocker (Bio-Rad), and then washed out three times with
PBS. Next, anti-CETPI (1:5000) antibodies were added
into each well and the plate incubated for 90 min at 37 °C.
The plate was washed out three times with PBS and
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further incubated with a rabbit peroxidase-conjugated
anti-chicken IgY secondary antibody (Thermo Fisher Sci-
entific) for 30 min at 37 °C. Finally, the plate was washed
with PBS, TMB substrate was added to each well, and
incubated for 15 min at RT. To stop the reaction, 50 pL
of 2 M H,SO, were added and the absorbance of samples
measured at 450 nm using the Synergy HT microplate
reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA).
CETPI plasma concentration of all samples was deter-
mined using a standard curve.

Casein protease activity assay

Plasma protease activity was determined employing the
Protease Activity Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK),
which uses FITC-Casein as a general protease substrate.
Plasma samples were incubated with the protease sub-
strate for 30 min at 25 °C, and fluorescence was measured
at Ex/Em =485/ 550 nm immediately after the protease
substrate addition (R1) and at 30 min, after the incuba-
tion time (R2). Differences between both lectures (R2—
R1), indicated the fluorescence of the unquenched FITC
generated by the proteolytic digestion of the substrate.
The plasma protease activity was reported as mU/mL.
One unit was defined as the amount of protease that
cleaves the substrate, to yield an amount of fluorescence
equivalent to 1.0 pmol of unquenched FITC per minute
at25°C.

Plasma LPS quantification

Plasma LPS was measured using a competitive inhibi-
tion enzyme immunoassay (Cloud-Clone Corp, Houston,
TX, USA). This assay employs a monoclonal antibody
specific to lipopolysaccharide pre-coated onto a micro-
plate. 50 uL of dilutions of standard, blank, and samples
were added into the appropriate wells. A competitive
inhibition reaction was launched between biotin-labeled
lipopolysaccharide and the unlabeled lipopolysaccha-
ride present in the samples with the pre-coated antibody.
After incubation for 1 h at 37 °C, the unbound conjugate
is washed off, and then Avidin conjugated to HRP added
to each well. The plates were incubated for 30 min at
37 °C and washed five times. The substrate solution was
added to each well and after the incubation time (30 min
at 37 °C), 50 uL of stop reaction solution were added. The
absorbance was measured at 450 nm using a Synergy HT
microplate reader (BioTek Instruments, Inc.). The inten-
sity of color developed represents the amount of bound
HRP that is inversely proportional to the concentration
of LPS in the sample.

Albumin depletion
Albumin depletion of plasma samples was performed
using the Pierce Albumin Depletion Kit (Thermo Fisher
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Scientific). The kit consists of a high-capacity, immobi-
lized Cibacron Blue dye agarose resin, which binds the
albumin present in the plasma. Briefly, the resin was
transferred into a spin column to be washed employing
the Binding/Wash Buffer. After, the plasma sample was
added and incubated for 1-2 min at RT. The spin column
was centrifuged, and the flow-through was re-applied to
the spin column and incubated for another 1-2 min at
RT to ensure maximal albumin binding. After centrifu-
gation, we stored the flow-through and placed the spin
column in a new collection tube. The column was washed
to release unbound proteins and albumin eluted with a
solution of 20 mM sodium phosphate, 250 mM sodium
thiocyanate, pH 7.2. The protein content was determined
in the collected fractions and were further analyzed by
SDS-PAGE.

Statistical analysis

Data are expressed as frequencies for categorical vari-
ables and as a mean with standard deviation (SD) or
median with interquartile range (IQR) for continu-
ous variables according to their distribution as assessed
by Shapiro-Wilk normality test. When variables were
not normally distributed, differences between groups
were analyzed employing the Mann Whitney U-test, or
the Kruskal-Wallis test with the Dunn’s Multiple Com-
parison Test. In the case of variables with a normal dis-
tribution, the statistical analysis was performed using
Student’s t-tests.

The plasma values of CETPI and cytokines were trans-
formed to logarithm (log 10) before performing the cor-
relations analysis to normalize the distribution of data.
Correlations between cytokines and CETPI plasma lev-
els were assessed by the Pearson’s correlation coeflicient.
Statistical test, significance level, n-numbers for each
analysis are stated in figure legends. Differences were
considered statistically significant at p<0.05. The statis-
tical analyses were performed employing the GraphPad
Prism software (GraphPad Software, La Jolla, CA), and
JMP 16.1.0 (SAS Institute, Cary NC, USA).

Results

Subjects and clinical parameters

Blood samples from 47 healthy subjects attending the
blood bank at INCMNSZ for blood donation, were col-
lected as controls, this group included 22 males and
25 females. Also, a total of 105 ICU patients were
enrolled in this study; 50 patients with infection (Delta
SOFA score<2), and 55 patients with sepsis and sep-
tic shock (Delta SOFA score>2), all patients with posi-
tive blood culture for Gram-negative bacteria (Table 1).
The mean age in the overall population was 50.00 years
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Table 1 Demographic, clinical and laboratory parameters of patients
Total (n=105) Patients with Delta SOFA Patients with Delta SOFA p value
score < 2 (n=50) score>2 (n=55)
Gender, male 50 (47.62%) 27 (54.000) 23 (41.82%) 0.24
Gender, female 55 (52.38%) 23 (46.00%) 32 (58.18%)
Age (years) 50.00 (37.50-57.50) 54.50 (39.00-58.00) 47.00 (35.00-55.00) 017
Etiologic agent (%)
Escherichia coli 61 (58.10%) 28 (56.00%) 33 (60.00%) 0.36
Kiebsiella pneumoniae 12(11.43%) 7 (14.00%) 5 (9.09%)
Pseudomonas aeruginosa 12(1143%) 8 (16.00%) 4(7.27%)
Site of infection (%)
Abdominal 71(67.62%) 32 (64.00%) 39 (70.91%) 015
Urinary tract 20 (19.05%) 12 (24.00%) 8 (14.55%)
Intravenous catheter 5 (4.76%) 3 (5.00%) 2 (3.64%)
Pulmonary 4 (3.81%) 0 (0.00%) 4 (7.27%)
Comorbidities
Dyslipidemia 61 (58.10%) 32 (64.009%) 29 (52.73%) 0.89
Immunosuppression 55 (52.38%) 26 (52.009) 29 (52.73%)
Cancer 55 (52.38%) 28 (56.009%) 27 (49.09%)
Liver dysfunction 27 (25.719%) 12 (24.00%) 15 (27.27%)
Laboratory tests
CRP (mg/L) 14.00 (7.30-19.80) 10.75 (4.80-16.87) 15.20 (9.47-21.50) <0.05
PCT (ng/mL) 740(1.80-17.90) 3.10(1.33-858) 11.40 (3.90-24.33) <0.01
Hemoglobin (g/dL) 1027+2863 1038+262 1017 +266 047
Serum Albumin (g/dL) 317073 326+070 3004076 023
Total bilirubin (ma/dL) 1.40 (0.62-4.90) 0.90 (0.60-2.93) 2.20 (0.90-7.40) <0.01
Lactate (mmol/L) 2.40(1.40-4.00) 1.65(1.18-2.60) 345 (1.63-4.20) <0.01
Creatinine (mg/dL) 0.90 (0.65-1.40) 0.80 (0.50-1.06) 1.00 (0.70-1.90) <0.01
White blood cells (x 10%/L) 6.95 (035-12.30) 7.25(060-12.18) 6.65 (0.10-12.30) 0.87
Platelet (x 103/uL) 107.0(21.00-243.00) 162.50 (26.25-265.00) 100.00 (16.00-216.00) 0.19
HDL (mg/dL) 35.19+£17.71 36.88+£1757 3365+£1789 040
Total cholesterol (mg/dL) 138.50(113.30-181.80) 139.50(109.00-201.30) 136.00 (115.80-165.50) 0.56
LDL (mg/dL) 75.00 (48.35-109.30) 77.00 (4875-11830) 73.00(47.50-101.50) 046
Delta SOFA score 0-11 0-1 2-1

Data are reported as mean (£ SD), median (IQR), and n (%). Comparisons were performed with Fisher's exact test or Pearson’s Chi-squared test, and either Mann—
Whitney U test or Student’s t-test. C-reactive protein (CRP); procalcitonin (PCT); High-Density Lipoprotein (HDL); Low-Density Lipoprotein (LDL); sequential organ

failure assessment (SOFA)

(37.50-57.50), of which 55 (52.38%) were female and 50
(47.62%) male.

In all patients, the most prevalent bacteria isolated
from the bloodstream was Escherichia coli (58.10%), and
the main sites of infection were the abdomen (67.62%),
and the urinary tract (19.05%) (Table 1). In patients
with Delta SOFA score<?2, the main comorbidities cor-
responded to dyslipidemia (64.00%), cancer (56.00%),
immunosuppression (52.00%), and liver dysfunction
(24.00%). In patients with Delta SOFA score > 2, dyslipi-
demia (52.73%), immunosuppression (52.73%), cancer
(49.09%), and liver dysfunction (27.27%) were also the
principal comorbidities (Table 1).

The main clinical parameters of patients are shown
in Table 1, CRP levels were lower in patients with
Delta SOFA score<2 (10.75 [4.80-16.87]), than in
patients with Delta SOFA score>2 (15.20 [9.47-21.50],
p<0.05). PCT levels were also higher in patients with
Delta SOFA score > 2 (11.40 [3.90-24.33]) compared to
patients with Delta SOFA score<2 (3.10 [1.33-8.58],
p<0.01). Also, significant differences were observed
in the levels of total bilirubin, lactate, and creatinine
between patients with Delta SOFA score > 2, and those
with Delta SOFA score<?2 (Table 1).
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The concentration of CETPI in plasma is higher in patients
with Gram-negative bacteraemia

To explore the relation between CETPI and disease
severity in infections due to Gram-negative bacteria, cir-
culating levels of CETPI were measured in the plasma
from controls and patients with infection (Delta SOFA
score < 2), sepsis, and septic shock (Delta SOFA score >2)
employing ELISA. We found that patients with an infec-
tious process due to Gram-negative bacteria had elevated
circulating levels of CETPI when compared to control
subjects (1521 nM [10.52-26.23] vs 11.58 nM [8.05—
14.71], p<0.001) (Fig. 1A), showing a clear difference in
the distribution of the data between controls and patients
above 18 nM (Additional file 1: Fig. S1). Although dif-
ferences in CETPI plasma levels were found between
control subjects and patients with Delta SOFA score <2
(11.58 nM [8.05-14.71] vs 1354 nM [9.99-26.65],
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p<0.05), and with those with Delta SOFA score>2
(11.58 nM [8.05-14.71] vs 16.00 nM [11.30-26.11],
P <0.001), no differences were observed between patients
grouped according with the Delta SOFA score greater or
less than 2 (Fig. 1B). Patients who had a severe outcome
(in-hospital death), did not have significantly differences
in CETPI levels than those with a non-severe outcome
(Fig. 1C).

CETPI and plasma cytokines correlate with SOFA score

in patients with Gram-negative bacteraemia

In parallel to the determination of plasma levels of
CETPI, plasma cytokine concentrations of IL-1B, TNFq,
1L-6, IL-8, IL-12 (p70), IFNy, and IL-10 were also meas-
ured (Fig. 2). Given that higher CETPI levels were found
in patients compared with healthy subjects, and con-
sidering its ability to bind LPS, a correlation between
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SOFA scores (measured within 12 h of ICU admission)
with CETPI, and plasma cytokines were carried out.
We found that SOFA scores positively correlate with
CETPI (r=0.61, p<0.05), TNF-a (r=0.62, p<0.05), IL-6
(r=0.78, p<0.01), IL-8 (r=0.76, p<0.01), and IL-10
(r=0.58, p<0.05); whereas a negative correlation was
found with IFNy (r=— 0.78, p<0.01) (Fig. 2A-]).

CETPI plasma levels negatively correlate with IL-1(, IL-8,
and IL-10 in septic shock patients

To explore the association between CETPI plasma lev-
els with cytokines implicated in the pathophysiology of
Gram-negative infections, a correlation was carried out.
First, we analyzed CETPI and cytokine expression in
patients with infection, sepsis, and septic shock (Fig. 3A-
H). Although no differences in CETPI levels were found
in the three patient groups, in septic shock patients
CETPI levels tend to increase (Fig. 3A) (Additional file 1:
Fig. S1); also, significant differences in the levels of IL-6,
IFNy, and IL-8 were found. IL-6 levels were found to
be fivefold higher in septic shock patients, and 2.7-fold
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higher in sepsis patients, compared with patients with
infection (319.00 pg/mL [105.1-1870.00] and 166.70 pg/
mL [56.98-1033.00] vs 61.81 pg/mL [21.56-370.5];
p<0.01 and p<0.05) (Fig. 3B). IFNy levels were 2.7-fold
lower in septic shock patients compared with patients
with infection (3.2 pg/mL [2.23-9.21] vs 8.58 pg/mL
[3.84-27.01], p<0.05) (Fig. 3D). IL-8 levels were 3.2-fold
higher in septic shock patients compared with patients
with infection (182.60 pg/mL [97.34-621.70] vs 55.40 pg/
mL [21.74-218.30], p<0.01) (Fig. 3F).

We next assessed the correlation between the full set
of cytokines and CETPI in patients with infection, sep-
sis, and septic shock through the Pearson correlation
coefficient. There were positive correlations between the
pro-inflammatory cytokines in infection patients, and
more importantly, in sepsis patients (Fig. 31, J) (Addi-
tional file 1: Table S1 and S2). However, in septic shock
patients, the correlation between IFNy and IL-12 (p70)
with CETPI, IL-1f, TNF-«, IL-6, IL-8, and IL-10, were
not significant (Fig. 3K). IL-10 showed positive correla-
tions with the other six cytokines studied in patients
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with sepsis (Fig. 3]), and with IL-1B, TNF-a, IL-6, and
IL-8 in patients with septic shock (Fig. 3K) (Additional
file 1: Table S2 and S3). Interestingly, there were nega-
tive correlations between CETPI with IL-1B, IL-8, and
IL-10 in septic shock patients (Fig. 3K) (Additional file 1:
Table S3).

Patients with liver dysfunction present increased plasma
concentrations of LPS and CETPI

Considering that the main site of infection in all patients
studied corresponds to an intra-abdominal origin
(Table 1), and that hepatic cells are involved in the clear-
ance of LPS of intestinal origin, we analyzed the levels
of LPS and CETPI in the plasma of patients with and
without liver dysfunction (Fig. 4). Plasma LPS levels
were higher in patients that presented liver dysfunction
(Fig. 4A—C), with differences in patients with infection
versus patients with infection but without liver dysfunc-
tion (577.90 pg/mL [487.20-1136.00] vs 214.90 pg/mL
[105.90-400.70], p<0.05) (Fig. 4A). Interestingly, the
plasma concentration of CETPI was also found to be
higher in infection (31.19.63 nM [20.07—-40.58]), and sep-
sis patients (28.21 nM [24.34-34.65]) with liver dysfunc-
tion compared with patients with infection (12.35 nM
[9.50-17.41]) and sepsis (14.45 nM [9.04—19.39]) without
this comorbidity (Fig. 4D, E). Although the differences
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showed not to be statistically significant, a similar
increase in CETPI concentration was observed in septic
shock patients (24.10 nM [13.54-44.07]) with respect
to patients without liver dysfunction (14.84 nM [10.29—
23.44]) (Fig. 4F). Besides, it is shown that a high plasma
CETPI and LPS levels correlate in patients with infection
and sepsis due to Gram-negative bacteria (Additional
file 1: Fig. S2).

Proteolytic activity upon CETPI is associated with disease
severity

We analyzed the CETPI expression employing a West-
ern Blot analysis in plasma samples of both controls
and patients (Fig. 5). In the plasma of controls, it was
detected the expected band of 69 kDa (Fig. 5A), whereas,
when plasma samples from patients were analyzed,
together with the regular protein band corresponding to
CETPI (69 kDa), a lower molecular weight protein band
(~67 kDa) appeared (Fig. 5B). Although a basal level of
CETPI was detected in control plasma samples, it did not
show any type of correlation with the negligible concen-
tration of inflammatory cytokines (Fig. 5C, D). However,
when plasma samples from patients with infection were
analyzed, the presence of the 67 kDa band was associated
with the increased level of inflammatory cytokines, espe-
cially with IL-6 (Fig. 5E, F) (Additional file 1: Table S4).
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Moreover, when plasma samples from patients with sep-
sis and septic shock were analyzed, this phenomenon
was exacerbated showing a clear association with the
presence of the~67 kDa accessory protein band, and a
marked increase in IL-6 and IL-10 (Fig. 5G, H) (Addi-
tional file 1: Table S4).

In order to find out the origin of the~67 kDa band
observed in the Western blot analysis, we employed
HPLC-mass spectrometry. Interestingly, sequences
directly related to the sequence for CETPI were found
(Fig. 6A). However, the question arises, how an anti-
CETPI antibody raised against the C-terminal sequence
of CETPI, not present in CETP, permitted us to identify
a second band in the western blot analysis? We found
that the largest percentage of peptides identified by
HPLC-mass spectrometry analysis of the ~67 kDa band,
corresponds to sequences belonging to albumin, a well-
known protein that readily binds peptides. Therefore, we
decided to find out if contained in the plasma of sepsis
and septic shock patients, albumin that normally shows
an average molecular weight of 66.5 kDa, might contain
bound-peptides derived from the C-terminal segment
of CETPL For this purpose, following a procedure to
eliminate albumin from the plasma of sepsis and septic
shock patients, samples were eluted through columns
containing an albumin-binding resin. Interestingly, we do
not detect the~67 kDa in the albumin-depleted plasma
samples (Fig. 6B). Considering that the elution of the
albumin of the columns was done employing harsh con-
ditions, peptides initially bound to albumin most prob-
ably became detached and eliminated, and therefore not
detected in association with albumin (Fig. 6B). This set
of experiments, confirm that peptides derived from the
C-terminal region of CETPI, when bound to albumin are
responsible for the positive Western blot signal found
at ~ 67 kDa (Fig. 6B).

Overall, these results suggest the possibility that the
activation of proteolytic enzymes might occur in the
plasma of patients with sepsis and septic shock, there-
fore, the proteolytic activity upon CETPI could be gener-
ating peptides that eventually end up binding to albumin.
In order to further explore this possibility, an analysis of
the most susceptible sites for proteolytic cleavage at the
C-terminal domain of CETPI was carried out. Interest-
ingly, we found such positions where enzymes matrix-
metallopeptidase-2 (MMP-2), elastase-2, chymotrypsin

Page 90of 14

A, and matrix-metallopeptidase-9 (MMP-9) might act
(Fig. 6C). This analysis and the increased protease activity
found in the plasma samples from all patient groups, in
comparison with controls (Fig. 6D), support the hypoth-
esis that the 67 kDa accessory protein band, correspond-
ing to albumin, contains cleaved peptides derived from
the C-terminal segment of CETPI, and therefore identi-
fied by the anti-CETPI antibody.

Discussion

Sepsis as a life-threatening syndrome with important
variations in terms of incidence and mortality across the
world, affects according to the World Health Organiza-
tion, around 50 million people every year associated with
11 million deaths (WHO 2020). Therefore, this syndrome
is responsible for approximately 20% of total deaths
in the world in a single year (Rudd et al. 2020). Several
pathophysiological alterations are present in sepsis,
where a balanced response to the infection is essential to
improve the survival rate. In this study, we describe the
existing correlation between the severity of the disease,
CETPI and LPS plasma levels during Gram-negative
bacteraemia.

Our results show the presence of a high plasma CETPI
concentration in the patients with an infectious process
due to Gram-negative bacteria, in comparison to the con-
trol group. Since we have previously reported the pres-
ence of CETPI in the plasma of healthy subjects (Alonso
et al. 2003), here as increased concentrations of CETPI
have been found in patients with Gram-negative bacte-
raemia, we consider its role as a potential LPS-binding
protein, and therefore as a participant in the physiologi-
cal response to LPS. Although no direct differences were
found in the concentration of CETPI between patients,
an important correlation was found between CETPI
concentrations and the SOFA score, indicating an asso-
ciation with the degree of organ dysfunction/failure
(Lambden et al. 2019). A direct correlation between the
SOFA score and 1L-6, TNF-a, IL-8, and IL-10 was also
observed. Interestingly, TNF-a and IL-6 as cytokines
involved in endothelial damage, and multiple organ dys-
function syndrome, are often used as biomarkers for sep-
sis (Miguel-Bayarri et al. 2012; Molano Franco et al. 2019;
Grondman et al. 2020). Whereas, IL-8 has been pro-
posed as a prognostic factor in septic patients (Livaditi
et al. 2006; Anderson et al. 2019), and IL-10 has been

(See figure on next page.)

~

Fig. 5 Association between cytokine plasma levels, and the presence of CETPI in the plasma of representative samples from control subjects and
patients. A CETPI expression in plasma samples from control subjects. B Top: CETPI expression in plasma samples from control subjects and patients
with infection. Down: CETPI expression in plasma samples from control subjects and patients with infection, sepsis, and septic shack. C, D Plasma
samnples obtained from control subjects; E, F patients with infection; G sepsis; and H septic shock. Left panels show the level of IL-13, TNFa, IL-6, IL-8,
IL-12 (p70), IFNy, and IL-10 (Data are presented as mean = SEM). At the right of each graph, the protein band that corresponds to CETPI (arrow tips)
determined by western blot analysis, is shown. The same plasma samples were used faor both measurements of plasma cytokines and CETPI
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used as an indicator of a hypoinflammatory phenotype
(Barichello et al. 2022). On the other hand, I[FNy that
negatively correlates with the SOFA score, is known to
be required during the host defense against pathogens,
therefore contributing to a worse prognosis if the infec-
tion is not being controlled (Ono et al. 2018). Patients
with septic shock present higher IL-6 and IL-8 plasma
levels and lower levels of [FNy than patients with infec-
tion, showing that an impaired immune response con-
tributes to a worse prognosis. Our results also show a
positive correlation between 1L-10 and pro-inflammatory
cytokines, whose simultaneous presence has been asso-
ciated with the pathogenesis of sepsis (Matsumoto et al.
2018).

Experiments from our group where LPS-treated rab-
bits were administered with a peptide derived from the
carboxy-end segment of CETPIL, showed attenuated

circulating levels of pro-inflammatory molecules (Luna-
Reyes et al. 2021). During the present investigation,
based on the high levels of CETPI found in patients with
Gram-negative bacteraemia, we explored its relation-
ship with the cytokine plasma levels, and found negative
correlations between CETPI with IL-1B, IL-8, and IL-10.
These results are consistent with the LPS-binding role
of CETPI, showing an interesting correlation with the
release of IL-8 by the gut (Garcia-Gonzilez, et al. 2015;
Luna-Reyes et al. 2021; Liu et al. 2006; Angrisano et al.
2010).

An in vitro study carried out by our group several
years ago, shows a clear correlation between an increase
in CETPI expression by Caco-2 cells and small intestine
cells, under LPS stimulation (Garcia-Gonzilez, et al
2015). Considering that CETPI apparently is only syn-
thesized by intestinal cells, the increased level of LPS in
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circulation could promote the overexpression of CETPI
in the intestinal epithelium as an early protective mecha-
nism against the harmful action of LPS. Since LPS either
entering the circulatory system from the intestinal tract
through the portal circulation, or due to the antibiotic
action upon bacteria, find their way to the liver, a key
organ in the deactivation and clearance of LPS (Pérez-
Hernéndez et al. 2021; Shao et al. 2007), our results are
consistent with the fact that patients presenting liver dys-
function show an increased LPS plasma level (Bode et al.
1987; Parlesak et al. 2000; Thuy et al. 2008; Nier et al.
2020). This finding associated with the fact that patients
showing liver dysfunction present even higher plasma
CETPI levels, place CETPI as a promising biomarker of
disease severity.

We consider this a clear response to infection and
endotoxemia caused by the presence of LPS in the blood-
stream following antimicrobial treatment, and/or when
the intestinal epithelium starts to be compromised.
Although endotoxemia might have other origins such
as trauma, if we consider the gut as a major source of
infection, the alteration of the intestinal barrier might be
considered an important cause for this clinical condition
(Pérez-Hernandez et al. 2021).

The overexpression of CETPI associated with the for-
mation of peptides secondary to proteolytic cleavage,
seems to represent what it can be considered, a true
emergency response system, switched-on at the start of
an infection, and further developed in sepsis and septic
shock. As consistently shown here with our western blot
analysis of plasmas from all patient groups, the correla-
tion between the appearance of the ~ 67 kDa electropho-
retic band associated with the presence of proteolysis and
generation of CETPI derived peptides, higher IL-6 levels,
and organic failure, can be concurrent with other indi-
cators of disease severity (Schulte et al. 2013; Fan et al.
2016).

Since the presence of systemic proteolysis has been
associated with a high mortality rate in septic shock
patients (Bauzd-Martinez et al. 2018), the fact that we did
not find significant differences between infection, sepsis,
and septic shock patients, seems to be related to the low
mortality rate (4.8%) observed by us. Taking into account
that CETPI is expressed in small intestine cells (Alonso
et al. 2003), associated with the fact that the main source
of infection in our patients is abdominal, proteolysis of
CETPI by matrix metalloproteinases (MMPs) and serine
proteases cannot be ruled out. In support of this possi-
bility, the analysis for protease prediction performed by
us shows that the C-terminal domain of CETPI presents
potential cleavage sites for chymotrypsin A, elastase-2,
MMP-9, and MMP-2.

Page 12 of 14

Considering that CETPI might correspond to a pro-
tein that binds LPS in vivo, one of the limitations of this
study is that we only included patients with positive
blood cultures for Gram-negative bacteria. Therefore, it
will be also of interest to explore the physiological role of
CETPI in patients presenting other etiologies and a non-
infectious systemic inflammatory response. Also, data
presented here, corresponds to clinical data and plasma
samples obtained within 12 h of ICU admission, thus,
both the clinical information and the analysis of plasmas
collected 48 h after admission, are currently being stud-
ied and should be reported soon.

Conclusion

This study provides new insights into the role of CETPI
in sepsis due to Gram-negative bacteria. Given that a fine
balance control given by diverse immune responses is
essential in the prognosis of a septic patient, CETPI can
be considered as a new LPS-binding protein, and there-
fore as a novel player in the pathophysiology of sepsis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The complex pathophysiology of sepsis makes it a syndrome with limited therapeutic options and a high mor-
Sepsis tality rate. Gram-negative bacteria containing lipopolysaccharides (LPS) in their outer membrane correspond to
Lip”’."lys“‘fh““de the most common cause of sepsis. Since the gut is considered an important source of LPS, intestinal damage has
b vt been considered a cause and a consequence of sepsis. Although important in the maintenance of the intestinal
epithelial cell homeostasis, the microbiota has been considered a source of LPS. Recent studies have started to
shed light on how sepsis is triggered by dysbiosis, and an increased inflammatory state of the intestinal epithelial
cells, expanding the understanding of the gut-liver axis in sepsis. Here, we review the gut-liver interaction in
Gram-negative sepsis, exploring the mechanisms of LPS inactivation, including the recently described contri-
bution of an isoform of the cholesteryl-ester transfer protein (CETPI). Although several key questions remain to
be answered when the pathophysiology of sepsis is reviewed, new contributions coming to light exploring the

Dysbiosis
CETPI

way LPS might be inactivated in vivo, suggest that new applications might soon reach the clinical setting.

1. Introduction

Sepsis, a syndrome where a dysregulated host response to infection
conduces to physiological abnormalities, and eventually, to life-
threatening organ dysfunction [1], corresponds to an important health
problem accounting for 19.7% of global deaths [2]. Many cases of sepsis
and septic shock have their origin in the abdominal cavity, where a
series of intestine-related alterations have been considered a key factor
in triggering sepsis and the multiple organ dysfunction syndrome
(MODS) [3.,4]. Since the intestine and the liver are closely related
through the gut-liver axis composed of the portal vein, the biliary tract,
and several systemic mediators [5], this review explores the contribu-
tion of the mechanisms known to be activated in these two organs that
counteract the deleterious effects of LPS in sepsis.

The role of the gut as a key factor in triggering sepsis and multiple
organ dysfunction is first presented, highlighting the contribution of the
intestinal barrier disruption associated with the presence in plasma of
gut-derived LPS. Later, we describe the recognition and processing of
LPS by the liver. Finally, we focus on the gut and liver LPS-inactivation
mechanisms, where the participation of proteins such as the
bactericidal/permeability-increasing protein (BPD), the
lipopolysaccharide-binding protein (LBP), and the cholesteryl-ester
transfer protein (CETP) is discussed; including the newly described

* Corresponding author.
E-mail address: jmas@ife.unam.mx (J. Mas-Oliva).

https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.111890

CETP isoform (CETPI), proposed by our group to participate in the
inactivation of LPS in the plasma of patients with sepsis and septic shock.

2. Intestinal barrier disruption and the role of microbiota in
sepsis

LPS are the major component present in the outer membrane of
Gram-negative bacteria, constituted by lipid A, core sugars, and the O-
antigen [6]. Lipid A is the most conserved molecule, and the main
responsible for LPS bioactivity [7]. The main source of endotoxin in
sepsis is secondary to a Gram-negative bacterial infection, and in many
cases directly related to a deficiency in the barrier function of the in-
testine [8]. The disruption of the intestinal barrier leads to increased
intestinal permeability, gut-derived LPS translocation to the lymphatic
system, transport of LPS to the liver by the portal vein (gut-liver axis),
and the development of immune responses by hepatic cells [9].

Under normal conditions, the gut lumen hosts the microbiota,
comprising bacteria, archaea, fungi, protozoa, and viruses [10].
Although important in the maintenance of intestinal epithelial cell
(IECs) homeostasis, the microbiota has been considered a source of LPS
[11,12]. The normal microbiota regulates the production of antimicro-
bial molecules, as well as mucins [11,13], components of the mucus
layer, functioning as a physical barrier that separates the microbiota
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from the IECs [14]. In the colon, the mucus layer is composed by an
inner layer normally absent of bacteria, and an outer mucus layer
colonized by anaerobic bacteria where the phyla Firmicutes and Bacter-
oidetes are the most abundant, followed by facultative species such as
Escherichia coli, that can be present in low concentrations [15]. Patho-
gens and several commensal intestinal bacteria have mucolytic activity,
but only facultative species can penetrate the inner mucus layer [13]. In
an inflammatory microenvironment, there is an increase in the abun-
dance of facultative anaerobic bacteria, whereas the proportion of
strictly anaerobic decreases, altering the composition of the gut micro-
biota (dysbiosis) and promoting the accentuation of the inflammatory
process [16]. This is evident in patients presenting the systemic in-
flammatory response syndrome, where a decrease of obligate anaerobes
and an increase in pathogenic bacteria in the intestine has been observed
[17].

Underneath the mucus layer, in the luminal surface of the small in-
testine protrude a series of structures called villi, separated between
them by tubular invaginations known as crypts. At the base of the crypts,
there are columnar stem cells that differentiate into diverse types of
epithelial cells, comprising enterocytes, goblet cells, entero-endocrine
cells, and Paneth cells (Fig. 1a). Considered as the main intestinal bar-
rier to infection, the apical glycocalyx containing cell surface mucins,
together with the presence of epithelial tight junctions, adherens junc-
tions, and desmosomes [13,19], belong to a system of key defense
structures. Among the causes that lead to the disruption of these struc-
tural components of the intestinal barrier; infection, trauma, ische-
mia/reperfusion events, and immune cell dysregulation, have been
recognized as important ones [20,21]. Also, as a consequence of the
damage caused by these cell disturbances, dysbiosis becomes present, as
shown in patients with septic shock [22], in patients that receive anti-
biotic treatment [23,24], and in general, in critically ill patients [25,26].

Evidence showing an association between alterations of the micro-
biota and subsequent admission of patients to the hospital due to sepsis,
mainly includes those with dysbiosis produced by infection-related
hospitalization, and antibiotic administration [27,28]. When dysbiosis
becomes present, among other alterations, an increase in the intestinal
permeability is observed, most of the time associated with an alteration
of cell-cell adhesion properties of IECs. Then, as a result of infection or
dysbiosis, a pro-inflammatory environment is developed, and tight
junctions become disrupted, turning the epithelial barrier leaky [29]
(Fig. 1b).

This phenomenon explains the transmigration of bacteria, LPS, and
other harmful metabolites from the lymphatic system and portal circu-
lation to the systemic circulation and other organs causing MODS
[30-32]. The mesenteric lymph vessel conducts pathogen-associated
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molecular patterns (PAMPs), or intracellular molecules released from
damaged or dying cells (called damage-associated molecular patterns or
DAMPs). These molecules associated with gut-derived pathogens
continue towards the systemic circulation and eventually the lungs
producing the acute respiratory distress syndrome and distant organ
injury [33-35].

Associated to the barrier function of IECs limiting the translocation
of bacteria and therefore their contact with intestinal immune cells [36],
the participation of the microbiota has been defined as an important line
of defense against invading pathogens. The relationship between IECs
and the normal bacteria present in the intestine contributes to the
maintenance of the intestinal barrier function through the production of
microbiota-derived inositol phosphate [37], and the fermentation of
undigested carbohydrates, such as the end-products of high fiber diets,
producing short-chain fatty acids (SCFAs), propionate, acetate, and
butyrate. Butyrate, as the main energy source for epithelial cells, pro-
motes cell survival, and proliferation [38]. In addition, SCFAs maintain
the intestinal barrier after LPS exposure, through the stimulation of the
mechanisms that overexpress tight-junction proteins such as claudin-1
and ZO-1, and also through the inhibition of the NLRP3 inflamma-
some, autophagy, and NF-«B activation [39,40].

Since an important risk factor to develop sepsis correlates with the
presence of low concentrations of butyrate-producing bacteria in the
intestinal lumen [41], fecal microbiota transplantation to mice with
sepsis has shown to promote a protective effect associated with the
restoration of normal levels of butyrate [42]. Also, the relationship
achieved between the microenvironment promoted by the gut micro-
biota, and its effects on LPS production has been proven in
atherosclerosis-prone mice, where LPS synthesis is reduced in mice
treated with live Bacteroides, reducing the expression of the Toll-like
receptor 4 (TLR4), and contributing to maintain the gut-barrier integ-
rity [43]. Although the precise mechanisms by which microbiota con-
tributes to the LPS fecal levels remains unclear, a lower abundance of
Bacteriodes is related to inflammatory diseases as in sepsis [44]. In
addition, the gut microbiota and their metabolites reduce LPS-induced
inflammation in distant organs like the lung and the liver. In this
sense, the process of inflammation induced by LPS in the liver has been
shown to decrease in mice when treated with molecules known to be
synthetized by the gut microbiota, such as the aromatic heterocyclic
compound indole [45]. Also, recent results indicate the protective effect
of the intestinal microbiota in regulating immunity of LPS-induced acute
lung injury, by modulating the TLR4/NF-kB signaling pathway associ-
ated to the induction of inflammation and oxidative stress [46].

On the other hand, it has been established that high-fat diets enhance
intestinal permeability contributing to LPS translocation from the gut to

Fig. 1. Disruption of the intestinal barrier as a
mechanism closely related to the development
of sepsis. a) Under healthy conditions, the gut
presents a single layer of intestinal epithelial
cells (IECs) provided with microvilli, that act
both, as a physical barrier, and as a cell system
that transports nutrients and exchanges ions
[18]. While IECs are covered with a dense layer
of mucus synthesized by goblet cells, Paneth
cells producing essential growth factors and
antimicrobial peptides protect columnar stem
cells. b) When the normal homeostatic equilib-
leak rium of the microbiota is altered, epithelial cells
lose tight junctions, and dysbiosis occurs pro-
ducing free routes for the migration of bacteria
and their metabolites to the liver and other
organs, starting the septic process. LPS, lipo-
polysaccharides; DC, dendritic cells; JAM-A,
junctional adhesion molecule-A.
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plasma, triggering the onset of low-grade inflammation [47]. Since
during the postprandial period, dietary long-chain fats are absorbed
following their incorporation into chylomicrons, LPS can be incorpo-
rated also, therefore facilitating their absorption and contributing to
postprandial inflammation [48-50]. The administration of high-fat diets
to mice has been also related to a reduced expression in IECs of genes
coding for tight junction proteins, such as ZO-1 and occludin [51].
High-fat diets promote the release of inflammatory mediators, and
activate mast cells in the intestinal mucosa, affecting the transcellular
and paracellular intestinal permeability [52,53]. In absence of a path-
ogen agent, administration to mice of a fat-rich diet low in fiber, causes a
high susceptibility to develop sepsis after antibiotic exposure and sur-
gical injury [54]. Moreover, employing an LPS-induced sepsis model, it
has been observed that mice fed with a western diet are susceptible to
develop immunoparalysis [55].

3. The liver response to LPS

Although several of the main functions carried out by the liver
comprise the metabolism of nutrients, the production of clotting factors,
and detoxification; its immune function is critical to maintain tolerance
and protection against pathogens carried via the portal system. As the
first line of defense, this immune function is particularly important
against systemic and intestine-derived pathogens. In this sense, it has
been found that the concentration of LPS in the portal circulation is
higher than the LPS concentration in the peripheral blood [56,57].
Therefore, the anatomical disposition of the liver and the intestine, re-
veals the critical connection role of these two organs in the process of
detoxification of gut-derived LPS [57]. Hepatic cells participate in a
network system designed to detect, capture, and prime the adequate
immune response against circulating microorganisms. For this purpose
and in association with hepatocytes, a large population of macrophages,
neutrophils, natural Killer cells, lymphocytes, dendritic cells, B cells,
hepatic stellate cells (HSC), and liver sinusoidal endothelial cells (LSEC),
contribute to the liver response in sepsis [58,59]. In septic patients, it
has been shown that bacterial clearance by the liver is important to
reduce plasma LPS levels, which in parallel lowers the severity of the
immune response and improves the patient’s outcome [58,60].

So far, the main molecules involved in LPS-sensing are LBP, CD14,
MD-2, and TLR4 [61], which initiate the activation of intracellular
signal transduction networks in subdomains of the plasma membrane
rich in phosphatidylinositol 4,5-biphosphate [62]. The sorting adaptors,
TIRAP and TRAM, interact with these regions sensing dimerized TLR4 at
the cell surface or on endosomes, inducing the myddosome formation or
TRIF signaling, respectively [63,64]. (Fig. 2). The myddosome elicits the
production of pro-inflammatory mediators by activating inflammatory
transcription factors, such as NF-xB and AP-1; whereas the TLR4 inter-
nalized in endosomes engage TRAM and TRIF, initiating
IRF3-dependent type-1 IFN production [61] (Fig. 2). On the other hand,
several other cellular responses to LPS have been described, involving
phagocytosis [65], autophagy [66], and mitochondrial reactive oxygen
species production [67]. In the macrophage, intracellular LPS triggers
the noncanonical inflaimmasome, well known to correspond to a
TLR4-independent response (Fig. 2). During this cellular response,
caspase-11 recognizes intracellular LPS, leading to the generation of
IL-1p, IL-18, and to pyroptosis, which further contributes to the severity
of sepsis [68,69]. Therefore, it has been reported that the use of acti-
vation antagonists of human caspases 4 and 5 (the orthologs of mouse
caspase-11), may result beneficial for septic patients [69,70].

Regarding the distribution of TLR4 as the main receptor mediating
the LPS effect, TLR4 transcripts are abundantly expressed in Kupffer
cells (KCs), followed by LSEC, and poorly expressed in hepatocytes, in
both mouse and human liver [71]. In vivo, it is assumed that LPS interact
first with KCs and LSEC in the sinusoid, and eventually, with HSC in the
space of Disse. Given the key role that KCs and LSEC play in the
recognition and clearance of LPS, they also contain the scavenger
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Fig. 2. Schematic diagram of the LPS/TLR4 signaling pathway. The cascade of
cellular events mediated through the LPS/TLR4 signaling pathway initiates
with the interaction of LPS with LBP and CD14, facilitating the subsequent
signaling events by the TLR4-MD2 complex. The sorting adaptors TIRAP and
TRAM induce the myddosome formation or TRIF signaling, resulting in the
production of pro-inflammatory cytokines and type 1 IFNs, respectively. An
alternative mechanism mediated by caspase 11 has been also described, where
outer membrane vesicles (OMV) produced by Gram-negative bacteria, are
endocytosed, and LPS is delivered into the cytosol of host cells, conducing to IL-
1p and IL-8 production, and to pyroptosis. TLR4, Toll-like receptor 4; LPS, li-
popolysaccharides; LBP, lipopolysaccharide-binding protein; IFNs, interferons.

receptor class B type 1 (SR-B1), and the activin receptor-like kinase
(ALK-1), known to participate in the process (Fig. 3). SR-B1 corresponds
to the high-density lipoprotein (HDL) receptor, considered to be highly
expressed in hepatocytes being at least 5-fold more abundant in LSEC
and poorly expressed in KCs and HSC [72]. In addition to the main role
of SR-B1 in the reverse transport of cholesterol through the cell uptake of
cholesteryl-esters from HDL, during the course of sepsis SR-B1 also
contributes to LPS clearance in the liver [73].

Recent work has attracted attention to the role of the bone
morphogenetic protein-9, a cytokine member of the TGF-B superfamily
produced by HSC that binds ALK-1, showing a role as a modulator of the
in vitro response of human LSEC evoked by LPS. Transcripts for ALK-1
are mainly expressed in LSEC and KCs, and very low levels are found
in the hepatocytes of both mice and humans [71].

4. Mechanisms of lipopolysaccharide neutralization

The gut mucosa presents several mechanisms that participate in LPS
inactivation, where besides being a physical barrier, prevents LPS from
coming in close contact with the apical side of IECs. Among the mole-
cules that participate, the following have been well studied: mucins,
intestinal alkaline phosphatase (IAP), antimicrobial peptides (AMPs),
IgA, bile acids, and a series of LPS binding proteins (Fig. 4a). Among the
different secreted mucins, both in humans and mice, mucin 2 (Muc2)
corresponds to the major component preventing the translocation of
intestinal bacteria [74,75]. An investigation studying Muc2”" mice
shows that when treated with sublethal doses of LPS, these experimental
animals present a high mortality rate associated with impaired iron
homeostasis, and an increased bacterial translocation [76]. IAP corre-
sponds to a mucosal defense enzyme that, through the removal of
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Fig. 3. Participation of different hepatic cell types in the recognition and clearance of LPS during sepsis. Although hepatoeytes and non-parenchymal cells when
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Fig. 4. Mechanisms of LPS inactivation present in the gut-liver axis. a) The
intestine presents several mechanisms to limit the entrance of LPS to intestinal
lymphaties and portal circulation. In the presence of an inflammatory micro-
environment such as the one present during sepsis, these mechanisms are
bypassed. b) LPS present in the intestinal lymphatics bind to chylomicrons (CM)
being transporting to the portal circulation, whereas LPS in the blood bind to
lipoproteins, which are constantly being restructured, and taken up by Kupffer
cells (KCs) and liver sinusoidal endothelial cells (LSEC). TG, triglycerides; CE,
cholesterol esters.

phosphate groups coupled to glucosamines, detoxifies LPS [77], pro-
moting mucosal tolerance to resident bacteria, and protecting the host
from sepsis during inflammatory conditions [78,79]. In animal models
of sepsis and patients with sepsis, the administration of IAP attenuates
LPS toxicity and prolongs survival time [80-83].

AMPs are secreted by Paneth cells in response to bacteria and LPS,
and they spread into the mucus layer of the gut. Alpha-defensins, the
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most abundant antimicrobial peptides in the human intestine, are
secreted in response to LPS [11.84], and their interaction inhibits TLR-
mediated inflammation. Also, Paneth cells detect gut bacteria through
cell-autonomous MyD88 activation, triggering the expression of anti-
microbial factors, such as Regllly, Reglllp, and RELMp, all expressed
after oral administration of LPS to germ-free mice [85].

Five LPS-binding proteins belonging to the family of lipid transfer/
LPS-binding proteins (LTP/LBP) have been described: the phospho-
lipid transfer protein (PLTP), LBP, BPI, CETP [86], and a new isoform of
CETP described by our group, named CETPI [87,88]. LBP is a component
of the intestinal mucosal defense system secreted by intestinal epithelial
cells [89], and it is present in the secretory granules of Paneth cells [90].
While CD14 has been recognized as the receptor for the complex formed
between LBP/LPS [91], promoting an exacerbated inflammatory
response mediated by TLR4, a high concentration of LBP also contrib-
utes to neutralizing LPS. BPI is present in neutrophils and expressed in
human epithelial cells (oral, pulmonary, and intestinal) [92], where it
shows a bactericidal action and a neutralizing activity against LPS. In the
intestinal epithelium, BPI expression increases in response to changes in
the levels of intracellular potassium caused by cell damage, whereas
neither PAMPs, such as LPS nor cytokines, induce BPI expression [93,
94]. These findings suggest that DAMPs regulate BPI expression instead
of PAMPs, important in limiting the translocation of commensal bacteria
during epithelial damage [94], and also protecting mucosal surfaces
against the endotoxin of Gram-negative bacteria [93].

While gut-derived LPS molecules enter the bloodstream, proteins
such as PLTP, LBP, and sCD14 promote their binding to lipoproteins,
therefore facilitating their transport to the liver for further elimination
(Fig. 4b). The liver as the main source of CETP also synthesizes acute-
phase proteins, such as LBP and sCD14 [95]. The role of CETP in
sepsis-like conditions has been evaluated by us studying small intestine
cells in culture. We found that following incubation with LPS, these cells
that normally do not synthesize CETP, start to produce the protein [83].
Moreover, the role of CETP as a mediator of the excessive inflammatory
response to LPS has been described employing RAW 264.7 murine
macrophages, where TNF-a production increases upon incubation with
LPS, but decreases in a dose-dependent manner when human CETP is
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added to the medium [96.97]. Since cholesterol esters are transferred
between lipoproteins by CETP in exchange for triglycerides from HDL to
LDL and very low-density lipoproteins (VLDL), the resulting
triglyceride-enriched HDL are easily degraded by hepatic lipases
decreasing the level of circulating HDL-cholesterol (HDL-C) (Fig. 4b).
Considering that HDL-C plasma levels are inversely associated with the
risk of cardiovascular disease, for some time it has been thought that the
presence of a low HDL-C concentration mediated by a high plasma CETP
concentration could be detrimental in those individuals affected with
cardiovascular disease. In association with these findings, the clinical
trial testing the CETP inhibitor torcetrapib, expected to lower the ac-
tivity of CETP and therefore increase plasma HDL-C, was not concluded
due to an unanticipated high mortality rate found associated with car-
diovascular and non-cardiovascular complications. Interestingly, among
the non-cardiovascular causes, the presence of infection was directly
found to be established with the use of this inhibitor [28].

Soon after the clinical trials studying the effects of CETP inhibitors
upon cardiovascular disease were interrupted, its potential interaction
of torcetrapib with LBP and BPI was explored. It was shown that this
inhibitor does not affect LPS binding ability to LBP and BPL in the same
way as LPS do not affect CETP function. It was also shown that LPS
strongly induces the expression of TNF-a in ex vivo blood assays, even in
the presence of torcetrapib [99]. These results suggest that
HDL-remodeling mediated by CETP is a crucial component in the
response to Gram-negative infections. Accordingly, a low HDL-C plasma
concentration has been associated with an unfavorable outcome during
the development of sepsis [100]. A recent meta-analysis shows the
relation between low HDL plasma levels and a high mortality rate in
patients with sepsis [101]. In support of these data, studying patients
that present the CETP genetic variant 1s1800777 (allele A), which is a
gain-of-function variant of CETP associated with abnormally low HDL-C
levels, it was observed that in the presence of sepsis these patients are
not able to downregulate CETP, and therefore the transfer of
cholesterol-esters from HDL to LDL and VLDL is increased. This condi-
tion leads patients to become more susceptible to organ failure associ-
ated to a low survival rate [102].

For some time, it has been considered that CETP is synthesized in the
hepatocyte the predominant cell type in the liver, however, nowadays
we know that CETP is mainly expressed in a specific population of
resting KCs displaying surface proteins known as Clec4f and Vsig4
[104-106]. Apparently, as an early mechanism to counteract the
harmful effects of LPS, the expression of these proteins is reduced when
KCs are LPS-activated, in parallel with a decrease in CETP and an in-
crease in plasma HDL-C [106] (Fig. 5). While the important inactivation
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of LPS in plasma mediated by their association with lipoproteins such as
HDL, is directly related to the insertion of lipid A into the outer phos-
pholipid layer of this lipoprotein [107], lipoprotein-bound LPS are
removed from the bloodstream by liver cells through the LDL receptor
(LDLR), the LDLR-related protein-1 [108,109], and SR-B1 [73].

Since the uptake of LPS-HDL complexes by KCs, is slower than free
LPS [110], LSEC are considered the main cell type involved in the
clearance of these LPS-HDL complexes probably through the interaction
with SR-B1 [111]. Nevertheless, the relevance of LPS clearance medi-
ated by SR-B1 in patients with sepsis still shows inconsistent results [73,
112,113]. On the other hand, although TLR4 located in the hepatocyte
membrane has been shown to contribute in sepsis to the clearance of LPS
from circulation [60], due to the complex role of TLR4 in the septic
process, the use in the clinic of TLR4 antagonist has ended with
controversial results [114]. Finally, a key detoxification mechanism for
LPS is carried out by the enzymes lipid A-phosphatase and
acyloxyacyl-hydrolase present in KCs and LSEC, as a preliminary step for
excretion into the bile [110,111].

Furthermore, the contribution of KCs in sepsis is relevant considering
that in contrast to monocyte-derived macrophages, KCs have prolifera-
tive capacity, allowing them to regenerate themselves [115]. Besides,
KCs having the capability to polarize specific activation states, perform
diverse functions in different microenvironments with the ability to
change from the M1 phenotype (classical activation) to the alternative
M2 phenotype [116]. Since M1-polarized KCs predominate in sepsis
producing a large amount of pro-inflammatory eytokines like TNF-a,
and IL-6 (Fig. 5), new therapeutic approaches have been employved to
inhibit M1 polarization with the use of mesenchymal stem cells and
chromone derivatives [117,118].

5. CETPI a new lipopolysaccharide-binding protein

CETPI corresponds to a new protein described by our group, that
apparently when studied in the rabbit as the experimental model, seems
to be exclusively expressed in the small intestine [87]. Although it is
present in human plasma, it is still not known if in the human, the in-
testine is the only organ that synthetizes CETPL. Nevertheless, the fact
that under normal conditions CETPI is found in plasma is most probably
related to its lipid binding properties, and therefore to the possibility
that while being synthetized by the enterocyte, CETPI binds to the newly
formed chylomicrons, following in association, a normal excretion
pathway into the lacteal [119].

The main structural difference between CETP and CETPI resides in its
C-terminal domain, where the last 24 C-terminal residues present in

Fig. 5. Role of CETP in the livers response to LPS. When LPS from
Gram-negative bacteria activate KCs, they stop producing CETP,
and therefore, circulating HDL levels increase. As a response to
LPS, hepatic cells produce pro-inflammatory cytokines and trigger
different signaling pathways. Among the interleukins produced by
KCs, IL-18 seems to be the main factor provoking liver damage by
stimulating the secretion of interferon-gamma (IFN-y), which leads
hepatocytes to apoptosis. Also, liver sinusoidal endothelial cells
(LSEC) produce nitric oxide (NO) that induces the secretion of
endothelin-1 (ET-1), known to be involved in the inflammatory
response [103]. Moreover, hepatocytes respond to the TNF-a/IL-6

hepatocyte signal earried out by KCs and LSEC, by producing further inflam-

matory acute-phase proteins (APP).
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CETP are substituted by 18 new ones. This new sequence in CETPI
including prolines and positively charged amino acids, confer this
domain with a disordered structure and a net positive electrostatic
charge [87,88]. Peptide VSAK (for the first four aa of the 18 aa peptide
V474-P4gq). derived from the C-terminal domain of CETPI interacts with
LPS, protects macrophages against the cytotoxic effects of LPS, and in
vitro prevents the generation of oxidative stress [88]. Interestingly, the
stimulation of colon-derived cells (Caco-2) and small intestine cells
(FHs74Int) with LPS, increases CETPI expression [88], indicating an
important role of this protein in mediating the cytotoxic effects of LPS
present in the intestine. The presence of CETPI in plasma reflects its key
function in sepsis and septic shock, since plasma CETPI levels have been
shown to be in parallel increased in intensive care unit patients pre-
senting both conditions in comparison to healthy subjects [120]. While
as mentioned above, the normal exeretion of CETPI to circulation might
be explained by its association with chylomicrons, under a pathological
condition involving inflammation of the intestine, protein translocation
is known to take place due to structural changes of the epithelial layer
[121].

Since the heterogeneous response of patients to infection is one of the
main obstacles for an early diagnosis and treatment of the disease, the
use of biomarkers related to the diagnosis, disease severity, and prog-
nostic aspects of sepsis represents a key point to improve the outcome of
patients [122]. Although several biomarkers of the septic process have
been reported, their use in clinical practice is still limited. Among the
biomarkers frequently detected during the acute phase of sepsis, the
C-reactive protein, procalecitonin, and IL-6, have been identified as
important ones [123]. Interestingly, we have demonstrated that CETPIL
and peptides derived from the carboxy-end segment of this protein, such
as peptide VSAK, might be also considered as a new set of biomarkers to
define disease severity during the transition from infection, sepsis, to
septic shock [120].

Recent results from our laboratory employing Positron Emission
Tomography, have also shown that peptides derived from the carboxy-
end segment of CETPI, including peptide VSAK, when injected intrave-
nously reduce the detrimental effects produced by LPS in Dutch dwarf
rabbits, used as an animal model to develop a systemic intlammatory
response syndrome associated to septic shock [124]. Included in the
same report, employing molecular dynamics, we have shown that pep-
tide VSAK irreversibly binds to LPS, a process that most probably de-
activates the endotoxin, preventing inflammation through activation of
the TLR4/NF-kB signaling pathway. Treatment with peptide VSAK
prevented the onset of changes in serum levels of glucose and insulin
associated with the establishment of an insulin resistance-like syndrome
in all septic animals studied. Also, treatment with peptide VSAK showed
an important attenuation in the circulating levels of pro-intlammatory
molecules increased in LPS treated animals. As a whole, our data sug-
gest that peptide VSAK might be considered not only as a new marker
molecule of disease severity, but also as a candidate in the development
and use of a new therapeutic strategy focused on mitigating the harmful
effects produced by LPS during sepsis and septic shock. A better un-
derstanding of the way molecules such as CETPI and peptide VSAK are
involved in the neutralization of LPS, will help to develop new and
improved management schemes to control sepsis and septic shock in the
setting of the Intensive Care Unit.

6. Outstanding questions

The disruption of the intestinal barrier in sepsis plays a key role by
affecting the homeostasis established with the microbiota, the crosstalk
between the gut and other organs such as the liver, and by promoting the
presence of LPS in the bloodstream. Therefore, new knowledge is needed
to clarify: (1) The contribution of the gut-liver and gut-lung axis in
MODS, considering the contribution of DAMPs and PAMPs. (2) The use
of probiotics, prebiotics, and fecal microbiota transplantation to coun-
teract the effect of antibiotics administered to patients with sepsis. (3)

Biomedicine & Pharmacotherapy 141 (2021) 111890

The participation of CETP in the equilibrium of lipoproteins in the
pathophysiology of sepsis. (4) The possibility for the use of CETPI and
peptides derived from CETPI as biomarkers of organ failure and disease
severity in patients with sepsis and septic shock. (5) The potential
therapeutic use of LPS-binding peptides that could restore immune-
dysregulation during the acute stages of sepsis.

6.1. Search strategy and selection criteria

References cited in this review were identified employing PubMed
and Google Scholar. The search strategy included articles published in
English from January 1977 to May 2021, using the terms: "gut micro-
biota", "gut-derived sepsis", "lipopolysaccharide inactivation", "gut-
translocation”, "liver injury”, "Gram-negative sepsis’, "multiple organ
dysfunction” and "gut-liver axis". The selection criteria employed to
include articles were originality and their impact in the field.
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