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Resumen

El uso de antibiéticos para combatir los procesos infecciosos
provocados por bacterias gramnegativas constituye una es-
trategia importante en el tratamiento de estas enfermedades.
Sin embargo, investigaciones en las ultimas décadas han reve-
lado que existe liberacién de endotoxinas inducida por la ac-
cién del antibidtico y que existe variacién considerable entre
las diferentes clases de antibidticos para inducir esta libera-
cién de endotoxinas. Los lipopolisacéaridos libres de las pare-
des celulares bacterianas pueden interactuar con los recepto-
res de membrana de las células del sistema inmunolégico como
los neutréfilos y macroéfagos, los que al ser excesivamente ac-
tivados producen niveles deletéreos de citoquinas mediado-
ras de la inflamacién como la IL-1, IL-6, IL-8, TNFa, que pue-
den contribuir al agravamiento del estado del paciente. Esta
liberacion de endotoxinas esta relacionada con la manera en
la cual los antibidticos interacttian con proteinas presentes en
las paredes celulares del microorganismo y los cambios
morfolégicos que se producen en las bacterias. Tanto los es-
tudios in vitro como los experimentos en animales in vivo han
brindado evidencias de este fenémeno, aunque la importan-
cia clinica del mismo no esta esclarecida.

Introduccion

s conocido que el uso de antibiéticos para com-
batir los procesos infecciosos provocados por
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Summary

Antibiotic chemotherapy to treat infections with gramnegative
microbes, is an important strategy. However, basic investigation
over the past decade have revealed that such treatments may
result in the release of endotoxin from bacterial cell wall and
that antibiotic differs in their propensity to induce the releasing
of endotoxin. This releasing of endotoxin can exacerbate the
inflammatory answer of the host and produce deleterial levels
of IL-6 and TNFa, and can contribute to the worse of the
patient outcome. The endotoxin-released property of
antibiotics is related to the interaction with penicillin binding
proteins present in bacterial surface and morphological changes
that take lace in the bacteria. Both in vitro studies and in vivo
animal experiments have provided evidence in support of this
concept, however the clinical importance of this phenomenon
is unclear.

bacterias del tipo gramnegativo, que son una de
las principales causas de muerte en las Unidades
de Cuidados Intensivos (UCI),'* constituye una
estrategia quimioterapéutica importante en el tra-

Revista Mexicana de Patologia Clinica, Vol. 47, Ndm. 1 ® Enero - Marzo, 2000



Laria LRE. Liberacion de endotoxinas inducida por antibiéticos

tamiento de estas enfermedades para reducir la
morbilidad y/o mortalidad.® Sin embargo, desde la
aparicién de la era de los antibidticos se han re-
portado casos en que pacientes con un tratamien-
to adecuado de antibiéticos, fundamentalmente de
la familia de los beta-lactamicos, empeoraba su
estado, siendo conocido esto como las reacciones
de Jarisch-Herxheimer,® quienes fueron los prime-
ros en describir este fenédmeno. La aparicién de
este tipo de reacciones en pacientes con una in-
feccién bacteriana por gramnegativos que eran tra-
tados con antibidticos, hizo sospechar que esta
reaccion era una manifestacion sistémica de la res-
puesta inflamatoria del hospedero a constituyen-
tes microbianos que eran liberados una vez que el
microorganismo era destruido por los antibiéticos.

En la actualidad existen suficientes evidencias
que demuestran que los principales agentes me-
diadores de los procesos inflamatorios que se ma-
nifiestan durante una infeccién por microorganis-
mos gramnegativos son los lipopolisacaridos bac-
terianos o LPS,' estructuras que se encuentran
asociadas a la membrana celular externa de las
bacterias gramnegativas y que han sido también
identificadas como endotoxinas.” La liberacién de
las endotoxinas de las paredes celulares bacte-
rianas facilita la interaccién de éstas con los re-
ceptores de membrana de las células del sistema
inmunolégico, como los neutréfilos y macréfagos,®
los que al ser excesivamente activados producen
niveles deletéreos de citoquinas mediadoras de
la inflamacién, entre las que se mencionan la IL-1,
IL-6, IL-8, TNFa,’'" entre otras, cuyas consecuen-
cias mas severas pueden ser la aparicién del shock
séptico, un sindrome caracterizado por la coagu-
lacién intravascular diseminada (CID) vy la falla mul-
tiorganica, que finalmente conduce a la muerte
en la mayoria de los casos.'?

El criterio usado para la selecciéon de los anti-
biéticos mas apropiados a administrar a un paciente
con una infeccién bacteriana usualmente incluye el
espectro de sensibilidad de estos antibiéticos y sus
toxicidades relativas.'*'* Bonne en 1994 planteé

que la terapia con antibiéticos debe ser iniciada
empiricamente y en dosis maxima, antes de dis-
poner de los resultados de los cultivos, con una
cobertura que abarque los microorganismos gram-
positivos y gramnegativos asi como aquellos que
son sugeridos por la situacion clinica. Sin embargo,
aun con el desarrollo y uso de antibiéticos de am-
plio espectro y de Ultima generacién y otras estra-
tegias en la terapéutica de esta entidad, la mortali-
dad asociada con la sepsis por microorganismos
gramnegativos y shock séptico no ha disminuido
significativamente en las dltimas dos décadas.'®
Ademas, muchas bacterias incluyendo las especies
gramnegativas, han adquirido resistencia a los di-
versos antibidticos una vez que pasan a controlar
todas las infecciones.”'® Por esta razén cabe ha-
cernos la pregunta:

iSon los antibioticos la mejor
estrategia para combatir
las infecciones bacterianas?

La literatura médica cientifica en los dltimos
50 anos ha recogido los trabajos llevados a cabo
por varios investigadores que han realizado es-
tudios tanto in vitro como in vivo, utilizando en
este Ultimo caso modelos de infeccién por gram-
negativos en animales experimentales, que han
probado que los antibiéticos causan la aparicién
de LPS solubles no asociados a microbios y que
estos LPS manifiestan la mayoria de las activida-
des bioldgicas o endotodxicas de los LPS que han
sido aislados de los microorganismos por técni-
cas de extraccién quimica tradicional y técnicas
de purificacién.'”'8

Sin embargo, la liberaciéon de endotoxinas de
las paredes celulares bacterianas provocadas por
los antibidticos se debe sélo parcialmente a la lisis
o muerte de las bacterias;>?'*!*20 es decir, que la
endotoxina puede ser liberada de la membrana
externa no sélo en condiciones deletéreas para el
microorganismo, sino también de células viables
en crecimiento.® Las propiedades de los antibioti-
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cos de inducir una liberacién de endotoxinas de
los microorganismos gramnegativos estan relacio-
nadas a la manera en la cual ellos ejercen su efecto
bactericida y la manera en la cual afectan a la pa-
red celular bacteriana.'’

Investigaciones basicas en las Ultimas décadas
han revelado una variacién considerable entre los
antibidticos y su propensién a liberar endotoxinas
de las células bacterianas durante su accién
antibacteriana. Hasta la fecha todas las clases de
antibiéticos estudiados (cuadro 1) han demostrado
que inducen la liberaciéon de cantidades variables
de endotoxinas.’

La clase de los antibidticos beta-lactamicos, en
particular, ha sido responsable de la liberacién de
grandes cantidades de LPS mas que otras clases
de antibiéticos. A este grupo de antibiéticos per-
tenecen las familias de las penicilinas, cefalospori-
nas, carbapenémicos y monobactamicos.'¢

Sin embargo, se reconoce también que existe una
variabilidad en la habilidad para liberar endotoxinas
entre estas subclases; hasta ahora los estudios de
liberacién de LPS han incluido primeramente a la
subclase de las cefalosporinas, monobactamicos y
las penicilinas beta-lactamicas, pero no a la subclase
de los carbapenémicos. Una serie de estudios han
demostrado que los carbapenémicos liberan una
cantidad significativamente menor de LPS que el
resto de las subclases de los beta-lactamicos, pero
esta disparidad puede apreciarse también dentro
de la misma subclase de los carbapenémicos como
es el caso del imipenem y el meropenem.®%2!
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La liberacién de los LPS de las bacterias ha sido
relacionada con la interaccién de los antibiéticos
con un grupo de proteinas péptidoglicano-trans-
peptidasas, denominadas PBP (penicilin binding
proteins), que se encuentran ubicadas en los espa-
cios periplasmaticos de las membranas celulares
de las bacterias gramnegativas y que participan en
la sintesis de la pared celular.’ Las PBP han sido
agrupadas en tres amplias categorias: PBP |, PBP2
y PBP3, con base en los efectos que causa la unién
del antibidtico y la inhibicién enzimatica sobre el
crecimiento bacteriano y la forma y/o lisis de las
bacterias.>*®? De manera general se ha observado
que aquellos antibidticos especificos para las PBP |
causan una muerte bacteriana rapida con muy poca
liberacién de LPS; los antibidticos que se unen a
PBP2 provocan la pérdida de la movilidad bacte-
riana y conversién de las bacterias a una forma de
esferoplastos redondeados, pero sin una significa-
tiva lisis ni liberacién de endotoxinas, mientras que
aquellos antibiéticos que se unen a PBP3 conlle-
van a la conversion de la bacteria hacia una forma
filamentosa, la cual contindia su crecimiento anor-
mal por un periodo de varias horas antes de la
muerte celular y son los que producen las mayo-
res cantidades de endotoxinas.??'

Existen trabajos que plantean que la cantidad de
endotoxinas liberadas de una bacteria expuesta a
antibiéticos puede ser variable, dependiendo de las
especies bacterianas, debido a las diferentes sensi-
bilidades de una misma cepa bacteriana a diferen-
tes antibidticos, el tipo de blanco de los antibiéticos,

Cuadro l. Algunos antibiéticos que han sido estudiados en cuanto a sus propiedades de inducir la liberacién de endotoxinas.

Antibioticos Clase Subclase Antibiéticos Clase Subclase
Penicilina Beta-lactamicos Penicilinas Imipenem Beta-lactamicos Carbapenémicos
Piperacilina Meropenem

Ampicilina Aztreonam Beta-lactamico Monobactamico
Ceftriaxona Beta-lactamicos Cefalosporinas  Ciprofloxacina Quinolona Fluroquinolonas
Cefotaxima 32 generacion Tobramicina Aminoglucésido Kanamicina
Ceftazidime Gentamicina

Cloranfenicol
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la concentracién de los antibiodticos y la duracién de
la exposicion de la bacteria a los antibiéticos.” De
hecho, una bacteria puede tener mas de un tipo PBP
en su superficie, y por lo tanto un antibiético puede
unirse con diferente selectividad a varias de las PBP
presentes, de manera que en estos casos resulta
muy dificil poder predecir los efectos de liberacién
de endotoxinas inducidos por el antibiético, tenien-
do en cuenta sus cambios morfolégicos y su afini-
dad por las PBP. Un ejemplo de este hecho fue de-
mostrado por Trautman et al trabajando con el
meropenem en una cepa de Pseudomonas spp para
la cual el meropenem se une tanto a PBP2 como a
PBP3 en niveles cercanos a su minima concentra-
cién inhibitoria (MIC), posibilitando la formacién de
formas celulares indeterminadas que pueden ser
consideradas como una mezcla de esferoplastos y
formas filamentosas con una consiguiente mayor li-
beracién de endotoxinas.?'

En cuanto a los cambios morfolégicos de las bac-
terias en presencia de los antibidticos se ha asocia-
do la mayor liberacién de endotoxinas a la aparicién
de las formas celulares filamentosas, comportamien-
to observado tanto in vitro como in vivo, aunque en
este Ultimo las evidencias han sido muy pocas.’ Sin
embargo, otros autores plantean que tales formas
filamentosas no parecen predecir el efecto libera-
dor de LPS, pues se ha observado que la ciprofloxa-
cina induce bajos niveles de liberacién de LPS ain
provocando la formacién de filamentos en cultivos
de E. coli."?

Seguido a los estudios in vitro, se han llevado a
cabo experimentos utilizando modelos experimen-
tales de ratones sensibilizados a las endotoxinas,
con el objetivo de extender estos hallazgos al com-
portamiento de las sepsis por gramnegativos in vivo
y de esta forma poder dar respuesta a la pregunta
de si estos antibiéticos que difieren en su habilidad
de interactuar con las bacterias y causar la libera-
cién de endotoxinas ademas difieren en su eficacia
protectora contra una infeccién.®'32223

Un ejemplo de estos estudios es el llevado a
cabo por Morrison y Bucklin (1996) quienes por

varios afos desarrollaron un modelo en ratén sen-
sible a los LPS mediante un tratamiento con la he-
patotoxina D-galactosamina. Analizando la influen-
cia de los antibidticos ceftazidima e imipenem so-
bre la letalidad que producia en estos modelos la
inyeccién de una dosis de E. coli por via intraperi-
toneal, encontraron que la quimioterapia con los
antibidticos resultaba en niveles significativos de
proteccién comparados con los animales contro-
les no tratados, la sobrevivencia con el imipenem
fue mas reproducible y grande que la observada
en los ratones tratados con ceftazidima aun cuan-
do estudios in vitro habian establecido previamen-
te que ambos antibidticos poseian una MIC equi-
valente frente a E. coli. Toda la evidencia que esta-
ba disponible hasta ese momento sugirié que las
diferencias encontradas eran atribuibles a la libe-
racién de endotoxinas, aunque la evidencia defini-
tiva para esta conclusién por medicién directa de
los niveles de endotoxinas circulantes, no se pudo
desarrollar por razones técnicas.?? Evidencias si-
milares, pero aiin mas fuertes fueron encontradas
por Nakano y Kirikae (1996)* quienes demostra-
ron, en un modelo similar de sensibilizacién a las
endotoxinas y con una infeccién por Pseudomonas
aeruginosa, que el tratamiento con ceftazidima cau-
s6 un incremento en la letalidad en comparacién
con los controles, mientras que el tratamiento con
imipenem proporcioné una total proteccién de los
animales infectados. Sin embargo, en estos estu-
dios tampoco se llevaron a cabo las determinacio-
nes de los niveles de endotoxinas circulantes, por
lo que su papel debié ser inferido.®

Otro resultado arrojado por las pruebas in vitro
e in vivo es la relacién entre la liberacién de endo-
toxinas inducidas por antibiéticos y la funcién de
los componentes del sistema inmune, sobre todo
relacionado con los niveles de las moléculas me-
diadoras de la inflamacién. Asi se ha podido com-
probar que aquellos antibiéticos especificos para
PBP3 y que causan la aparicién de grandes canti-
dades de endotoxinas se encuentran relacionados
con la aparicién de niveles altos de IL-6 y TNFa
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mientras que los especificos para PBP2 no elevan
los niveles de estas citoquinas. Estos datos indican
que las diferentes afinidades de los antibidticos
beta-lactamicos para las PBP también afectan la
respuesta de endotoxinas y citoquinas y se corre-
laciona con la eficacia protectora in vivo de estos
antibiéticos en modelos experimentales con bac-
terias gramnegativas. '>25%

Como podemos apreciar, los estudios in vitro y en
animales indican que el tratamiento con antibiéticos
puede inducir liberacién de endotoxinas sistémica o
local, dependiendo del tipo de interaccién del anti-
biético con las proteinas de unién, presentes en la
superficie de las bacterias gramnegativas, y de los
cambios morfolégicos que en éstas se produzcan por
su interaccién con el antibiético y que ésta, en varios
casos, es acompanada por cambios en los mediado-
res de la respuesta inmunolégica frente a una infec-
cién bacteriana, como la IL-6 y el TNFa con deterio-
ro de los parametros de la enfermedad. En cierto
nimero de estudios en animales estas diferencias en
el potencial de liberacién de endotoxinas para cada
tipo de antibiético han resultado en diferencias en
cuanto a la morbilidad y/o mortalidad.'*

Significacion clinica del fenémeno

Actualmente, los estudios en humanos sobre el
posible rol de los antibiéticos asociado a la libera-
cién de endotoxinas en el sindrome de sepsis han
sido extremadamente limitados. Esto esta relacio-
nado principalmente con la determinacién de los
niveles de endotoxinas antes y después de la ini-
ciacién del tratamiento con antibidticos, en una
variedad de infecciones. Ademas, debe tenerse en
cuenta que en el ambiente clinico, como puede
ser la unidad de cuidados intensivos (UCI), este
fenémeno se hace mas dificil de demostrar debido
a que el espectro de organismos gramnegativos es
diverso y las enfermedades de los pacientes varian
considerablemente.'3'>3

La evidencia para la significacién clinica de este
fenémeno hasta el momento no ha sido relevante,

Laria LRE. Liberacion de endotoxinas inducida por antibiéticos

aunque se pueden mencionar algunos trabajos que
han tratado el problema.'” Tal es el caso de Prins y
colaboradores quienes fueron capaces de demos-
trar que el uso del imipenem como un antibidtico
primario redujo significativamente el tiempo de
efervescencia comparado con la ceftazidima, anti-
biéticos que tienen bajo y alto poder de liberacién
de endotoxinas, respectivamente, in vitro; ademas
de encontrar que los niveles de endotoxinas esta-
ban mas elevados en los pacientes tratados con
ceftazidima que en los que se administré imipe-
nem.’' También encontraron una tendencia hacia
niveles bajos de los parametros inflamatorios como
el TNFa y la IL-1 en los tratados con imipenem.
Estos resultados indicaron que la diferencia de los
antibidticos en su propensién a provocar la libera-
cién de endotoxinas puede afectar la respuesta
inflamatoria durante el tratamiento.*°
Holzheimer y colaboradores reportaron un es-
tudio clinico de pacientes operados, admitidos en
la unidad de cuidados intensivos de anestesiologia
y operatoria, donde no se presenta liberacién de
endotoxinas después del tratamiento con imipe-
nem; sin embargo, la cefotaxima y la ceftriaxona
mostraron pruebas de endotoxinas positivas en el
plasma. La ciprofloxacina y la vancomicina fueron
intermedias en la liberacién de endotoxinas y la
tobramicina no causé liberacién de endotoxinas.
Uno de los estudios mas extensos en huma-
nos sobre la liberacién de endotoxinas inducida
por antibidticos envolvié un analisis retrospecti-
vo de 416 pacientes con trauma severo, tratados
en nueve hospitales. De estos, 334 pacientes fue-
ron agrupados en aquellos que recibian antibioti-
cos con altos vs bajos potenciales de liberacién
de endotoxinas. Basandose en las investigaciones
gque demostraban alta afinidad por las PBP3, (alta
liberacion de LPS in vitro y alta produccion de TNF
in vitro) los tres antibiéticos aztreonam, ceftazi-
dimay cefotaxima fueron escogidos como el gru-
po PBP3/TNF Si el paciente habia recibido cual-
quiera de los tres antibiéticos mencionados era
clasificado como perteneciente al grupo PBP3/
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TNF, mientras que si recibia cualquier otra com-
binacién de antibidticos se clasificaba como no-
PBP3/TNF. Los resultados de este estudio arro-
jaron un mayor porentaje de mortalidad en los
pacientes pertenecientes al grupo PBP3/TNF, al
compararlo con los no-PBP3/TNF. Tales pacien-
tes antes del estudio eran los que mostraban
mayor dafio, por eso se decidié aplicarles este
grupo de antimicrobianos; ademas, los que pre-
sentaron en sangre cultivo positivo sélo fueron
detectados después de comenzada la aplicacién
de los antibiéticos, lo cual es un indicador de que
la influencia de los antibiéticos sobre la liberacién
de endotoxinas es un aspecto a tener muy en
cuenta. Sin embargo, en este estudio se mostra-
ron limitaciones que no permitieron confirmar las
conclusiones acerca de la significacién clinica de
la liberacién de endotoxinas inducida por los an-
tibiéticos aplicados. Primero, la categorizacién de
los antibiéticos en los grupos PBP3/TNF y no-
PBP3/TNF no tuvo en cuenta el espectro com-
pleto de las propiedades de liberacién de endo-
toxinas de todos los antibiéticos; y segundo, el
estudio no midié los niveles de endotoxinas y ci-
toquinas circulantes.'3

Conclusion

Como podemos apreciar en los trabajos realiza-
dos en modelos in vitro, in vivo y en humanos des-
critos en la literatura més reciente, si bien no son
concluyentes sobre el tema de la liberacién de
endotoxinas inducida por antibiéticos, debido a las
limitaciones que se pueden presentar en un estu-
dio de este tipo, han permitido sugerir que dife-
rentes tipos de antibiéticos son capaces de inducir
la liberacién de diferentes niveles de endotoxinas,
tanto en los cultivos in vitro como en los modelos
animales de infeccién y durante el tratamiento de
las infecciones bacterianas en humanos. Tal libera-
cién de endotoxinas asociada a los antibiéticos pro-
bablemente tiene consecuencias bioldgicas, rela-
cionadas fundamentalmente con los procesos des-

encadenados por las defensas inmunolégicas del
organismo; esas consecuencias biolégicas son po-
siblemente de relevancia clinica en términos de la
evolucién del paciente. '3

Los estudios colectivos publicados por diferen-
tes laboratorios sobre los mecanismos de la libe-
raciéon de endotoxinas inducida por antibidticos,
apoyan claramente el concepto de que este fené-
meno debe tenerse en consideracién durante el
tratamiento de las sepsis por gramnegativos. Sin
embargo, la evidencia de estos hallazgos sélo pue-
de ser vista como sugestiva y no es suficiente para
implementar cambios en la prescripcion actual de
antibiéticos o en las decisiones de dosis.'® Para ello
se requiere de futuros estudios, incluyendo estu-
dios clinicos prospectivos con determinacién de
los niveles de citoquinas y endotoxinas, antes y des-
pués de la instauracién de diferentes regimenes
de antibiéticos, y la correlacion de los hallazgos
con la supervivencia y otros parametros significa-
tivos como la falla multiorganica, la bacteriemia y
otras manifestaciones propias de una sepsis bac-
teriana.'®32 Serd necesario investigar, ademas, bajo
qué condiciones de combinacién de patégenos bac-
terianos, antibiéticos y condiciones clinicas ocurre
el fenémeno de liberacién de endotoxinas induci-
da por antibiéticos y su influencia en el advenimien-
to del estado grave del paciente.'®'832
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