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1. ABREVIATURAS

BPI: Proteinas que incrementan la permeabilididad/bactericida.
CETP: Proteinas de transporte de ésteres de colesterol.
CMC: Concentracién miselar critica.

Gal: D-galactosa.

Gle: D-glucosa.

GlcN: D-glucosamina.

HDL: Lipoproteina de alta densidad.

{FN-y: Proteina producida por los leucocitos (interferdn).
ICI: Creciente indice de citacion.

1gG: Inmunoglobulina G.

IgM: Inmunoglobulina M.

IL-1: interleucina 1.

IL-6: Interleucina 6.

iL-8: Interleucina 8.

Kdo: 2-ceto-3-desoxi-mano-octulosénico. o

LBP: Proteina de asociacion al Iipopblisacéﬁdo.

LDL: Lipoproteina de baja densidad. !

LPS: Lipopoisacarido. .

MCP-1: Proteina quimiotactica monocitica. .

MMP: Metalo proteinasas.

PBP: Proteina de asociacion a penicilina.

PGEa2: Prostaglandina Ea.

PLTP: Proteina que transporta fosfolipido.

TGF-8: Regulador esencial en el control de la inﬂamacién.
TNF: Factor de necrosis tumoral.

VLDL: Lipoproteinas de muy baja densidad.




2. RESUMEN

La composicién de la membrana extema de las bacterias gram-
negativas es extremadamente asimétrica con respecto a la estructura
quimica y carga de los lipidos. De tal manera que la capa extema de la
membrana extema estd enriquecida en endotoxinas también llamados
lipopolisacaridos (LPS) y la capa interna de fosfolipidos.

Las caracteristicas mas importantes que distinguen a los LPS de las
otros lipidos de membrana son la presencia de tres grupos hidroxilo y la de
grupos fosfato en el lipido A. EI LPS es la region téxica de las bacterias.

El estudio sobre la endotoxina ha atraido el interés de microbidlogos y
genetistas bacterianos que quisieron entender su biosintesis y la base
molecular de su funcién vital para las bacterias. Incluso se han vuelto un
asunto de mayor investigacién en la immunologia e immunoquimica. Estas al
igual parecen estar involucradas en el desamollo normal del sistema de la
defensa del organismo y de las bacterias entre la interaccion fisioldgicas y los
organismos de los mamiferos.

En nuestra investigacidn presentamos algunos antecedentes
historicos sobre los estudios logrados por algunos cientificos y especialistas
en este campo. Asi mismo presentamos la estructura del lipopolisacéarido con
su biosintesis y su relacidn con la cascada de complemento. Principalmente
mostramos como los LPS influyen en la enfermedad periodontal.

Durante la investigacidn mencionamos que la placa dentobacteriana
estd compuesta por mas de 300 diferentes especies de bacterias que
conllevan a la enfermedad periodontal porque produce una inflamacion
crénica que implica la destruccién del hueso alveolar y la pérdida de tejido



conectivo presentando un incremento en._el nimero de bacterias de 10°
hasta 10® microorganismos. Y declaramos que este incremento se produce
con una clara asociacién de bacterias de tipo gram-negativas.

~También mostramos que las endotoxinas actuan sobre los fibroblastos
gingivales que sintetizan y liberan IL-8 y proteina quimotactica monocitica
(MCP-1). En este sentido los monocitos son capaces de responder a
concentraciones muy bajas de LPS produciendo una amplia variedad de
mediadores de procesos inflamatorios que estimulan a otros tipos celulares
como son los linfocitos y los osteoclastos.




3. INTRODUCCION

La fascinacion hacia el lipopolisacarido bacteriano se relaciona a sus
actividades biolégicas multicopistas y diversas, su estructura quimica
compleja, su estructura fisica, sus propiedades del seroldgicas, y su funcién
fisioldgica para las bacterias (1). Las endotoxinas (o lipopolisacaridos) son
formadas por un cierto grupo de bacterias gram-negativas que difieren de
otros microorganismos por la arquitectura de su pared celular. Las
endotoxinas son componentes integros de estos microganismos y es
esencial para el crecimiento y viabilidad bacteriana. Por consiguiente, la
endotoxina ha atraido el interés de microbidlogos y genetistas bacterianos
que quisieron entender su biosintesis y la base molecular de su funcién vital
para las bacterias.

Por otro lado, las endotoxinas son toxinas potentes que, en
organismos mas evolucionados tienen un gran espectro de efectos dafiinos y
eso contribuye al potencial patogénico de las bacterias. Por lo tanto,
investigadores clinicos y bioldgicos de las endotoxinas intrigados partieron en
tratar de poner en claro su modo de accién y para inventar estrategias que
apunten al mando de los efectos perjudiciales de las endotoxinas observadas
durante la infeccidn bacteriana y sepsis.

Las endotoxinas participan de manera activa en el sistema de la
defensa mamifero. Ellas no sdlo inducen la formacion de anticuerpos contra
LPS sino también a los antigenos de otras especies y activan células
inmunes que producen la capacidad reforzada del cuerpo de cubrir con
infecciones microbianas asi como los tumores malignos. Por consiguiente,
las endotoxinas se han vuelto un asunto de mayor investigacion en la
immunologia e immunoquimica. Ellas al igual parecen estar involucradas en

el desarrollo normal del sistema de la defensa del organismo y de las




bacterias entre la interaccion fisioldgicas y los organismos de los mamiferos.
Las endotoxinas se han encontrado en organismos que aparecieron antes de
la ascensién de hombre, hace 2 mil millones afios como ancestros de largas
algas azul-verdes. También encontramos que se temen a menudo
endotoxinas por investigadores en inmunologia celular y los campos
relacionados: las cantidades pequefias de endotoxinas estan presentes en la
vida y pueden contaminar cristaleria, proteinas recombinadas, los medios de
cultivos y hemrramientas de la investigacion o reactivos en general. La
endotoxina se expresa bioactivamente en dosis sumamente pequerias.

Finalmente, las endotoxinas que poseen una estructura primaria
compleja y una arquitectura tridimensional compleja les han fascinado
siempre a quimicos y fisicos que han tratado de aclarar esas estructuras que
son responsable para la actividad de la endotoxina y funcién de modificar las
estructuras de manera semejante que ellas sueltan sus propiedades toxicas
mientras desplegando todavia beneficioso, 'efectos"imr'nunoestimulados.

Muchos vollimenes excelentes y revisiones tempranas y recientes
progresos cientificos cubren en este campo de investigacién de la endotoxina
que ha llevado a reconocer que las endotoxinas no solo representan venenos
poderosos, sino también los O-antigenos de las bacterias gram-negativas, y
que ellos constituyen quimicamente lipopolisacaridos (1-5). Sin embargo,
solo de vez en cuando, la historia tiene descripciones de esos cientificos y
doctores abriendo camino que pavimentd la manera para el descubrimiento
de endotoxinas y de su descripcidn quimica y biologia (6-8). A continuacion
se realizard una investigacion bibliografica . sobre el estudio de los

lipopolisacaridos.




4. ANTECEDENTES

4.1. Historia

“La investigacion bacteriolégica no puede adelantarse suficienternente
sin el conocimiento de su desarrollo histérico. Un cientifico debe saber lo que
se ha logrado y que informacién ha sido acumulada en su campo de trabajo.
Que critica habria expresado uno o el otro expresado con respecto a su

propio trabajo, si él hubiera sido consciente de los desarnollos histdricos en
bacteniologia. Quiza, los numerosos papeles nunca habrian sido publicados.”
Friedrich Loeffler (1852-1915)

La primera conferencia intemacional dedicada principalmente al
estudio de las endotoxinas bacterianas tuvo lugar en Nueva York en el afio
1952, fue organizada por Florence Seibert (1897-1991) (Fig. 1), una pionera
en el estudio de pirdgenos, ella investigd e introdujo una prueba sensible
para la pirogenicidad en conejos (9), en sus comentarios introductorios a la
conferencia de 1952 mencionéd que:

“El aislamiento de un pirégeno puro y estable con buena
definicién quimica y las propiedades biolégicas que podrian
reproducirse facilmente, proveeria una valiosa norma para la
evaluacion de uso del pirégeno” (10). :

Obviamente, en ese tiempo no se conocia la naturaleza exacta de
pirégenos, pero de uno de sus estudios ella concluyé: “El pirégeno es un




producto filtrable producido por una bacteria especifica” (11). En sus
esfuerzos por identificar el material pirogénico que contaminé drogas
farmacéuticas y fluidos de infusidn, ella termind siempre con cantidades tan
pequenas de lo que puedo haber sido la substancia pirogénica con lo que la
caracterizacion del material era imposible. Florence Seibert llamé al material
bioactivo su “pequefio demonio azul”, mostrando ambos su afecto hacia y la
frustracién con el material que habria resultado mas tarde ser endotoxina.
Uno de sus estudiantes, Dennis W. Watson, trabajando con ella en 1939 en
Filadelfia, identificd del principio bioactivo de la endotoxina.

La segunda conferencia de endotoxina, y la primera en Europa, fue
organizada por Otto Westphal, en Freiburg, Alemania, en agosto de 1958,
Estas conferencias del estudio de la endotoxina abﬁendo camino y fueron
seguidas por muchas otras con frecuencia creciente '(a intervalos casi
anuales) con un ndmero creciente de cientificos de por el asistir mundial.

Debido a la iniciativa, entusiasmo, y paciencia de L. Joe Bemry (1910-
1987), profesor de microbiologia en la Universidad de Texas, Austin, se
fundé la Sociedad Intemacional de Endotoxina (IES) en el afio 1988 con Alois
Nowotny (1922-1992), profesor de inmunolgia en la Universidad de
Pennsylvania, Filadeifia, como el primer presidente. Esta Sociedad crecid
rapidamente y hoy representa con sus aproximadamente 600 miembros una
de las organizaciones cientificas intemacionales mas grandes. Como otro
paso importante, en 1994 se fundd el Jounal of Endotoxin Research (JER),
con David C. Morrison, distinguido profesor de Investigacion de Cancer en el
Centro Médico de la Universidad de Kansas, como e} primer editor en jefe.
Dentro de su corta vida, el Periéddico ha ganado reconocimiento cientifico
significante por el que se expresa su notablemente el IC] creciente indice de

citacién.




Gracias al trabajo de Albrecht von Haller (1708-1777) y otros médicos
y c'ientiﬁcos, fue reconocida que la inyeccion intravenosa de fluidos podridos,
como los obtenidos de materia organica descompuesta de pez o came, en
los animales experimentales evocdé fiebre y otras manifestaciones de
enfermedad (12), a diferencia de extractos de pez fresco o carme que no se
pfodujeron reacciones febriles. Frangois Magendie (1783-1855), director del
servicio médico del hospital Parisiense mas viejo, L'Hdétel-Dieu, apuntd sus
frecuentes observaciones alrededor de las insuficiencias médicas de
condiciones no higiénicas. Las masas de material de plantas y de origen
animal sufrian deterioracién y putrefaccion y ocurrian enfermedades severas,
incluso la plaga y cdlera. Magendie hizo la pregunta fundamental, si alli
pudiese existir una conexidn entre la putrefaccién, produccién de la toxina, y
la iniciacién de fiebre o enfermedad (13).

El danés Peter L. Panum (1820-1885) (Fig. 2), entonces profesor
asociado de fisiologia y patologia en Kiel, Alemania, intentd caracterizar el
veneno podrido, trabajo que ahora puede ser considerado como la iniciacién
de investigacion sistematica y cientifica de la endotoxina. En 1874, él publicd
su trabajo que trata de sus esfuerzos mas tempranos (alrededor de 1856)
para purificar el principio activo del veneno podrido que é! resumié de la
siguiente manera (14): '

> “El veneno del podrido no es volatil y no es un producto del extremo
simple conocido de putrefaccién de fermentacuon El diferencié de
mlcroorganlsmos vnvuentes que pueden serla fuente pero no la causa '

> ‘La toxma se reS|ste al calor por Io que difiere_de las enzimas tlplcas (en :
ese momento llamado Fermente alemén) ; ’



“Es insoluble en alcohol puro pero soluble en agua La protelna como Ia
substancia toxnna se presenta mas frecuentemente en ﬂundos podndos
que - absorben condense la toxina en su’ superf icie c f and.
o 'menos parcualmente

‘!

precipita. El principio téxico puede ser po
atribuido a la precipitacién”.

Mirando los resultados de Panum se pone évidén‘cia‘ei hecho de que
fue él quien dio una pizca de lo que es la endotoxina, un térmmino que no se
habfa acufiado todavia. Por consiguiente, Panum puede considerarse como
el primer investigador de ia endotoxina.

Fig. 1 Florence Seibert.(1897-1991) Fig.2 Peter L.Panum. (1820-1885)
Recibe un reconocimiento por
Eleonore Roosevelt

El primer uso del material pirogénico, el crédito debe darse a Theodor
Billroth (1829-1894) profesor de cirugia en Zurich, Suiza, y Viena, Austria, en
su publicacién de 1862 menciond: "Observaciones de la fiebre por heridas y

accidentes, causaron enfermedades en la herida,* &l declard: “"Las




substancias pirogénicas - estan -igualmente présentes en material podrido
secado y pus seco como en fluidos podridos y en pus fresco" (15).
Independientemente, el término “substancia pirogénica” se usé en 1873 por
Bemhard Naunyn (1839-1925), profesor -de medicina interma en Dorpat,
Berna, Suiza, Kénigsberg, la Rusia (ahora Kalininugrad), y Estrasburgo,
Francia, para designar el principio productor de fiebre (16). Finalmente, Sir
John Burdon-Sanderson (1828-1905), fisiélogo britanico y eminente patdlogo,
declaré en una revisidn de 1896: "En 1875 yo preparé una substancia del
extracto podrido de came que yo aventuré llamar pirdgeno. Este producto
estéril produjo fiebre" (17).

Burdon-Sanderson, siguiendo la tradicién Panum y von Bergmann,
intentd y aparentemente tuvo éxito de purificar su pirégeno del material
podrido. Hoy no es posible decidir si las observaciones de las preparaciones
eran endotoxinas o, quizas, eran concentrados de mediadores enddgenos
como interleucina 1 y 6 o factor de necrosis tumoral a. En todo caso, también
fue Burdon-Sanderson quien se preguntd en 1876 (18), si la substancia
pirogénica era de origen enddgeno y estd presente en sangre o fiuido del
tejido. Altemativamente, él defendié que material pirogénico podria venir de
las fuentes exdgenas, como microbios.

Los afios 1870-1905 comprenden el periodo en que el concepto de
que ias infecciones eran debidas a los microorganismos. Hasta entonces, se
creia que las enfermedades ocurrian endémicamente o epidémicaments,
como plaga y cdlera, eran debido al miasma, un material volatil no visible que
se origina de la tiera o en areas debajo de la tierra. El miasma también se
llamé "aire malo" (inale d‘ania), de ahi el origen de la palabra malaria, se
pensaba que las infecciones no tenia lugar de persona a persona sino a
través de factores medioambiental del miasma. Asi, se crearon dos escuelas:
una que favorecia la idea de miasma y otra la del concepto de: contagio.
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En 1840 Jakob Helen (18091 885), profesor para la patologia y
anatomia en Géttingen, Alemania, y maestro de Robert Koch, habia sefialado
ese contagio y el miasma puede, de hecho, sea idéntico y represente materia
viviente organica que posee |a habilidad de multiplicar y crecer en el individuo
enfermo y causa por eso imritacion y enfermedad (19). Pero Helen no tenia
ninguna prueba para su ingenioso concepto. Tomd casi 25 afos para la idea
de fermentacidbn basado en microbios y putrefaccion que producen
enfermedad pudiera ser aceptada.

Fue lLouis Pasteur (1822-1895), en Paris quien convincentemente
mostré que las clases de enfermedades, a las que ahora nos referimos como
enfermedades infecciosas, eran provocadas por pequernos microorganismos
animados que, siendo asociado con polvo en el aire, podria transportarse por
todas partes hasta alcanzar heridas, donde ellos se multiplicarian y causarian
infecciones.

El bacteridlogo aleman Edwin Klebs (1834-1913) cuyo nombre se
recuerda en el género de la enterobacteria Klebsiella, claramente declard que
las infecciones severas eran causadas por microorganismos que se
originaron de las fuentes extemas y podrian invadir tejidos saludables pero
iritados. Durante la guerra de Franco-Prusiana, Klebs realizé 115 autopsias
entre el 17 de agosto y el 17 de octubre de 1870, y no sdlo comprendié que
75% de las muertes eran debidos a la septicemia, sino que también esa
septicemia fue causada por microorganismos que él llamé Microsporon
septicum. En uno de sus informes, €l hizo la siguiente declaracién notable:

“Durante el desarroilo de Microsporon septicurm se genera una
substancia productora de fiebre. La fiebre continua y es causada
por el transporte continuo de esta substancia en el organismo”

(20)

11




Klebs describié la-accién de. productos bacterianos que | incluirian
endotoxinas. B o - ‘ )

Robert' Koch (1843-1910), al final de su camrera como director del
Instituto de Berin para Enfermedades Infecciosas caracterizé a los
microorganismos como agentes causativos de enfermedades especificas.
Koch basé sus conclusiones inicialmente en experimentos con animales,
finalmente él contribuyé grandemente a la comprensién de la participacion
microbiana en infecciones de heridas de 1880 en adelante, utilizando miles
de soldados heridos en tiempo de guerra de paises como Egipto y la India
que padecieron epidemias desastrosas como cdlera y apoyando sus ideas
con animales experimentales usando cultivos de bacterias como agentes
infecciosos.

Ludwig Brieger (1849-1919) analizé bacilo de la tifoidea, que se habia
descubierto en 1880 por Joseph Eberth (1835-1926). Brieger demostrd la
generacion de un material toxico que él llamd tifotoxina (21 y 22), de hecho,
fue Brieger quien por primera vez introdujo el término toxina. Durante las
investigaciones en los cultivos de otros bacilos, de un peso molecular alto y
substancia téxica de naturaleza proteica podria enriquecerse y prepararse
como un polvo estéril, los autores llamaron toxalblimina. (Hoy se sabe que
las toxalbiminas eran proteinas que son pizca del complexo de cantidades
variables de endotoxinas.) Estas toxalbiminas o albumosas demostraron a
menudo ser pirdgeno y téxico en experimentos con animales.

Hans Buchner (1850-1902) apuntd a la contestacién leucocitica como

una reaccion de alarma de los mecanismos de defensa estimulados después
de la inyeccion de toxalbuminas (23 y 24).
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Sin embargo, - Ludolf \'/on‘ Krehl (1861‘-'19_37), en investigaciones
extendidas y cuidadosas, fhpstré ésas"alb’ur_'nosa's' era de pirogenicidad
significativamente mas baja“qué_’ arranca “el pirbgeno principal por ser
inadecuado. = CEA G B

En el afio 1884. Robert Koch habia identificado Vibrio cholerae como
el agente microbiano causante de cdlera, y estaba siguiendo en sus
laboratorios la investigacion activa para caracterizar los factores patégenos
que dan estas bacterias. Estudios realizados principalmente en Francia,
Alemania, y los Estados Unidos habian revelado que las bacterias patégenas
producian substancias téxicas que, en forma aislada, indujeron muchas de
las reacciones fatales vistas durante infecciones bacterianas severas. La
toxina de la difteria que se aisld en 1888-1890 de filtrados de cultivos por
Pierre Paul Emile Roux (1853-1933) y Alexander Yersin (1863-1943) en el
Instituto Pasteur en Paris, demostrd ser de naturaleza proteica.

Entre los colaboradores mas importantes de Koch estaba Richard
Pfeiffer (1858-1945) (Fig. 3). Pfeiffer observé como esos vibrios de cdlera
soltaron una toxina en el medio de cultivo. El notd, sin embargo, que esos
vibrios de cdlera produjeron, ademas, una segunda, toxina bastante diferente
que aparecia atarse fimemente a la célula bacterana. En su primera
publicacién en la materia (25), Pfeiffer menciona:

“En condiciones aerobias en los cultivos de célera crecié una
substancia téxica especifica qué ejerce extremadamente intensos
efectos téxicos. Esta toxina de célera primero se ata
estrechamente al cuerpo bacteriano. Por cloroformo, timol, o
secando, los vidrios de célera pueden matarse sin cualquier
cambio perceptible de la toxina.”

7iuIS O R
FALLA LE OR.GEN 13




Pfeiffer habia descubierto la endotoxina y fue él quién introdujo el
término endotoxina. Se puede concluir esto debido a una revisién de Alfred
Wolff, médico en la Clinica Universitaria Médica en Munich, Alemania,
resumiendo los conceptos pertinentes en toxinas bacterianas asi como la
inmunidad a las toxinas y las bacterias productoras de enfermedades como
V. cholerae (26). En esta revision de 1904, Wolff escribe:

"Richard Pfeifter dio un nombre especifico a la substancia
bacteriana que ejerce una accién de la toxina que en
definiivamente diferente de las toxinas ya conocidas. El lo llamé
la endotoxina. El creador de este nombre basé su concepto en la
opinién correcta que su principio téxico no se excreta de las
bacterias vivientes, sino que es parte de los electores del cuerpo
bacteriano. En contraste con las toxnas tipicas, estas
substancias venenosas no se secretan en el medio de cultivo,
pero ellos se libreran, si las bacterias sufren lisis y bacteriolisis™.

En el mismo articulo, Wolff da la siguiente definicion bioldgica de
endotoxina: “La toxina y endotoxina son substancias venenosas que en dosis
definidas causan muerte de animales inyectados después de un cierto tiempo
de incubacién"(26).

Aproximadamente al mismo tiempo, se hizo un adelanto en la
caracterizacion de la endotoxina por el italiano Eugenio Centanni (1863-
1948), director del Instituto de Patologia General en la Universidad de
Bolonia. En 1894, él empezdé a publicar una serie de articulos el primero de
que se tituld: "las investigaciones en fiebre infecciosa -la toxina de fiebre
bacterianas" (27-29) donde Centanni describe .la preparacion de o que él
llamé pirotoxina bactérica. En principio, él usd a largo plazo (al dia 10) la
auto-lisis de cultivos puros bacterianos, trabajando al fitrado estéril por
alcohdlico y otros procedimientos de fraccién y terminando con un polvo
blanco estéril. El pudo producir mas o menos el mismo material pirogénico de
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una variedad grande de bacterias incluso de E. coli, S. typhis, y otros.
Centanni obtuvo finalmente de las bacterias esencialmente la misma toxina,
un veneno que depende del cuadro tipico de las perturbaciones generales
causante de infecciones bacterianas (30). Para esto se basé en datos de sus
preparaciones pirogénicas, se puede: asumir que él alcanzé un grado
bastante alto de purificacion de endotoxina.

El Médico dinamarqués Hans-Christian Gram (1853-1939), en 1884
determind que las bacterias podrian ser divididas en dos grupos (31). A unas
las llamé gram-negativas. Por consiguiente, las bacterias del segundo grupo
las denomind gram-positivas como Corynebactaria, Streptococo, y
Staphylococcus retuvieron el tinte y aparecian manchadas mas a tintes
azules. E| grupo de bacterias gram-negativas comprende muchos patégenos
importante tales como V. cholerae, S. typhis, E. coli, Serratia marcescens,
. ademas, Yersinia pestic (causantes de plaga), Neisseria meningitidis, y
Hemophilus influenzae (causan gastiitis y UGlceras doudenal), Klebsiella
pneumoniae (causante de pneumonia), Pseudomonas aeruginosa (causando
pulmonia e infecciones en heridas), entre otras.

Tomé varias décadas antes de los procedimientos del extracto
selectivos se desamolldé permitiendo un examen mas detallado de la toxina.
Un gran pionero fue el microbidlogo francés André Boivin (1895-1949) quién,
junto con la rumana Lydia Mesrobeanu (1908-1978) inventaron por primera
vez en 1932 un procedimiento de aplicacion para el extracto de la
endotoxina de muchas bacterias gram-negativas: El método del acido
tricloroacético (TCA). Basandose sus andlisis, Boivin y Mesrobeanu los
lamaron antigénico, y el téxico extraido gllcido-lipidicos de los antigenos,
esos componentes principales eran lipido y polisacarido en naturaleza, con
cantidades sélo pequefas de proteina adicional (32-34). Pennel y
Huddeleson usaron TCA (0.25 N) para la preparacion de fragmentos téxicos
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de las bacterias Bruce/lé "Ellos nofnbraron el material bioactivo que contuvo
lipido .y reduc:endo substancnas despues ‘de ' hidrdlisis (azUcares) del
endoanhgeno (35) ' T

: Usando un metodo similar, Walter T. J. Morgan (36-38) en Londres y
Walther F. Goebel (1899-1994) en Nueva York desarmrollaron procedimientos
de extractos extensos de mezclas de solventes organicos y agua. Sus
substancias purificadas, similares a Boivin y los productos de Mesrobeanu,
estaban compuestas de polisacarido, lipido y proteina, el glicol dietileno de
Morgan extraido de Salmonella y Shigella aparecia fisicoquimicamente como
las substancias homogéneas y uniformes. Morgan describié entonces
métodos para la disociacion del complejo en las subunidades estructurales
como polisacarido no degradado o el polisacérido degradado en estudios
sistematicos, conjugé a la proteina simple y se limité separadamente igual al
lipido.

En los 1940's, Walther F. Goebel en Nueva York trabajé con Shigella
sonnei y Shigella flexneri mostrd que las preparaciones bioactivas
contuvieron juntos a la pizca firmemente complementaria del limite que él
flamé componente téxico T (39). Por tratamiento acido apacible él obtuvo un
polisacarido O-especifico (el polisacarido degradado de Morgan) y una
proteina toxica: proteina T (la proteina conjugada de Morgan), por
tratamiento alcalino y fraccionacién del alcohdlico él pudo aislar un O-
antigénico. En contraste, de! polisacarido téxico (polisacarido T) y proteina no
toxica (la proteina simple de Morgan). En el complejo de O-antigénico, por
consiguiente, el componente T parecia formar el eslabén entre el O-
antigénico polisacarido y proteina dependiendo del procedimiento de la
disociacién. Goebel obtuvo dos substancias toxicas diferentes en las que T
se ligé al polisacarido adelante de la proteina. La naturaleza quimica del
componente T, sin embargo, penmanecidé sin descubrirse y resultd, mas
tarde, ser idéntico al principio bioactivo de la endotoxina, es decir, el
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componente-del lipido A. Goebel y colaboradores determinaron el material
bioactivo que obtuvo de S. flexner, (40 y 41) el hidrato de carbono toxico
(CT)y alslé eso del lipocarbohidrato de S. sonnei (42).

Otro aspecto interesante de estos antigenos bacterianos se describid
en 1934 por Gough y Frank M. Bumet (43). Estos autores habian aislado
extractos bacterianos que consisten principalmente en polisacarido. Ellos
mostraron que este fragmento del polisacarido no sélo era importante para
sus propiedades seroldgicas sino también para la susceptibilidad del fago de

bacterias.

Fig.3 Robert Koch (1843-1910) Fig.4 Oto Loderitz 1997
Sentado frente al microscopio con

Richard Pteitfer (1858-1945)

A principios de los afos cuarenta, Murray Shear y colegas habian
analizado los estudios de William Bradiey Coley (1862-1936), un médico que
trabajaba en Nueva York del que usé pirogénicamente la mezcla viva muy
activa y, después, matd el S. marcescens y Streptococo (la toxina de Coley)
para tratar a pacientes que padecen carcinomas y sarcomas (44 y 45). En
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esfueréos por éislar el factor de necrosis tumoral S. marcescens, el principio
activo de la vacuna de Coley, un material fue obtenido por Shear, las figuras
analiticas de que indico .la presencia de principalmente el polisacarido y
material lipidico ademas de las cantidades pequefias de proteina. Este
compuesto fue designado, en 1943 por Shear y colaboradores el término
lipopolisacarido (46 y 47).

Al final de los afos cuarenta, Otto Westphal y Otto Luderitz (Fig.4),
que trabajan primero en el Instituto Vague Forschungs, (Séckingen,
Alemania) y después en el Instituto Max Planck fir Inmmunobiologia
(Freiburg, Alemania), empezaron su trabajo sistematico en la producciéon de
fiebre y principio téxico entéricos de Salmonella, E. coli y otra Enterobacteria.
Ellos mostraron esa actividad pirogénica residia principalmente en el
complejo O-antigénico probando todos los componentes caracteristicos que
fueron proporcionados por Walter Morgan. Polisacarido no degradado
(polisacarido T de Goebel) era favorablemente pirogénico, la proteina
conjugada (proteina T de Goebel), considerando que degradoé el polisacarido
y las proteinas simples estaban completamente desprovistas de actividad.
Westphal y colegas desarrollaron un nuevo y eficaz procedimiento que era
aplicable a una variedad de bacterias gram-negativas entonces y porque el
material bioldgicamente activo podria extraerse en rendimiento aito y la pura
forma: el método de extracto de agua caliente fenolada (48). El desarrollo de
este método demostré ser un hito en investigacion de la endotoxina. La
aplicacién del método clasico rindié preparaciones que estaban
esencialmente libres de la proteina y consistieron en sélo hidrato de carbono,
fésforo y acidos grasos. Estas preparaciones exhibieron actividad bioldgica
extrema con una dosis intravenosa tan pequena como 1 ng/kg que causa
fiebre en humanos. Para designar este bioactivo, Westphal y Lideritz usaron
el término lipopolisacéarido (LPS).
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El término lipopolisacarido tuvo dificultades para ser aceptado. Otros
téminos' como liposacérido endotdxico, se propusieron después, pero no
recibié la aceptacién disfrutada por el témino lipopolisacarido (49). Los
estudios quimicos, serolégicos y biologicos del grupo Westphal-Lideritz
también establecieron que esa endotoxina, pirotoxina, O-antigeno, y
lipopolisacarido (LPS) era uno y el mismo componente bacteriano y esos
patégenos y bacterias no patdgenas llevaron la molécula de LPS. La
disponibilidad de LPS purificado pemitié estudios acerca de la definicién de
esas regiones endotdxicas, pirogénicas responsables de las propiedades del
O-antigénico de! LPS a la explicacion de sus estructuras quimicas.

Estudios iniciales en la estructura quimica de la endotoxina fueron
hechos en membranas de los grupos de bacterias gram-negativas que son
parte de la flora normal del intestino o causante de enfermedades
gastrointestinales. En base cualitativa -y después cuantitativa- los analisis de
azdcar de una larga variedad de LPS de diferentes formas-S, el concepto
surgid alrededor de 1960 estos lipopolisacaridos (o endotoxinas o O-
antigenos) de diferente origen enterobacteral fue organizado de acuerdo a
una estructura comun por Otto Lideritz, quien postuld (50) que esos LPS
contienen tres regiones: Borde de la cadena O-especifica, nlcleo basal y
lipido A. Para el analisis quimico sobre 100 diferentes O-antigenos derivados
de varios serotipos de Salmonella y E. coli, obviamente puede convertirse
este O-antigeno contrayendo el complexo de los polisacaridos, que
comprendieron de § a 8 monosacaridos diferentes (51-53). No obstante,
‘prepard todos los LPS y contuvo § sustratos: tres hexosas; D-glucosa (Glc),
D-galactosa (Gal) y D-glucosamina (GIcN), y dos componentes; glicosilicos
inusuales, 2-Keto-3-acido desoxioctonico (Kdo) su término correcto es; 3-
desoxi-D-mano-octo-2-acido ulosdnico (dOclA), y L-glicerol-D-mano-heptosa
(L,D-Hep). Estas heptosas fueron descritas por primera vez en 1952 por
Jesaitis y Goebel (54) como un componente de LPS Shigella sonnei, la
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comrecta estereoquimica fue determnnada en 1953 por Slecn y Schnell (55) y
en 1955 por Weidel (56). El Kdo fue des ublerto : mas ‘tarde como
componente de LPS de E. coli en 1963 por He ! y Ghalambor (67)y en el

mismo afo por Mary Jane Osbomne el LPS de Salmonella Estos azlcares
fueron ademas cuatro derivados de . matenal no complexo de
lipopolisacaridos desde varias formas-R de bacterias que conformaron las

principales formas-S.

Desde estos descubrimientos se concluyé que estas formas-S del LPS
de Salmonella contenian una regién comun, lo cual fue mencionado por
Luderitz como la membrana nuclear comin (o R- polisacarido). A este nucleo
comin estd conectada la cadena especifica compuesta de azlcares
caracteristicos de un serotipo. Por la designacién de esta regién el término
O-especifico de la cadena lateral fue inventado por Lideritz, Staub y
Westphal en 1966 (50). Fue también reconocida esta cadena lateral
representando heteropolimeros compuestos de varios oligosacaridos
idénticos, que fueron nombrados por Phil Robbins y colaboradores,
trabajando con conversién lisogénica como unidades repetidas (58-61).
Nalaido y colaboradores, introdujeron en 1966 el témino S-especifico de la
cadena lateral -S significa “serotipo” (62). Aunque esta expresion parece
apropiada, no fue aceptada en general, fue sustituida por el témmino unidad
repetida.

Fritz Kauffmann (1898-1978) (Fig. 5), pionero en la investigacion
bacteriolégica y director a cerca de estudios del Instituto Serum en
Copenhagen, Dinamarca, definié los “serotipos® Salmonella y establecié un
esquema de aglutinacién seroldégica y clasificd aislados del género
Salmonella, como se utiliza en medicina, veterinaria y microbiologia vegetal
hasta el dia hoy (esquema de Kauffmann-White).
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Fig.5 Fritz Kauffmann (1898~
1978)

Laderitz y Westphal, cooperaron con Kauffmann, y en particular con
Anne-Marie Staub en el Instituto Lois Pasteur en Paris, reconocieron con
animales experimentales inoculados con bacterias gram-negativas
producciones de anticuerpos especificos contra la cadena O-especifica del
LPS. Esto evidentemente convirtid este LPS los antigenos de la superficie
constituidos de bacterias gram-negativas, la cadena O-especifica que es
responsable para las propiedades del O-antigénico de LPS. Después, la
estructura final de esos determinantes, dentro de la cadena O-especifica que
reacciona con anticuerpos serotipos especificos, fue llamada primero por
Staub motivos antigénicos, pero después, se conocié como O-factores (50 y
63-66). El término inmunodominante se acuiié en 1966 por Lideritz y Staub
después de una discusion extendida con Michael Heidelberger en Nueva
York para definir el azicar al que un anticuerpo exhibe la afinidad mas fuerte,
la mejor inhibicidn, la atadura de este anticuerpo (50). La primera sintesis de
un azucar de LPS imunodominante (un O-factor), se realizé en 1960 por
Lideritz y colaboradores (67), quienes prepararon una proteina colitosa

21

Fig 6. Tetsuo Shiba (derecha) y Shoichi Kusumoto
(izquierda) 1997




conjugada que los anticuerpos induciendo un reactivo en cruz que contenia
colitosa de bacterias o incluso su LPS de E. coli0111 y 05.

E! primer mutante de LPS en ser tratado fue el M-mutante (tipo-
mutable) que se descubrié originalmente en 1959 por Murase (68) y
bioquimicamente caracterizado por Nikaido (61, 69-71) a UDP-galactosa-4-
epimerasa. Semejante al Rc-quimiotipo mutante derivado de E. coli 0111 y J5
(72) fue usado por los grupos de Braude (73) y Young (74 y 75) para
engendrar anti-LPS humano y anticuerpos de monoclén de murina que se
esperaba una reaccion en cruz con LPS de serotipos diferente y por los
efectos de LPS creyeron para causar las manifestaciones tdxicas y
desastrosas de sepsis bacterial severa. Sin embargo, la repeticion de
ensayos clinicos reveld que los anticuerpos eran ineficaces para prevenir la
letalidad que es el resultado de sepsis gram-negativa (76 y 77). :

Probablemente los primeros cientificos para reconocer un lipoidal
precipitaron en el tratamiento de LPS (Brucella melitensis) con acido mineral.
Miles y Pirie en 1939 (78), por supuesto, no lo llamaron LPS -ellos usaron el
témino el antigeno nativo. No obstante, los estudios sistematicos de los
pioneros perseguian soélo estudiar los grupos de Morgan y Goebel
reasumidos después de una década por Westphal y Lideritz (79-82), quiénes
declararon en su revision de 1954:

"El lfpido A se obtiene, si el polisacéarido es infradegradado (LPS)
se trata por aproximadamente 30min a una temperatura un poco
elevada N el acido mineral. No es soluble en cloroformo y
piridina™ (82).

En Nueva York aparece Carl Niemann hacia el afio 1958 quien fue el
primero en describir a los electores principales de lipido A: D-GIcN, fésforo, y
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(R)-3-acido hidroximiristico (83, 84). Posteribﬁnente, Loderitz y Westphal
confirmaron éétos datos y los extendieron, mostraron que el lipido A de
Salmonella contuvo . a  105‘ mismdé electores. Las primeras estructuras
proporcionadas que hicyiérqn ‘pensar ‘en la presencia de un fofodiester
polimérico se hicieroh‘én'ﬂ 961 -confeniendo arquitectura (85) o de ataduras
glicosidicas entre Ioé residuos de D-GlcN de posicién desconocida (86).

Fue en 1969, cuando Jobst Gmeiner, trabajando entonces en el
Instituto Max Planck en Freiburg y usando LPS de un S. minnesota Re-
mutante, mostré por primera vez que el lipido A contenia un disacarido D-
GleN que son B(1-8) intereslabonado y lleva residuos de fosfato en °
posiciones 1 y 4' (86). Sumihiro, Hase y Rietschel que también trabajaron en
el Instituto Max Planck mostraron que el B(1-6) biofosforilado se unié al
disacarido de D-GIcN y fue determinado como estructura del lipido A también
estaba presente en el lipido A de E. coli.

En 1954, Westphal y Luderitz propusieron componentes del lipido A
que representd el principio endotdxico del LPS (82). Ellos razonaron que los
polisacaridos dividen llevando la especificidad O-antigénica diferida tan
ampliamente en composicion y estructura tedricamente que esta region de
LPS no era probable que llevara entidades endotoxicas comunes. El lipido A,
en ese momento, parecia ser un componente ambiguoc. Después,
complejando de LPS con proteinas inertes, como el pirégeno (el
procedimiento de Goebel) llevd al polisacarido degradado y una proteina
artificial, soluble, lipido A complejo (comparable a ia proteina conjugada de
Morgan) que era endotéxicamente activa.

Otra opinidn muy diferente, fue expresada por Chandler A. Stetson

quien postuld que la endotéxina no era de hecho en absoluto una toxina (87),
sino que los efectos de la endotoxina como fiebre y letalidad podria
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reproducirse por el complejos antigeno-anticuerpo. Asi, las propiedades
endoféxicas del LPS parecian ser basadas en su calidad como un antigeno,
en otras palabras, la endotoxicidad era meramente un fenémeno
inmuhqlégico. B

La hipétesis de que el lipido A era el portador de las propiedades
toxicas se 'époyéi' fuértemente en 1968 cuando los mismos cientificos
mostraron que el LPS polisacarido-deficiente, derivado de las bacterias Re-
mutantes y sélo Kdo y el lipido A, fueron endotdxicamente activos (88). En
1967, los datos similares fueron proporcionados por Kasai y Nowotny (89)
después del informe original de Lideritz y colaboradores en 1966 en las
propiedades téxicas del LPS de las bacterias de Re-mutante (90). El hallazgo
de que la regién Kdo podria modificarse quimicamente fuera de la pérdida de
bioactividad dio énfasis a la importancia del! lipido A (91). La prueba final para
el papel esencial del lipido A en endotoxicidad fue proporcionada por
Galanos que demostré que el polisacarido libre completamente del lipido A
podria ser soluble en agua (como la sal del trietil-amonio en electrodialisis), y
ese lipido A libre, exhibié cualitativamente en esta forma los pirogénicos
fuertes y propiedades del téxico y cuantitativamente comparable al LPS mas
activo (92).

El grupo de Tetsuo Shiba, Shoichi Kusumoto (Fig. 7) y sus socios en la
Facultad de Ciencias de Universidad de Osaka a Toyonaka, Osaka, Japén
que emprendieron la sintesis quimica total del lipido A. Los acercamientos
sintéticos iniciales se basaron en una estructura del lipido A que era
incorrecto con respecto al sitio de la atadura de Kdo. Asi, los primeros
productos sintéticos demostraron ser desilusionantemente de actividad
biolégica baja. Después de la elucidaciéon de la estructura primaria correcta
del lipido A, Kusomoto y Shiba en 1983, reasumieron su trabajo sintético
siendo precursores del preparado de tetraacil (preparacién 406). '
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Finalmente, como una culminacién de los esfuerzos sintéticos, el 18
de junio de 1984, |la primera sintéSis quimica total del lipido A de E coli se
completé (93). La estructura del compuesto sintético (preparacin 506 o LA-
15-PP) correspondié a identificar previamente, el lipido A bactériano. La
identidad estructural del compuésto sintético y el fragmento dominante del
lipido A libre bacteriano de E. coli fue demostrado por protén la resonancia
magneética nuclear.

Finalmente hace sélo 7 afios Richard Ulevitch y Peter Tobias en el
Instituto de Investigacion Scripps y Samuel Wright al Instituto Rockefeller
demostraron céomo el LPS es reconocido especificamente por factores de
suero y los sitios de ataduras celulares (94-97) llevando a la activacion
celular, sefal de transduccién y produccién del mediador (los eventos
importantes en accidn de la endotoxina). También en los 80's se purificaron
las primeras proteinas acordaron que para representar mediadores
enddgenos de accidn de la endotoxina, secuenciado, y clonado, con
interleusina 1 humana (98), el factor de necrosis tumoral « humano (99)
siendo estos los prototipos de tales mediadores.

En esta retrospectiva se han cubierto aproximadamente 150 afos de
investigacion de la endotoxina. El progreso descrito de extractos y filtrados
bacterianos a las moléculas definidas y estructuras se hizo posible por las
grandes mentes de médicos, investigadores y cientificos que consagraron su
vida experimental e intelectual a la investigacion de infeccién, microbios y
toxinas. Estos estudios fueron facilitados grandemente por el avance de
metodologia -en la clase de endotoxina en muchas disciplinas por ejemplo;
farmacologia, serologia, quimica y fisica. Los Ulitimos 150 afios de
investigacion de la endotoxina han sido caracterizados por purificacion,
aislamiento, fragmentacion y diseccién. El tiempo ha venido a reunir toda la
informacion recogida para entender la importancia del lipopolisacarido.
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La investigacion futura podria concentrarse en el papel que puede
jugar la endotoxina en el mantenimiento de la salud humana. No hay ninguna
vida libre de endotoxina, cada humano lleva aproximadamente 10'* bacterias
que' colonizan en la mucosa del tracto digestivo y en la piel. Asi, nuestro
cuerpo es potencialmente confrontado con gramos de endotoxina,
aproximadamente 3-10pg/m! del suero que se encuentra continuamente en la
circulacidon humana. Quizas 2 millones de pacientes se mueren anualmente
del shock séptico basado en endotoxinas, pero 6 mil millones de personas
ganan con las propiedades de la inmunoestimulacion del LPS (100). Por
consiguiente, las endotoxinas continuaran fascinando a cientificos en
numerosas disciplinas y muchas décadas pasaran antes de que fa Utima
revisidn histérica de investigacion de la endotoxina se escriba.

4.2. ESTRUCTURA

En el apartado anterior hemos presentado el antecedente histérico de
las investigaciones hechas sobre el lipopolisacarido (LPS). En este punto nos
proponemos mostrar [a estructura quimica que se ha determinado en los
estudios realizados acerca del LPS.

Desde hace 30 arios se conoce la composicidon quimica basica de los
lipopoiisacarido. El LPS se localiza en la superficie de extema de la
membrana exterma de las bacterias gram-negativas. Es una molécula
anfifilica con tres regiones: una regidn; intema hidrofébica, llamada lipido A;
un polisacarido central que contiene heptosa y, un polisacarido O-especifico
que actia como antigeno serolégicamente activo. La estructura minima
requerida de LPS para el crecimiento de Escherichia coli y otras bacterias
gram-negativas, denominada Re-LPS, consiste en el lipido A y dos unidades
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de la octoda 2-ceto-3-desoxioctonato (Kdo) La estructura mtema del LPS
esta formada por Kdo y heptosa

El Iupopollsacando es un componente estructural de la membrana
extermna de Ias bactenas gram negatlvas (Flg: 8).:1 stan ‘formados por dos
reglones ‘una: regién central, comun a Ias formas rugosas y lisas; y otra
reglon especlfca “construida por. las* cadenas laterales O-especificas del
pollsacando ‘ques caracterizan -a las formas lisas de estos bacilos. El
componehte lipl’dvico del LPS, que es la region A, esta unido a una estructura
de sostén constituida por el polisacarido central.

El polisacarido central esta ligado por una parte al lipido A y por la
otra, a las cadenas laterales O-especificas. Consiste en una estructura
basica de aztcares que tienen como sustituyente de otro azlcar,
etanolamina y fosfato. Eil acido 2-ceto-3-desoxi-D-mano-octulosdnico (Kdo)
es el Unico que aparece invariablemente en esta regién mientras que pueden
encontrarse un gran ndmero de otros azlicares.

La posicién quimica de las cadenas laterales de las regiones O-
especificas varia mucho. Aunque pueden encontrarse un gran nimero de
azticares, los que aparecen mas frecuentemente son manosa, fucosa,
rhamnosa y galactosamina(101).

El lipido A, que proporciona la toxicidad al LPS, esta constituido por D-
glucosamina, fésforo y, como sustituyentes principales, diversos &cidos
grasos, entre [os cuales se encuentran el laurico, el palmirico, el miristico y el
B-hidroxi-miristico. Salvo unas cuantas excepciones, el Ultimo parece ser un
constituyente espeéiﬁco del lipido A (101, 102).
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Fig. 8. Estructura del lipopolisacérido.

4.3. Biosintesis

Hemos visto la estructura quimica del LPS, su localizacidn y cémo se

. encuentra constituido. Abordaremos ahora la biosintesis constituido en tres

puntos primeramente, momento, del O-polisacarido, luego, del lipido A,y por
dltimo, del polisacérido central. ’

4.3.1 Biosintesis del O-Polisacdrido

La especificidad antigénica de las bacterias y su LPS esta
determinada por el O-polisacarido. Entre las especies y auin entre cepas
varian los constituyentes del polisacarido O-especifico, pero los miembros de
un serotipo tienen al menos uno de los determinantes O-antigénicos en
comuin con miembros de un serogrupo distinto.
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El estudio biogquimico del O-polisacarido ha revelado la existencia de
una secuencia de 10 a 100 o mas unidades de oligosacaridas repetitivas
compuestas por 3 a 4 monosacaridos. Pueden darse cadenas cortas cuando
las condiciones del medio son estresantes, como son temperaturas muy
altas, bajo pH, bajos niveles de fosfato o magnesio o altos niveles de sales.
Los monosacaridos que han sido aislados de distintas bacterias son:
pentosas, a-aminopentosa, hexosas, 2-aminohexosas, 3,6-desoxihexosas, 6-
desoxiazticares, entre otros. Las bacterias entéricas que producen O-
antigenos con un grupo amino altamente hidrofébico, como didesoxi-
azlcares, tienden a ser mas patégenos.

4.3.2. Biosintesis del Lipido A

La mayoria de las actividades bioldgicas de los LPS se atribuyen a la
region del lipido A, éste ancla al LPS a la membrana celular. La estructura
basica el lipido A es comin entre baclerias gram-negativas, incluyendo
enterobacterias, neisseras, pseudomonas y otras que presentan
propiedades endotoxinas.

Recientemente se descubrieron varias enzimas en E. coli, y enzimas
similares entre varios gram-negativos, capaces de convertir a los precursores
UDP-GIcNAc, R-3-hidroximiristoil-ACP, ATP, CMP-KDO, lauroil-ACP Y
miristoil-ACP a Re LPS.

El primer paso en la acilacién de la UDP-GIcNAc con R-3-
hidroximiristato, catalizado por la proteina codificada en el gen /pxA (1). La
UDP-GIcNAc se sitha en el punto de bifurcacion en el camino metabdlico, ya
que también se utiiza para la biosintesis de peptidoglicano. El R-3-
hidroximiristoil-ACP se localiza en otro punto de bifurcacién, puede ser
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elongado - a -palmitoil-ACP- e incorporado a -los glicerofosfolipidos. Se han
observado al menos dos genes para la biosintesis del Re LPS c'orntenidos en
un operdn en el cromosoma de E: c_'o_li':llpr y IpxB. A

- El precursor inmediato'para la”unidad no"reductora de lipido A es
UDP-2-3-diacilqucosamina, pero una parte estd unida pirofosfatasa'
especifica para generar una molécula demasiado inestable llamada lipido X,
que es el productor directo del extremo reductor del lipido A. E! producto del
gen IpxB cataliza la formacion de disacarido, y después, una cinasa
especifica incorporada al 4'-monofosfato, generando al lipido IVA, un
intermediario que posee algo de bioactividad, por lo que tiene utilidad en la
deteccion de proteinas receptoras de endotoxina en células animales.

Antes de que se complete el lipido A, la enzima codificada por el gen
kdtA incorpora dos residuos de Kdo diferentes esterioquimicamente. Por
ultimo, se incorpora un residuo de laureato y uno de miristato al extremo no-
reductor del lipido A. c

Hasta ahora se desconoce el mecanismo, por el cual, el LPS se
exporta desde su sitio de biosintesis en la superficie interna de la membrana
intema hacia la superficie externa de la membrana externa.

La menor variacién en la estructura del lipido A modifica sus sefiales
biolégicas. La remocidn de todos los acidos grasos resulta en la pérdida
completa de actividad biolégica. Ademas, la ausencia de uno solo de los
grupos fosfatos, ya sea en C1 y C4, resulta en.una pérdida significativa de
toxicidad.
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4.3.3  Biosintesis del polisacdrido central

El polisacdrido central une al lipido A con el O-polisacarido. Es menos
variable que el O-polisacaridos entre géneros y especies. Esta compuesto
por 5 azlcares: amino azucar (N-acetilglucosamina), glucosa, galactosa, L-
glicero-O-manoheptosa, y octosa 2-ceto-3-desoxioctonato (Kdo). El
polisacarido central se separa en un area externa y una interna. El area
interna (Kdo) contiene heptosa, fosfato y acido 2-ceto-3-desoxioctulosénico,
el cual, se une covalentemente al lipido A por uniones cetosidicas acido-
lébiles.

4.4. Los lipopolisacaridos y la permeabilidad de Ia
membrana externa bacteriana.

Tanto los grupos carboxilo del Kde asi como los grupos fosfato en el
lipido A y las heptosas provocan que los LPS sean moléculas aniénicas. Por
esta caracteristica quimica que probablemente los cationes calcio ¥y
magnesio interactien con los LPS mediante puentes iénicos. Esto ocasiona
que se forme una estructura altamente ordenada. Sin embargo, parte del
grupc fosfato, interactia con los sustituyentes catidnicos, lo que reduce su
tendencia a formar aniones.

La membrana extema es una barrera permeable sumamente efectiva
contra agentes extemos, los LPS son las moléculas clave para el
funcionamiento de la membrana exterma. Mientras que los canales de porina,
que se encuentran en la membrana externa, permiten la difusion de
compuestos hidrofilicos pequefios como mono y disacaridos, que las
bacterias utilizan como nutrentes, y de igual forma, la difusion de
compuestos hidrofébicos. (104, 105-107)
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Los LPS se ubican exclusivamente en la membrana externa en
especifico en la en la capa extema. Los glicerofosfolipidos exclusivamente
en la capa intema. Mientras que la regidn de glicerofosfolipidos de naturaleza
quimica fluida, la capa de LPS es una estructura sumamente ordenada con
baja fluidez. Esta disminucion en la fluidez es ocasionada por la interaccion
de los LPS con los cationes divalentes, lo que provoca que la membrana
externa presente una baja afinidad para la difusion de compuestos
hidrofobicos. Y por este motivo, las bacterias gram-negativas sean menos
susceptibles a antibidticos hidrofdbicos en comparacion a las bacterias gram-

positivas.

En los esludios‘ realizados por Nikkiado, Kuo y Stocker asi como por
Schlecht y Westphal, demostraron que las concentraciones inhibitorias
minimas de un gran nimero de antibidticos hidrofébicos era de 10 a 1000
veces mas elevadas en los tipos silvestres que E.coli y Salmonella
typhimurium en comparacién con mutantes de la membrana extema o
bacterias gram-positivas. (104, 105 y 109-110) (Tabla [).

Tabla I. Concentraciones inhibitorias minimas de varios antibiéticos
hidrofébicos y antibidticos hidrofilicos. { Og/ ml )

Antibiético Escherichia Escherichia Escherichia Micricoccus
coli coli coli luteus.
(silvestre) (mutante lpx | (en presencia | (gram-
A) del positiva)
nonapéptido
de polimixina
B)
Hidrofébico
Rifampicina 10 0.03 0.1 0.03
Acido fusidico 300 1 : 10 0.25
Eritromicina 100 0.25 10 0.25
Novobiocina 30 4 3 0.125
Clindamicina 300 2 10 0.25
Hidrofilicos
Vancomicina 300 8 8 0.5
Bacitracina 1000 2 2 1

32




:
1
!
4
i

FIALIAT PANAR St

Como se menciond en lineas anteriores los LPS se asocian de
cationes divalentes y es por aste motivo que la membrana externa de las
bacteﬁas gram-negativas son susceptibles a la accidn de agentes
fuertemente catiénicos entre los que se incluyen antibidticos del grupo de
polimixina, detergentes catidnicos, péptidos cationicos y péptidos
antibacteriales, presentes en neutrofilos y fagosomas de macréfagos (111y

-112). Polimixina se acopla con alta afinidad a los grupos anidnicos de LPS y

lipido A lo que conlleva a la reducciéon de la estructura supramolecular
altamente organizada de la capa de LPS, lo que desorganiza a la membrana
externa de las bacterias gram-negativas (111). Estas acciones no son letales
pero hacen permeable a la membrana externa hasta llegar al citoplasma. Por
otra parte, agentes quelantes como el EDTA, que al calcio y magnesio,
ocasiona efectos similares (104, 111). '

Mutantes resistentes a polimixina han aportado una valiosa
informacién para comprender el papel del LPS. El mutante pmrA de S.
typhimurium (104, 109, 111, 113) tolera de 20 a 100 veces mas ailtas
concentraciones de polimixina B y se asocia 4 veces menos que las cepas
silvestres. La membrana extema y LPS aislados de estos mutantes muestran
una baja asociacién a polimixina B en relacién con las cepas silvestres. Los
mutantes pmrA  son resistentes a los efectos del EDTA, polilisinas,
protamina, altas concentraciones de Tris, sodio y magnesio, a la proteina
incrementadora de la permeabilidad asi como a azuricidina pero no a
defensina, taquiplesinas, cecropina, octapeptina y detergentes catidnicos
(112, 114, 115). Por otra parte, los mutantes pmrA contienen de cuatro a seis
veces mas 4-aminoarabinosa y etanolamina que el LPS de las cepas
silvestres (106). Estos compuestos amino se esterifican a los grupos fosfato
de los LPS y provocan que las mutantes sean menos acidas. E! éster de
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fosfato de la posicion 4° es_ substituido por 4-aminoarabinosa en las mutantes :

pmrA.

En conéiusién,‘ los LPS participan de manera preponderante;én‘:
conferir a’'la membrana extema impermeabilidad a agentes hidrofébicos
inclusive de agentes eficientes contra bacterias gram-positivas, sise

desorganizan a los LPS las bacterias gram-negativas provoca  que las
bacterias sean susceptibles a los fannacos hidrofébicos. Es por este motivo
que se realiza un gran nimero de investigaciones encaminadas a inhibir la
sintesis o desorganizar a los LPS y en la inhibicion de la sintesis del lipido A
(117).

4.5 Heterogenicidad de los LPS

En fechas recientes se han realizado un sin nimero de estudios con el
propdsito de comprender la virulencia bacteriana. Estas investigaciones se
han abocado a comprender la biclogia de los LPS, inclusive con mayor
hincapié que con el microorganismo en si. La funcién de los LPS en la
arquitectura y funcién de la membrana extema y en la interaccion de los
patdgenos con el huésped ha llevado a que se estudien los diferentes
componentes de los LPS, en algunos trabajos se ha demostrado que la
pérdida de la estructura O-antigeno resulta en una severa disminucién de la
virulencia y susceptibilidad a las acciones del complemento.

Algunos patégenos del tracto respiratorio presentan moléculas de LPS
que carecen de las extensiones del O-antigeno lo que les confiere
susceptibilidad a antibiéticos y péptidos catiénicos bactericidas. El papel de
los LPS durante cada estado de la infeccién no ha sido del todo definido
pero, por ejemplo, la estructura del LPS de Haemophilus influenzae, ha
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mostrado que es importante en cada etapa de la patogénesis de infecciones
sistémicas (118). Mutantes de esta bacteria ha mostrado que los LPS
participan en la colonizacidn, adherencia e invasion (119 y 220), evasién del
huésped (121) e induccién de las respuestas de! huésped (122). La
reduccién progresiva en el tamario, talla y complejidad del LPS ocasiona una
disminucion en sus efectos toxicos. (122, 123)

La variacién de los LPS es resultado del proceso biosintético que
repekcqte en la compleja estructura terciaria de la molécula. La biosintesis
del _LF’S involucra numerosas protelnas funcionales que se requieren para
activar y sintetizar lipidos y aztcares con una organizacion especifica,
adicionalmente los LPS presentan gran heterogeneidad como la presencia
de grupos fosfato, fosfoetanolamina, pirofosfoetanolamina y O-acetil o
fosfocolina. La heterogeneidad en la estructura final de los LPS puede ser
ocasionada por diversos estimulos que a continuacion se enlistan:

> Microheterogeneidad ocasionada por el proceso biosintético de los
azucares posibles, no estequiométricos en ausencia de funcién
verificadora.

> Mlcroheterogeneldad por la competencia entre las diferentes enzimas que
partncnpan en la'sintesis de los LPS y que se altera por las necesidades
metabollcas de las bacterias.

> Microheterogenicidad como resultado de la expresidn génica en
respuesta a los estimulos de medio ambiente, cambios en el crecimiento,

condiciones especificas y sefiales del medio ambiente.

> Microheterogenicidad por mecanismos genéticos especificos que
promueven antigenicidad o variacion de fase a través del gene de
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contingencia. La variacién de fase se define como de alta frecuencia (1 en
100 a 1000 bacterias/generacién) lo que conduce a una pérdida o
ganancia de epitopes especificos. La importancia funcional de este
evento es que ocurre rapida y azarosamente con el tiempo.

El desamollo de los anticuerpos monoclonales ha sido de gran utilidad
para la deteccion de variaciones en la estructura de los LPS y ha sido usada
para caracterizar la variabilidad y reacciéon cruzada de la estructura de los
LPS de diferentes organismos. Aunque la naturaleza quimica de estos
mecanismos no ha sido comprendida del todo (118, 125).

4.6 Liberacién de endotoxinas inducida por antibiéticos

Cuando se utilizan antibiéticos para matar a la bacteria se ha
mostrado que la liberacidon de la endotoxina por la bacteria se intensifica,
normalmente las bacterias que son sumamente sensibles a los antibidticos y
rapidamente destruidas por la accién del antibidtico con una minima
liberacion de endotoxina. Sin embargo, estos organismos mas patogénicos
cuando el huésped esta inmuno-comprometido, o bien cuando la terapia con
antibiéticos se retarda o es inadecuada. La terapia retardada o inadecuada
permite un incremento en la masa de bacteriana. Cuando la biomasa
bacteriana o la concentracién de LPS alcanza los limites potencialmente
nocivos, la cantidad no puede ser rapidamente disminuida por las defensas
naturales del huésped, por lo que, la eleccidn de! antibidtico asi como la
concentracion, periodo y duracién del tratamiento son cruciales en el control
de la enfermedad.

A pesar de los resultados optimistas obtenidos a partir de estudios con
animales, las estrategias terapéuticas designadas con el objetivo de eliminar

.

36



los niveles toxicos de LPS provenientes de bacterias gram-negativas
infecciosas de la circulacion hasta la fecha han fallado (126). Estas
estrategias poco exitosas han llevado a cuestionarse el papel de los
antibidticos liberadores de LPS sobre la tasa de supervivencia de los
pacientes.

Aunado a estos efectos existen casos que no muestran correlacién
entre la presencia de bacterias gram-negativas y los niveles de LPS/citocinas
detectados en el plasma de los pacientes. En teoria al menos, dos factores
contribuyen en la falla del efecto sobre la liberacion de LPS y citocinas por
parte del huésped. El primer factor estd asociado con la interpretacion de
resultados que involucra !a falta de consenso sobre la prediccién del dafio o
de los niveles de LPS/citocinas o con los resuitados en el paciente. El
segundo factor influye mas directamente en el deficiente resuitado que
obtiene el paciente y la falta de consideracion prospectiva para el potencial
liberador de endotoxinas de antibidticos especificos. En apoyo a estos
conceptos la eficacia de los antibidticos liberadores de endotoxinas de
acuerdo a los componentes principales del proceso infeccioso entre los que
se encuentran el organismo infectante, la eleccidn del antibiético especifico y
la sensibilidad a endotoxinas del huésped.

Resultados de datos experimentales sugieren que las cantidades
unicas de las especies bacterianas pueden diferencialmente regular los
niveles detectables de endotoxinas encontrados en el plasma de los
pacientes. Tres factores relacionados con la bactena participan entre los que
se cuentan {a capacidad del microorganismo en liberar endotoxinas, los tipos
o propiedades fisicoquimicas de las endotoxinas liberadas y la concentracion
de endotoxina producida y liberada.
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Las bacterias gram-negativas difieren cuantitativa y cualitativamente
en la produccion y liberacidon espontéanea de endotoxinas. De hecho, algunas
bacterias no son liberadoras de LPS y estos organismos son menos
patogénicos que los liberadores de endotoxinas (127). Sin embargo, estos
organismos seran sumamente patdogenos en pacientes inmuno-
comprometidos. Seria importante determinar el potencial relativo de bacterias
gram-negativas liberadoras de endotoxinas aisladas de pacientes con las que
no muestran niveles detectables de endotoxina/citosina y realizar estudios
comparativos. Cuando las bacterias liberan LPS (serotipo inmunotipo, suave,
rugoso) las propiedades fisicoquimicas de |la endotoxina liberada asi como la
cantidad producida, pueden influenciar la habilidad e modular las respuestas
anti y pro-inflamatorias importantes en la respuesta natural de huésped. La
cantidad de LPS espontédneamente liberado puede variar entre las especies
bacterianas y también diferir en la cantidad relativa de endotoxina producida.
Por ejemplo, Escherichia coli liberadora de LPS produce y libera de forma
espontanea mas LPS que Pseudomonas aeroginosa Yy Klebsiella
pneumoniae (128). La sintesis y liberacién del factor de necrosis tumoral
(TNF) por parte de los macréfagos se debe en parte a las diferentes
cantidades de endotoxina liberada por cada organismo (129).

Hay un gran nimero de factores que afectan la liberacion de
endotoxinas como: la sintesis de endotoxinas por las bacterias, asi como la
virulencia bacteriana (infectividad/invasividad); sensibilidad de suero (niveles
de complemento, anticuerpos especificos); sensibilidad a diferentes
anticuerpos; disponibilidad de antibidticos y el tamafio del indculo. La
mayoria de los antibidticos dirigidos contra bacterias gram-negativas son
poco efectivos en penetrar y acumularse en el citoplasma de células
infectadas como en los macréfagos infectados con Salmonelia typhimunum
que se puede localizar intracelularmente. Por otra parte, inéculos superiores
a 1 x 10® unidades formadoras de colonias puede reducir las acciones
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filamentosa durante esta modificacién morfolégica las bacterias contintan
produciendo endotoxinas y concluye con la lisis bacteriana.

y Los ‘carbapenemos (imipenem y meropenem) se asocian a PBP-2 lo
que provoca que los bacilos adquieran una forma redonda. Las células
ovales. denominadas también esferoplastos no se dividen ni contindan
sintetizando endotoxina.

Las variaciones morfolégicas y la liberacién de LPS estan asociada
con cambios en la concentracion del antibidtico especuf camente a nlveles de
antibidtico sub-inhibitorios y a estas dosis se liberan grandes concentramones
de endotoxina (131-139). X

Se ha establecido asi mismo que la dosis de antibidtico utilizada tiene
efectos sobre la liberacidn de endotoxinas. Por ejemplo, los efectos de
meropenen varian de acuerdo a la especie bacteriana en especifico cuando
E.coli se expone a este antibidtico no provoca estructuras filamentosas a
diferentes dosis, sin embargo a estas dosis a P.aeroginosa si forma estas
estructuras. Por otra parte, el tratamiento con meropenen en E.coli presenta
alta afinidad tanto por PBP-2 como por PBP-3 y en P.aeroginosa por PBP-3.

Las variaciones morfolégicas y la liberacion de LPS esta asociada con
cambios en la concentracidn de antibidticos especialmente a la concentracidon
subinhibitoria en donde se liberan grandes concentraciones de endotoxina.

Por otra parte, es importante tener en consideracion que dosis
elevadas de antiobidtico contribuyen a disminuir la masa bacteriana. Sin
embargo, a estas dosis de libera endotoxina cuya depuracién depende de la
susceptibilidad del paciente.
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Otros parametros importantes son el nimero de tratamientos con

" antibidtico (sencillo o multiple), la ruta de administracién (local o sistémico), el

método administracion (bolo contra infusién contina), tiempo de tratamiento

(temprano o intervencion tardia) y la longitud y los intervalos de duracién (+6,
+8 0 +24 hr.) entre tratamiento con antibiéticos.

La administracion local puede resultar en la liberacién local de
LPS/citocinas debido a la compartamentalizacién. La administracién
sistémica de drogas puede resultar en Ia liberacidn de altas concentraciones
de LPS/citocinas. La infusidon contintta de antibidticos conduce a una mas"ff
rapida reduccidn de la masa bacteriana. La accién temprana de l '
antibidticos manifiesta un efecto similar al observado en Ia mfusnon contmua
La longitud y duracion del tratamiento con antibisticos no solo afecta
celular sino también apoya la liberacién de endotoxinas, lo cual;a "'u’yez‘, -

promueva la producciéon de altos niveles de citocinas.

El ntimero de tratamiento con antibidticos no solo afecta la reduccién
de la masa bacteriana sino también regula la deteccion de citocinas y LPS en
el plasma. La farmacinética es una herramienta muy valiosa para decidir la
frecuencia y dosis del tratamiento con antibidticos, que puede diferir
draméticamente entre las especies animales con respecto a un antibiético en
especifico. Sin embargo, hasta el momento no existen estudios del amplio
namero de antibidticos usados en diferentes especies. Existen reportes de
tratamientos sencillos y multiples que muestran que los tratamientos
muitiples protegen con mejor a los especimenes estudiados que el
tratamiento sencillo.

Por otra parte, diferentes especies animales varia ampliamente en la

sensibilidad a endotoxinas y en la produccion de citocinas en respuesta a
LPS. Los humanos son la especie mas sensible a LPS mientras que los
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roedores son. ma’s resistentes a LPS La 'cronologl’a de.una variédad de
especnes anlmales llstados en: aumento de senstbllldad a LPS es la’
SIgmente humanos caballos conejos perros, cerdos harnsters monos
ratén y rata. : .

Las ratas son los organismos mas resistentes a los éfé‘qtoé letales de
los LPS y asi mismo producen menos TNF en respuesta a LPS (140). Esta
variacion podria deberse a la afinidad de los antibidticos que son los sUbtipos
de PBP por ejemplo, las cefalosporinas al asociarse a PBP-3 libera grandes
cantidades de endotoxinas que cuando se trata con carbapenems que se una
a PBP-2.

En resumen, la eleccién de antibidticos puede influir en los niveles
detectables de endotoxinas y citocinas lo que influye en los resultados
obtenidos por el paciente.

4.7. Liberacién de Lipopolisacaridos mediada por el
complemento

. El complemento es un sistema que comprende una de glicoproteinas
presente en el torrente sanguineo como precursores inactivos. La activacion
del complemento involucra una casacada secuencial de reacciones
enzimaticas (principalmente proteoliticas) que producen formas activas de las
proteinas del complemento. La inciacién de la cascada del complemento
requiere la presencia de una superficie activadora que conduce a la
formacidon de complejos enzimaticos estables denominada convertasas C3y
C5. La deposicién estable de complejos enzimaticos multicomponentes en la
superficie de las bacterias puede desencadenar el ensambiaje de del
complejo de ataque a !a membrana (MAC) compuesto de componentes
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terminales del complemento CSb hasta C9 (141, 142). MAC es capaz de
matar algunas bacterias, el mecanismo que emplea es la formacién de poros
en la membrana y efectos similares a los ocasionados por detergentes (143 y
144). Las superficies activadas requieren de cubrir previamente la superficie
con anticuerpos a fin de activar el complemento o directamente fijar o unir
proteinas del complemento a la superficie, como los lipopolisacaridos.

La activacién del complemento se efectia a través de dos
mecanismos distintos. (Fig. 8). El mecanismo clasico utiliza proteinas del

complemento: complejo C1 (C1qrzSz), C2, C3 y C4. El mecanismo clas:co,

dependiente de anticuerpos requiere de C1q subunidad de C1 que recon,oce';
y asocia multiples regiones Fc de antigenos unidos a moléculas lgé.‘o a
unidn sencilla de antigenos con moléculas IgM pentaméricas. C1d también
se asocia directamente a bacterias gram-negativas en la ausencia de
anticuerpos, particularmente a bacterias que expresan LPS. La asociacién a
C1q resulta en la activacién de dos complejos C1 que son serin-proteasas,
C1r y C1s. Estas proteasas rompen a C4 y C2. Un fragmento de C4,
designado C4b, se une covalentemente para a la superficie activante y C2a,
un producto de C2 que es también una serin-proteasa, se asocia a C4b. El
complejo macromolecular C4b2a es una convertasa C3 saturable. La ruptura
catalitica de moléculas de C3 y su conversidn en C3b se asocia a la
superficie. Formando el complejo C4b2a3b todos estos eventos activan el
mecanismo de activacién del complemento clasico.
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Fig. 8 Pasosen lu activacion cldsica y alternativa de la cascada del complemento.

El mecanismo altemativo de la activacidn del complemento (Fig. 9)
involucra la interaccidon de C3 con el factor B, factor D y properdina. La
proteina C3 es la mas abundante en la sangre y de forma espontanea se
recambia por cambios conformacionales mediante una unién tioléster entre
residuos de cisteina y glutamina, esta unién es muy labil que oscila en el
rango de microsegundos y es sujeta a ataque nucleofilico para formar C3bi.
El factor B se asocia a esta proteina y posteriormente se rompe el factor B
por el factor D. Sin embargo, este complejo es susceptible a ser inactivado
por los factores | y H. El factor H acelera el ensamblaje de C3Bb y actua
como cofactor para el Factor | (serin-proteasa) que rompe a C3b y de esta
forma inactiva al complemento. En presencia de moléculas como los LPS,
C3Bb forma uniones amida, éster con grupos amino o hidroxilo de las
cadenas laterales de {a superficie activadora.
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Fig. 9 I[niciacién de la via del complemento alternativa.

La unién covalente de CX3Bb a la superficie favorece la interaccidon
de C3b con el factor B y properdina ( una proteina estabilizadora de C3bB) y
: prohibe la asociacion del factor H. La subsecuente ruptura de C3b-unido al
factor B por el factor D produce el complejo C3bBb, a una convertasa estable
designada C3 y produce millones de moléculas C3b asociadas a las
membranas (141, 142 y 145). La activacion del mecanismo altemativo por
anticuerpos involucra la asociacién de C3b a carbohidratos de la porcidén Fab
de ciertas subclases de IgG.

En esta etapa la cascada del complemento, los mecanismos clasicos y
altemativos a partir de C_4b2é13b y C3bBbC3b poseen actividad convertasa
de C5. Las moléculas u,rii‘daé a lé superficie C3b y C4b acttian como ligandos
para C5, la hidrdlisis de C5 en C5b sirve de iniciador del ensamblaje de MAC
(146).
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La habilidad -de. 'C3b de unirse covalentemente a bacterias gram-
negativas es.un paso crucial para'la activacién del complemento en los que
C3b actia sobre la bacteria matandola por MAC o células fagociticas.

Los hepatocitos son el aporte principal de la mayoria del proteinas
séricas del complemento (147). Otros tipos celulares también sintetizar otras
proteinas del complemento como células epiteliales, fibroblastos, monocitos y
macrofagos que sintetizan C1q (Fig. 10). Los monocitos producen C1r, C1s,
properdina y C7. Y los adipocitos sintetizan el factor D. '

Fig. 10 Estructura de Clq. La macromolécula de 18
cadenas polipeptidas (6 cadenas-A, 6 cadenas-By 6
cadenas-C). Cada cadena nuclear es atada a una triple
hélice afin a la coligena dominante.

La activacién del complemento facilita la extravasacion de fagocitos
mononucleares en las areas de infeccidén, destruye microorganismos
invasivos por opsonizacién o por dafio directo a la membrana mediado por
MAC y despeja de la sangre antigenos como bacterias o fragmentos



bacterianos por la unién a C3b al higado_o'bazo por la ingestion de
macréfagos hepaticos y del bazo. (Tabla H)

Tabla Il. Consecuencias bioldgicas de la activacion del complemento

Actividad Biolégica Efecto mediado por proteinas
del complemento.
Degranulacion de mastocitos, C3a, C4a, C5a.
basdfilos, eosindfiios.
Extravasacion de neutrdfilos y Cba.
quimiotaxis.
Agregacion plaquetaria C3a, C5a
Opsonizacién de particular cubiertas C3b, C4b, iC3b, C1q, MBP
Solubilizacién y limpiar LPS/complejos C3b, iC3b
inmunes.
Activacién de fagocitos C1q, C3b, MAC
Liberacion de LPS MAC, C5b8
Exportacion de proteinas del huésped MAC
ue carecen de secuencias sefial
Bacteriolisis y neutralizacién de virus MAC

4.7.1 Interaccién de proteinas del complemento con LPS:

4.7.1.1 C1

Se ha demostrado que C1 se asocia a lipido A y LPS de manera
independiente de anticuerpos (148, 149). Tenner (150) demostré que niveles
bajos de C1q se une a cepas lisas de E.coli (Fig. 11) pero la asociacion no
activa el mecanismo clasico del complemento. La unién de C1q a LPS se
efectda por la unién al inhibidor C1. Se ha observado que las cepas rugosas
de E.coli promueven la activacion de la proteina C1 mediante el mecanismo
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del complemento clasico y lo conduce a la formaciéon de MAC y la muerte
bacteriana. (151, 152).

Fig. 11 Microgratia electronica de £, Coli k12 tratado
con (A) calor activado por camino alternativo de
proteinas, (B, C) camino alternativo de proteinas
purificadas; y (D) camino alternativo de proteinas maés
lisozima. Note la prominente vesicula en las células
tratadas por el complemento.

4.7.1.2 C3

Pillemer y colaboradores establecieron que las bacterias gram-
negativas presentan efecto bactericida en ausencia de anticuerpos (153). Y
posteriormente, Schreiber (154) demostrd que la proteina C3 del mecanismo
del complemento altemativo induce la muerte de bacterias E.coli K12. La
proteina C3b se une covalentemente a la membrana mediante uniones
amida o éster. Lo que ocasiona en la membrana sea un eficiente activador de
la via del complemento altemativo no ha sido esclarecido con certeza pero
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los ' resultados * sugieren ‘que las superficies 'polianiénicas ‘inhiben ' la
interaccion de C3b con los componentes regulatonos del factor H (155). Y
por lo . ‘general, ‘las bactenas patogénicas poseen ‘LPS modificados
‘ covalentemente o capsulas que los convierte en moleculas deficientes en
activar la via altemativa.

4.7.1.3 MAC

Como resultado de ia asociacion covalente de los mecanismos clasico
o altemativo la convertasa C5 sobre la superficie bacteriana. Se escinde y
C5b se asocia con C3b de manera no covalente. La asociacion a la superficie
puede inducir un cambio conformacional en la molécula C5b, mostrando un
dominio de asociacidn hidrofébica para dos proteinas fuertemente
relacionadas la C6 y C7. E! complejo C5b-7 se disocia de la convertasa C5 y
sobreviene una transicion de hidrofilica a anfifilica, pemmitiendo que el
complejo se integre en la membrana externa de la bacteria.

Después de la asociacion C8, el complejo C5b-8 sirve como un
vinculo de asociacién para C9. Ei MAC contiene de 1 a 18 moléculas de C9
insertadas en la bicapa lipidica mediante regiones del carboxilo termina
hidrofdbicas de las protefnas. Cuando mas de seis moléculas C9 se
encuentran en MA, lesiones caracteristicas en forma de anillo se forman en
la membrana bacteriana, mientras que la presencia de pocas moléculas C9
se depositan en agregados sobre las membranas (141, 142, 146). Sin
embargo, el dafio en la membrana puede ocurrir en ausencia de la formacion
de cilindros poliméricos de C9 (156). Aunque poli-C9 son depositados en la
membrana extema de bacterias gram-negativas, para la muerte de bacterias
se cree que se requiere la disipacidn de potencial de membrana de la
membrana intema (146). El mecanismo preciso de la muerte bacteriana
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mediada por MAC no se comprende atin con extensién pero se ha mostrado
que la formacién de poli-C9 permite el acceso al espacio periplasmico de
compuestos de bajo peso molecular como [°H] prolina. Tomlison (157)
demostré que la transferencia de MAC en la superficie de Salmonella
minnesota o E.coli no resultan en una disminucion de Ia viabilidad, mientras
que la exposicion de estas bacterias a suero libre de lisozima mata al 89% de
las bacterias. Estudios recientes sugieren que la deposicion de MAC en
células huésped homodlogas puede provocar una transitoria liberacion de
citocinas 'y factores de crecimiento (158). Estos datos sugieren que los
eventos de serializacion intracelular pueden ocurrir durante la polimerizacion
de C9 en la bacteria y las membranas del huésped contribuyen en la muerte
celular.

Otros hallazgos muestran que los elementos del complemento sobre
la muerte bacteriana provienen de los estudios de determinantes de
virulencia expresado en bacterias gram-negativas resistentes a suero. Las
enterobacterias resistentes al suero expresan moléculas de LPS ricas en O-
antigenos resistentes ocasionan que MAC se coloque en sitios distales a la
- kmembrana externa ocasionando su desprendimiento (159).

Por otra parte, Rck es una proteina de 17kDa, resistente al
complemento, que se encuentra en la membrana extema y codificada en un
'“plésmido de Salmonella typhimurnium. La transformacion de plasmidos que
contiené "e‘l gene rck en cepas lisas o rugosas de E. coli le confiere
“resistencia al complemento (160). '
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4.7.2, Requerimientos estructurales de los LPS para la

activacién el complemento

~Vukajlovich (161) ha estudiado ampliamente la especificidad de la
activacion del mecanismo clasico independiente de anticuerpo por LPA. La
activaciéon del mecanismo clasico del complemento por LPS de Sal/monella
minnesota fue estudiada en suero humano depletado del factor D.
Adicionalmente, para asegurar que la activacion del mecanismo clasico no es
mediada por complejos inmunes. Vukajlovich absorve del suero el factor D
con eritrocitos de conejo formalizados, este tratamiento remueve anticuerpos
del suero reactivos contra el LPS. Solamente el lipido A y el LPS quimiotipo
Re son capaces de activar el mecanismo clasico independiente de
anticuerpo. La adicién de un solo residuo de L-glicero-D-manoheptosa es
suficiente para inhibir la activacién del mecanismo clasico. En contraste la
_ activacion del mecanismo clasico por LPS quimiotipe Rd y LPS con nicleos
polisacaridos extensos y O-antigenos fueron importantes activadores del
mecanismo altemativo (162). La presencia de polisacaridos O-antigénicos
facilita la activacion del mecanismo alternativo mediante la restriccion de la
interaccion LPS- C3 con el factor H e 1 (163).

Otros resultados muestran que la conformacién de LPS purificados
afecta la activacion del complemento. Galanos y Llderitz (164) compararon
la anticomplementaridad de preparaciones de LPS suave que en solucidon
acuosa forman agregados de alto peso molecular contra formas mas solubles
en trietanotamina. Usando e! ensayo hemolitico de ertrocitos de borrego
cubiertos de anticuerpo encontraron que los agregados de LPS de aito peso
molecular poseen la mayor actividad anticomplentaria. Wilson y Morrison
(165) utilizando la extraccion fenol-agua obtuvieron preparaciones de LPS de
Serratia marcescens de alto peso molecular (coeficientes de sedimentacién =
22S - 89S) y la preparacion respectiva solubilizada en trietanolamina
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(coeficientes de sedimentacion = 3S-7S) con eritrocitos de borrego (activa el
mecanismo clasico) o eritrocitos de cohejo (activacién del mecanismo
altemativo) para demostrar que la activacion del mecanismo altemativo fue
marcadamente menos - dependiente en el estado de agregacidn fisica del
LPS. Entonces el estado fisico del LPS en solucién influye de manera
diferencial en la activacién del mecanismo clasico que del alternativo.
Seguida de la deposicion de las proteinas del complemento en las
membranas de las bacterias gram-negativas, se liberan formas micelares de
alto peso molecular de LPS (166). La capacidad de liberar LPS y
répidamente asociarse a proteinas del suero puede regular la respuesta
" inflamatoria.

4.7.3. El papel del complemento en la liberacién del LPS

Estudios de microscopia electrénica y bioquimicos han revelado que
durante el crecimiento en medio enriquecidos las bacterias entéricas liberan
LPS, fosfolipidos y proteinas membranales en forma de vesiculas al medio.
Sin embargo, la liberacién de LPS puede marcadamente incrementarse
cuando la bacteria es incubada en presencia de suero humano. Cuando
E.coli en la que se ha marcado radiactivamente el LPS con [°H]-galactosa es
expuesta a suero humano la bacteria muere rapidamente y la fraccion que
posee el [3H] LPS representa el 30% de! LPS total liberado al suero (167).

Ambos mecanismos del complemento clasico y altemativo contribuyen
a la muerte bacteriana y a la liberacién de LPS -

También la muerte o liberacién de LPS no se detecta cuando E. coli se

incuba en presencia de suero humano deficiente en C7. Por otra parte, para
la liberacion de LPS se requiere que bacteria se encuentre en la mitad de la
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fase de crecumxento logantmnco para que se efectue la maxnma hberacnon de
LPS, asi como el tratamlento con el quelante EDTA ' -

En otros ensayos se encuentra que al mezclar LPS de E COII 01 11: B4“
con suero de rata se forma un precupltado entre Ias protelnas del suero yel

LPS. Se encontrd que los niveles de LPS decllnaban con eI txempo cuando -

los precipitados se analizaron en geles PAGE-SDS y Ias bandas fueron -
analizadas se encontré a la albGmina, C3b, iC3b y IgM y lgG comprendlan el’
90% de las proteinas del suero unidas a LPS. A5| mismo, qtras prot_emas
minoritarias como fibronectina, complejo C1, C2, C4, C5, C6, CS,kkfact‘o’i'es‘H :
y B, transferina, properdina, poteinas de asociaciébn a manosa y
lipoproteinas de alta densidad (168, 169, 170). Posiblemente las proteinas
de!l suero previenen de la agregacion de LPS libres de proteina y de micelas
de alto peso molecular que tienen la capacidad de activar cascadas
biolégicas.

Por otra parte, se sabe que existe una relacién entre el estatus
imnunitario del paciente con los efectos del LPS. Por ejemplo, el riesgo de
recurrencia de meningitis meningococcal y aproximadamente 5000 veces
mayor con deficiencia en componentes del complemento que en pacientes
inmunocompetentes. Paraddjicamente tasa de mortandad en pacientes con
meningitis es menos en pacientes con deficiencia en el complemento (171).
Platonov (172) a realizado un sin numero de estudios comparativos entre
pacientes inmunocompetentes con los que presentan deficiencias en el
complemento, no encontré diferencias en el nimero total de linfocitos, en
CD4+, CD8+, células T, células B o células NK.-Asi mismo, la concentracién
de C4 y de complejos inmunes fue similar. Sin embargo, en los pacientes con
deficiencias en el complemento mostraron una significativa reduccion e IgM,
IgG y de IgA de igual forma una reduccién en el nOmero de neutrdfilos. Estas
investigaciones sugieren que la capacidad del complemento en mediar la
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liberacidn del LPS puede ser un importante determinante en arrollar la sepsis
y el shock asociado con la meningitis.

4.7.4. El papel del complemento en la depuracién del LPS

La inyeccién de antigenos en una variedad de especies ha sido
utiizada para estudiar el papel de complemento en la depuracién de
antigenos. La inyeccion del LPS ha sido una estrategia ampliamente utilizada
en determinar el papel del complemento en la remocion de LPS, estos
estudios han mostrado que los LPS disminuyen rapidamente y se localizan
en hepatocitos, células Kupper y macréfagos. La inyeccidn del LPS también
se ha utilizado en estudiar el papel del complemento en promover la
disminucidon de estas endotoxinas.

En diversos estudios se ha mostrado que la proteina C3 (173, 174) és
importante aunque no’ existe una clara correlacién entre la letalidad y el
consumo de C3. Por otra parte, participacion de C3 no es suficiente para
inducir letalidad en el ratén.

Por otra parte, ratones deficientes en C5 no desarrollaron necrosis
hemorragica en la piel cuando se les inyecta subcutdneamente TNF y LPS.
La administracién de plasma de ratén, pero no el inactivado por calor (56°C
por 30 min) restaura la capacidad del TNF y del LPS en ocasionar
-hemorragia. Ratones deficientes congénitamente a C5 son protegidos de
desarrollar hipotensién y necrosis intestinal cuando son tratados con bajas
dosis de TNF y LPS (174, 175).
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En contraste a los ratones, los conejos deficientes en-C6 son mas
susceptibles a la letalidad cuando se inyecta intravénosamente LPS de
E.coli. '

En estudios realizados en pemos sé'fehconti'dc';ue al depletar a la
proteina C3 y tratar a‘éstosk animales con LPS rhosirarbn una pronunciada
endotoxemia, hipq'tensién, sindrome de filtracién vascular y dafio hepatico y
pulmonar que los animales normales (176).

En los estudios clinicos realizado por McCabe no se encontraron» )

diferencias significativas entre los niveles en el suero de pacnentes control 2
contra los pacientes con bacteria gram-negativa (177).: En humanos el
consumo de C3 es un prondstico que indicativo de shock y de resuttadosv i

fatales.

Estudios recientes en los que se utiliza el ensayo de' miérosddbié :
confocal o de inmunofluorescencia (178) a fin - de identificar 1a localizacion de
bacterias o del LPS después de inyectar ratas con la bacteria E.coli 0111 o
con LPS purificado de E.coli O111:B4, encontraron que se presentaban en
diferentes sitios localizacion, las bacterias se localizaban en células Kupffer y
hepatocitos mientras que los LPS en macréfagos.

Posteriormente Freudenberg, (144) utilizando Salmonella viva y
biotilinada, mostré que aproximadamente 15% del LPS bacterial se liberaba
después de incubario con suero humano. Una fraccion de LPS liberado se
encontraba asociada a la membrana externa de la bacteria y esta fraccion asi
misma no se encontraba asociada a lipoproteinas. Estos hallazgos sugieren
que LPS purificados con el propdsito de conocer como los depura el
organismo no reproduce las propiedades biolégicas de los LPS liberados por
la bacteria in vivo.
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Un gran nimero de investigaciones muestra que el tratamiento con
suero de E.coli lisa y con compuestos que inhiben la biosintesis del LPS,
muestran que la bacteria es mas susceptible a los componentes del
complemento y los neutréfilos captan un mayor namero de bacterias después
de inyectarta en ratones (179 y 180).

Algunos investigadores (181) muestran que los monocitos no
intemalizan los LPS de E. Coli 0111:B4 y que el tratamiento con anti-CR1 no
altera la captura de LPS por parte de los monocitos. Sin embargo, la captura
de LPS disminuye cuando se utilizan anticuerpos anti-Antigeno-O, estos
resultados sugieren que el anticuerpo bloquea la interaccién del LPS con las
proteinas del suero que facilitan la asociacién a las membranas de los
monocitos. La propiedad que tienen los anticuerpos anti-Antigeno-O de
bloquear la interaccidon del LPS con el monocito se reduce cuando se lisa a
los eritrocitos lo que sugiere que los eritrocitos son el recurso principal de
receptores de asociacion a C3b. La capacidad de los eritrocitos para orientar
a los LPS con los macréfagos en el higado y el bazo es un determinante
critico en regular la activacidon de monocitos y la concomitante produccién de
citocinas inflamatorias.

4.7.5. EIl papel del complemento en la opsonizacién y
activacién de fagocitos

La fagocitosis de bacterias gram-negativas es ampliamente favorecida
cuando las bacterias son cubiertas, opsonizadas, con inmunoglobulinas y
proteinas del complemento. La captura de la bacteria es mediada por
opsoninas con receptores especificos de fagocitos para la porcién Fc de
inmunoglobulinas y para proteinas de asociaciéon a membrana C1a, C4b, C3b
y productos de degradaciéon de C3b la proteina iC3b y C3d. Estudios en
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modelos animal en donde se disminuye la funcionalidad del complemento asi
como en humanos con deficiencias en el complemento han arrojado
resultados muy importantes que muestran que el complemento es de suma. .
importancia en la ingestién de bacterias por las células fagociticas (181). La
proteina C1q se asocia al LPS de bacterias gram-negativas y de esta maneré
se favorece la ingestidn bacteriana y la activacidn del estrés oxidativo (182 y
183).

4.7.6. Efecto de los lipopolisacaridos en Ila produccién del
complemento

Los efectos bactericidas del complemento y el potencial del
complemento en la liberacién de LPS a la circulacién, han sido de gran
interés desde hace algunos afios. La interaccién complemento-LPS ocasiona
la retroalimentacidn. para la sintesis de proteinas del complemento y este
efecto es mediado de forma prihcipal por citocinas inducidas por LPS.

LPS es un potente induétdrv‘,fde la-expresion de TNF-a, IL-1 y IL-6 y
estas citocinas son las principales activadoras de la respuesta hepatica
activa. La presencia de LPS en la circulacion resulta en la activacion
transcripcional de IL-6, IL-1, proteina reactiva-C, fibrinégeno, proteinas de
asociacién a manosa, las proteinas del complemento C3, C4, factor B y
factor H (184). El IFN~, es una citosina producida por los linfocitos, induce la
expresion de proteinas del complemento en respuesta a monocitos
estimulados con LPS, este efecto se potencia cuando se tratan las células
junto con TNF«. (184, 185).

Por otra parte, existen evidencias de que TGF-B es un regulador
esencia en el control de la inflamacion (186). Drouin et, al. (187) mostré que
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TGF-B2 induce la transcnpmon de gene C3 en monocnos e 1nh|be la
‘expresmn en astrocntos :

En résumen el sisfemé "del complemento - es crucial tanto en la
respuesta innata del huésped como en la inmunidad adquirida contra
microorganismos patogénicos. Las proteinas del complemento inician la
inflamacién, matan bacterias y media la liberacién de los componentes de la
membrana externa de bacterias gram-negativas. Pero a pesar de los
importantes avances que se han realizado en el campo de la bioquimica y
genética adn faltan por realizar un mayor nimero de estudios que permita
identificar con certeza el pape! del complemento en la liberacién de LPS. Las
proteinas del complemento también influyen en las actividades bioldgicas de
las células fagociticas, detemmina la taza de bacterias intemalizadas y es
crucial en la resolucion favorable de las infeccione y de proteger al organismo
de shock séptico y de la falla muitiple de érganos.

Finaimente, los componentes del complemento se han extendido
mostrando que una proteina de asociacidn a lectinas con estructura similar a
las proteina C1q se asocia a bacterias gram-negativas activa la cascada del
complemento y sirve como opsoninas.

4.8 Aspecto Biofisicos en la funcién y actividad de los LPS
Los LPS son macromoléculas anfifilicas localizadas en la superficie de
bacterias gram-negativas (188 y 189). Participan en las funciones fisiolégicas

de las membrana de estas bacterias y son esenciales para el crecimiento y
supervivencia de las mismas (190).
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i Los LPS son, al mismo tiempo, el blanco primario para la interaccién
de drogas antibacterianas y de componentes' del sistema inmune del
huésped. Liberados de la superficie bacteriana o aisladbs, los LPS presentan
un gran espectro de actividades bioldgicas cuando se administran a animales
"o humanos in vitro. Participan en la patogénesis y en la manifestacién de
infecciones por organismos gram-negativos en general y de shock séptico en
particutar (191) son los agentes mas potentes capaces de inducir reacciones
inflamatorias generalizadas o locales tanto en humanos como en animales
experimentales.

En bacterias gram-negativas la composicién de la matriz lipidica de la
membrana externa es extremadamente asimétrica con respecto. a la
estructura quimica y carga de los lipidos. De manera que la capa externa de
la membrana extema esta enriquecida en LPS y la capa intema de
fosfolipidos (192).

Quimicamente el LPS consiste de heteropolisacaridos hidrofilicos, que
estan covalentemente unidos a la porcion lipido hidrofébica denominada
lipido A, que es la estructura responsable de anclar la molécula a la
membrana extema de las bacterias.

En cepas silvestres la porcién polisacarida consiste de cadenas O-
especificas y un nucleo oligosacarido (LPS de cepas lisas). Cepas mutantes
rugosas no expresan la cadena O pero se contienen el nicleo oligosacarido
de variada longitud. El LPS de varias mutantes rugosas estan caracterizados
por quimiotipos en las secuencias de disminucion de la longitud del nicleo de
carbohidratos y se agrupan de la siguiente forma: Ra ( nicleo completo), Rb,
Rc, Rd y Re, la titima representa las estructura minima de LPS que consiste
unicamente de lipido A y dos monosacaridos 2-ceto-3-deoxioctonato (Kdo).
El lipido A estd compuesto de f-glucosamil 1-(1-6)-a-D-glucosamina
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disacarido y esta fosforilado en la posicion 1 y 4 del esqueleto disacarido y -

contiene en el caso de enterobacterias, de seis a siete residuos de (hidroxi)
écido graso que esta unido en posicion en forma de éster o amida. En
resumen las caracteristicas mas importantes que distinguen a los LPS de las
otros lipidos de membrana son las presencia de tres grupos hidroxilo y la
presencia de grupo fosfato en el lipido A.

En forma libre el lipido A expresa todas las actividades caracteristicas
del LPS estudios in vivo, como pirogenicidad y letalidad esta estructura
constituye el principio endotdxico del LPS (193).

Se ha encontrado que especies no entéricas presentan variantes del
lipido A - por ejemplo en Rhodobacter capsulatus se presentan solo cinco
cadenas de acido graso no saturadas de 12 atomos de carbono (194)
mientras que las enterobacterias presenta un promedio de mas de 12 atomos
de carbono. Muchas de los LPS de las variantes de Rhodobacter pueden
actuar como antagonistas de formas biolégicamente activas de LPS/lipido A
(195 y 196).

En 1991 Kaeahara (197) logré de forma exitosa la elucidacion
completa de la estructura del glicolipido que substituye al LPS de ‘Ia
membrana extemna en Flavobacterium devorans (198) este glicolipido que se
encontré contiene caracteristicas estructurales inusuales y se identificé como
un glico-esfingolipido. '

Por otra parte, los LPSy elll}ipido A son moléculas anfifilicas (Fig. 12) y
como consecuencia forman agrééadds en ambientes acuosos, la estructura
de estos agregados varia en funéii‘m de las moléculas que la conforman asi
como de la temperatura, fue»tzay Io’ﬁica y el pH.
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Fig. 12 Conformacion molecular del lipido A (izquicrda)
en relacion con sus estructuras supramoleculares.

La forma dependera asi mismo de la fluidez de las cadenas que
pueden asumir dos estados: de fase gel y de fase liquida-cristalina. Entre
estos dos estados de fase la transicidn reversible dependera de la
temperatura de fase de transicién que depende de la longitud (Fig. 13) y el
grado de saturacidn de las cadenas de acido graso asi como de la

conformacion, cambio en la densidad y la distribucién de las moléculas (199).
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Fig. 13 Correlacion entre la configuracion estructural macromolecular y la
actividad biolégica por varios lipidosa 37°C.
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Debido a'la variécién-»en los patrones de acilacion y en la estructura
quimica y‘corﬁpdsiéién ide azlcares se presentan complejos polimorﬁvsmo‘s
en lipido A’y LPS libre. " °

'Las,funcion'e's‘de' las” endotoxinas se relacionan con ser el principal
constituyente :dé la  membrana extema de las bacterias, en contraste la
actividad de'la endotoxina se relaciona con su interaccién con las células
huésped y la sefializacién intracelular que activan.

Las membranas por lo general, constituyen la unién entre una célula
con otra célula. Estan compuestas de glicoproteinas y proteinas que
funcionan como barreras, que mantienen constante el gradiente de iones a
través de membranas y garantizan y controlan el paso de moléculas a través
de las membranas. Modificaciones en la composicién de las membranas
conducen a alteraciones en la fluidez, formacién de dominios, disrupcion de
la arquitectura de las membranas y la internacidn de lipidos exdgenos. Con lo
que la célula compensa estos cambios alterando la composicién de la matriz
lipidica (200).

Las endotoxinas interaccionan las membranas de celulares mediante
interacciones hidrofébicas (201-204) por la formacién de pequefios
agregados de LPS que se intercalan con la membrana celular. Otro posible
mecanismo es a través de receptores de membrana como el CD14, o
indirectamente, mediante la proteina de asociacion a LPS (LBP), que
transfiere al LPS al receptor CD14 (195, 205 y 206).
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4.8.1 Funcién de las endotoxinas como constituyentes de la
membrana externa bacterial

Por la complejidad - de Ia_ membrana externa de bacterias gram-
negativas se han desarrollados modelos que tratan de estudiar fa
composicidn de la membrana extema de las bacterias gram-negativas. La
interaccion de los LPS con la superficie celular puede conducir a
modificaciones en el potencial electrostatico, ya que la interaccion de los LPS
puede conducir a que las membranas cambien en su fluidez o rigidez.

4.8.2 Potencial de Membrana

Las propiedades electrostaticas de las membranas son, en adicién a
sus caracteristicas hidrofébicas, de importancia particular por la interaccién
con biomoléculas y pueden jugar un papel crucial en los efectos bioldgicos
asociados a las membranas. En bicapas lipidicas se generan distintos
potenciales electrostaticos a partir de diferentes fuentes y se combinan con
un perfil potencial caracteristico.

Las células por lo general efecthan un rigido control de la
concentracidn de iones en relacién con su entomo presentando una carga
neta negativa al interior. La separacidon de carga a través de la membrana
ocasiona una diferencia de potencial de -100mV. Este potencial
transmembrana (que se mide mediante electrodos) es importante en Ila
regulacién de canales iénicos sensibles a voltaje (207).
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Fig. 14 Modelo propuesto de activacion celular por endotoxina. Las moléculas de
endotoxina atan con su mitad del lipido A a un potemcial transmembrana
transducciendo moléculas, probablemente un canal iénico. El enlace es facilitado
por la via de atadura de hidrogeno. Estos requicren la existencia de (hidroxi) dcidos
grasos en la parte del lipido A. Un prerrequisito, ajeno por la activacion, es una
conformacion particular del lipido A.

Los componentes cargados de las moléculas de las membranas
(fosfatos, carboxilos y amino) que se expresan en la superficie generan un
potencial de surpeficie y que varia de acuerdo a la composicidén de la
membrana.

Por otra parte, la asimetria de los lipidos provoca una diferencia de
potencial adicional entre las dos superficies de la bicapa membranal. Una
gran asimetria se presenta por la densidad de cargas asi como por la
conformacién de las moléculas los LPS tipo Re presentan cuatro cargas
negativas, en los calculos de la densidad de cargas por unidad de area es de
1.23 nm2 y de 0.55 nm2 para los fosfolipidos lo que representa una
diferencia de un factor de cuatro.




La presencié de estos . cuatro ‘iones negativos por molécula LPS
provoca que actien como una importante barrera contra los antibidticos
cargados negativamente.

‘ ‘ Porinas: Son proteinas presentes en las bacterias gram-negativas que

sirven para que moléculas hidrofilicas de bajo peso molecular puedan cruzar
“-a través de los poros proteicos (Omp) formados en la membrana externa
*-(208). Las porinas presentan pesos moleculares caracteristicos de 30 a 50
kDa son moléculas triméricas (208 y 209). En estudios de reconstitucion de
membranas se ha observado que los LPS no participan en la funcionalidad
de los canales de porina pero algunos autores (210-212) sefalan que se
participan en el cieme del canal de porina segin sea el potencial de
membrana y participan asi mismo en la fluidez de membrana.

4.8.3 Preparacién dg LPS en medios acuosos

Preparacién de LPS a Ia concentracaon de 1 mg/ml por lo general son
e obtlenen medtante los siguientes

suspensiones opalescentes qu
procesos: P
1) Calentando a 50°C
2) Sonicando. : :
3) Removnendo los cat!ones dlvalent S del LPS por electrodidlisis (213
y 214) : ‘

La efectividad del tratamiento se ilustra pbr el hecho de que LPS-Re
en trietilamina conducen a soluciones claras a la concentracion de 1mg/ml y

© a esta misma concentracion dificimente se disuelven en agua. A esta* :

concentracion se forman agregados (215-218) y a mayores dllucmnes no es
posible distinguir la fase en suspensién por inspeccion visual.
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Por otra parte, una solucién de LPS-Re (82.5 pM) en 50 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 100 mM KCI solo el 0.04% esta en solucién y el restante 99.96% se
encuentra en suspension. -

4.8.4 Concentracién micelar critica y solubilidad

La’ formaciéon de micelas estd asociada con la existencia de la
concentracién micelar critica (CMC) (219, 220, 221, 222 y 233). CMC de los
LPS ha sido detemminada mediante métodos espectrofotométricos que no
son precisos por lo que debera realizarse un mayor nimero de estudios que
permita estudiar este parametro.

4.8.5 Efecto del pH en la solubilidad del LPSRe

Experimentos de didlisis en equilibio con RelLPS se realizaron a
diferentes valores de pH en un rango de 6.5 a 8.2 se observo un pequefo
cambio en la solubilidad de 2.91 x 10 ® M a 4.55 x 10 ® M esto se atribuye a
que el pKa del LPS es de 8.58, este valor corresponde con la formacién del
pentananidén. El pK refleja la segunda disociacién del grupo de fosfato en
posicién 1. El valor estimado del pKa 8.58 es mas alto que en compuestos
sencillos pKa de 6.1 (como monosacaridos monofosfato) (224).

4.8.5.1 Actividad de LPS-Re monoméricos
Con el propdsito de estudiar la actividad de LPS monoméricos se

prepararon soluciones de LPS-Re 82.5 uM preparaciones que contenian
menos del 0.1% de formas monoméricas se compararon con dializados
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monoméricos. 3.4x10™% M (225) se compararon diversas soluciones con la
prueba del lisado de amebocitos de Limulus asi como la induccién de la
expresion Erg-1 en macréfagos. La preparacién monomérica fue de 179 a
1000 mas activa que la suspension para ambos ensayos. Con lo que se
concluye que los agregados presentes en la suspension eran inactivos.

4.8.6 Implicacién para estudios de laboratorio y
patogénesis

Se requiere realizar un gran nimero de estudios que permitan
comprender los factores que controlan la actividad de los LPS en
investigaciones en laboratorio con LPS aislados y en infecciones.

Los estudios de solubilidad muestran que la concentracidon total de
LPS alin en soluciones muy diluidas se encuentra por encima del limite de
solubilidad. Mucho mas importante para los estudios de laboratorio es
considerar las suspensiones son menos activas que las preparaciones
monomeéricas obtenidas de los lisados. Por otra parte, es posible que realicen
algunos errores en los analisis por la forma en la que se encuentran los LPS,
En los ensayos de LPS que se encuentra asociados a LBP presentara mayor
actividad porque la unién entre estas moléculas favorece la formacién de
mondémeros (225).

4.8.7 LPS monomeéricos se requieren para la especificidad
estructural

La asociacion de LPS con células inmunes conduce a la activaciéon de
senales intracelulares como la activacién de la proteina cinasa dependiente
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de ceramida. Por otra parte, se ha determmado que Ias células discriminan
entre el muy téxico LPSRe que el DPLA o del Ilpldo lva lo que sugiere que
durante los procesos mfeccuosos los danos ocasuonados por LPS involucran
moléculas monoméricas. :

En resumen la naturaleza anfipatica de los LPS provoca que puedan
existir en nimeros formas de agregados en preparaciones acuosas, También
existen con un verdadero estado de solucién como monémeros. En sistemas
biolégicos los LPS pueden existir como formas libres o unidas a proteinas y
actuar como especies activas. Es claro que concentraciones bajas de LPS
(en pg a ng/ml) estan involucradas en la activacion de !as células inmunes.
Esta activacion puede ocurrir por la via del receptor CD-14, La naturaleza de
la interaccion de las formas monoméricas de LPS con las proteinas de
sefializacion fisiolégica es un area de gran interés en el futuro.

Por lo que habria de realizarse estudios de asociacion de formas
monoméricas con proteinas receptoras y determinar la interacciéon molecular
entre estas estructuras.

Las relaciones entre la estructura-actividad de diferentes especies de
LPS deberan estudiarse a nivel fisicoquimico en la que se involucraria la
solubilidad, el grado de ionizacién, interacciones intramoleculares en solucién
y la asociaciéon con proteinas acamreadoras ( en especifico LBP y CD14
soluble). Todos estos estudios daran luz al disefio de drogas contra el shock
séptico ocasionado por bacterias gram-negativas (Fig. 15).
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Fig. 15 Secuemcia de eventos guiados a sepsis y Shock séptico.
La endotoxina de bacterias gram-negativas activan CD14 de las
células, inducen liberacion de endotoxinas y otros mediadores
celulares. Una vez obtenidos estos mediadores inflamatorios
“toxicos”, niveladores, otras células convertidas, tales como
células epiteliales activadas mas ampliamente aumentando la
cascada de soltar mis citocinas y otros mediadores inflamatorios,
aumentando la inflamacién. La obtencién de la respuesta puede
poner a la altura de “giro de electrén positivo” induciendo la
faita del 6rgano, falta de multidrganos y muerte.
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4.9 Proteinas de asociaciéna LPS

En la década de los setenta Ulevithch mostré que los LPS se pueden
asociar a proteinas del plasma y esta asociacion convierte al LPS en una
forma menos téxica (226) en particular con la proteina denominada proteina
‘de asociacién al LPS (LBP) (227-231). Posteriormente cuatro estudios han
sido relevantes para estudiar las funciones de LBP in vivo. En dos de estos
estudios se utilizaron anticuerpos para inactivar o deletar a LPB y los otros
dos estudios usaron recombinantes para crear un ambiente libre de LBP.

En estudios tempranos realizados por Gallay (232), se obtuvieron
muestras de LBP de murinos que utilizaron para generar anticuerpos
policlonales dirigidos contra esta proteina, en sus estudios encontraron que
lograban bloquear la expresion de TNFa inducida por LPS (233).

La proteina LBP esta compuesta de 456 aminoacidos (Fig. 16) es una
glicoproteina plasmatica de 60 kDa (234) esta presente en le plasma a
concentraciones de microgramos o0 menos por mililitro. Sin embargo, su
concentracion se eleva en condiciones inflamatorias, también esta presente
en los espacios extravasculares. Ha sido secuenciada en humano, ratéon y
rata. Estas secuencias entre si presentan un alto grado de homologia.

-2 ANPGLVARIT CKGLQYAAQS GLLAICSELL RITLPOPICD LRIPHVGRGR
$1 YRFHILKINS CELLMSALHY VPOQGISLET SDESIRYQCR WIVRKSFFKL
101 QUSTIYIVED ISISVNLLIG SESIGRYTUY CLECSSDIAD VEVDMSGDSG
151 WLLALTINGE BSEYOXVLES RICINICESY $SDLGPYLQT LI¥ITELOSP
201 - ADIDYSLVER FPRATAGNLEV MFISEIFERSY RESPYTLLAA VMSLPERHNK
25U MYYPAISOYY FHTASLYYNR BGTLATSITD CMIPPOSWIR LTTRSFRPIY

. 15; PRLARLYPIOt NLILQGSYPR APLLEPIPGN LSVDPYMETD AP/LLPSSSK
352 EFVPRLSVAT NVSATLT?NT SXITGILIRG KVEVRLKESK VGIPARLLE
401 ALIATYILNT LYPRPYCXLA EGPPLPLLIX VOLYOLGLGI MEDFLPLGAM

4512 wWQuoav

Fig. 16 Secuencia de los aminodcidos de LBP humano.
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El LBP es un miembro de las familias de proteinas que incrementan la
permmeabilidad/bactericida (BPIl), proteinas de transporte de ésteres de
colesterol (CETP) y proteinas que transportan fosfolipidos (PLTP). Todas
estas proteinas se pueden asociar a LPS pero solo LBP facilita la interaccidn
con CD14 (Fig. 17). Las proteinas CETP y PLTP no presentan un papél
definido en las interaccidn del huésped con LPS (235 y 236). Un gran nimero
de proteinas involucradas en la recepcion olfatoria que presentan secuencias
similares a LBP pero ninguna de estas proteinas se puede asociar al LPS. La
expresion de LBP se ha detectado en varios tejidos de rata pero es
sintetizada principalmente en el higado (237 y 238). Estudios del control de
su expresion se han efectuado en un gran nimero de especies (239-242), las
cuales generalmente promueven la expresion de citocinas o genes
inflamatorios durante respuesta de fase aguda.
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Fig. 17 Activacién de LPS inducido de células mieloides
llevando receptores CD14 a la membrana contra la activacion de
células adelgazando mCD14, tal comeo endotelio y células
epiteliales.
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Se han realizado estudios de cristalografia de rayos X de la proteina
‘homéloga de LBP y de BPI. El BPI se asocia a LPS con mayor afinidad de
LBP (243). Asi mismo, se presentan moléculas de fosfolipidos. Estos sitios
de asociacién a fosfolipidos pueden acomodar moléculas como el lipido A.
En adicidn los sitios de asociacion a fosfolipidos esta distante en secuencia
en posiciones 90 y 100 y han sido implicados como importantes en la
asociacion LBP-LPS. La proteina LBP contiene cuatro cisteinas, en la
proteina BPI las cisteinas forman puentes disulfuro entre los residuos 136 y
177 que también se encuentran en LBP. Sin embargo, los residuos 61 y 133
de BPI no forman puentes de cisteina porque se encuentran muy distantes
entre si.

4.9.1 Ensayos

Con el propdsito de definir las propiedades funcuonales de LBP se han
realizado infinidad de estudios entre los que se encuentran opsomzac:on por
LBP mediante ensayos de fluorescencia.

Existen infinidad de ensayos para estudiar la capacidad de LBP para .
incrementar la activacion celular (228), también se han realizado ensayos de
asociaciéon en los que se inmoviliza al LPS y se determina su capacidad para
capturar moléculas de LBP con estos ensayos se ha determinado que LBP
se una al lipido A con alta afinidad (243). De igual forma, se han realizado
ensayos de marcaje radiactivo, a fin de establecer el recambio celular (244).
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Estudios de funcién — estructura

La capacidad de:LBP para interaccionar con LPS y CD14 ha
mostrado que LBP contiene dos sitios de asociacién a estas moléculas y que
estan separados entre sx Los sitios de 1-197 son importantes para la
interaccion del LBP con el LPS (244-250).

Por otra parte, estudios de mutagénesis dirigida de la Arg-94, Lys-95y
Lys-99 inhiben la capacidad de LPS de asociarse con LBP. La secuencia
168-172 presenta alta afinidad (30 pM) de asociacién al LPS, encontré que
en este sitio se presentan tres aminoacidos con carga positiva que pudieran
contribuir a la asociacion. Pero hasta el momento no se han encontrado los
determinantes de asociacién a CD-14.

CD14 como un aceptor de LPS

Se ha determinado que una o dos moléculas en asociacién a una
molécula de CD14, no se forman compuestos temanos CD14 LBP LPS Por :
otra parte, el LBP participa en el LPS unlendos
cinética de la interaccion se piensa que LBP se disocia del LPS cuando esté
presente alguna molécula de CD- 14 (251) Fig.:18 .
disociacién LPS-LBP es de 3.5 x 10 ‘9 M y para el complej
29x 10 ° M.

a constante de
S-CD14 es de

Sin embargo, otros autores m Ci é‘ rfléyor afinidad
por el LPS que LBP (251 ). La constante e afinidad de LPS-LBP es2x10°
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Fig. 18 El envolvimiento de LBP con endotoxinas en interaccion con ceélulas y lipoproteinas. La
figura muestra la interaccion de LPS con lipoproteinas y dos tipos de respuestas de LPS a células
expresando mCD 14 (monocitos) y no expresando mCD14 (células endoteliales). La interaccion con
lipoproteinas resultada en disminucion de la actividad endotoxica del LPS. Por todo tipo de células,
ahi es una interaccidn activada, indica como el LPS interacciona con un co-receptor y una fecha
apuntando a “Activaciéon” apuntando a “Internalizaciéon”. Los detalles moleculares de la activacion
e internalizacion son procesos desconocidos.

Aceptores alternos a LPS

Se ha demostrado que LPS se asocia a lipoproteinas (252 y 253) y
fosfolipidos. La interaccién de LPS con lipoproteinas se demostré desde
1960 (234), estudios en donde se reconstituye el suero con lipoproteina de
muy baja densidad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL) o
lipoproteinas de alta densidad (HDL) solo este dltimo grupo afecta la
densidad de LPS afadidos. Por otra parte, algunos investigadores sugieren
que algunos factores no lipidicos afectan la interaccidn de las lipoproteinas
con los LPS porque cuando se incuba HDL con LPS induce neutropenia en
conejos. El estado en que se encuentra el LPS es importante para que se
efectué la asociacion ya que cuando el LPS se trata con cloruro de calcio lo
que promueve su agregacion inhibe la interaccion LPS-HDL y el desoxicolato
de sodio de desagrega a los LLPS revierte este la asociacion entre LPS-HDL
(254) (Fig. 19).
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Fig. 19. Este LPS liberudo por agregudos bacterianos de formas largas. EL
LBP mimetiza al LPS, y sirve como un transporte a proteinas presentes de la
membrana atado a CD14, causando activacion celular (no mostrada). EL LBP
tambicn transfiere LPS a sCD 14 (1), este sirve como endotoxina “sink™ enlace
SCD14 el LPS al haber transferido a una subunidad de particulas HDL, y este
proceso es catalizado por LBP (2). Alternativamente, ¢l enlace HDL, es
cambiado por fosfolipidos (3). CETP influye en la composicion de HDL, como
es importante por la habilidad de aceptar LPS, cambiando ésteres de colesterol
por triglicéridos (4). Otro miembro de enlace LPS familia proteica fue
identificado por sus capacidades de ncutralizar LPS, pero fue recientemente
edificado a enlaces de fosfolipidos.

CD14 soluble

La proteina CD14 de una glicoproteina glicosilfosfatidilinositol que se
puede encontrar anclada a membranas o en forma soluble. La forma soluble
se encuentra en el suero de individuos sanos en una concentracion de 2-6
pg/ml. Las células endoteliales y epiteliales responden a bajas
concentraciones de LPS mediante un mecanismo dependiente de CD14
soluble. Una vez activadas estas células responden liberando citocinas,
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radicales de oxigeno que modulan la coagulacién y promueven la presené:ia
de leucocitos en los tejidos alédaﬁbs a la lesidn (244, 255-257).

Las células que no presénta CD-14 membranal responden a los LPS
de estos que se encuentran unidos a la proteina CD-14 soluble (232, 244,
255 y 256).

La proteina CD14 se libera de dos formas una de 49 kDa y otra
completa de 55 kDa que carece del sitio de anclaje glicofosfatidilinositol. La
forma de bajo peso molecular se deriva de las membranas por ruptura
proteolitica y de esta manera presenta un extremo carboxilo mas corto. Las
moléculas alto peso molecular se liberan directamente de la porcién
intracelular. Pero los monocitos las pueden desprender de la membranan

(233, 258). Experimentos con marcaje radiactivo muestran que CD14 sdldble,
presenta masa molecular menor de 48kDa en comparacion a Ia que se libera’

de las membranas 53kDa (259).

En conclusién CD14 representa un gran reservono
LPS en la circulacion y en la distribucién -de ‘LPS: en otro:

moleculares pueden jugar un rol crucial en la modulacnon ela respuesta del

huésped.
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5. LIPOPOLISACARIDOS Y LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

La placa dental o dentobacteriana es una entidad con aspecto de
masilla, formada a partir de materia organica: mucina, productos de
descamacion epitelial, detritos alimenticios y colonias de bacterias adheridas
entre si o a una superficie, que se encuentran recubiertas por una matriz,
cubre en forma de capa la superficie de los dientes, encia y llena los huecos
e intersticios existentes y el dorso de la lengua. El samo o tartaro dental, no
es otra cosa que la concrecion caicica de esta placa dental, lograda por su
existencia estacionaria sobre la superficie dental (260).

La placa dental estd compuesta por mas de 300 diferentes especies
de bacterias (261). Este conjunto de bacterias es sumamente resistente a los
mecanismos de defensa del huésped (262).

El ndmero total de bacterias que pueden ser aisladas de un sitio sano,
oscila entre 102> — 10° bacterias, de las cuales aproximadamente el 10%
corresponde a bacterias gram-negativas las cuales presentan en su
superficie una macromolécula denominada lipopolisacarido LPS.

La gingivitis es. una enfermedad caracterizada por inflamacién y
aumento - en el enrojecimiento de la encia que rodea la superficie dental
conjuntamente con un incremento en el nimero y tipo de células
inflamatorias; se produce de igual forma un aumento en las cuentas
microbianas de hasta 10*- 10° microorganismos de los cuales del 15 al 50%
son bacterias gram-negativas. Mientras que la periodontitis es una
enfermedad en la que se produce una inflamacién crénica que conlleva a la
destruccién del hueso alveolar y pérdida de tejido conectivo se presenta un
incremento en el numero de bacterias de 10° a 10® microorganismos. Este
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incremento se produce con una clara asociacién de bacterias de tipo gram-
negativas.

Entre los mlcroorg m : kg'ram-negativos mas fuertemente
asociados con la: enferrn dad <penodontal se encuentran Porphyromonas

g/ng/valls Bactemldes yforsythus s Actmobac:llus actinomycetemcomitans.

Estos mlcroorganlsmos estan asocnados y participan de manera importante
.enla mducc:én de la enfermedad periodontal.

" Los LPS participan como mediadores de procesos inflamatorios (Fig.

’ 2'0).‘ Se ha determinado que estas macromoléculas actdan en todas las

células que componen la encia y que inician una cascada de procesos que

déterioran las estructuras orales. Algunos estudios muestran que al tratar

tejidos con diversos tipos de LPS se promueve la expresion de mediadores
inflamatorios nocivos sobre el tejido del huésped.

 ANTE GRAM-NEGATIVE INELAMMATORY.
BACTERIA RESPONSE

Lis NK cen‘ ’

other mediators

N >
Corticosteroids

Cylokines

Oxidation
Fig. 20 Meccanismos de repuestas inflamatorias y antiintlamatorias de humanos a bacterias gram-
negativas. El sistema neuroendocrino (Isdo izquierdo) controles de respuesta de la inflamacién. El
componente primario del sistema neuroendécrino son los corticoesteroides, el cual puede ser inducido
por RsDPLA. RsDPLA puede bloquear la iniciacién de las respuestas inflamatorias con LPS téxico. EI
LPS, lipopolisacérido;, IFN-y, interferon gamma, célula NK, célula natural killer, CRF, factor
relacionado a corticotropina, ACTH, hormona adrenocorticotrdpica.
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5.1 Composicion y estructura de lipopolisacdridos orales

El grupo de LPS, mas ampliamente caracterizado, es la familia de
enterobacterias, en particular los de Escherichia coli, que estan formados
por cuatro dominios: un lipido A, que es la regién téxica de la molécula, el
ndcleo intemo de oligosacéridos, el ndcleo extemo y la region polisacérida O-
antigénica. Los LPS presentan un lipido A bastante conservado, que consiste
en una molécula de B-(1,6)-D-glucosamina (1,4°) disacarido fosfato, 3-hidroxi-
acido dodecanoico y tetradodecanoico unidos en posiciones 2’y 3’hidroxi-
acido graso respectivamente. El lipido A estd unido a un nlcleo intemo que
contiene L-glicero-D-mano-heptosa y acido ceto-deoxi-octulosénico (KDO) y
una regién menos conservada en el nlcleo externo, compuesta de azlicares
como glucosa, galactosa, manosa Yy glucosamina. La molécula O-
polisacarida, que esta unida al nucleo extemo, varia ampliamente en
composicion y estructura, adn entre las mismas especies.

Los LPS aislados estan compuestos de especies moleculares
mdiltiples, que difieren en la presencia o cantidad de O-polisacaridos unidos
en el nucleo extemo y en -la composicién del lipido A. Algunas especies
contienen lipido A acilado y los™ fosfatos son reemplazados por aigin otro
sustituyente.

5.2 Los LPS de las bacterias bucales y su composicién
quimica

De acuerdo a la longitud de la cadena de acido graso presente en la
estructura del lipido A las bacterias pueden clasificarse en tres grupos:
Bacterias con cadenas de acidos grasos de longitud media (14C), con LPS




similar a E. coli; LPS con una longitud de acido graso (17C) presente en
Bacterioides fragilis y bacterias con cadenas de acido graso de longitud (12-
13C) como en Pseudomonas aeruginosa.

Los LPS obtenidos de A. actinomycetemcomitans, Haemophilus
parainfluenzae, Fusobacterium nucleatumy Campylobacter rectus, contienen
una region 3-hidroxi-tetradecanoato (3-OHC14), 3-deoxi-D-mano-octil-2-acido
ulopiranosénico (KDO) y L-glicero-D-mano-heptosa.

En A. actinomycetemcomitans presentan la region KDO forsforilada y
en .ocasiones una regidn 3-hidroxi-hexadecanocato en C. rectus y F.
‘nucleaturmm con mas de 14-carbonos como componente activo.

Los LPS de P. gingivalis, B. forsythus y Prevotella intermedia
contienen 3-OH-acido tetradecanoico como el hidroxi-acido graso mayoritario
(263-268). ‘ ’

Se ha determinado también que Capnocytophéga sputigena contiene
2-hidroxi-15-metil-acido  hexadecanoico, 'per{J ‘hasta el momento se
desconoce si el LPS de estos microorganismos esta relacionado con los que
se encuentran en los bacteroides. ‘

Otra bacteria oral que tiene LPS con cadenas de acido graso menores
a las determinadas en enterobacterias, es Eikenella comodens, que
tiene un LPS compuesto -por 3-hidroxi-dcido dodecanocico y &acido
dodecanoico. Centipeda periodontia, Selenomonas sputigena y Veillonella
spp tienen LPS que contienen 3-hidroxi-acido tridecanoico y el carbono 13,
de acido graso no hidroxilado (268). Estos tres lipopolisacaridos contienen
KDOQ y heptosa. ’
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5.3 Estructura del lipido A obtenido de bacterias Orales

EI lipido A obtenido de bacterias orales presenta el mismo tipo de
estructura que las enterobacterias, es decir, B-(1,6)-glucosamina disacarido
fosfato sustituida con acidos grasos hidroxilados.

La estructura del lipido A mas caracterizada comresponde a la de P.
gingivalis y A. actinomycetemcomitans. Estos microorganismos presentan
una estructura de lipido A similar a la de Escherichia coli (Fig. 21) y
unicamente difieren en la sustitucion de dodecanato por una molécula
tetradecanato. E! lipido A de P. gingivalis, presenta un menor nimero de
cadenas de acido graso unidas mediante un enlace B-(1,6) glucosamina y es
de mayor longitud en comparacion al lipido A de A. actinomycetemcomitans,
que se encuentra fosforilado en la posicién del atomo de carbono 1.

Fig- 21 Estructura quimica de las
moléculas del lipido A de:
(A) E. Coli,
(B) A. actinomycetemcomitans
(CY P. gingivalis
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5.4 Regién polisacarida de los LPS orales

Las porciones polisacaridas de las moléculas de LPS de las bacterias

- orales no han sido ampliamente caracterizadas como en las enterobacterias.

El lipopolisacarido  mas estudiado corresponde al de A.
Actinomycetemcomitan, que presenta una estructura repetida de (-3-w-D-
fucosa (1—2)-«-L-ramosa-(3—1)-B- D-N-acetil galactosamina). Biotipos de la
misma especie contienen estructuras repetidas de deoxi-L-talosa y deoxi-D-
talosa.

5.5 Estimulaciébn de mediadores inflamatorios por LPS
orales

La actividad bioldgica del LPS se debe al lipido A. Se ha demostrado
que la remocién de una cadena de acido graso o la modificacion de alguno
de los grupos fosfato, promueve la alteracion de las actividades pirogénicas.
Sin embargo, la induccién de la sintesis de interleucinas es menos estricta en
cuanto a los requerimientos estructurales. Las moléculas de LPS
estructuralmente diferentes de la cavidad oral, tienen una actividad bioldgica
alterada. Los LPS obtenidos de P. gingivalis son menos potentes que los
LPS de E. coli porque carecen del grupo 4°’-fosfato. Sin embargo, los LPS de
A. actinomycetemcomitans, C. rectus, E. corrodens y F. nucleatum presentan
actividades similares a los de E. coli.
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5.6 Los LPS modulan Ia respuesta del huésped

Los LPS con acidos grasos de cadena corta (E. corrodens) o de
cadena intermedia (F. nucleaturn) y con lipido A bifosforilado son potentes
estimuladores de mediadores inflamatorios y en bajas concentraciones
participan estimulando la respuesta innata en el huésped. Sin embargo, el
LPS de P. gingivalis participa bloqueando la expresion de E-selectina, que es
una molécula de adhesion necesaria para la eficiente salida de leucocitos al
flujo sanguineo. Una vez que P. gingivalis ha invadido las células epiteliales,
éstas comienzan a secretar IL-8.

8.7 . Efecto de los lipopolisacaridos sobre las células del
periodonto -

;Se ha demostrado que los tejidos gingivales sanos presentan un bajo
nivel de expresion de mediadores inflamatorios. La funcidn de la molécula E-
selectina, que se encuentra en la superficie del endotelio, es facilitar la salida
de Jeucocitos del flujo sanguineo a los tejidos circundantes con el fin de
atacar a las bacterias presentes en el sitio de la infeccidn. La expresién de IL-
8 guia a los leucocitos al sitio de la colonizacién bacterial.

Cuando las bacterias, proteinas y LPS son reconocidos por el
huésped en particular mediante la asociaciéon de estas moléculas con los

monocitos la distribucién de los leucocitos en los tejidos gingivales aumenta.

De la misma forma, las células epiteliales de la encia, que constituyen
el primer punto de contacto con los LPS en el periodonto, liberan IL-1 (269).
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Las endotoxinas también actian sobre los fibroblastos gingivales que
sintetizan y liberan IL-8 y proteina quimotactica monocitica (MCP-1). Al igual
se ha demostrado, que en fibroblastos obtenidos de encias inflamadas, la
respuesta a la produccién de IL-8 disminuye cuando se tratan a estas células
con LPS extraidos de P. gingivalis.

Los monocitos, son capaces de responder a concentraciones muy
bajas de LPS produciendo una amplia variedad de mediadores de procesos
inflamatorios que estimulan a otros tipos celulares como los linfocitos y los
osteoclastos.

De igual forma, los neutréfilos liberan citocinas en respuesta al
tratamiento con LPS, en particular los extraidos de P. gingivalis y
Capnocytophaga ochracea que son capaces de estimular la produccion de
IL-1, IL-8 y TNF-a en estas células.

Los LPS, en los macrofagos, promueven la sintesis de IL-153, que a su
vez estimula a las células no mieloides (endoteliales, epiteliales y
fibroblastos) a secretar prostaglandinas y metaloproteinasas, mismas que se
encuentran en altas concentraciones en los tejidos periodontales y en
particular en el fluido crevicular, con lo que se inicia la destruccidn de tejidos
de soporte, como el ligamento periodontal y del hueso alveolar (Fig. 22).

De los mediadores de los procesos inflamatorios, el mas ampliamente
caracterizado es IL-1, entre cuyos efectos se encuentra la induccién de la
proliferacion de células T, degranulacidn de neutrdfilos, liberacion de
citocinas y prostaglandina Ez (PGEz), asi como de los fibroblastos gingivales
y de los monocitos.



. Adult Periodontitis
Fig. 22 Declensa innata del huésped en la periodontitis adulta. En la periodontitis
adulta, los mediadores moleculares de la inflamacion son expresados con aiveles
superiores que en tejido clinicamente sano y nuevos mediadores estdic presentes. La
inclinacion de IL-8 funda la expresion en tgjido sano es interrurnpida y una pérdida
de formas epiteliales. PGEa: Prostaglandina E:, TNF: factor de necrosis tumoral;
MMP: Matriz metaloproteinasa.

En respuesta a LPS, los monocitos son el recurso principal de
secrecion de TNF-a. El TNF-a estimula la resorcién 6sea, aunque es menos
potente que la IL-1. De este modo incrementa la permeabilidad vascular, fa
degranulacion de neutrdfilos e induce la respuesta de varios tipos celulares
incluyendo la liberacidn de IL-1 por monocitos y de PGE; por los fibroblastos
(Fig. 23). Durante los procesos inflamatorios los niveles de PGE: se
incrementan en el fluido crevicular. Se ha determinado que el tratamiento con
agentes anti-inflamatorios disminuye el proceso destructivo, lo que nos
sugiere que la PGE: participa de manera importante en la enfermedad
periodontal (270).

Las proteinas de matriz, como las metaloproteinasas (MMP), que

consisten al menos de nueve endopeptidasas dependientes de zinc, se ha
establecido que participan en la destruccion del tejido conjuntivo y en la
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resorcion 6sea. Los LPS de bacterias de la cavidad oral pueden estimular a
los macréfagos a secretar MMP que participan en la destruccion tanto de
tejidos blandos como dseos.

Random > Rolling > Sticking > Extravasation
Contact |

,  E-selectin 1 '

¥ Selectins

Activation of
endothelial
cell

& .
Protein %esmle
e N,

>
Tooth Surface Protein

Fig. 23 Derramamiento bacterial y el papel det CD14 en la respuesta del huésped. Derramamiento
bacterial de ambos LPS y proveen proteinas, que es la mejor forma de comunicacién entre la placa
dentobaceriana ¥ el huésped. Liberd vesiculas para la superficie dentobacteriana interactiian con ambas
células mieloides (monosaciridos) y no micloides (endotelio). La activacion directa del epitelio con
LPS puede ocurrir activacion indirecta de la primera bactenia interactuando con monocitos, liberando
citicinas. El resultado de sus interacciones es la salida de leucocitos para la corriente sanguinea
alrededor de tejidos a eliminar la estimulacién bacteriana. No obstante, el recalcitrante natural de la
placa dental en la superficie del diente previene la completa remocidn y contribuye a una estimulacién
constante por antigenos bacteriales. ICAM: Adhesion de molécula intracelular, PGE;: Prostaglandina
E., CR3: CDI1/CD18-p integro, LPS: lipopolisacdrido, TNF: Factor de necrosis tumoral, MMP:
marriz metaloproteinasa.
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5.8 Mecanismos de destruccién del hueso alveolar y del
ligamento periodontal

Se ha demostrado que la presencia de LPS conduce a la activacion de
los neutrdfilos, que liberan de forma permmanente granulos que contienen
hidrolasas acidas como Catepsina y proteasas neutras como elastasas y
colagenasas. Estas sustancias disgregan los proteoglucanos de la
membrana celular bacteriana asi como el colageno y el fibrindgeno presente
en el ligamento periodontal. L.os neutréfilos se agrupan durante el curso de
la inflamacion aguda y en los abscesos, la lisis en el tejido inflamado da lugar
a la liberacién de grandes cantidades de hidrolasas y proteasas. También los
macrofagos participan en este proceso, que secretan una serie de productos
entre los que se encuentran hidrolasas acidas, lisozima y proteasas neutras.

Los mecanismos que determinan la destruccidn -del hueso no se
conocen con certeza, pero en estudios in vitro se ha demostrado que la
prostaglandina E;, la IL-1 y el TNFa estimulan la formacién de nuevos
osteoclastos e incrementan la capacidad de resorcién»de‘vlasi Células
destructoras existentes. k
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6. CONCLUSION

~Después de nuestra investigacién podemos concluir, de manera
general, que la influencia del lipopolisacarido, como partes de las bacterias
gram-negativas, es determinante en la enfermedad periodontal por las
. siguientes razones:

a) Los LPS son determinantes en los procesos inflamatorios del periodonto
‘porque activan sus mediadores.

b) Esto es efectuado por la E-selectina que facilita la salida de leucocitos al
flujo sanguineo que al mismo tiempo son guiados por IL-8 al sitio de
colonizacién bacterial,

c) Por otro lado, hemos mostrado que tanto los netréfilos como los
macréfagos participan en la defensa contra la infeccidn producida por LPS,
porque los netrdfilos liberan citosina que estimulan IL-1, IL-8 y TNF -,
mientras que los macréfagos promueven Ia sintesis de IL-1p, estimulando a
las células endoteliales, epiteliales y fibroblastos a secretar prostaglandinas y
metaloproteinasas con lo que se inicia la destruccion de tejidos de soporte.
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