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1.- RESUMEN

Para protegerse de la multitud de agentes infecciosos presentes en el
medio ambiente externo los organismos metazoarios, desde plantas,
peces, insectos, hasta organismos mas complejos como los mamiferos,
han debido desarrollar un sistema de defensa capaz de reconocer y
hacer frente a la amenaza constante de una invasion. La inmunidad
innata es el mecanismo evolutivo filogenéticamente mas antiguo en
desarrollarse y, en algunos casos, el Unico recurso de algunos
organismos pare conservar su integridad. El Lipopolisacérido (LPS),
una poderosa endotoxina componente de la membrana externa de las
bacterias gram-negativas, juega un papel fundamental en el
reconocimiento de estos microorganismos, Yy la subsecuente
contencion de una invasion masiva, a través de su papel de patron
molecular asociado a patdgenos (PAMP); estructuras altamente
conservadas que no se encuentran en el organismo hospedero y son
detectadas por medio de receptores celulares de patrones (PRR),
especificamente por los receptores tipo Toll (TLR4) en las células de la
inmunidad innata, tales como macréfagos, células dendriticas,
neutrofilos. Lo que conduce a una cascada de sefalizacion intracelular
y eventualmente a la liberacién de mediadores quimicos (quimiocinas,
citocinas, Interferones) que se traduce en el establecimiento de la
respuesta inmune innata como una primera linea de defensa y puente

para la segunda respuesta inmune a cargo de la inmunidad adquirida.

Palabras clave: Lipopolisacarido, Receptores Toll, Inmunidad innata,
PAMPs, PRR.
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2.- ABREVIATURAS

LPS = Lipopolisacéarido

PAMP = Patrén molecular asociado a patdogeno
PRR = Receptores de reconocimiento de patrones
TLR = Receptores tipo Toll

DC = Célula dendritica

IFN = Interferon

NK = Natural Killer

MBL = Proteina lectina fijadora de manosa
CRP = Proteina C reactiva

CAM = Complejo de ataque a la membrana
PMN = Leucocito polimorfonuclear

TNF = Factor de necrosis tumoral

IL = Interleucina

RNA = Acido ribonucleico

ADN = Acido desoxirribonucleico

CMH = Complejo mayor de histocompatibilidad
CPA = Célula presentadora de antigeno

TCR = Receptores de célula T

CD = Grupo de diferenciaciéon

PG = Prostaglandina

GCF = Liquido crevicular gingival

MMP = Metaloproteinasas de matriz

NO = Oxido nitrico

ICAM = Molécula de adhesion intracelular
VCAM = Molécula de adhesion vascular

MCP = Proteina quimiotactica de monocitos
MIP = Proteina inflamatoria de macréfagos
TGN = Factor de crecimiento transformador

LT = Leucotrienos

Bioquimica Pagina 9
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TIMP = Inhibidor tisular de MMP

LB = Linfocitos B

Ag = Antigeno

BCR = Receptor de células B

LTh = Linfocito T colaborador

NOD = Dominios de oligomerizacion para union a nucleotidos
HSP = Proteina de choque térmico

DAMP = Patron molecular asociado a dafio

NLR = Receptores tipo NOD

PGN = Peptidoglicano

NAIP = Proteina neuronal inhibidora de apoptosis

MDP = Muralmilpéptido

RLH = Receptor helicasa tipo RIG

RIG = Proteina citoplasmica inducible por acido retinoico
CARD = Dominio de reclutamiento y activacion de caspasa
NF-kB = Factor de transcripcion nuclear

LRR = Repeticiones ricas en leucina

TIR = Como Toll/IL-1R-

BLP = Lipopéptido bacterial

dsRNA = RNA viral de doble cadena

LTA = Acido lipoteicoico

CpG = Deoxicitidilato-fosfato-deoxiguanilato no metilado
KDO = Acido 2-keto-3-deoxioctanoico

GIcN2N = Disacarido de glucosamina

3-OH-C14 = 3-Hidroximiristato

GIcN3N = Trisacarido de glucosamina

pEtN = Fosfoetanolamina

Glc = Glucosa

Gal = Galactosa

GIcNAc = N-acetilglucosamina

MD-2 = Molécula de asociacion LPS/TLR4

Bioquimica Pagina 10
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MyD88 = Factor de diferenciacion mieloide-88

IRAK = Receptor quinasa asociado a IL-1

TRAF6 = Receptor factor 6 asociado a TNF

MAPK = Proteina quinasa activada por mitdbgeno

LBP = Proteina de union al LPS

TIRAP = Proteina adaptadora del dominio TIR

TRIF = Proteina adaptadora asociada al dominio TIR inductor de IFN-3
TRAM = Molécula adaptadora relacionada con TRIF

SARM = Proteina inhibidora de la sefial TRIF

DD = Dominio de muerte

UBC13 = Enzima conjugadora ubiquitina 13

UEV1A = Enzima conjugadora ubiquitina E2 variante 1 isoforma A
TAK = Factor de crecimiento transformante 3

IKK = Quinasa IxB

IRF5 = Factor de regulacion IFN

RHIM = Motivo de interaccion homotipica RIP

RIP = Receptor interactivo de proteina

TANK = Familia de miembros asociados a TRAF activadora de NF-kB
ppG = Pequefas proteinas G

JNK = Factor de transcripcién c-Jun

PLA,C = Fosfolipasa A; citosolica

ERK = Quinasa regulada por sefales extracelulares

PK = Proteinquinasa

TBK1 = Cinasa 1 ligada a TANK

SIGIRR = Molécula relacionada con inmunoglobulina 1

TRIAD3A = Proteina 3 con dominio triada variante A

SOCS-1 = Supresor de sefial 1 citocina

Bioquimica Pagina 11
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3.- INTRODUCCION

Los organismos multicelulares, entre ellos los vertebrados, estan
constantemente amenazados ante una invasion de microorganismos y
tuvieron que desarrollar sistemas de defensa para contener y eliminar
patdgenos infecciosos en su interior. El sistema inmune de los
mamiferos comprende dos ramas: la inmunidad innata y la inmunidad
adquirida. La inmunidad innata es la primera linea de defensa contra
los agentes invasores mientras que la inmunidad adquirida esta
involucrada en la eliminacién de patdégenos en la fase tardia de la
infecciéon, asi como también en la generacion de la memoria
inmunoldgica.' La inmunidad adaptativa tiene la habilidad de reconocer
un amplio espectro de antigenos a través de una serie de receptores
somaticamente reordenados (receptores de células T y B). Esta
respuesta inmune altamente especifica se encuentra ausente en los
organismos invertebrados que Unicamente son protegidos por los
mecanismos de la inmunidad innata.?

La respuesta de la inmunidad innata es activada unos minutos
después de la invasion y es responsable de la defensa durante las
horas y dias iniciales de la infeccién, mientras que la inmunidad
adquirida requiere al menos de 7 a 10 dias antes de establecer una
respuesta adecuada. Aunque los componentes del sistema inmune
innato, celulares (monocitos, neutrofilos, células natural killer) y
humorales (sistema de complemento, lisozimas) son muy eficaces
contra la inmensa mayoria de las infecciones, por largo tiempo se crey6
gue era un sistema inespecifico de inmunidad. El dogma de la
naturaleza inespecifica de la respuesta inmune innata ha cambiado
recientemente con el descubrimiento de una nueva clase de
receptores, los receptores tipo Toll (TLRs), que han probado ser
cruciales en el reconocimiento de microorganismos por la inmunidad

innata y ser un puente entre la respuesta inmune innata y adquirida.’

Bioquimica Pagina 12
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El primer miembro de la familia Toll fue descubierto como uno de los 12
genes efectores maternos con funcion en la ruta requerida para la
formacion axial dorso ventral de los embriones de la mosca de la fruta,
Drosophila melanogaster,* Adicionalmente, se observé que la ausencia
congénita de esta proteina en embriones deficientes conducia a una
severa incapacidad para defenderse contra infecciones micéticas y de
bacterias gram-positivas. Los datos iniciales sugerian que Toll era un
importante  componente de defensa ante microorganismos,
estableciendo su papel principal en el mecanismo de reconocimiento
del sistema inmune de estos insectos.® Subsecuentemente, fueron
descubiertas proteinas homologas a Toll en humanos, siendo
nombradas por su analogia con las con halladas en Drosophila
melanogaster, receptores similares a Toll (Toll-like receptors). A la
fecha, al menos trece miembros de la familia TLR han sido
identificados y caracterizados en el sistema inmune de mamiferos.
TLR1 a TLR9 estan conservados en humanos y ratones. TLR10 se
expresa en humanos, mientras TLR11 a TLR13 se encuentran
presentes en ratones.’

El reconocimiento de la inmunidad innata se basa en la deteccion de
“firmas” moleculares invariables que son UGnicas de los
microorganismos. Esto involucra a un nimero limitado de receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) que reconocen moléculas
conservadas, denominadas patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMP). Su naturaleza quimica puede ser muy diversa:
acidos nucleicos, proteinas, péptidos o lipidos. Sin embargo,
comparten tras criterios: Tienen un ndcleo estructural invariable entre
los diversos grupos, son productos de vias Unicas de los
microorganismos y, son esenciales para la supervivencia de los
mismos, por lo que son motivos altamente conservados y dificilmente
podrian alterarse.® El Lipopolisacarido (LPS), estructura molecular

componente de los microorganismos gram-negativos, forma parte de

Bioquimica Pagina 13
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estos patrones moleculares. El objetivo del presente trabajo es hacer
una revision de la literatura acerca de la importancia del
lipopolisacarido en la activacion del sistema inmune, abarcando su

contexto histoérico, funciones y estructura quimica.
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4.- IMUNIDAD

4.1. TIPOS DE INMUNIDAD

El sistema inmune en vertebrados comprende la inmunidad innata y la

inmunidad adquirida, mecanismos que interactian entre si para
proteger al huésped ante las agresiones de infecciones microbianas. La
inmunidad adquirida se caracteriza por su especificidad y memoria,
siendo los linfocitos T y B las células efectoras de este mecanismo.
Cada linfocito expresa un receptor de superficie celular con
singularidad Unica, el cual es generado por recombinaciébn soméatica
durante la maduracién. Este proceso sin embargo, toma varios dias en
completarse desde su inicio.

La inmunidad innata se considera la primera linea de defensa del
huésped ante el crecimiento y propagacion bacterianos en la fase
temprana de la infeccion. Los principales actores en este proceso son
fagocitos como macréfagos, neutréfilos y células dendriticas.’

Las principales diferencias entre ambas respuestas son los
mecanismos Yy los tipos de receptores usados para el reconocimiento
antigénico. En la inmunidad adquirida, los receptores reconocen a los
microorganismos infecciosos e identifican antigenos propios y del
medio. Esto es dafino para el hospedero, ya que la activacién del
sistema inmune por tales antigenos puede conducir a enfermedades
autoinmunes y alergias. En cambio, en la inmunidad innata, los
receptores reconocen estructuras altamente conservadas presentes en
un gran grupo de microorganismos. Estas estructuras son designadas
patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPS) y los receptores
involucrados en identificarlas son Illamados receptores para

reconocimiento de patrones. (Tabla 1)
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Tabla 1. Caracteristicas de la respuesta inmune innata y adquirida.
INMUNIDAD INNATA INMUNIDAD ADQUIRIDA

Primera linea de defensa Segunda linea de defensa

Innata: se nace con las células | Adquirida: aunque se nace con el

y moléculas que la identifican repertorio de células capaces de
responder al antigeno, éstas no
alcanzan un ndamero

suficientemente elevado hasta que
no se enfrentan al antigeno.
Inespecifica: los receptores | Especifica: cada célula posee
que reconocen a muchas de las | solo receptores que reconocen a
moléculas estdn sobre una | unoy sélo un antigeno concreto.
misma célula.
Independiente de antigeno: | Dependiente de antigeno: los
las células y moléculas estan | linfocitos con un receptor concreto
preparadas para la defensa | proliferan cuando su receptor
desde antes de enfrentarse con | reacciona con el antigeno,
el agente patogeno. adquiriendo sélo entonces
funciones efectoras

Inespecifica de antigeno: no | Especifica de antigeno: ante la
discierne entre agentes | llegada del antigeno sélo proliferan
préximos o incluso alejados los linfocitos que poseen el
receptor especifico para el mismo
Respuesta maxima inmediata: | Respuesta maxima retardada o
como los elementos y | con fase de latencia: los efectos
mecanismos estan siempre | de esta inmunidad no se notan
presentes, se ponen en marcha | hasta que las células no han

de forma inmediata proliferado hasta alcanzar un
namero elevado que garantice su
exito

Sin memoria inmunoldgica: la| Con memoria inmunoldgica: la

respuesta es similar | respuesta es por lo general muy

independientemente del nimero | superior (en rapidez e intensidad)
de veces que se haya|en exposiciones sucesivas al
respondido a un agente | mismo antigeno

concreto previamente
Fuente: Collado V., et al. El sistema inmune innato |I: Sus mecanismos. 2008.

Ambas respuestas inmunes son reguladas en gran parte por un grupo
de proteinas llamadas interleucinas o citocinas. Las citocinas son
proteinas solubles de bajo peso molecular mediadoras de crecimiento
celular, inflamacion, inmunidad, diferenciacion, reparacion, entre otras
actividades. Ademas de las células del sistema inmune, las citocinas

son producidas por diferentes tipos celulares durante la activacién de la
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inmunidad innata y adquirida. Son el principal medio de comunicacion
intracelular ante una invasiébn microbiana. Las citocinas sirven para
iniciar la respuesta infamatoria, y para definir la magnitud y naturaleza

de la respuesta inmune especifica.? (Fig 1)
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Fig.1. Interacciones entre la inmunidad innata y adquirida. Los granulocitos PMN
constituyen la primera linea de defensa en el epitelio de union y el surco. Al desintegrarse
liberan enzimas lisosdmicas y radicales toxicos. El Sistema de complemento se activa
inicialmente por la via alterna (independiente de anticuerpos), y posteriormente por la via
clasica dependiente de anticuerpos. Los macréfagos participan de la fagocitosis y liberan
citocinas, mediadores inflamatorios y enzimas. Asi mismo, presentan antigenos a los
linfocitosT; (Tw) auxiliares, con efecto regulador y/o activador, (T¢) citotéxicas y de memoria de
ambos tipos. Los linfocitos B, al contacto con antigenos y al ser activados por T, se
diferencian en células plasmaticas secretoras de inmunoglobulinas (anticuerpos), que se ligan
especificamente a aquellos antigenos por los cuales han sido inducidas. Tienen accion
opsonizante, neutralizadora de toxinas y activadora. Fuente: Modificado de Wolf H., et al.
Periodoncia. 2005.
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4.2. INMUNIDAD INNATA

La inmunidad innata, conocida por los trabajos de Elie Metchnicoff,

actua siempre de igual forma. Este inmundlogo ruso descubrié que
muchos microorganismos podian ser ingeridos y digeridos por células
fagociticas, a las que llam6 macréfagos, las cuales actdan siempre sin
variaciones ante cualquier microorganismo, en contraste con los
anticuerpos que solo responden ante sustancias especificas que
generan su produccién.’ El objetivo de la inmunidad innata es evitar la
instalaciéon del proceso infeccioso; si este se produce, dicho
mecanismo inmunitario logra establecer un ambiente para que se
desarrolle una respuesta adaptativa.’® Se caracteriza por ser de
respuesta rapida, actlia directamente sobre el patégeno sin necesidad
de seleccién o maduracién celular, no tiene memoria.***? Inicialmente
se consideré a la fagocitosis, digestion de patégenos y presentacion
de antigenos derivados de patdgenos a linfocitos T, como la funcion
principal de las células integrantes de la inmunidad innata. Este
mecanismo de respuesta fue llamado respuesta inmune no especifica.
Sin embargo, la identificacion de receptores tipo Toll (Toll-like) (TLRsS)
ha cambiado esta idea, revelando que la inmunidad innata es capaz de
reconocer patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPS),
mediante los TLRs expresados en la superficie de las células
componentes de este mecanismo de defensa.’*

La respuesta inmune innata contra patdgenos inicia con el
reconocimiento de estructuras especificas de los patégenos invasores
llamadas patrones moleculares asociados a patégenos, por un nimero
limitado de receptores reconocedores de patrones (PRRs) expresados
en los macrofagos y células dendriticas (DCs). El reconocimiento de
PAMPs por PRRs dispara una via de sefalizacion intracelular que
culmina en la induccion de citocinas, quimiocinas, interferon tipo | (IFN-
a o —B) proinflamatorios y maduracién de DCs que conducen a la

activacion de la inmunidad adaptativa.*?
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Forman parte de la inmunidad innata:
e Defensa de superficie
e Factores humorales
¢ Fagocitosis
¢ Respuesta inflamatoria
e Accion de interferones

e Accion de las células Natural Killer (NK)

4.2.1. DEFENSA DE SUPERFICIE

Para que un agente biolégico produzca infeccion, debe atravesar

primeramente una importante barrera defensiva superficial, conformada
por la piel y las mucosas. Ademas de funcionar como barrera fisica, la
superficie epitelial produce sustancias quimicas que son microbicidas e
inhiben el crecimiento microbiano como la lisozima (enzima catiénica
presente en las lagrimas, saliva, secreciones nasales y conjuntivales,
leche materna, moco cervical e intestinal, etc), que reduce la
concentracion local de agentes patégenos susceptibles al atacar los
mucopéptidos de sus paredes celulares, especialmente en bacterias
gram-positivas.

Muchas superficies corporales expuestas al medio externo son
colonizadas por microorganismos no patégenos o débilmente
patdgenos, que constituyen la flora normal, los cuales “compiten” con
los agresores por los sitios de fijacion y los nutrientes. La descamacion
de la piel y otras formas de recambio celular en las superficies

corporales, remueven un sinnamero de microorganismos adheridos.

4.2.2. FACTORES HUMORALES

En los vertebrados, las formas de defensa de aparicion mas temprana

en la evolucién son los factores humorales inespecificos. Entre tales
sustancias se destaca el sistema de complemento,® integrado por unas

30 proteinas que interaccionan entre si de modo regulado dando lugar
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a una cascada enzimatica, la cual estimula las respuestas defensivas
del organismo. Para que se produzca la cascada enzimatica se precisa
Su activacion, que se puede realizar por tres vias o rutas diferentes:

e La via alternativa: corresponde a la inmunidad innata y se inicia
interaccionando  directamente con la  superficie del
microorganismo.

e La via de las lectinas: también de la inmunidad innata, es una
variante de la ruta clasica, pero su inicio no requiere la presencia
de anticuerpos. Se activa por la unidon de la proteina lectina
fijadora de manosa (MBL) a moléculas de manosa en la
superficie de los microorganismos.

e La via clasica: se inicia fundamentalmente por la interaccién con
inmunocomplejos vy, por lo tanto, corresponde a la inmunidad
adaptativa. También se puede activar por la proteina C reactiva
(CRP).

Cualquiera de estas tres vias de activacion del sistema de
complemento reconoce la llegada de un material extrafio, hecho que
provoca el reclutamiento secuencial de los distintos componentes vy el
ensamblaje, sobre la superficie del microorganismo, del denominado
complejo de ataque a la membrana (CAM). Este complejo forma un
canal totalmente permeable a iones y agua, provocando la lisis del
microorganismo.

Durante la activacion se generan y liberan una serie de proteinas que
tienen actividades accesorias en la defensa contra las infecciones. Por
ejemplo, C4a, C3a y C5a funcionan como anafilotoxinas, es decir,
activan a los basoéfilos y mastocitos para liberar el contenido de sus
granulos. Las moléculas contenidas en estos granulos inducen
incremento de la permeabilidad vascular y contraccion de las células
del musculo liso, lo que puede conducir a la anafilaxia.

Otros componentes de la cascada del complemento (C5a y C5b67) son

dos factores quimiotacticos, que atraen a otros componentes inmunes
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hacia el foco donde se ha activado el complemento, merced a un
gradiente de concentracion reconocido por células distantes que
recorren el organismo hasta donde comenzé el proceso. C5a también
es un activador potente de neutréfilos, basofilos y macrofagos y
produce induccién de moléculas de adhesion sobre células endoteliales
vasculares. Cuando las células fagociticas reconocen a las moléculas
del complemento que funcionan como opsoninas, C3b y C4b, que ,
depositadas sobre la superficie del agente extrafio, facilitan la

fagocitosis del mismo por estas células.'® (Fig.2)

Leucocitos |
= = 5 T = — Otros
C Linfocitos H Fagocitos Células auxiliares
c [ I
I CélulaB Linfocito F it Granulocito Célula Células
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o F. d Interf
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e S Anticuerpos CHOEN complemento la inflamacion Citocinas
s

Fig. 2. Células y mediadores solubles. La inmunidad comprende mecanismos que se
complementan entre si. Cada célula sintetiza un espectro determinado de mediadores solubles,
y/o activa otros, como el sistema de complemento. Fuente: Modificado de Wolf H., et &l.
Periodoncia. 2005.

4.2.3. FAGOCITOSIS

La fagocitosis es llevada a cabo por células especializadas,

denominadas fagocitos: leucocitos polimorfonucleares (PMN),
monocitos circulantes y macrofagos fijos en los tejidos, capacitados
para ingerir particulas opsonizadas con anticuerpos o componentes del
complemento, ademas de poder identificar e ingerir microorganismos

directamente; todo lo cual logran por poseer receptores en la superficie
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de sus membranas, que reconocen al fragmento Fc de las
inmunoglobulinas, a componentes comunes de numerosos patégenos y
a componentes activados del complemento.
Cuando el agente atraviesa la barrera epitelial, se produce
inmediatamente una reorganizacion de fagocitos, con tres
consecuencias:
1.Reconocimiento, ingestion y destruccion del patdgeno por los
macrofagos, asi como migracion de PMN hacia el area (este
proceso suele ser suficiente para prevenir la infeccion que
comienza). Los microorganismos pueden protegerse de la
accion de los fagocitos evadiéndolos, como lo hacen los de vida
extracelular al recubrirse de polisacaridos capsulares que
dificultan su identificacién, o logrando sobrevivir dentro del
fagosoma.
2.La secrecion de citocinas.
3.Los macrofagos devienen células presentadoras del antigeno
(CPA), mediante la concentracion y el procesamiento de los
antigenos extrafios, unidos a los propios (clase | 6 Il) del
complejo mayor de histocompatibilidad, estimulando de esta

forma a los linfocitos.®

4.2.4. RESPUESTA INFLAMATORIA

La activacion de los fagocitos también provoca la secrecion de

citocinas proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y
las interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8, que inducen la adhesion de
neutréfilos y monocitos al endotelio vascular en el sitio de la infeccion,
seguida por la migracion, acumulacién local y activacién de las células
inflamatorias que eliminan las bacterias.'® Los fagocitos liberan otras
proteinas con potente efecto local, tales como la enzima activadora de
plasminégeno y fosfolipasa prostaglandina, radicales de oxigeno,
peroxidos, acido nitrico, leucotrieno y factor activador de plaguetas.
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Ademas de estos productos liberados por los fagocitos, la activacion
del complemento por los agentes infecciosos contribuye a la
inflamacion mediante el C5a, el C3a y en menor cuantia el C4a. C5a es
capaz de activar a los mastocitos y liberar sus granulos, que contienen
sustancias vasoactivas (histamina, serotonina, bradiquinina) y pueden
modificar el endotelio vascular en el lugar de la infeccion. Los efectos
locales de todos estos mediadores da como resultado la respuesta
inflamatoria, que se caracteriza por los signos clinicos de dolor, calor,

enrojecimiento y aumento de volumen.

4.2.5. INTERFERONES

La infeccion viral de las células promueve la produccién de proteinas

llamadas interferones (IFNs), capaces de interferir la replicacion de los
virus. Son de tres tipos: alfa, beta y gamma; los IFNs alfa y beta son
elaborados por células infectadas y protegen a las sanas de las tres
formas siguientes:
1.0frecen resistencia a la replicacion viral por activaciéon de los
genes que destruyen el RNA de doble cadena de los virus e
inhiben su traslacion.
2.Inducen la expresion de los antigenos clase | del complejo mayor
de histocompatibilidad (CMH-I), lo cual incrementa la posibilidad
de la célula infectada del hospedero para presentar los péptidos
virales y que éstos sean reconocidos por los linfocitos T CD8.
3.Activan las células NK, las cuales destruyen a las infectadas por

virus de forma selectiva.

4.2.6. ACCION DE CELULAS NATURAL KILLER (NK)

Estas ceélulas actian en etapas tempranas del proceso infeccioso

causado por patdgenos intracelulares como virus del herpes, Listeria
monocytogenes, y ejercen su accion citotoxica o destructiva sobre

células infectadas y tumorales.® Las bacterias intracelulares inducen la
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activacion de las células NK, ya sea directamente o mediante la
produccion de citocinas (especialmente IL-12) derivadas de
macrofagos. Las células NK activadas secretan IFN-y, que es a su vez
un potente activador de los macréfagos, mejorando su capacidad

fagocitica y microbicida.

4.3. INMUNIDAD ADQUIRIDA

Cuando un microorganismo logra evadir los mecanismos de la

respuesta inmune innata y en el individuo se acumula una cantidad de
antigeno mayor a un umbral determinado, se activaran los mecanismos
de la inmunidad adaptativa. Dicho proceso provocara la activacion de
las células con alta especificidad por el microorganismo en cuestion, y
de mecanismos efectores especificos contra el agente patdgeno. Esta
respuesta demora varios dias en activarse y estd mediada por linfocitos
T y B especificos para el microorganismo, que se activan y proliferan
induciendo mecanismos efectores que eliminan el agente infeccioso y

generan memoria inmunolégica.®

4.3.1. CARACTERISTICAS

Sus caracteristicas, a diferencia de la inmunidad innata son:

e Especificidad: Debido a que este tipo de respuesta va dirigida
especificamente a determinada molécula antigénica, la porcién
del antigeno que es reconocida por los linfocitos se denomina
determinante antigénica o epitope. Esta fina especificidad existe
porque los linfocitos contienen receptores de membranas
capaces de identificar y distinguir sutiles diferencias entre
diversos antigenos. Se plantea que todos los individuos tienen
numerosos clones (conjunto de células derivadas de un
precursor simple), cuya progenie cuenta con los receptores de
superficie de célula que les dio origen y pueden responder a

determinantes antigénicos especificos para ellas.
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Asi, el desarrollo de clones antigeno-especificos ocurre previo o
independiente a la exposicion del antigeno, el cual selecciona un
clon especifico preexistente y lo activa hasta provocar su
proliferacion y diferenciacion.

e Memoria: Se refiere al incremento en la intensidad de respuesta
ante los subsiguientes contactos con el mismo antigeno.

e Heterogeneidad o diversidad: El nimero total de linfocitos con
diferentes especificidades en un individuo ha recibido el nombre
de repertorio linfocitico.

e Multifactorialidad: La respuesta inmune depende de multiples
factores, tanto del agente biologico que la origina como del
hospedero que responde. Asi, por ejemplo, el tipo, la virulencia,
la cantidad o la dosis del agente agresor y su via de penetracion
pueden generar varios tipos de respuestas; pero también la
edad y conformacidn genética del hospedero pueden ser

elementos determinantes.

4.3.2. FASES DE LA INMUNIDAD ADQUIRIDA

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mediante dos

mecanismos fundamentales: respuesta inmune humoral, donde los
linfocitos B juegan un papel preponderante; y respuesta inmune celular,
donde los linfocitos T son las células fundamentales.®

El antigeno es capturado en el tejido por DCs que se activan y se
transforman en células presentadoras de antigeno (CPA) profesionales
y lo llevan hacia los nédulos linfaticos regionales.*

En los nodulos linfaticos se desencadenan las siguientes fases:

4.3.2.1. RECONOCIMIENTO

Consiste en la union del antigeno extrafio a los receptores especificos

existentes en la membrana de los linfocitos maduros. Los linfocitos B

gue median la inmunidad humoral, expresan moléculas de anticuerpos
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sobre su superficie, las cuales se unen a proteinas extrafias,
polisacaridos o lipidos en su forma soluble; los linfocitos T,
responsables de la inmunidad celular, expresan los Illamados
receptores de célula T (TCR), que reconocen pequefias secuencias de
péptidos antigénicos, pero solamente si éstos se encuentran unidos a
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) sobre la
CPA. Los primeros en efectuar este reconocimiento son los linfocitos T
CD4.

4.3.2.2. ACTIVACION

Activacion: Secuencia de eventos como resultado del reconocimiento

antigénico especifico. Todos los linfocitos experimentan dos cambios
fundamentales:

Proliferacion: Expansiéon de los clones antigeno-especificos vy
amplificacion de la respuesta protectora, en la que asume una funcién
preponderante el linfocito T CD4, capaz de activar a los linfocitos By T
CDs.

Diferenciacién: Etapa en la cual se forman las células efectoras y las de
memoria. Las primeras producen diversas sustancias que pueden
interactuar con el antigeno, como los anticuerpos y linfocinas; las
segundas son los linfocitos parcialmente diferenciados, es decir, que no

llegan a convertirse en células efectoras.

4.3.2.3. FASE EFECTORA

Los linfocitos T diferenciados en células efectoras migran hacia los

sitios de agresiéon, donde desarrollan sus funciones de eliminacion de
los patdgenos, mientras los linfocitos B las ejecutan en los propios
organos periféricos. Muchas de estas acciones efectoras promuevan la
participacion de células no linfoides y de mecanismos de inmunidad
innata, a saber: anticuerpos opsonizantes que favorecen la fagocitosis

por parte de macrofagos y neutrofilos PMN; anticuerpos que activan el
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sistema de complemento; inmunoglobulinas E que estimulan la
desgranulacion de los mastocitos; citocinas segregadas por los

linfocitos T, necesarios para estimular la inmunidad natural.®

44. ENFERMEDAD PERIODONTAL Y RESPUESTA
INFLAMATORIA

Las enfermedades del periodonto son diversas y entre ellas destacan la

gingivitis asociada a la placa (inflamacion de la encia sin pérdida de
insercion) y la periodontitis (atrofia del periodonto debida a la
inflamacion).

La gingivitis se limita a los tejidos blandos supracrestales marginales.
Se manifiesta clinicamente por sangrado durante el sondaje del sulcus
gingival, y en casos graves por enrojecimiento e hinchazon,
especialmente en la zona de las papilas.

En el caso de una depresion del estado inmunitario, presencia de
factores de riesgo y mediadores proinflamatorios, asi como de un
incremento excesivo de bacterias periodontopatégenas, es posible que
a partir de una gingivitis se desarrolle una periodontitis: esto se
produce cuando la inflamacién de la encia afecta a las estructuras mas
profundas del aparato de sostén dental. Tiene lugar entonces la
desintegracion del colageno y la reabsorcion Osea (pérdida de
insercion). El epitelio de unidén se transforma en un epitelio de bolsa
que prolifera apical y lateralmente. Se forma asi una bolsa que
constituye un refugio y depdsito de bacterias patdégenas oportunistas
gue mantienen la periodontitis y pueden favorecer el avance de la
afeccion.*

Los cambios patolégicos en la gingivitis estan asociados a la presencia
de microorganismos orales adjuntos al diente y quizas en el surco
gingival o cerca de él. Estos microorganismos son capaces de
sintetizar productos (p. ej. Colagenasa, hialuronidasa, proteasa,

sulfatasa de condroitina, endotoxina) que causan dafio a las células
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epiteliales y del tejido conectivo, ademas de elementos intracelulares,
como el colageno, la sustancia fundamental y el glucocélix (cubierta
celular). El ensanchamiento resultante de los espacios entre las células
del epitelio de unién durante la gingivitis temprana permite que agentes
nocivos de las bacterias, o las propias bacterias, obtengan acceso al
tejido conectivo.

Los productos microbianos activan a monocitos/macrofagos para que
produzcan sustancias vasoactivas como prostaglandina E, (PGE)),
interferon (IFN), factor de necrosis tumoral (TNF) e interleucina-1 (IL-1).
Se ha desarrollado un marco conceptual Util para la organizacion y
consideracion de estos datos basado en las caracteristicas
histopatoldgicas, radiograficas y ultraestructurales y las medidas
bioguimicas. La secuencia de eventos en la gingivitis clinicamente
evidente se categoriza en etapas inicial, temprana y establecida, y a la
periodontitis se le designa como etapa avanzada. Cada una de estas
etapas evoluciona a la siguiente, sin lineas claras de division.

A pesar de la amplia investigacion, aun no se hace una distincion
definitiva entre el tejido gingival normal y la etapa inicial de la gingivitis.
Casi todas las biopsias de encia humana clinicamente normal
contienen células inflamatorias en que predominan las T, con muy
pocas células B o plasmaticas. Estas células no generan dafio el tejido,
pero parecen ser importantes en la respuesta diaria del huésped ante
las bacterias y otras sustancias a las que se expone la encia.

El inicio de la inflamacién incluye el desarrollo de edema y eritema, que
son signos de cambios vasculares. La activacion del complemento
como respuesta a la infeccion bacteriana lleva a la generacion de
anafilotoxinas C3a y Cba derivadas del complemento. Las
anafilotoxinas son sustancias que estimulan cambios vasculares de
forma indirecta al producir desgranulacién de los leucocitos residentes,
los mastocitos. Los mastocitos desgranulados aumentan dentro del

tejido conectivo gingival conforme aumenta la inflamacion gingival. Los

Bioquimica Pagina 29



ad o

MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO i‘ﬂﬁ ’:“;j“” W
UNAM

1904

mastocitos transcriben constitutivamente el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), transformando el factor de crecimiento beta (TGF-B), la
interleucina-4 (IL-4) y la interleucina-6 (IL-6); cuando se estimulan,
inducen la transcripcién de citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-6,
interferén-y (IFN-y), entre otros. La estimulacion de las células
endoteliales por parte de Cba, IL-13, TNF-a y el lipopolisacarido
bacteriano (LPS) tiene como resultado la expresion de selectinas en la
superficie luminal de las células endoteliales y libera quimiocinas de las
células endoteliales. Estos procesos son centrales en la migracion
transendotelial de los leucocitos, que produce el movimiento de los
leucocitos hacia los tejidos locales.

En individuos sanos, los niveles del complemento en el liquido
crevicular gingival (GCF) son de casi 3% de los niveles séricos. A
medida que aumenta la inflamacion periodontal, se da un aumento
concomitante en los niveles de los componentes del complemento. Los
niveles de C3 y C4, por ejemplo, pueden aumentar a 25 u 85% de los
séricos. Los niveles de componentes del complemento en el GCF son
mas que adecuados para apoyar el reclutamiento de células
inflamatorias agudas y crénicas, la opsonizacion y neutralizacion de los
patdgenos o sustancias patogénicas, y la regulacion local de los

cambios en el tejido conectivo.™

4.5. ACTIVACION DE LA INMUNIDAD INNATA EN EL
PERIODONTO Y PAPEL DE ESTRUCTURAS MOLECULARES
DE_PERIODONTOPATOGENOS EN LA INDUCCION DE LA
ENFERMEDAD PERIODONTAL

Uno de los principales retos del sistema inmunitario innato es la

discriminacion entre un gran numero de de patégenos periodontales del
huésped con un namero limitado de receptores celulares superficiales.
El sistema inmunitario innato ha interactuado con este reto a través del

reconocimiento de estructuras evolutivas conservadas en los
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patbgenos que no se presentan en eucariotas mas evolucionados.
Estos elementos moleculares conocidos como patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMP) tienen papeles esenciales en la
capacidad de los patdgenos para evadir la defensa del huésped y, por
lo tanto, no estan sujetos a indices altos de mutacién. Los PAMP se
comparten entre patdogenos pero no se expresan en el huésped.
Aunque desde hace afilos se conocen muchos receptores de
reconocimiento de patron (PRR), no era claro cémo funcionaba el
sistema inmunitario innato hasta que se descubrieron los receptores
tipo Toll (TLR). La investigacion ha identificado los TLR como una clase
importante de receptores de sefializacion, que reconocen estructuras

bacterianas conservadas.

Las interacciones huésped-patégeno en las enfermedades
periodontales destructivas son muy complejas, porque diversos PAMP
pueden estimular muchos tipos de células, incluidas células residentes
que estan presentes de forma normal en los tejidos periodontales en
ausencia de enfermedad, asi como células no residentes o
inflamatorias atraidas hacia los tejidos periodontales como resultado
del proceso patogénico. Las células activadas del huésped pueden
producir sustancias biolégicamente activas que afectan a otras células,
formando una red intrincada de citocinas y quimiocinas proinflamatorias
con el propésito central de evitar la sepsis. Sin embargo, algunos
PAMP tienen un efecto opuesto al de inhibir la respuesta del huésped,
un mecanismo de facilitacion de la ineficacia para algunas especies

microbianas, al evadir el sistema inmune del huésped.

4.5.1. EFECTOS SOBRE CELULAS RESIDENTES

El primer tipo celular en ser estimulado por los PAMP es la célula

epitelial. Estas células expresan TLR-2 y TLR9, ademas de IL-8,

guimioatrayente y activador neutréfilo. Ademas de activar otras células

Bioquimica Pagina 31



MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO

huésped, como células endoteliales, macréfagos, células dendriticas y
neutrofilos, estas células producen metaloproteinasas de matriz (MMP)
después de la estimulacion con PAMP, lo que sugiere un mecanismo
de dafio directo al tejido.

Las células dendriticas (DCs) se exponen a los PAMP en cuanto se
coloniza el &rea subgingival con patégenos periodontales putativos. Las
DCs producen IFN-a, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-a y moléculas
coestimulantes (CD40, CD54, CD80, CD86) que inducen la activacion
de linfocitos T, que producen respuestas inmunes tipo Thl o Th2.

A medida que avanza la periodontitis y los PAMP entran en el tejido
conectivo, los macrofagos se activan de forma directa produciendo IL-
1a, IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a, MMP-1, Oxido nitrico (NO).

Los fibroblastos gingivales pueden producir cierto nimero de citocinas
proinflamatorias y también expresan moléculas de adhesion a diversos
PAMP (IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, PGE,). Se informa que los fibroblastos
del ligamento periodontal carecen de expresion de receptores CD-14,
que puede ser responsable de los bajos niveles de IL-8 producidos
después de la estimulacion del LPS en comparacion con los
fibroblastos gingivales. Estas células también pueden secretar
proteinasas, lo que produce la degradacién directa de tejidos blandos y
mineralizados.

Las células endoteliales pueden estar estimuladas por la IL-8
secretada por otras células del huésped y también de forma directa por
el LPS, lo que lleva a la activacion y la mayor adhesion de monocitos.
Este efecto se relaciona con la induccion de la produccion de citocina y
una mayor expresion de las moléculas de adhesién selectina-E, ICAM-
1, y VCAM-1. Inducidas por los PAMP.

Los osteoblastos también son sensibles a los PAMP; en particular, el
LPS puede inducir la produccion de multiples citocinas proinflamatorias

y mediadores biologicos que participan en la resorcion 6sea.
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4.5.2. EFECTOS SOBRE CELULAS NO RESIDENTES

Los neutrofilos responden a las citocinas secretadas por las células

huésped activadas, como la IL-8 liberada por las células epiteliales, y a
las moléculas de adhesién expresadas por las células endoteliales
estimuladas. Los PAMP también pueden estimular de manera directa
estas células, induciendo quimiotaxis, la liberacion de la molécula de
adhesion selectina-L y la produccion de citocina, efectos mediados por
la expresion de TLR-2.

Los monocitos estimulados por los PAMP producen citocinas
inflamatorias y también aumentan la proliferacion y adhesion a las
células endoteliales. La secrecion de IL-12 juega un papel importante
en la activaciéon de las células T para producir IFN-y, que lleva al
desarrollo de una respuesta Thl de células T, caracterizada por una
inmunidad mediada por células.

Los linfocitos B también estan estimulados de manera directa por los
PAMP, porque carecen de expresion de TLR-4, mientras que expresan
TLR-9. Esto lleva a la proliferacion, la produccién de anticuerpos en los
plasmocitos, la expresion de factores coestimulantes (p. ej. MHC clase
I, CD80, CD86) y la produccion de citocinas inflamatorias, incluida IL-
12, en presencia de factores coestimulantes.

Los linfocitos T suelen activarse mediante la interaccion con otras
células y sus mediadores biolégicos, lo que produce la diferenciacion a
un tipo de respuesta inmune Thl o Th2. Sin embargo, el LPS también
puede inducir de manera directa la proliferacion y secrecion de

citocinas, pero este efecto depende de la especie de microorganismo.*

4.5.3. FASES DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

A nivel molecular las bacterias de la placa producen metabolitos —por

ejemplo, &cidos grasos de cadena corta (4cido butirico, acido
propidnico), el péptido N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (FMLP) y

Lipopolisacarido (LPS)— que inducen a que el epitelio de union secrete

Bioquimica Pagina 33



ad o

MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO i‘ﬂﬁ ’:“;j“” W
UNAM

1904

mediadores de inflamacién (IL-8; TNF-a, IL-1a, PGE;, MMP). Las
terminaciones nerviosas libres producen neuropéptidos e histamina,
que regulan la reaccion vascular local. Las células cebadas
perivasculares liberan histamina, lo cual lleva al endotelio a liberar IL-8

en el vaso. La IL-8 atrae a los PMN.

Activacion de macroéfagos y del sistema de proteinas séricas

Esta reaccidn vascular provoca que proteinas séricas —por ejemplo, el
complemento— penetren en el tejido conjuntivo, activando la reaccion
inflamatoria local.

Posteriormente se reclutan leucocitos y monocitos. Los macréfagos
activados producen mediadores de la inflamaciéon, como IL-1B, IL-1ra,
IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, PGE;, MMP, IFN-y, y quimiotaxinas como
Proteina quimiotactica de monocitos (MCP), Proteina inflamatoria de

macrofagos (MIP).

Regulacion de la actividad de células inflamatorias

Los linfocitos predominan ahora en el infiltrado inflamatorio. Las células
T activadas coordinan la respuesta inmunitaria mediante citocinas (IL-2
a IL-6, IL-10 e IL-13, Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Factor de
crecimiento transformador beta (TGN-§3), IFN-y.

Las células plasméticas producen Ig y citocinas. Los PMN activados
secretan diversas citocinas, leucotrienos (LTBs) y MMP. Los
fibroblastos activados producen MMP e Inhibidor tisular de las MMP

(TIMP) en lugar de colageno. El infiltrado aumenta de tamafio.

Primera pérdida de insercion

Aumento de la actividad de los macréfagos, los mediadores regulados
y las reacciones del huésped en el tejido conjuntivo infiltrado. Las
células inmunocompetentes, como los fibroblastos, producen

numerosas citocinas (IL-1-B, IL-6, IL-8, TNF-a), asi como

Bioquimica Pagina 34



EY:

MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO p I W

I ooonttionia
UNAM
1904

prostaglandina (PGE;), MMP y TIMP. Las células plasmaticas
predominan en el infiltrado.
La alteracién de la homeostasia tisular conduce a la degradacion del

colageno, la matriz y el hueso, con la consiguiente periodontitis.'*

(Fig.3)
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Fig. 3. Activacion celular por PAMP vy efecto en el periodonto. Los PAMP de
microorganismos en la placa dentobacteriana (PDB) pueden activar de manera directa varios
tipos celulares (flechas negras) que producen cierto nimero de mediadores biolégicos. Estos
mediadores, afectan a otras células (flechas punteadas azules), al inducir la expresion de otros
mediadores (expresion de RANKL por parte de los osteoblastos) o por la activacion de la
quimiotaxis (flechas punteadas verdes). Algunos ejemplos de estos efectos son la expresion de
RANKL por los osteoblastos y la secrecién de IL-8 por parte de las células epiteliales. También
puede haber dafio directo a los tejidos periodontales después de la estimulacién de los PAMP
(flechas rojas), como la secrecién de metaloproteinasa por parte de los fibroblastos del
ligamento gingival y periodontal.

PAMP, patron molecular asociado a patégenos; RANKL, activador del receptor del ligando del
factor nuclear kappa B; IL-8, interleucina-8; KC, queratinocito; DC, célula dendritica; Mac,
macrofago; GF, fibroblasto gingival; PDL, fibroblasto del ligamento periodontal; OB,
osteoblasto; OC, osteoclasto; EC, célula endotelial; PMN, neutréfilo polimorfonuclear; Mon,
monocito; Célula T, linfocito T. Fuente: Modificado de Carranza F., et &l . Carranza’s Clinical
periodontology. 2006.
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5.- RECEPTORES CELULARES

5.1. RECONOCIMIENTO DE LO NO PROPIO INFECCIOSO

Los seres vivos nos encontramos inmersos en un “océano” de

microorganismos que colonizan nuestras superficies. Muchas veces,
las interacciones entre el organismo hospedero y las bacterias son
benéficas  —por ejemplo, la flora microbiana comensal provee
nutrientes y promueve el completo desarrollo del tracto intestinal-. En
contraste, muchos organismos patogénicos han desarrollado
mecanismos para cruzar las barreras de los tejidos™®. Asi, cierta clase
de microorganismos representan una constante amenaza para los
organismos metazoarios. Consecuentemente, el desarrollo de
poderosos mecanismos para contener invasiones microbianas se
convirtié en un prerrequisito de la evolucion durante miles de millones
de afios. Esos mecanismos involucran el reconocimiento del invasor, o
sea, la discriminacioén entre lo propio y lo no propio infeccioso, asi como
un sistema efector que eficientemente reconoce como su blanco a los
microorganismos con respecto de las células propias.*’

A partir de estos planteamientos se cree que el sistema inmune
evolucion6 como el mecanismo de defensa contra los microbios
patégenos. Consta de la inmunidad innata, que es evolutivamente mas
antigua, y la inmunidad adaptativa, que permite el reconocimiento
especifico y la memoria inmunolégica. La inmunidad innata es la
primera linea de defensa contra los patégenos microbianos'®>28,
Como primera capa activa, se basa en el reconocimiento, por medio de
receptores de superficie, de moléculas indicativas de lo no-propio o lo
propio-modificado.®

El modelo inicial del porqué se genera una respuesta inmune fue
propuesto por Frank Macfarlane Burnet a mediados del siglo XX y se
conoce como “la discriminacién propio-no propio”. Esta teoria ha

prevalecido desde su planteamiento y sostiene que el sistema inmune
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se activa en presencia de componentes extrafios en tanto que no
responde, es decir tolera los componentes propios. La respuesta
inmune se iniciaba cuando los linfocitos B (LB) reconocian antigenos
(Ag) mediante su receptor especifico, el receptor de las células B
(BCR).

En 1969, Bretscher y Cohn propusieron al linfocito T colaborador (LTh)
como proveedor de una segunda sefial (sefial 2 de ayuda) que evitaba
la muerte de los LB que habian recibido la sefial del Ag (sefial 1). En
1974 Lafferty y Cunningham modifican el modelo con la inclusion de la
célula presentadora de antigeno (CPA) que proveia otra segunda sefial
a la que llamaron sefal 2 coestimuladora del LTh. Durante afios se
estudio la sefial 2 de ayuda y se ignor6 la sefal 2 coestimuladora
debido a que se desconocia la manera en que la APC podia diferenciar
lo propio de lo extrafio. Ante la imposibilidad de explicar muchos
fendmenos inmunoldgicos con este modelo. Charles Janeway en 1989,
encontré la manera de integrar la coestimulacion en el modelo del
reconocimiento de lo propio versus lo no propio, cuando planteé la
teoria de “la discriminacion entre lo no propio infeccioso y lo propio no
infeccioso”. Janeway acufo el término “Receptores de reconocimiento
de Patrones (PRR) para referirse a receptores no clonales, codificados
en la linea germinal y expresados en las APC para reconocer
productos microbianos, ausentes en las células del hospedero, como el
lipopolisacarido (LPS); es decir, los PRR permitian a las APC
discriminar entre lo no propio infeccioso y lo propio no infeccioso.

Este modelo ubica el inicio de la respuesta inmune en el
reconocimiento de los agentes infecciosos no por los linfocitos sino por
las APC; de acuerdo con esta propuesta y partiendo de la hipétesis de
que normalmente las APC estan en reposo y deben “activarse”
mediante alguna sefal, Janeway sugirié que la union de los PRR a sus
ligandos activaba a las APC, las que entonces aumentarian la

expresion de moléculas coestimuladoras para activar al LT. Sin
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embargo, aunque con esto se explicaba la respuesta inmune a las
bacterias y patégenos evolutivamente distantes, no aclaraba porqué se
presentaba una respuesta inmune a trasplantes y tumores, ni la
disfuncion observada en enfermedades autoinmunes.

Para resolver esta cuestion, en 1994, Polly Matzinger propuso la “teoria
del peligro” segun la cual, las CPA son estimuladas no por los PAMP
sino por sefiales de alarma/peligro liberadas por los tejidos lesionados
como aquellos expuestos a patdgenos, toxinas, dafio mecanico y
muerte por necrosis; sefiales que no son emitidas por células
saludables o que sufren muerte fisiolégica. En ese momento se
desconocia cuales podian ser esas sefiales. La teoria del peligro
sugiere que el estado de activacion de una CPA depende de la salud
de su entorno; de este modo, las células saludables envian “sefiales de
normalidad” a las CPA, mientras las células estresadas, dafadas,
destruidas anormalmente o muertas por necrosis envian sefiales de
alarma que alertan a las CPA. Este modelo plante6 dos aspectos
novedosos; el primero, que no es la naturaleza extrafia del patégeno el
rasgo importante que desencadena la respuesta inmune sino las
sefiales que libera la célula lesionada; y el segundo, que el
reconocimiento de lo propio no es garantia de tolerancia porque si lo
propio esta alterado también puede inducir una respuesta.

La teoria de lo no propio infeccioso y la teoria del peligro tienen en
comun que ubican el inicio de la respuesta inmune en la CPA; activada
por PAMP o sefales de peligro derivadas del tejido lesionado. El
modelo de lo no propio infeccioso ha sido respaldado por el
descubrimiento de los TLR y de los receptores con dominios de
oligomerizacion para union a nucle6tidos (NOD). Por otro lado, la
teoria del peligro ha sido respaldada por el hallazgo de sefales de
alarma endogenas tales como DNA, RNA, proteinas de choque térmico
(HSP), interferén alfa (IFN-a), interleucina 1 beta (IL-18), el ligando de
CD40 (CD40L) y productos del hialuronano generados durante la
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ruptura de vasos sanguineos.”® Evidencia reciente indica que los PRR
son también responsables por el reconocimiento de moléculas
endodgenas liberadas por células dafadas, llamadas Patrones
moleculares asociados a dafio (DAMPs).?* Sugiriendo que estos
receptores reconocen sefiales exdégenas o enddgenas para defender al
organismo de agresiones tanto del medio externo como interno. Lo que
explica la expresion de TLR en células no solo del sistema inmune sino
también en tejido epitelial, adiposo y muscular entre otros. De manera
qgue es posible a considerar a los TLR y otros receptores, algunos aun
desconocidos, como un puente que permite expandir el modelo del

peligro mas alla de las fronteras del sistema inmune.?°

5.2. RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE PATRONES

Las respuestas del sistema inmune contra patégenos microbianos son

iniciadas por el reconocimiento de estructuras especificas de los
patégenos invasores?. Estructuras quimicas moleculares conservadas,
como lipidos, carbohidratos, péptidos y &cidos nucleicos, conocidas
como patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS), que son
tipicamente invariables y esenciales para el ciclo de vida de los
mismos, asi como para su virulencia. Estos patrones se encuentran
ausentes de las células del organismo hospedero, y son reconocidos
por receptores reconocedores de patrones (PRR) codificados en linea
germinal por el hospedero.?®

Los PRR se encuentran distribuidos con perfiles particulares en cada
tipo celular, pero su funcién es la misma independientemente de su
localizacion; ademas, un solo receptor genera una respuesta celular
mediante su interaccién con varios ligandos estructuralmente distintos.
No obstante, el nivel de especificidad de los PRR es tan fino que dos
de ellos distinguen porciones de una misma molécula y no entrecruzan
sus respuestas. Una vez activados, disparan eventos de sefializacion

intracelular que llevan a la produccion de mediadores de la inflamacion.
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Las dos familias de PRR méas estudiados son los TLR (receptores
similares a toll) y los NLR (receptores similares a NOD); pero existen
otros, entre ellos, las helicasas tipo RIG, lectinas tipo C, receptores
purinérgicos, scavenger y otros. (Tabla 2)

De manera breve se mencionaran algunos, para después describir a

fondo los que interesan a este trabajo; los receptores tipo Toll.

5.2.1. RECEPTORES TIPO NOD (NLR)

La familia NLR comprende alrededor de 20 miembros. Los NLR

reconocen una variedad de PAMPs similar o complementaria al
reconocimiento por TLR. La peptidoglicana (PGN) es reconocida por
NOD1/NOD2; el receptor IPAF y la proteina neuronal inhibidora de
apoptosis (NAIP) reconocen a la flagelina; los miembros de la
subfamilia  NALP reconocen al muralmildipéptido (MDP) y a los
adenovirus que causan enfermedades respiratorias.

Los NLR estan formados por un dominio de reconocimiento rico en
repeticiones de leucina, un dominio central de oligomerizacién (NOD) y

un dominio de sefalizacion.

5.2.2. RECEPTORES HELICASAS TIPO RIG (RLH)

La proteina citoplasmica inducible por el &cido retinoico | (RIG-I) es una

helicasa de RNA. Posee un dominio de reconocimiento de RNA de
doble cadena y tiene dos dominios de reclutamiento y activacién de
caspasas (CARD). Su funcién consiste en bloquear la replicacion viral a
través de produccion de IFN-(3.

5.2.3. RECEPTORES LECTINA TIPO C (CLR)

Los CLR son una familia de receptores que reconocen carbohidratos

como N-acetilglucosamina, manosa, N-acetiimanosamina, mucosa y
glucosa. Algunos tienen actividad bactericida como Reg Il que se une

a la PGN de bacterias gram-positivas.
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Existen otras lectinas tipo C cuya funcidon principal descrita es la
fagocitosis, aunque algunas de ellas parecen generar sefiales que

llegan al ndcleo para transcripcién de genes.?
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Tabla 2. Receptores PRR y sus ligandos

PRRs Localizaciéon Ligando Origen ligando
TLR
TLR1 Membrana Lipoproteina Bacteria
triacil
TLR2 Membrana Lipoproteina Bacterias, virus,
parasitos
TLR3 Endolisosoma dsRNA Virus
TLR4 Membrana LPS Bacterias, virus
TLR5 Membrana Flagelina Bacterias
TLR6 Membrana Lipoproteina Bacterias, virus
diacil
TLR7 Endolisosoma SSRNA Virus, bacterias
(TLR8 en
humanos)
TLR9 Endolisosoma CpG-DNA Virus, bacterias,
protozoarios
TLR10 Membrana Desconocido Desconocido
TLR11 Molécula Protozoarios
similar a
profilina
RLR
RIG-1 Citoplasma dsRNA corto, Virus RNA, DNA
5"trifosfato
dsRNA
MDA5S Citoplasma dsRNA largo Virus RNA
(Picornaviridae)
LGP2 Citoplasma Desconocido Virus RNA
NLR
NOD1 Citoplasma IE-DAP Bacteria
NOD2 Citoplasma MDP Bacteria
CLR
Dectin-1 Membrana Glucano- Hongos
Dectin-2 Membrana Glucano-f Hongos
MINCLE Membrana SAP130 Hongos
Fuente: Takeuchi O. et al. Pattern Recognition and Inflammation. 2010.
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5.3. RECEPTORES TOLL

En 1988 Nusslein-Volhard acuiio el término Toll que en aleman

significa extraordinario para referirse a un gen que codifica para un
receptor de membrana involucrado en el desarrollo dorso-ventral de la
mosca de la fruta Drosophila Melanogaster, ya que cuando estos
insectos carecian de esta proteina se desarrollaban de manera fuera
de lo comun, de ahi que en principio se relacionara con la
diferenciacion morfologica del insecto.

A mediados de los afios noventas, se descubrié que la defensa
fisioldgica generada por la mosca de la fruta consistia en la produccion
de diferentes péptidos antimicrobianos. Los promotores de los genes
gue codifican estos péptidos contienen secuencias de reconocimiento
para el factor de transcripcién nuclear (NF-kB), que es central para la
expresion de genes relacionados con la respuesta inflamatoria, el
control de la proliferacion celular y la resistencia a la apoptosis.

En 1996, el grupo de Hoffmann encontré que las moscas adultas que
no expresaban el factor de transcripcion denominado “dorsal”, proteina
de la familia NF-kB y regulada por Toll, morian de infecciones
causadas por hongos.?®

Un afio después, en 1997, el primer receptor homologo a Toll en
humanos fue descrito. Uno tras otro, se fueron identificando mas

receptores, designandolos receptores similares a Toll (TLRs).?

5.3.1. ESTRUCTURA

Los receptores tipo Toll son receptores transmembranales tipo | que

presentan homologia con la proteina Toll de Drosophila Melanogaster y
el receptor de la interleucina-1 (IL-1).

Todos los TLRs comparten la misma estructura: un gran dominio
extracelular amino (550 a 980 aminoacidos) que consiste en
repeticiones ricas en leucina (LRR), un dominio transmembrana y una

porcién citoplasmatica, con extremo carboxilo, similar al receptor de
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IL-1 llamado TIR (como Toll/IL-1R-) de unos 200 aminoacidos de
longitud. El dominio extracelular tiene la capacidad de union al ligando,
siendo responsable del reconocimiento de los diferentes PAMPs vy el
dominio TIR media la sefial intracelular.?>?®

De manera general, el dominio TIR intracelular adaptador de proteinas
esta compuesto de aproximadamente 160 residuos de aminoacidos y la
secuencia primaria del dominio TIR se caracteriza por tres cajas de
secuencias conservadas (Box) designadas Box 1, 2 y 3. Box 1 es
considerada como la secuencia caracteristica de la familia, mientras
box 2 y 3 contienen importantes residuos funcionales involucrados en
la sefalizacion. Estos componentes dan como resultado la formacién
de un extenso complejo multimero, o “plataforma de sefalizacién”, que
propaga la cascada de sefializacion, que eventualmente conduce a
cambios en la expresion de varios cientos de genes de la respuesta
inmune primaria. Sin embargo, la arquitectura de los complejos de
sefalizacion de TLRs es pobremente entendida aun debido a la falta de
métodos confiables para estudiar tales interacciones.

El dominio extracelular contiene multiples bloques de LRR los cuales
se encuentran protegidos por regiones ricas en cisteina formando las
terminales LRR-N y LRR-C. La estructura terminal C se encuentra
conectada al dominio citoplasmatico TIR por medio de una hélice a
transmembranal. Un médulo individual LRR (aproximadamente de 20-
30 residuos aminoacidos de longitud) consiste de un motivo
conservado “LxxLxLxxNxL”, y una region variable. (Fig. 4) Los residuos
variables “x” presentes en el motivo son expuestos al solvente. Entre
estos, solo pocos residuos estan involucrados en el reconocimiento del
ligando. ElI motivo “LxxLxLxxNxL” localizado en el interior de la
superficie concava de la estructura de herradura forma hebras
paralelas 3, mientras la region variable forma la superficie concava

generada por hélices a, vueltas B y estructuras en bucle.?’
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TLR4 LRR

Central

Terminal-N N Nucleo Hidrofobico

Terminal-C A Region variable

XLxxLxxLxLxxNxLxxLPxxxFx

Fig. 4. Estructura del dominio extracelular de TLR4. TLR4: Se muestran las posiciones de
los subdominios Terminal-N, Central y Terminal-C. LRR: Moddulo de repeticiones ricas en
leucina con el motivo conservado (nucleo hidrofébico) y la regién variable. Fuente: Modificado
de Manalavan B., et &l. Similar structures but different roles — an updated perspective on TLR
structures. 2011.

Los receptores Toll reconocen a sus ligandos en forma de homo o
heterodimeros, oligomerizando en sus dominios citoplasméticos. TLR 4
actiia como un homodimero, y un estudio reciente también implica su
asociacion con TLR5 formando un heterodimero en la sefializacion de
flagelina bacteriana. TLR2 puede formar asociaciones con TLR6 y
TLR1, pero también funciona solo. %%

Al estudiar los dominios extracelulares de las proteinas de la familia
Toll se ha observado que son muy divergentes. Comparando TLR2 y
TLR4, su homologia es del 24%, lo que explicaria su activacion por
distintos ligandos. Esta diferencia se hace patente también entre genes
homélogos de diferentes especies, por ejemplo, el TLR4 de ratdon
presenta una homologia del 53% con el TLR4 humano. A diferencia del
dominio extracelular, el dominio citoplasmatico esta bastante
conservado a lo largo de la evolucién, el TLR4 humano y del ratdén

presenta una homologia del 83%.2°%
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5.3.2. CLASIFICACION (FAMILIA/LOCALIZACION)

La familia de los TLR se compone por lo menos de 10 miembros,

algunos autores mencionan hasta 15 tipos®®. La comparacién de la
secuencia de aminoéacidos de los TLR humanos y de su estructura
gendmica permite su clasificacion en 5 subfamilias; TLR2, TLR3, TLR4,
TLR5 y TLR9. TLR3 es el tnico codificado por 5 exones, mientras que
los representantes de las otras subfamilias sélo codifican por uno o dos
exones.®** A su vez, estos miembros pueden ser divididos en dos
subgrupos, extracelulares e intracelulares, dependiendo de su
localizacion celular. TLR1, 2, 4, 5, 6 y 10 estan localizados
principalmente en la superficie celular para reconocer PAMPS. Por otro
lado, TLR3, 7, 8 y 9 se localizan en organelos intracelulares como
compartimentos endosomales/lisosomales y el reticulo endoplasmaético,

dependiendo del tipo y la condicién celular.®®

5.3.3. LIGANDOS DE RECEPTORES TOLL

Los ligandos de receptores TLR pueden ser categorizados como

componentes lipidicos, proteinicos y acido nucleicos. Todos ellos
potentes coadyuvantes inmunes que pueden disparar una vigorosa
respuesta inmune. El primero en ser identificado, y més potente, es el
lipopolisacéarido (LPS). El LPS es reconocido por TLR4. Inicialmente el
LPS se liga a un factor soluble, proteina ligadora LPS, en el suero y
entonces se transfiere a células blanco como los macréfagos.

Otros componentes con contenido lipidico de las paredes celulares de
una gran variedad de microorganismos son reconocidos por TLR2 y
otros TLR relacionados, como TLR1 y TLR6. La heterodimerizacion es
critica para el reconocimiento mediado por TLR2. Por ejemplo, TLR2
puede reconocer lipopéptido-2 macrofago-activador mycoplasma
(MALP-2) cuando se asocia con TLR6. Mientras que, el heterodimero
TLR2/TLR1 estad involucrado en el reconocimiento del lipopéptido
bacterial (BLP).**
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Se ha demostrado que TLR3 reconoce RNA viral de doble cadena
(dsRNA) producido durante la replicacion viral. EI dsRNA interactta con
ambas terminales C y N en el lado de la superficie convexa de TLR3.
La flagelina es reconocida por TLR5, RNA de una cadena por TLR7 o
TLR8, y ADN microbiano por TLR9.%

5.3.4. EXPRESION DE TLRs

Los TLR son expresados en diferentes tipos celulares, principalmente

en células del sistema inmune innato, incluyendo neutrdfilos,
monocitos/macréfagos y células dendriticas.®® Fuera del sistema
inmune también tienen expresion en fibroblastos, células endoteliales,
adipocitos, células epiteliales.?®

Los monocitos y macréfagos expresan RNA mensajero para la mayoria
de los TLR, con excepcion de TLR3. La expresion de TLR en células
dendriticas difiere segun su origen. En el hombre, las células
dendriticas pueden ser de estirpe mieloide o plasmacitoide. Las
primeras expresan TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 y TLR8, mientras que las
Ultimas expresan exclusivamente TLR7 y TLR9. Algunos trabajos
sugieren que TLR7 también se expresa en células dendriticas de
origen mieloide.

Las células dendriticas maduran en respuesta a componentes
microbianos y la expresion de TLR difiere segun el patron de
maduracion. La mayoria de los tejidos expresa al menos un TLR;
aunque los fagocitos son las células con mayor expresion de TLR,
algunas moléculas se expresan preferentemente en linfocitos B.

Las células cebadas, muy preservadas a lo largo de la evolucion,
pueden fagocitar patdégenos, procesar antigenos y producir citoquinas
inflamatorias, lo cual las involucra en la respuesta inmune innata
ademas de participar en reacciones alérgicas. Las células cebadas
expresan TLR2, TLR4, TLR6 y TLR 8 pero no TLRS.
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Los LTR también se expresan en una gran variedad de células que
contribuyen con la respuesta inflamatoria. La superficie mucosa del
tracto intestinal o respiratorio esta recubierta por una capa simple de
células epiteliales que forma una barrera contra patdogenos. En
intestino, la cara apical de las células epiteliales esta continuamente
expuesta a bacterias sin que se genere inflamacion, que solamente
ocurre cuando los gérmenes patogénicos invaden el compartimiento
basolateral. El TLR5 se expresa Unicamente en esta Ultima cara,
mientras que el LTR4 sdélo se expresa levemente en células epiteliales
del intestino, lo cual explica la baja reaccion a LPS.

En las células epiteliales, la expresion de TLR esta sujeta a una
regulacion exquisita de manera tal que sélo haya respuesta frente a

gérmenes patégenos y no comensales.®*
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6.- PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS A
PATOGENOS

6.1. DEFINICION

Como se mencion6é con anterioridad, las células del sistema inmune

innato reconocen un patron molecular comdn y constante de la
superficie de los microorganismos denominado patréon molecular
asociado a patégenos (PAMP).

Estos patrones moleculares presentes en los microorganismos
patégenos presentan una serie de propiedades comunes:

e Son caracteristicos de los microorganismos y no se encuentran
presentes en las células del hospedero, caracteristica que
permite al sistema inmune innato distinguir entre antigenos
propios y extrafios.

e Son invariables, lo que permite que con un ndamero limitado de
PRR se detecte la presencia de cualquier patdgeno. Por
ejemplo: el reconocimiento del lipido A caracteristico del LPS
permite a un Unico PRR detectar la presencia de cualquier
infeccion bacteriana por microorganismos gram-negativos.

* Son esenciales para la supervivencia o patogenicidad del
microorganismo, por lo que sus mutaciones son letales para el
mismo y, por tanto, permanecen invariables pudiendo ser

reconocidos por los PRR.?°>*

6.2 PRINCIPALES PAMPs

Entre los principales PMAPs que actian como dianas para la

activacion del sistema inmune innato se encuentran el
lipopolisacéarido, &cido teicoico, secuencias de DNA CpG no

metiladas, manosa y RNA bicatenario caracteristico de virus.
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El lipopolisacarido es un componente integral de la membrana
externa de las bacterias gram-negativas y un potente activador de
macrofagos como agente causal del shock endotoxico.
Estructuralmente, el LPS es un complejo glicolipidico integrado por
una porcion polisacarida hidrofilica y un dominio hidrofébico
conocido como lipido A, el cual es responsable de su actividad
biolégica. Las bacterias gram-positivas como Staphylococcus aureus
no producen LPS pero desencadenan un sindrome de shock toxico
similar al producido por LPS. Los principales componentes
inmunoestimuladores  son  peptidoglicanos  (PGN), &cido
lipoteicoico (LTA) y lipoproteinas. LTA se compone de un anclaje
lipidico unido a una cadena de unidades de poli-glicerol o poli-ribitol
separados por un grupo fosfato. La Flagelina es un monémero de
55 kDa obtenido a partir de flagelos bacterianos, un apéndice
polimérico tipo varilla que se extiende desde la membrana externa
de bacterias gram-negativas, propulsando al organismo a traves de
ambientes acuosos. De la replicacion viral en el interior de células
infectadas resulta la generacion de RNA bicatenario (dsRNA).
Motivos de deoxicitidilato-fosfato-deoxiguanilato no metilado (CpG)
también se encuentran entre los principales PAMPs. Cpg DNA es el

equivalente del DNA bacteriano.”**%"3®

Bioquimica Pagina 50



Q&
MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO \i‘v@ %‘7"
UNAM

1904

7.- LIPOPOLISACARIDO

7.1. PERSPECTIVA HISTORICA

Inicio de la investigacion de endotoxinas

Por 2500 afios se penso en la fiebre como una bendicidon y un veneno
para el cuerpo en su lucha contra la enfermedad. Muchos notables
meédicos de la antigledad, iniciando con los griegos, creian que la
fiebre debia ser promovida como una manera de combatir a la
enfermedad. Hipdcrates creia que la fiebre servia para “cocer” los
humores excesivos (la supuesta causa de enfermedades como se creia
entonces) y, por lo tanto, remover éstos del organismo. No fue hasta el
siglo XVIII que se realizaron estudios serios encaminados a descubrir
las causas de la fiebre. Los primeros estudios surgieron de
observaciones asociadas al comienzo de fiebre en animales y humanos
en contacto con materiales orgéanicos en estado de putrefaccion.®® A
través de los trabajos de Albrech von Haller (1708-1777) y otros
meédicos y cientificos, se reconoce que la inoculacion intravenosa de
fluidos putridos, como los obtenidos de la descomposicion de materia
organica como pescado o0 carne, en animales de experimentacion
produce fiebre y otras manifestaciones de enfermedad. Un extracto
obtenido de pescado o carne fresca no producia reacciones febriles, lo
que hace pensar que aparentemente durante la descomposicion y
putrefaccion es formado un principio toxico que produce fiebre y
enfermedad. Francois Magendie (1783-1855) (Fig. 5), director de
servicios médicos del viejo hospital parisino L Hotel-Dieu, consideré las
frecuentes observaciones de los médicos acerca de la influencia insana
de las condiciones insalubres en las principales bahias y sus
alrededores. Ahi, masas de plantas y material de origen animal
lentamente se descomponian 'y entraban en putrefaccion,
presentandose severas enfermedades, incluyendo plaga y colera.

Magendie se plante6 una pregunta fundamental, si podia existir una
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conexion entre la putrefaccion, la produccion de toxinas, y la iniciacion
de la fiebre y la enfermedad.

Magendie desarrollo los mas reveladores experimentos con filtrados de
peces en descomposicion estudiando la respuesta primaria del
anfitrion. Sin embargo, no traté de purificar el principio activo de este
fluido toxico.*® Demostré que sin la descomposicion putrida de materia
organica no se podia inducir fiebre y que para producir el efecto debia
ser absorbida a través de las venas. Al mismo tiempo, los
farmacéuticos franceses Pierre-Joseph Pelletier y Joseph-Bienaime
Caventue aislaron la quinina como farmaco antipirético puro de la
corteza de la cinchona. De este modo, la piresis y antipiresis (del griego

“pyreto” fiebre) pudieron ser inducidas artificialmente y estudiadas.*®

Fig. 5. Francois Magendie
Fuente: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Fran%C3%A7ois_Magendie.jpg
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El problema del aislamiento del principio activo del fluido téxico fue
abordado por el danés Peter L. Panum (1820-1885), entonces profesor
asociado de fisiologia y patologia en Kiel, Alemania. Panum intent6
caracterizar el veneno putrido, su trabajo es ahora considerado como el
inicio de la investigaciéon cientifica sistematica de las endotoxinas. En
1874, publicé su trabajo acerca de sus primeros intentos (alrededor de
1856) por purificar los principios activos del veneno putrido, que
pueden resumirse con lo siguiente:

e El veneno putrido no es volatil y no es un simple producto del
resultado de la putrefaccion o fermentacion. Puede ser
diferenciado de microorganismos vivos, los cuales pueden ser la
fuente del mismo pero no la causa.

¢ La toxina resiste el calor, asi, difiere de las enzimas tipicas.

¢ Es insoluble en alcohol puro pero soluble en agua.

e Las sustancias parecidas a proteinas presentes frecuentemente
en fluidos putridos no eran toxicas en si mismas, pero absorbian
(condensaban) la toxina en sus superficies cuando se
precipitaban.

e La inoculacion de 12 mg de concentrado era suficiente para
producir fiebre alta y matar a un perro.

Las ideas de Panum fueron seguidas mas tarde por Ernst von
Bergmann (1836-1906), profesor de cirugia en Wiurzburg y Berlin,
Alemania. Von Bergmann creia que existia una sustancia quimica
definida responsable de la intoxicacion putrida, a la cual denominé
sepsina.**

En 1868, publico6 un primer trabajo acerca de la sepsina.
Subsecuentemente, intenté aislar el asumido componente del fluido
puatrido que, en una forma purificada, induciria manifestaciones téxicas
en animales. Su trabajo acerca de la sepsina fue desafortunadamente
interrumpido por la guerra Franco-Prusia (1870-71) sin ser continuado

posteriormente.
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Durante estos afios de una investigacién emergente de la molécula que
mas tarde se conoceria como endotoxina, y como entonces muchas
veces se reconoceria por sus propiedades productoras de fiebre, para
referirse a ella se acufiaron términos como material pirogénico o
pirdgeno. El crédito por el primer uso del término sustancia pirogénica
se debe a Theodor Billroth (1829-1894), profesor de cirugia en Zurich,
Suiza, y en Viena, Austria. En su publicacion del afio 1862
“Observations on fever caused by wounds and accidental wounds
diseases” sefiala: “La sustancia pirogénica esta igualmente presente en
material putrido seco y pus seca como también en fluidos putridos y
pus fresca”. Independientemente el término “sustancia pirogénica” fue
usada en 1873 por Bernhard Naunyn (1839-1925), profesor de
medicina interna en Dorpat, Berna, Suiza, Konigsberg, Rusia (hoy
Kaliningrado), y Strasbourg, Francia, para designar a un definido
principio productor de fiebre. Finalmente, Sir John Burdon-Sanderson
(1828-1905), un eminente fisiologista y patologista britanico sefiala en
una revision de 1896: “En 1875, preparé una sustancia de extracto
putrido de carne, la cual me aventuré a llamar pirégeno. Este producto
estéril produce fiebre. Burdon-Sanderson intenté con aparente éxito
parcial purificar su pirébgeno a partir de material patrido. Por supuesto,
no es posible hoy en dia decidir si las preparaciones obtenidas fueron
endotoxinas o, quiza, concentrados de mediadores endégenos como
interleucinas 1y 6, o factor de necrosis tumoral a. En cualquier caso, el
mismo Burdon-Sanderson reflexionando en 1876 acerca del origen de
la sustancia pirogénica, se preguntaba si era de origen enddgeno,
presente en la sangre o el fluido tisular. Alternativamente argiia, el
material pirogénico podia provenir de una fuente exdgena, como un

microbio.
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El origen microbiano de toxinas y enfermedades

Los afios 1870-1905 comprenden el periodo en el cual el concepto de
gue la infeccion es debida a microorganismos gano terreno en el
campo cientifico.** Las teorias competidoras del "miasma" y el
"contagio” constituyen el marco conceptual dentro del que se
desarrollaron los primeros trabajos que trataron de identificar al
“veneno” que producia las enfermedades.

Impresionados por las emanaciones malolientes de los pacientes que
sufren de la plaga y sus similitud con los vapores fétidos que emanan
de marismas, los médicos llegaron a creer que el supuesto veneno era
generado por la putrefaccion (del griego para sepsis) de materia
organica presente en las personas enfermas o en lugares como los
pantanos. El mal aire de los pantanos, hoy en dia aun presente en el
término malaria = malaria, fue nombrado miasma (del griego
"miainein”, "polucién™) y se creia que esparcia el veneno, con lo que
verosimilmente se explicaria la muerte por inhalacion de miles de
personas dentro de un corto periodo de tiempo. EI modelo del miasma
no podia, sin embargo, explicar por qué el aislamiento de los enfermos
durante 40 dias (cuarentena) a menudo impedia la propagacion de la
enfermedad.

Una creencia alterna, indicaba, que era un material venenoso no volatil
el causante de las enfermedades. Este material, nombrado contagio
(del latin “contigere" que significa “contacto”), también se pensaba que
era producido por putrefaccibn de materia organica, como la carne,
pero se transmitiria sélo por contacto directo.**

De modo que dos escuelas fueron creadas: una favoreciendo la idea
del miasma, y la otra siguiendo el concepto de contagio.”® Por
supuesto, los contagionistas no podian explicar como un solo contacto
con fluidos putrefactos, o de un paciente enfermo, podia transmitir tanto
veneno que no solo afectaba a un individuo, sino también a miles de

personas, que podrian morir. Por consiguiente, un gran avance
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intelectual fue postular que el veneno putrido comunicado por el
miasma o por contagio, podrian reproducirse en el individuo afectado,
teniendo asi, atributos de un organismo vivo. Esta revolucionaria idea
fue formulada por Jacob Henle (1809-1885) (Fig. 6), profesor de
patologia y anatomia en Goéttingen, Alemania, que sin saber acerca de
los microbios, apuntd: "Un &tomo del veneno de la viruela es capaz de
causar una erupcion de viruela en todo el cuerpo”, lo que indica la
multiplicacion del material toxico. Asi, Henle, quien mas tarde seria
maestro de Robert Koch, promovio "la microbiologia sin microbios” y se
situé en un punto de transicion entre las épocas pre-microbiana y
microbiana.*!

Tuvieron que pasar alrededor de 25 afos para que fuera aceptada la
idea de que la enfermedad era el resultado de la fermentacion y

putrefaccion por microbios.

Fig. 6. Jacob Henle
Fuente: http://www.ub.uni-heidelberg.de/Englisch/helios/digi/anatomie/henle.html
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Fue Louis Pasteur (1822-1895), en Paris, quien demostro
convincentemente que la clase de desoérdenes que hoy referimos como
enfermedades infecciosas eran causadas por pequefios
microorganismos animados, los cuales, asociados con el polvo en el
aire, pueden ser transportados a cualquier lado y llegar a heridas,
donde pueden multiplicarse y causar infeccion. Por algun tiempo se
argumentd que un solo microorganismo, quiza en formas variadas,
pudiera ser el responsable de diversas enfermedades. Billroth pensaba
gue un peculiar microorganismo, Coccobacteria séptica, causaba
diversos tipos de infeccion. Consideraba que estas bacterias estaban
presentes en tejidos sanos y normales y eran activadas para
multiplicarse si el organismo humano era irritado por un “zymoid” (re
ensamblaje enzimatico) inflamatorio o séptico. Asi, Billroth permanecia
en la tradicion de la teoria de la putrefaccion enddgena. En contraste,
el bacteriélogo aleman Edwin Klebs (1834-1913), claramente declaraba
gue las infecciones severas eran causadas por microorganismos
originados en fuentes externas y podian invadir tejido sano pero
irritado. Durante la guerra Franco-Prusiana, Klebs realizo 115 autopsias
entre el 17 de agosto y el 17 de octubre de 1870, y notd que no solo el
75% de las muertes se debian a la septicemia, sino que también la
septicemia era causada por microorganismos, a los cuales denominé
Microsporon septicum. En uno de sus reportes hace la siguiente
declaracion: “Durante el desarrollo de Microsporon septicum una
sustancia productora de fiebre es generada...La fiebre continua es
causada por el transporte constante de esta sustancia al interior del
organismo”.

Fue Robert Koch (1834-1910), al final de su carrera como director del
Instituto para Enfermedades Infecciosas de Berlin, quien caracterizo
microorganismos como los agentes causantes de enfermedades
especificas. Koch basé sus brillantes conclusiones inicialmente en

animales de experimentacion. La conexion con enfermedades
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infecciosas humanas fue realizada primeramente por el profesor de
cirugia escocés, Sir Alexander Ogston (1844-1929). Ogston aislo pus
de pacientes vy lo tifid con anilina violeta. Ogston encontré en todo el
pus bacterias aisladas, la cuales, si eran inoculadas en animales de
experimentacion, causaban septicemia. Fue, no obstante, Koch quien
finalmente contribuyé en gran medida al entendimiento de la
participacion microbiana en heridas infectadas en 1880, sobre la base
de sus experiencias con miles de solados heridos en tiempo de guerra,
provenientes de expediciones a paises tales como Egipto y la India, los
cuales sufrian desastrosas epidemias como el célera, y soportd sus
ideas con experimentacion animal utilizando cultivos puros de bacterias
como agentes infecciosos.

Gustave Roussy (1874-1948), un médico francés quien fundo cerca de
Paris el Institut du Cancer de Villejuf, aislé, proveniente de bacterias,
dos tipos de sustancias: una provocaba hipotermia (denominada
frigorigenina) y la otra causaba fiebre (denominada piretogenina). El
creia que ambos principios residian en las bacterias y eran liberados
por la accion litica de enzimas corporales. Ludwig Brieger (1849-1919)
analizo bacilos de tifoidea, los cuales habian sido descubiertos en 1880
por Joseph Eberth (1835-1926). Brieger demostr6 la generacién de un
material toxico al cual llamé tifotoxina. De hecho, fue Brieger quien usé

por primera vez el término toxina.

Acufiacion del término Endotoxina

En el contexto de la investigacion de las endotoxinas, el afio 1892 es
de particular importancia. Durante 1892 y los afios siguientes,
dramaticos estallidos de coOlera amenazaron las grandes ciudades
portuarias, incluyendo Hamburgo en Alemania y San Petersburgo en
Rusia, ocasionando solo en Hamburgo cerca de 17,000 casos de

coleray 8,600 muertos entre el 15 de agosto y el 12 de noviembre.
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En el afio de 1884, Robert Koch (Fig. 7), identifica a Vibrio cholerae
como el agente microbiano causante del cdlera, y activa
investigaciones efectuadas en sus laboratorios para caracterizar los
factores de reproduccién de este microorganismo patdogeno. Estudios
desarrollados principalmente en Francia, Alemania y los Estados
Unidos revelan que muchas bacterias patogénicas producen sustancias
toxicas, las cuales, en forma aislada, inducen muchas de las
reacciones fatales observadas durante infecciones bacteriales severas.
La toxina de la difteria fue aislada en 1888-90 de filtrados de cultivo por
Pierre Paul Emile Roux (1853-1933) y Alexander Yersin (1863-1943)
del Instituto Pasteur en Paris, demostr6 que eran de naturaleza
proteinica, con lo que el concepto de que practicamente todas las
toxinas bacterianas eran proteinas fue aceptado absolutamente por
algun tiempo. Entre los mejores colaboradores de Koch estaba
Richard Pfeiffer (1858-1945). Pfeiffer, de hecho, observo que los vibrios
de colera liberaban una toxina proteinica dentro de un medio de cultivo,
una exotoxina labil al calor. Notd, sin embargo, que los vibrios de cdlera
producian, adicionalmente, una segunda toxina totalmente diferente
aparentemente sujeta con firmeza a la superficie de la célula
bacteriana.*® Una sustancia resistente al calor que no era secretada
por la célula bacteriana, pero se liberaba con la desintegracion
celular.®® En su primera publicacién acerca de la materia, Pfeiffer
apunta: “En cultivos de cdélera aerdbicos muy recientes, una sustancia
toxica especifica es contenida, la cual ejerce efectos toxicos
extraordinariamente intensos. Este principio toxico de colera se
encuentra intimamente sujeto, y probablemente sea una parte integral,
del cuerpo de la bacteria. Con cloroformo, timol, o por medio de
secado, los vibrios de célera pueden ser lisados sin cambios

detectables en la toxina”.*® Pfeiffer denominé a este principio téxico

“endotoxina” para diferenciarlo de la exotoxina sensible al calor.***3
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Fig. 7. Robert Koch, al microscopio, y Richard Pfeiffer.
Fuente: http://www.corbisimages.com/stock-photo/rights-managed/SF38191/dr-robert-koch-
with-dr-richard-pfeiffer

En su revision de 1904, Alfred Wolff, médico de la Clinica Universitaria
Médica de Munich, Alemania, escribe: “Richard Pfeiffer dio un nombre
especifico al sustrato bacterial que ejerce una accion téxica
definitivamente diferente de las ya conocidas toxinas. Denominandolo
endotoxina. El creador de esta denominacion basa su concepto en la
correcta opinion de que este principio toxico no es excretado por las
bacterias vivas, pero se encuentra firmemente fijo a los constituyentes
corporales de las mismas. En contraste con las toxinas tipicas, esta
sustancia venenosa no es secretada dentro de medios de cultivo, pero

se puede liberar si la bacteria sufre lisis, llamada bacteridlisis.

Bioquimica Pagina 60



ad o

MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO i‘ﬂﬁ ’:“;j“” W
UNAM

1904

Primeros pasos hacia la caracterizacion de la endotoxina

Casi al mismo tiempo, un importante paso fue dado hacia la
caracterizacion de la endotoxina por el italiano Eugenio Centanni
(1863-1948), director del Instituto de Patologia General de la
Universidad de Bolonia. En 1894, comenzé la publicacion de una serie
de documentos, el primero de ellos titulado “Investigaciones de la fiebre
infecciosa- la fiebre de toxinas bacteriales”.

En el capitulo 1 de La fiebre de toxinas bacteriales, Centanni describe
la preparacion de lo que €l llamd pyrotoxina bacterica. En principio, él
uso6 autolisados de largo plazo (mayores a 10 dias) de cultivos puros
bacterianos, trabajando un filtrado estérii de alcohol y otros
procedimientos de fraccionamiento, al final consigue un polvo blanco
estéril. Logrando producir mads o menos el mismo material altamente
pirogénico de una gran variedad de bacterias incluyendo Escherichia
coli, Salmonella typhi, y otras. Finalmente declara: “De esta forma,
podemos concluir que la familia entera de bacterias posee
esencialmente la misma toxina, un veneno unido inseparablemente a
su existencia y del cual depende el cuadro tipico de molestias
causadas por infecciones bacterianas”*®**. Centanni fue el primero en
reconocer la intima relacion entre los principios pirogénicos Yy
endotoxicos de las bacterias, quimicamente inseparables, un hecho
expresado en el término pirotoxina.

En 1898, el bacteridlogo y patélogo francés André Chantemese (1851-
1919) usando filtrados de cultivos de tifoidea mostré material que
podia ser precipitado usando cloruro de calcio (CaCl,), que era toxico
para los animales de experimentacién. También not6d que los caballos
eran particularmente sensibles al material y que los conejillos de indias
respondian con hipotermia en lugar de fiebre, como los conejos.
Numerosos investigadores trabajaron con filtrados bacteriales o

extractos que debieron contener endotoxinas como principio activo.
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Pfeiffer, Centanni, Ecker, Jona, Chantemesse, y otros estudiaron las
endotoxinas presentes en autolisados de Vibrio Cholerae, Escherichia
coli, y Salmonella typhi, pero no reportaron la aparicion de material
similar a endotoxina presente en cultivos tratados con calor o lisados
de Mycobacteria, Treponema, Streptococcus o Corynebacteria. ¢De
gué forma eran diferentes Vibrio Cholerae, Escherichia coli, y
Salmonella typhi de otras bacterias, y qué tenian en comun entre si?
Como se sabe hoy en dia, las endotoxinas son producidas por un
grupo de bacterias llamadas gram-negativas. Este término esta
relacionado al médico danés Hans-Christian Gram (1853-1939), quien
en 1884 ided un procedimiento de tincién por medio del cual el mundo
de las bacterias pudo ser dividido en dos grupos principales. Las
bacterias pertenecientes a un grupo son, después de ser tefiidas con
tinte azul, decolorizadas con alcohol, y son, por lo tanto, llamadas
gram-negativas. En contraste, las bacterias gram-positivas como
Corynebacteria, Streptococcus o Staphilococcus retienen el tinte y
aparecen azules después de la tincion. El gran grupo de las bacterias
gram-negativas comprende muchos patégenos importantes tales como
Vibrio cholerae, Salmonella typhi, Escherichia coli, Serratia
marcescens, Yersinia pestic (causante de la plaga), Neisseria
meningitidis, y Hemophilus influenzae (causante de meningitis en
recién nacidos y nifios), Helicobacter pylori (gastritis y Ulceras
duodenales), etc. Sabemos hoy en dia que las bacterias gram-
negativas en general -y soOlo las gram-negativas— producen
endotoxinas, el cual es un constituyente comun de vy, por lo tanto,

caracteristico de esta clase de microorganismos.
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Aislamiento y caracterizacion de endotoxinas

Es evidente que la endotoxina de Pfeiffer, la pirotoxina de Centanni, y
los filtrados de Chantemesse fueron solo pobres productos definidos
y ciertamente representan mezclas de muchos componentes
bacteriales. Tuvieron que pasar varias décadas antes de que los
procedimientos de extraccion selectiva fueran desarrollados
permitiendo un examen mas detallado de las toxinas.

Un gran pionero fue el microbidlogo francés André Boivin (1895-1949),
quien, junto con la rumana Lydia Mesrobeanu (1908-1978), a la cual
conocio cuando trabajaba en Bucarest, Rumania, idearon en 1932 el
primer procedimiento aplicable generalmente para la extraccion de
endotoxinas de muchas bacterias gram-negativas: el método del acido
tricloroacético (TCA). En la base de su analisis, Boivin y Mesrobeanu
llamaron al extracto toxico purificado, y antigénico, antigenes glycido-
lipidiques para indicar que el principal componente era de naturaleza
polisacéarida y lipida, con sélo una pequefia cantidad de proteinas
adicionales.

Usando un procedimiento similar, Walter T.J. Morgan en Londres y
Walther F. Goebel (1899-1994) en Nueva York desarrollaron
avanzados procedimientos de extraccion utilizando mezclas de
solventes organicos y agua. Sus sustancia purificadas, similares a las
de Boivin y Mesrobeanu, estaban compuestas de polisacaridos, lipidos
y proteinas.

En los afios 40's, Walther F. Goebel en Nueva York, trabajando con
Shigella sonnei y Shigella flexneri, mostré junto con Cloe Tal que las
preparaciones bioactivas contenian un componente firmemente ligado,
al cual llamaron componente toxico T. Con un tratamiento &cido
moderado obtuvo polisacarido O-especifico hapténico (polisacarido
degradado de Morgan) y proteina toxica: proteina T (proteina
conjugada de Morgan). En contraste, con tratamiento alcalino vy

fraccionamiento con alcohol fue capaz de aislar un polisacéarido
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toxico O-antigénico (polisacarido T), y una proteina no toxica (proteina
simple de Morgan). En el complejo O-antigénico, sin embargo, el
componente T aparece en forma de ligando entre el polisacarido O-
antigénico y la proteina, asi, esto dependia del procedimiento de
disociacion. Goebel obtuvo dos diferentes sustancias en las que T se
encontraba ligada al polisacarido o a la proteina. La naturaleza
quimica del compuesto T, sin embargo, continuaba siendo oscura
pasaria un largo tiempo para ser identificada como el principio bioactivo
de la endotoxina, el componente lipido-A. Goebel y sus colaboradores
llamaron al material bioactivo obtenido de Shigella flexneri,
carbohidrato toxico, y al aislado de Shigella sonnei, lipocarbohidrato.
Otro aspecto interesante de estos antigenos bacterianos fue descrito
en 1934 por Gough y Frank M. Burnet. Estos autores aislaron extractos
bacterianos consistentes principalmente de lipopolisacarido. Ellos
demostraron que esta fraccion de lipopolisacarido era importante no
s6lo por sus propiedades seroldgicas, sino también —y esto era nuevo—
por la suceptibilidad de la bacteria a ser fagocitada.

Goebel y Burnet, como otros, usaron el término antigeno-O o antigeno
somatico, y de este ultimo consideramos una breve reflexion acerca de
su origen. El crédito por el descubrimiento de los antigenos O y H, se
debe al microbidlogo americano Theobald Smith (1859-1934), Smith, al
final de su carrera como director del Departamento de Patologia de
Plantas y Animales del Instituto Rockefeller para Investigacion Médica
de Princeton. Junto con A.L. Reagh descubre las aglutininas
(anticuerpos) antibacteriales que quizd atacaban dos distintos tipos de
componentes microbianos, por ejemplo, estructuras termolabiles y
estructuras resistentes al calor asociadas al cuerpo (del griego, soma)
de las bacterias. Al mismo tiempo, un estudio de A. Joos, quien
trabajaba con bacterias del género Salmonella typhi, arrojaban datos

similares.
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Al principio de la década de 1940°s, Murray Shear y colegas siguen los
estudios de William Bradley Coley (1862-1936), un médico que
trabajaba en Nueva York, quien utiliz6 una mezcla pirogénica altamente
activa, de bacterias vivas y después muertas, compuesta por Serratia
marcescens (Bacillus prodigiousus) y Streptococcus (toxina de Coley),
para tratar a pacientes con carcinomas y sarcomas. En sus intentos por
aislar el agente necrotizante tumoral de Serratia marcescens, el
principio activo de la vacuna de Coley, un material fue obtenido por
Shear, el proceso analitico del mismo indicaba la presencia principal de
polisacaridos y material lipidico junto con cantidades pequefias de
proteina. Para designar a este compuesto, en 1934 Shear y sus
colaboradores introducen el término lipopolisacérido.

Al final de los afios 40°s, Otto Westphal y Otto Luderitz (Fig. 8 y 9),
trabajando primero en el Wander Forschungsinstitut (Sackingen,
Alemania) y después en el Instituto Max Planck de Inmunobiologia
(Freiburg, Alemania), iniciaron su trabajo sistematico del principio toxico
y productor de fiebre de Salmonella entérica, Escherichia coli, y otras
enterobacterias. Demostraron que la actividad pirogénica reside
principalmente en el complejo antigeno-O por medio de pruebas de
todos los componentes caracteristicos. El polisacarido no degradado
(polisacéarido T de Goebel) fue altamente pirogénico, la proteina
conjugada (proteina T de Goebel) un tanto menos, mientras que el
polisacarido degradado y la proteina simple estaban completamente
desprovistos de actividad pirogénica. Westphal y colaboradores
desarrollaron un nuevo y eficiente procedimiento para ser aplicado a
una gran variedad de bacterias gram-negativas, por medio del cual, el
material biolégicamente activo podia ser extraido en gran cantidad y de
forma pura: el método extraccion fenol-agua caliente. El desarrollo de
este método probé ser la piedra miliar en la investigacion de las
endotoxinas. La aplicacion de este meétodo ofrece preparaciones

esencialmente libres de proteinas, y consisten solo de carbohidratos,
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fosforo y &cidos grasos. Estas preparaciones exhiben una actividad
biologica extrema; con una dosis intravenosa tan pequefia como 1
ng/kg causa fiebre en seres humanos. Para designar a este material,
Westphal y Luderitz usaron el término lipopolisacéarido (LPS) a lo largo
de sus trabajos.

Es obvio que el término lipopolisacarido no fue generalmente aceptado
en su tiempo. Otros términos como lipopolisacérido endotoxico,
propuesto después, no recibié la amplia aceptacibn que después
tendria el término lipopolisacéarido. Los estudios quimicos, seroldgicos y
biolégicos del equipo Westphal-Luderitz también establecieron que la
endotoxina, pirotoxina, antigeno-O, y el lipopolisacarido (LPS) eran uno
y el mismo componente bacterial y que tanto las bacterias patogénicas
como las no patogénicas portaban esta molécula. La disponibilidad de
LPS puro permitio finalmente realizar estudios como los de la definicion
de aquellas regiones responsables de la endotoxicidad, pirogenicidad,
y propiedades O-antigénicas del LPS, asi como la clarificacién de su

estructura quimica.*

sy

o)
S

Fig. 8. Otto Westphal Fig. 9. Otto Luderitz
Fuente: http://www3.ie-freiburg.mpg.de/overview/previous-directors-of-the-institute/

Bioquimica Pagina 66



ad o

MECANISMOS MOLECULARES Y ESTRUCTURA DEL LIPOPOLISACARIDO i‘ﬂﬁ ’:“;j“” W
UNAM

1904

7.2. ESTRUCTURA

El LPS es una molécula glicolipidica anclada a la membrana externa y

considerada como el antigeno de superficie mas importante de las
bacterias gram-negativas, se estima que una bacteria gram-negativa
posee unas 3,5 * 10° moléculas de LPS que ocupan un &rea de 4,9
MmM2, si la superficie aproximada de una bacteria oscila entre 6-9 ym2
el LPS corresponderia a las % partes de la superficie bacteriana,
siendo asi el mayor componente de la membrana externa en este tipo
de microorganismos.** Como el término lipopolisacéarido implica, la
endotoxina se compone de un lipido y una porcién de polisacérido.

La parte de polisacarido comprende a la cadena-O especifica (antigeno
O 6 Polisacarido O) y al nudcleo. La cadena-O especifica es
caracteristica y Unica para cada cepa bacterial y altamente antigénica.
Esta determina la especificidad serolégica. El nacleo oligosacarido
muestra una menor diversidad.*? Este a su vez se subdivide en core
externo (formado por exosas), mediante el cual se una al antigeno O; y
el core interno (formado por heptosas). El lipido A se une a esta
porcibn mediante un residuo Illamado KDO (acido 2-keto-3-
deoxioctanoico).*® La parte lipida, denominada lipido A, constituye la
porcibn menos variable. El lipido A, ha sido identificado como el

componente del LPS responsable de la actividad endotéxica.*?

7.2.1. LIPIDO A

El LPS mejor caracterizado proviene de la familia de las

enterobacterias, como Escherichia coli.** La estructura quimica del
lipido A expresado por Escherichia coli consta de un disacarido de
glucosamina (GLcN2N) con enlace  (1-6), acilado con residuos 3-
hidroximiristato (3-OH-C14) en las posiciones 2, 3, 2’, 3’ y fosforilado en
1y 4. Ademas, los acidos grasos de las posiciones 2’y 3 se
encuentran esterificados con otros acidos grasos, normalmente

miristato y laureato. Algunas bacterias gram- negativas expresan
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variaciones de la estructura anterior. Estas variaciones se refieren tanto
a la longitud, numero y posicion de los acidos grasos como a la
presencia de fosfatos y la composicion del disacéarido. En el caso de
Pseudomonas aeruginosa, el disacarido de glucosamina esta acilado
con &cidos grasos 3-OH-C10 en las posiciones 2 y 2’ y con acidos
grasos 3-OH-C12 en las posiciones 3 y 3'. El lipido A de Helicobacter
pylori contiene &cidos grasos mas largos, n3-OH-C16 y 3-OH-C18, que
los que contienen los lipidos A de Escherichia coli y Salmonella. Otras
bacterias, como Brucella y Bartonella, poseen un acido graso inusual:
27-OHC18. En cuanto a la composicion del disacarido, algunas
bacterias como Nitrobacter, Brucella y Legionella poseen 2,3-dideoxi-
2,3-diamino-D-glucosa (GIcN3N) en lugar de GIcN2N. También existen
variaciones en cuanto al grado de fosforilacién. Asi, Rhizobium etti,
Francisella y Helicobacter pylori expresan un lipido A monofosforilado
debido a la accion de una fosfatasa.

Se ha descrito que algunas bacterias gram negativas, entre las que se
encuentran Escherichia coli y Salmonella enterica, modifican el lipido A
en respuesta a las variaciones del medio de cultivo. Algunas de estas
modificaciones consisten en sustituciones de laureato por palmitato,
hidroxilaciones de un grupo miristato, deacilaciones y/o la adicion de
fosfoetanolamina (pEtN), aminoarabinosa y palmitato al lipido A.*

El LPS de las bacterias orales tiene la misma estructura general del
lipido A que, las mejor conocidas, del tipo enterobacterial. Sin embargo,
son pocas las especies orales en que la estructura del lipido A es
conocida completamente, por lo que es claro que existe una gran
diversidad.*

7.2.2. NUCLEO (CORE)

Unido al lipido A se encuentra el nicleo. Este es un oligosacarido que,

a su vez, se divide en nucleo interno y nucleo externo. El nucleo interno

esta unido al lipido A y esta formado por acido 2-ceto-3-deoxi-D-mano-
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octulosonico (Kdo) y heptosas (Hep). Los residuos Kdo presentan
cargas negativas en el grupo carboxi y las heptosas a menudo estan
modificadas con grupos fosfato. Esta area densa de cargas negativas,
junto con las cargas negativas del lipido A, constituye un lugar de unién
de cationes divalentes y también de poliaminas, como la putrescina, la
cadaverina, la espermina y la espermidina. El nicleo externo, que se
sitla entre el nucleo interno y la cadena O, esta formado por hexosas
como glucosa (Glc), galactosa (Gal) y Nacetilglucosamina (GIcNAc). La
estructura del nucleo esta bastante conservada, especialmente dentro
de la misma familia de bacterias. A pesar de ello, la adicion no
estequiométrica de otros azucares y grupos fosfatos contribuye a crear
cierta heterogeneidad entre las moléculas de LPS presentes incluso

dentro de un mismo cultivo bacteriano.

7.2.3. CADENA-O ESPECIFICA

La cadena O es la regidon del LPS mas expuesta al medio externo, por

lo que sus caracteristicas son esenciales para la supervivencia de la
bacteria en diferentes ambientes. Es un polisacarido de gran
variabilidad en cuanto a la longitud y tipos de azucar presentes, y
contiene los determinantes antigénicos responsables de la
especificidad serolégica del microorganismo. Existen cadenas O
heteropoliméricas y homopoliméricas. Las cadenas heteropoliméricas
estan formadas por repeticiones, entre 10 y 30, de un oligosacarido que
contiene entre 2 y 8 azucares. Dentro de una misma cepa bacteriana
existen moléculas de LPS que difieren en el nimero de repeticiones de
esa unidad basica, lo cual produce un patron de migracion
caracteristico, en “escalera”, al separar las moléculas de LPS mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Las
cadenas homopoliméricas estan formadas por repeticiones de un
azucar dando lugar a un patron de migracion caracteristico en forma de

mancha.*®
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7.2.4. MORFOLOGIA

Las cepas de las especies de Salmonella, Escherichia coli y otras

bacterias gram-negativas capaces de sintetizar moléculas de
lipopolisacarido completas se denominan cepas lisas, por su morfologia
colonial. Estos organismos reaccionan con anticuerpos especificos
contra sus cadenas 0, y usualmente forman colonias de apariencia lisa
cuando crecen en medios solidos. En contraste, las cepas incapaces
de sintetizar polisacarido 0 son llamadas “rugosas”, dado que en la
mayoria de los casos exhiben una morfologia colonial rugosa. Los
mutantes rugosos (R) de enterobacterias se originan por mutaciones
gue afectan cualesquiera de los diferentes pasos en la biosintesis de la
cadena 0 del nucleo.

La estructura minima de lipopolisacarido necesaria para el crecimiento
de Escherichia coli y otras bacterias gram-negativas consiste de lipido
A y dos unidades de acido 3-desoxi manooctulosénico (Kdo). Este
motivo es sumamente conservado entre los distintos grupos
bacterianos, y todas las porciones de la molécula distales a los
residuos de Kdo no son estrictamente esenciales para el crecimiento y
funcion celulares. Asimismo, la estructura minima de LPS es activa
como endotoxina.

No obstante, las cepas mutantes que contienen la estructura minima de
LPS son hipersensibles a antibidticos hidrofébicos, detergentes y
algunos colorantes (8), de lo cual se sugiere que el poseer la estructura
completa de LPS le da ventajas evolutivas a la bacteria al ser mas

resistente a las condiciones ambientales.*’ (Fig. 10)
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Fig. 10. Estructura y variabilidad del Lipopolisacarido. Fuente: Modificado de Beutler B.,
Rietschel E. Innate immune sensing and its roots: the story of endotoxin. 2003.
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7.3. ACCION ENDOTOXICA

El LPS es la mas importante macromolécula de la superficie exterior de

microorganismos gram-negativos, y se une al complejo de proteinas
receptor de tipo Toll (TLR) 4-MD-2-CD14. Sin embargo, el LPS de
Porphyromonas gingivalis difiere del LPS de las enterobacterias, en
gue también sefializa a través de TLR2 y es menos potente en la
induccion de una reaccion inflamatoria.

Tras el acoplamiento del receptor, el LPS desencadena una cascada
de sefalizacién intracelular, que implica la transactivacion nuclear de
NF-kB.*

La sefializacion a través de los receptores Toll TLR2 y TLR4, es
uno de los principales mecanismos moleculares para la deteccion
de bacterias gram-negativas y sus factores de virulencia, por las
células del hospedero.

Las vias de sefalizaciéon TLR2 y TLR4 involucran a una cascada
de mediadores, incluyendo a la proteina o factor de diferenciacion
mieloide-88 (MyD88), al receptor quinasa asociado a IL-1 (IRAK)
y al receptor factor-6 asociado a TNF (TRAF-6). La sefializacion
de transduccion disparada por los ligandos de receptores Toll,
induce la activacion de dos distintas vias.

Una via conduce a la activacion de la proteina 1-activadora, a
través de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK), y la
otra mejora la actividad del inhibidor de complejo de factor nuclear
kB-quinasa, que induce la liberacion del factor nuclear (NF-xB) y

la expresién de citocinas y quimiocinas.*
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7.3.1. RECONOCIMIENTO

Cuando el LPS es liberado de la membrana externa de la bacteria,

como consecuencia de la multiplicacion o lisis, y se encuentra en el
interior del organismo hospedero, la proteina de unién al LPS (LBP) se
liga a él y facilita el proceso de presentacion a células que expresan
CD14, como macréfagos y monocitos.”® LBP es una glicoproteina
sérica de fase aguda de 60 kDa>*, que se liga al LPS y act(ia como una
opsonina para las bacterias gram-negativas.®® CD14 es una
glicoproteina, y también un antigeno de diferenciacion mieloide, de
aproximadamente 50 kDa, expresado en células mielomonociticas
(monocitos, macréfagos, polimorfonucleares), y también en células
endoteliales, como wuna molécula glicosilfosfatidilinositol-anclada
(anclaje GPI) a la membrana celular (mCD14), o como una molécula
soluble (sCD14) en circulacion.®® CD14 no posee dominio
intracitoplasmatico y tiene como funcion principal transferir el LPS al
complejo encargado de su reconocimiento (TLR4/MD-2).*

El receptor TLR4 (receptor toll o receptor de proteina transmembrana)
requiere la presencia de una molécula de asociacion, para la
localizacion en la superficie celular y la iniciacién de la sefializacion.>
La glicoproteina soluble, MD-2, actia como un adaptador extracelular
de proteina en la activaciéon de TLR4, formando un complejo estable
con el dominio extracelular de TLR4 y es esencial para que la
sefalizacion de LPS se produzca. Como una forma mutante (C95Y)
suprime completamente las respuestas LPS.

El complejo LPS-LBP-MD-2 se asocia con el receptor TLR4 a través de
repeticiones ricas en leucina de TLR4, lo que induce la agregacion y
transduccion de sefial.>

Una vez se ha formado el complejo LPS-TLR4/MD-2, el TLR4 sufre una
oligomerizacion y recluta a sus adaptadores de cascada mediante
interacciones con proteinas celulares que poseen dominios TIR

(receptor Toll de interleucina-1). Los dominios TIR contienen tres
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regiones altamente conservadas, por las que median interacciones
proteina-proteina entre los TLRs y las proteinas adaptadoras
transductoras de sefal. Existen cinco proteinas celulares adaptadoras
con dominios TIR, utilizadas por el TLR4: MyD88 (proteina de
diferenciacion mieloide); TIRAP (proteina adaptadora del dominio TIR,
también conocida como Mal, adaptador similar a MyD88), TRIF
(proteina adaptadora asociada al dominio TIR inductora de IFN-B),
TRAM (molécula adaptadora relacionada con el TRIF) y SARM
(proteina inhibidora de la sefal del TRIF). Diferentes receptores Toll
utilizan diferentes combinaciones de proteinas adaptadoras para
determinar su cascada de sefalizacion. Es interesante apuntar que
TLR4 es el uUnico TLR conocido que utiliza todas las proteinas

adaptadoras.***°

7.3.2. VIAS DE TRANSDUCCION

La sefal de transduccion del LPS a través del TLR4 ha sido dividida en

dos rutas, la via dependiente de la proteina MyD88 y la via
independiente de MyD88 (dependiente de TRIF). La primera es
responsable de la expresidn de citocinas proinflamatorias, mientras que

la segunda via media la induccion de interferones.

Via dependiente de MyD88

En adicion al dominio TIR, MyD88 también contiene un dominio de
muerte (DD), por medio del cual recluta a otras moléculas que
contienen dominios de muerte a través de interacciones homotipicas.
Una vez que LPS la estimula, MyD88 recluta y activa al dominio de
muerte de quinasa-4 receptor asociado a IL-1 (IRAK-4). La evidencia
bioquimica sugiere que IRAK-4 es responsable del subsecuente
reclutamiento, activacion y degradacion de IRAK-1.

Otra proteina adaptadora TRAF6 (factor 6 asociado al receptor TNF),

critico para la via MyD88-dependiente tras las reacciones de IRAK-4 e
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IRAK-1, forma un complejo con UBC13 (enzima conjugadora-
ubiquitina 13), y con UEV1A (enzima conjugadora-ubiquitina EZ2
variante 1 isoforma A), y activa a la quinasa 1 activada por el factor de
crecimiento transformante  (TAK-1). TAK-1 activa a IKK (quinasa IxB)
y a la via de las MAPK (proteinas quinasa activadas por mitégeno).
IKKa, IKKB e IKKy forman un complejo que fosforila a las proteinas IkB
(inhibidor de la cadena ligera del gen aumentador en células B). Esta
fosforilacidon conlleva a la degradacion de las proteinas kB y la
subsecuente translocacion del factor de transcripcion nuclear (NF-xB),
gue controla la expresion de citocinas proinflamatorias, asi como otros
genes inmunes relacionados. La activacion de la cascada de la via
MAPK conduce a la induccion de otro factor de transcripcion: AP-1, el
cual tiene un papel en la expresion de citocinas proinflamatorias.

Adicionalmente a NF-xB y MAPK, IkB({ e IRF5 (factor 5 de regulacion
de interferén) son dos importantes factores de la cascada de MyD88.
En conjunto, todos estos factores colaboran para definir la cascada de
reacciones de la via MyD88, regulando la transcripcion de citocinas

proinflamatorias.

Via independiente de MyD88

TRIF es una importante proteina que media la sefalizacion
independiente de MyD88, jugando un papel clave en la activacion del
factor de transcripcion IRF3, y la fase de activacion tardia de NF-«xB y
MAPK. La regién terminal C de TRIF, que contiene un motivo de
interaccidon homotipica RIP (RHIM), media la interaccién con RIP1
(receptor interactivo de proteina 1). Como una serina/treonina cinasa,
RIP1 es un importante componente de la activacion NF-xB mediada por
TNFa. La ausencia de RIP1 conlleva a una falla de la activacion NF-«B
dependiente de TRIF. Sin embargo, RIP1 no es responsable de la
activacion de IRF3 inducida por LPS.

Estudios recientes sugieren que TRIF recluta a TRAF3 para activar
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IRF3. TRAF3 puede asociarse con TANK (familia de miembros
asociados a TRAF activadores de NF-kB), TBK1 (cinasa 1 ligada a
TANK) e IKKi para mediar la cascada se sefializacion. TBK1 e IKKi son
mediadores importantes para la dimerizacion y traslocacién de IRF3.
IRF3, junto con NF-xB, activa la transcripcion de genes blanco, como
los de interferones Tipo 1. La induccion de interferones Tipo 1 y los
genes inductores de interferon son importantes para las respuestas

antiviral y antibacteriana.® (Fig. 11
y g
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Via independiente
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Citocinas Interferones

Proinflamatorias Tipo |
Fig. 11. Vias de transduccidén. La via dependiente de MyD88 activa IRAKs /TRAF6, asi
como los factores de transcripcion NF-xB, AP y 1-5-IRF cascada abajo. Estos factores de
transcripcion inducen la expresion de genes citoquina proinflamatoria. La via de
independiente de MyD88. TRIF sefiala la induccién de Interferones de tipo | mediante el
reclutamiento de TRAF3 y RIP1 para activar al factor de transcripcion IRF3, asi como NF-kB y
1-AP. Fuente: Modificado de Lu Y., Yeh W., Ohashi P. LPS/TLR4 signal transduction pathway.
2008.
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Cascada MAPK

El conjunto de las proteinquinasas activadas por mitogeno (MAPK)
participa en gran medida en las sefiales intracelulares. Esta familia
consta de PK (proteinquinasas) que fosforilan restos de serina-treonina
y tirosina-treonina. Segun diferentes estudios in vitro, existen al menos
cuatro subgrupos de MAPK, tres de los cuales se relacionan con las
respuestas inducidas por el LPS.

Una primera secuencia de activacion MAPK, al parecer comienza
mediante el efector Ras, que interactia con la molécula Raf-1 para
fosforilar a la quinasa-1 de la cascada, llamada MEK (MKK-1 o MEK-1),
gue a su vez fosforila a las ERK (quinasas reguladas por sefales
extracelulares). Los sustratos de éstas pueden ser los factores de
transcripcion ELK-1 y c-Myc entre otros, proteinas citoplasmaticas
como la fosfolipasa A, citosélica (PLAxc), y diferentes PK. La
fosforilacion de PLA,c da lugar a la produccion de &cido araquidonico,
con la consecuente activacion de formas no clasicas de PKC vy
produccién de eicosanoides.

Otra via de las MAPK incluye el conjunto proteinas que forman la
subfamilia de PK del factor de transcripciéon c-Jun (JNK). Una vez
activadas, Rac y/o Cdc42, pequefias proteinas G (ppG), se unen y
activan a la quinasa PAK1, se activa MEKK-1 (implicada en la
activacion de NF-kB) y se suceden fosforilaciones sucesivas de las
MKK4/7 y JNK1/2 asociadas a la fosforilacibn de factores de
transcripcion, entre ellos c-Jun, AP-1 (proteina activadora 1) y CREB
(proteina de unién de elementos de respuesta al adenosin monofosfato
ciclico —AMPc-).

Las p38 MAPK forman la otra familia de este tipo de proteinas
implicadas en la activacion celular por LPS. Se sabe que MKK5 actla

sobre las MKK3/6 y éstas fosforilan a las p38.
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Los sustratos de la familia p38 MAPK son diversos factores de
transcripcion, enzimas como la PLA,c y diversas PK, en algunos casos
iguales a las activadas por ERK.*

La estimulacion del receptor TLR4, la produccion de interferones tipo 1
y de citoquinas proinflamatorias inducen varios tipos de respuestas en
el organismo tales como, aumento en la permeabilidad vascular,
aumento en la expresion de moléculas de adhesion en leucocitos y
células endoteliales, estimulacion de la produccidén de nuevas citocinas
y quimiocinas, extravasacion de neutréfilos para que migren a través
del endotelio a los epitelios, activacion del factor Xll de la coagulacion,
la fibrindlisis y la via clasica del complemento. Por ende deben existir
vias de inhibicién de la sefial de transduccion del LPS que tiene como

fin proteger al hospedero del dafio inducido por el LPS.**

7.3.3. REGULACION NEGATIVA DE LA SENALIZACION

El bloqueo de la sefial emitida por el TLR4 puede ocurrir a través de

proteinas de superficie celular o por proteinas a nivel citoplasmatico; a
nivel citoplasmatico se encuentran las proteinas TIRAF1 — TIRAF4
(factor 1/4 asociado al receptor de TNF) e IRAK-M (Kinasa 4 asociada
al receptor de IL-1) que inhiben al NF-xB y a la proteina MyD88
respectivamente; las proteinas RP105 (radioprotector 105), ST2 L
(andlogo del receptor de IL-1) y la SIGIRR (molécula relacionada con la
inmunoglobulina 1) se expresan en la superficie de las células e inhiben
directamente al receptor TLR4, a la proteina MyD88 y al TIRAP
respectivamente.** Por interaccion directa con TLR4/MD-2, RP105/MD-
1 puede inhibir la asociacion entre LPS y TLR4/MD-2. ST2 L puede
interactuar con MyD88 y TIRAP e inhibir sus funciones por medio de
secuestro, lo que impide su reclutamiento por TLR4. Por ultimo,
SIGIRR inhibe la interaccion de TLR4 con MyD88 a través del dominio
TIR de SIGIRR.
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TRIAD3A (proteina 3 con dominio triada variante A) y SOCS-1
(supresor de sefalizacion 1 citocina) son dos ligasas de proteina
ubiquitina E3 involucradas en la sefalizacion LPS/TLR4. TRIAD3A
puede interactuar con ciertas proteinas que contienen dominio TIR,
como TIRAP, TRIF y RIP1. La sobreexpresion de TRIAD3A puede
promover la degradacion de TLR4, TIRAP, TRIF y RIP1, regulando a la
baja la activacion de NF-kB. SOCS-1 puede inducir la ubiquinacién de
TIRAP lo que conduce a su subsecuente degradacion.

Otras proteinas intracelulares reguladoras-negativas actian mas abajo
en la cascada de sefalizacion. Como IRAK-M, que pertenece a la
familia IRAK pero carece de actividad quinasa. Los estudios sugieren
que IRAK-M inhibe la sefializacion por MyD88, mediante la prevencion
de la disociacion de los IRAKs de MyD88. IRAK-2c y MyD88s son
variantes de empalme de IRAK-2 y MyD88, respectivamente, y también
se involucran en la inhibicion de la sefializacion debido a su falta de
dominios funcionales. TRAF1 y TRAF4 pertenecen a la familia TRAF,
pero sirven como reguladores negativos de la sefializacion de TLRA4.
TRIF induce la escision de TRAF1 por caspasas (probablemente
caspasa-8) y el fragmento escindido de TRAF1 puede inhibir la
induccion de NF-kB por TRIF y la activacion de IRF3. Interactuando
como un bucle de retroalimentacién negativa. La sobreexpresion de
TRAF4 puede inhibir la activacién de NF-kB posiblemente a través de
interaccion con TRIF y TRAF6. A20 es una enzima desubiquitinizadora,
gue puede eliminar restos de ubiquitina de TRAF6 para inhibir la
sefalizacion cascada abajo.

Varias proteinas inhibidoras, incluyendo A20 y IRAK-M, pueden ser
inducidas por la estimulacion de LPS y proporcionar potencial inhibicion
de los mecanismos de retroalimentacion para terminar los eventos de

sefializacion de cascada TLR4.”° (Fig. 12)
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Cuando los mecanismos inhibitorios se agotan y prevalecen las
respuestas inducidas por el LPS, los eventos mencionados pueden
terminar en shock endotoxico, falla multiorganica y muerte del

hospedero.*

TLR4
RP105
i i i T
SIGIRR —— " lrrRAM
ST2L TIRAP J 1
MyD88$ ‘ TRIF
IRAK-M ——— IRAKS J
/ SOCS-1 ———— TRAF1
IRAK-2¢ 7AF4 ==

TRIAD3A

TRAF6 - \

A20

J RIP1 I TRAF3

IF-KE IRF3)

Fig. 12. Reguladores de sefializacién LPS/TLR4. Los factores de regulacion negativa tienen
diversos blancos a mudltiples niveles de la sefializacion. Algunas moléculas, RP105 y SIGIRR,
inhiben la iniciacion de la cascada de sefializacion. Otros factores actian mas adelante a
través de diferentes mecanismos descritos en el texto. Fuente: Modificado de Lu Y., Yeh W.,
Ohashi P. LPS/TLR4 signal transduction pathway. 2008.
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8.- CONCLUSIONES

El LPS juega un importante papel tanto en el reconocimiento de
microorganismos con potencial patogénico, como en el
establecimiento de una respuesta inmune temprana por parte del
organismo. El conocimiento de las funciones de esta compleja
molécula en el ciclo vital de las bacterias gram-negativas y su
importancia en el mantenimiento de la integridad de éstos
microorganismos, asi como de las respuestas que desencadena en las
células del hospedero, tales como sus vias de sefalizacion y
regulacion, una vez que ha sido liberado de la membrana externa
bacteriana, proporciona informacién vital para entender los
mecanismos por medio de los cuales se inicia la enfermedad
periodontal, y la forma en que ésta evoluciona hasta presentar pérdida
severa de tejidos, asi como dental. Asi mismo, el ulterior desarrollo de
métodos terapéuticos, como la produccion de nuevos farmacos,
eficaces en el tratamiento de patologias derivadas de infecciones por
bacterias gram-negativas depende en gran parte de la comprension a

fondo de su estructura quimica.

Por otro lado la interaccion de patrones moleculares asociados a
patégenos, como el LPS, con los receptores celulares, ha permitido
tener un panorama mas amplio de los mecanismos de la inmunidad
innata, muchos de ellos aun por dilucidar, y obliga a que nociones tales
como su propiedad inespecifica deban ser reevaluadas a la luz de los

descubrimientos recientes.
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