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Resumen  El lipopolisacarido bacteriano (LPS), también denominado endotoxina, es el constituyente mayoritario
de la membrana externa de bacterias Gram negativas. Esta molécula es liberada de la bacteria a
la circulacién exhibiendo una amplia variedad de efectos téxicos y pro-inflamatorios, los cuales estan asociados
al lipido A y a su vez estan relacionados a la patogénesis de la sepsis. Muchos de los fendmenos fisiol6gicos
producidos por el LPS resultan de la capacidad de esta molécula de activar las células del sistema inmune del
huésped, entre ellas monocitos, macréfagos y leucocitos polimorfonucleares. Este proceso produce una infla-
macién local, proceso beneficioso para el huésped. Sin embargo, si la cantidad de LPS liberado excede cierta
concentracion critica umbral, la exacerbada liberaciéon de citoquinas inflamatorias como Factor de Necrosis
Tumoral (TNF-a) e interleuquinas (IL) resulta en sepsis grave, lo que hace necesario encontrar nuevas opcio-
nes terapéuticas capaces de neutralizar la endotoxina circulante. En este articulo se presenta una revisiéon ac-
tualizada de los resultados experimentales obtenidos in vivo e in vitro empleando proteinas y péptidos sintéti-
cos con la finalidad de neutralizar el LPS, y las perspectivas que en este area ofrece el uso de lipoproteinas, en
particular la apolipoproteina A-1 y formas mutantes o péptidos derivados de esta proteina.
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Abstract Advances in the development of neutralizing therapies for sepsis. Lipopolisaccharide (LPS),
also called endotoxin, is the major component of the external membrane in Gram negative bacte-
ria. This molecule is released to circulation by the bacteria, producing a large variety of toxic and pro-inflamma-
tory effects which are associated with lipid A as well as with sepsis pathogenesis. Many physiological phenom-
ena produced by LPS arise from this molecule's capacity to activate cells in the host immune system such as
monocytes, macrophages and polymorphonuclear leukocytes. This process leads to a local inflammation, and it
is beneficial for the host. However, if the amount of LPS released exceeds the critical concentration threshold
an augmented release of inflammatory cytokines as TNF-o, and interleukines (IL) produce a severe sepsis. This
fact led us to find therapeutical alternatives able to neutralize circulating endotoxin. This work is focused on the
experimental results obtained in vivo and in vitro using synthetic proteins and peptides in order to neutralize
LPS, and on future perpectives in this research area that offer the use of lipoprotein and in particular apolipoprotein
A-l and mutants or peptides derived from this protein.
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La sepsis grave es la respuesta inflamatoria sistémica a
una infeccion asociada a multiples fallas organicas, pudiendo
incluso causar la muerte del paciente. A pesar de los avan-
ces realizados en las unidades de terapia intensiva y en el
desarrollo de nuevos antibiéticos, la tasa de mortalidad aso-
ciada a este cuadro contintia siendo preocupante, dado que
las terapias antiinflamatorias ensayadas hasta el momento
no han sido exitosas!. Algunos resultados alentadores han
sido obtenidos con el empleo de la proteina C recombinante
humana (activada). Esta proteina tiene efectos antitrom-
béticos, antiinflamatorios y propiedades fibrinoliticas, redu-
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ciendo el nivel de marcadores inflamatorios en pacientes
con sepsis grave de manera dependiente de la dosis, con
una reduccién en la mortalidad que fue de 24.7% en los
tratados con proteina C y de 30.8% en pacientes tratados
con placebo 28 dias luego de comenzado el tratamiento.
Sin embargo, la incidencia en el riesgo de sangrado se
encuentra muy aumentada en pacientes tratados con pro-
teina C activada?. De alli laimportancia de continuar la bus-
gueda de nuevas opciones terapéuticas que influyan en la
cascada de mediadores inflamatorios responsables del sin-
drome clinico.

En la sepsis por bacterias Gram negativas, el lipo-
polisacérido (LPS), endotoxina constituyente de la mem-
brana externa de estas bacterias, juega un rol central en
la iniciacion y perpetuacion de la respuesta inflamatoria
sistémica®.
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Como puede verse en la Fig. 1, luego de la liberacion
del LPS de la membrana bacteriana, como consecuen-
cia de la division celular o muerte bacteriana, asi como
por tratamiento con antibiéticos empleados para comba-
tir las infecciones, la endotoxina inicia la activacion de
las células del huésped mediada por interacciones es-
pecificas con proteinas del suero tales como LBP (lipo-
polisaccharide binding protein) y receptores de superfi-
cie como CD14m (membrane bound-cell differentation
14). Receptores como TLR4 (Toll-like Receptors)* junto
a MD2° y canales de potasio ligados al estrés® forman
parte del sistema multicomponente del receptor del LPS,
ligados a la iniciacion de los eventos de sefializacion
intracelular. La estimulacion por LPS resulta en la acti-
vacion del factor nuclear kf (NFxpP) y de proteinas
quinasa-activadas por mitégenos (MAPs)’, que llevan a
la produccién de citoquinas incluyendo TNF-a, IL-1, IL-
6, IL-8 e IL-12 y mediadores como prostaglandinas y 6xido
nitrico, responsables de las respuestas patoldgicas como
fiebre, diarrea, shock hipotensivo, coagulacion intra-
vascular generalizada y multiples fallas orgéanicas®. De
aqui que algunas estrategias usadas contra los proce-
S0s sépticos consistan en neutralizar el LPS a través de

MEDICINA - Volumen 66 - N° 3, 2006

Su union a proteinas, interrumpiendo la interaccion con
CD14my LBP.

En estudios realizados in vitro se ha encontrado que
las lipoproteinas unen y neutralizan los efectos toxicos
del LPS. Sin embargo, en la respuesta de fase aguda,
definida como el conjunto de cambios fisiolégicos y
metabdlicos que ocurren en respuesta a la infeccion o
injuria de tejidos®, un componente clave es la sintesis
hepética alterada de proteinas involucradas en la coa-
gulacion, sistema de complemento y metabolismo de
lipidos®® 1. Esto origina que en pacientes sépticos las
concentraciones de lipoproteinas y en particular de las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) estén disminuidas,
estando los cambios observados en relacion directa con
la gravedad de la infeccion, perpetuando de esta mane-
ra la respuesta inflamatoria.

Es este el motivo por el cual se han disefiado algunas
estrategias enfocadas a la neutralizacion del LPS. El lipido
A en particular, representa un blanco potencial en el de-
sarrollo de las terapias debido a que ha sido identificado
como la region evolutivamente conservada del LPS y por
ser ademas reconocida como la parte bioactiva de la
molécula.

LPS

Receptores de LPS: CD14,
CD11/18, TLR2/TLR4
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Fig. 1.— Secuencia de eventos inducidos por el lipopolisacarido durante la respuesta

inflamatoria.

LPS: lipopolisacéarido, LBP: LPS binding protein, CD: cell differentation, TLR: Toll
like receptor, TNF: Factor de necrosis tumoral, IL: interleuquina, IFN: interferdn.
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En este trabajo se presenta una revision de lo publi-
cado hasta el momento respecto a los resultados obteni-
dos con proteinas y péptidos miméticos con capacidad
neutralizante de la endotoxina, asi como las perspecti-
vas en este campo a la luz de los conocimientos de la
estructura y funcion de la apolipoproteina A-l, compo-
nente proteico mayoritario de las HDL (high density
lipoprotein).

Es importante sin embargo destacar que existen otros
blancos hacia los cuales pueden dirigirse las terapias para
combatir la sepsis, tales como la proteina HMG-B1 se
(high mobility group 1)*2. Esta proteina nuclear y citosolica
de 30 kDa es liberada por macrofagos y ha sido identifi-
cada como mediador de la liberacion de citoquinas en la
inflamacion sistémica letal (endotoxemia y sepsis), artri-
tis e inflamacion local. En estudios clinicos se ha obser-
vado que los niveles séricos de HMG-B1 se incrementan
significativamente en pacientes con sepsis, disfuncién
orgénica inducida por la sepsis como hipotension,
acidosis lactica y coagulacion intravascular diseminada,
en comparacion con el nivel encontrado en voluntarios
sanos. Se han evaluado estrategias para su inhibicién
en modelos preclinicos de inflamacién aguda y cronica,
encontrando que la inhibicion con etil piruvato inhibe el
shock séptico experimental®®.

Considerando que la sepsis es la respuesta infla-
matoria sistémica a la infeccion, la sepsis grave es la
sepsis con evidencias de disfuncion organica como
oliguria, hipoxemia, acidosis lactica o funcion cerebral
alterada, el shock séptico es la sepsis grave complicada
con hipotension, y que el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS) puede ser precipitado por
una variedad de condiciones aun en ausencia de infec-
cion, esta revision que aqui se presenta apunta exclusi-
vamente a encontrar terapias para neutralizar el LPS cir-
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culante. De esta manera, se intenta atacar la respuesta
inflamatoria disparada en las primeras fases de la infec-
cion bacteriana, sobre todo en aquellos pacientes con
metabolismo lipidico alterado, dado el importante papel
de las lipoproteinas en el proceso de neutralizacion del
LPS.

LPS: composicidon quimica y estructura

El LPS es el componente estructural mayoritario de las
membranas externas de las bacterias Gram negativas.
Se trata de una molécula anfifilica cuya composicién
presenta variaciones intra e inter especie. En la Fig. 2 se
representan esquematicamente las regiones mas impor-
tantes de esta molécula.

El LPS est4 compuesto por el lipido A que constituye
la parte hidrofdbica de la molécula y a través del cual se
inserta en la membrana externa de la bacteria, un extre-
mo distal constituido por un polisacéarido lineal denomi-
nado antigeno O, y uniendo ambas partes un hetero-
oligosacérido no repetitivo conocido como core o nicleo.

El lipido A es la estructura biol6gicamente activa den-
tro de la molécula de LPS. Posee una estructura alta-
mente conservada y es el responsable de la mayoria de
las enfermedades graves asociadas a infecciones pro-
ducidas por bacterias Gram negativas. En Escherichia
coli el lipido A esta formado por un disacéarido de D-
glucosamina con seis residuos de &acidos grasos y dos
grupos fosfato. EI nimero de sustituciones de acidos
grasos parece estar en relacion directa con la capacidad
de inducir respuesta inflamatoria, ya que moléculas de
LPS con cinco cadenas acilo no inducen inflamacion,
pudiendo incluso actuar como antagonistas®.

El LPS y el lipido A, como moléculas anfifilicas for-
man agregados en medios acuosos por encima de su

LPS-S (WT) 10kDa
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Antigeno O

L.PS-Ra 4.3kDa ®

Lipido A, 2.3 kDa
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Fig. 2.— Representacion esquematica de la molécula de lipopolisacarido.
LPS: lipopolisacéarido, LPS-S (WT): LPS liso (wild type) completo, LPS-Ra y Re: LPS rugoso
(mutantes), Glc: Glucosa, Glc-Nac: N-acetil D- glucosamina, Gal: D-galactosa, Hep: 1-glicero-D-
heptosa, Glc-N: D-glucosamina, P: fosfato, C: carboxilato.
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concentracion micelar critica (CMC). Por debajo de este
valor las moléculas de LPS se presentan como mo-
némeros, mientras que por encima de la CMC los
monoémeros estan en equilibrio con las micelas. A mayo-
res concentraciones de LPS los agregados anfifilicos for-
man agregados supramoleculares aproximadamente
esféricos, los cuales pueden tener estructura multilamelar
o no lamelar, dependiendo de las condiciones fisicoqui-
micas del medio* y de la forma de los monomeros®. A
su vez, la estructura de los agregados del lipido A es
determinante de su bioactividad*®.

Monoméros < Micelas < Agregados supramoleculares

Un aparente prerrequisito para que proteinas o pép-
tidos neutralicen el LPS es que sean capaces de cam-
biar la estructura de los agregados del lipido A. Esto se
debe a que la activacion celular por accion de la endo-
toxina se inicia por su interaccién con proteinas como
LBP y CD14, seguido de la interaccion con el complejo
de sefializacién transmembrana TLR4/MD2, cuyo reco-
nocimiento por el LPS dependera de la accesibilidad de
los epitopes de esta molécula, lo que depende a su vez
de la estructura de los agregados.

Por ultimo, la forma molecular de los monémeros en
si es importante como determinante de la actividad, ya
que aquellos con forma coénica producirdn una importan-
te distorsion en la membrana blanco luego de su incor-
poracion, y por lo tanto inducirdn un estrés mecanico que
se propagara a las proteinas de sefalizacion®’.

Proteinas que unen LPS

En circulacion, el LPS se une a la LBP, glicoproteina
miembro de la superfamilia de proteinas que unen y
transfieren fosfolipidos. La LBP circula en plasma
asociada a las HDL y su concentracién incrementa 100
veces en plasma durante la respuesta de fase aguda.
Esta proteina presenta un sitio de union para el lipido Ay
participa en la respuesta celular del LPS, mediando la
desagregacion de agregados supramoleculares de LPS
para formar el complejo LPS-LBP. De esta manera par-
ticipa en la presentacion del LPS a los receptores CD14m
asociados a membrana, presentes en células mieloides
incluyendo monocitos y neutrdfilos, iniciandose asi la
activacion celular con la subsiguiente liberacion de cito-
quinas (IL-1, IL-6 y TNF-o).

El complejo LPS-LBP también puede interactuar con
CD14s, forma soluble de CD14m, para formar un com-
plejo que actia sobre células endoteliales, epiteliales y
células de Kuppfer, activando mecanismos de sefaliza-
cién dependientes del factor nuclear NF«p.

Estudios realizados in vitro demostraron que la LBP
cataliza la transferencia de monémeros de LPS desde
los agregados hacia micelas de fosfolipidos, sugiriendo
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que in vivo esta proteina podria actuar transfiriendo
cataliticamente monomeros de LPS hacia CD14s o
CD14m, aumentando asi la respuesta.

Por otro lado, el complejo LPS-LBP se une a las
lipoproteinas plasmaticas resultando en la detoxificacion
del LPS™ 19, Se ha demostrado que la LBP incrementa la
incorporacion a las HDL de mondmeros de LPS, ya sea
desde su forma micelar o de complejos LPS-CD14s por
un proceso en el cual las moléculas de LPS son
intercambiadas por fosfolipidos. Por lo tanto LBP, CD14
y HDL juegan un rol crucial en el balance entre neutrali-
zacion y activacion inmune (Fig. 3).

Receptores celulares de LPS

El receptor CD14m es una proteina de membrana con
un ancla de glicosilfosfatidilinositol (GPI) que carece de
dominios citoplasmaticos®*. Dado que CD14m no se
comunica con el interior celular, se ha sugerido que el
receptor de LPS es un complejo proteico multimérico que
actla como transductor de sefiales a través de la mem-
brana. Datos recientes proponen que este receptor es
un miembro de la familia TLR (toll like receptor)?,
proteinas de membrana con una Unica region transmem-
brana, una region extracelular rica en residuos de leucina
y un tallo citoplasmatico similar al del receptor de IL-122.
Asimismo se ha demostrado recientemente que el TLR4
puede interaccionar directamente con el LPSZ.

La sefializacion intracelular a través de TLR2 y TLR4
emplea proteinas involucradas en la sefializacién de IL-
1, como MyD88, quinasa asociada al receptor de IL-1
(IRAK), factor 6 asociado al factor de necrosis tumoral
(TRAF6) y factor beta de crecimiento activado por quinasa
1 (TAK-1). La TAK-1 activa al NFkf a través de la quinasa
inducida por NFxf (NIK) e involucra la activacion de MAP
quinasa y quinasa c-Jun (IJNK)?*%" (Fig. 4). La MD2 es

Neutralizacién vs. Estimulacion

LPS micelar
LPS LB \
monomerlca LPS

CD14

Estlmula0|on celular  Neutralizacion de LPS

Fig. 3.— Ruta de activacion y neutralizacién del lipopoli-
sacarido. Rol de las lipoproteinas de alta densidad (HDL).
LPS: lipopolisacarido, CD 14: cell differentation 14, LBP:
LPS binding protein, HDL: high density lipoprotein, apo A-
I: apolipoproteina A-I.
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Fig. 4.— Receptores involucrados en el proceso de activacion
celular inducida por el lipopolisacéarido.
LPS: lipopolisacéarido, CD14: cell differentation 14, TLR4:
toll like receptor 4, IRAK: quinasa asociada al receptor de
IL-1, TRAFG6: factor 6 asociado al factor de necrosis
tumoral, TAK-1: factor beta de crecimiento activado por
quinasa 1 NFxf: factor nuclear «f, IK: quinasa inducida
por NFkf, mRNA: RNA mensajero.

otra proteina de membrana que se encuentra en estre-
cha asociacion con receptores TLR4, pudiendo unir di-
rectamente LPS sin la asistencia de LBP o CD14. Sin
embargo, MD2 no se encuentra asociada a la superficie
celular en ausencia de TLR4%,

Rol de las lipoproteinas en la neutralizacion
del LPS y en la modulacion de la respuesta
en fase aguda.

Las lipoproteinas son particulas de alto peso molecular
gue transportan lipidos no polares, principalmente
triglicéridos y ésteres de colesterol en plasma. Cada
particula tiene un centro no polar el cual contiene los
lipidos hidrofébicos, y rodeando a esta parte central una
monocapa de lipidos anfipaticos como fosfolipidos y
colesterol no esterificado. Estas particulas también
contienen proteinas especificas localizadas en la mo-
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nocapa superficial interactuando con los fosfolipidos. Una
de las clasificaciones mas cominmente empleadas de
las lipoproteinas se basa en su densidad. De acuerdo a
esto se dividen en 4 clases mayoritarias: quilomicrones,
VLDL (very low density lipoprotein), LDL (low density li-
poprotein) y HDL (high density lipoprotein).

Ya desde 1957 era conocido que la incubacion del
LPS con suero reducia la respuesta febril a la endotoxina
en ratones?®. Estos resultados llevaron a realizar estu-
dios a nivel molecular, encontrando que el LPS interactia
con componentes séricos y como consecuencia se pro-
duce un desplazamiento en la densidad de las fraccio-
nes lipoproteicas, observando paralelamente una inhibi-
cién de la actividad toxica del LPS*.

Se ha demostrado, in vitro e in vivo, que en plasma
humano existen varias proteinas con capacidad de unir
y neutralizar el LPS. In vitro, el suero humano es capaz
de prevenir la activacion de monocitos inducida por el
LPS mientras que el suero libre de lipoproteinas pierde
esta capacidad, la cual se recupera por reconstitucion
con las mismas®.

Estudios més recientes han demostrado que las HDL
son los Unicos componentes del plasma que uneny neu-
tralizan el LPS 3234, mientras que las VLDL y LDL no tie-
nen esta capacidad neutralizante®. Sin embargo, en ca-
sos de sepsis grave las VLDL se convierten en el aceptor
dominante de la endotoxina®. En cuanto a los estudios
realizados en modelo de endotoxemia humana, el pre-
tratamiento con HDL reduce los niveles de TNF-o, IL-6 e
IL-8, encontrdndose simultaneamente asociada a estas
lipoproteinas una regulacion negativa de CD14 en
monocitos®.

HDL y sepsis

Si bien la funcion principal de las HDL es participar en el
transporte reverso de colesterol, también estarian
involucradas en el transporte reverso de LPS. In vitro,
las lipoproteinas unen y neutralizan el efecto toxico del
LPS. En pacientes sépticos, sin embargo, las concen-
traciones de lipoproteinas, especialmente de las HDL,
estan reducidas, y los cambios observados estan en
relacion directa con la gravedad de la infeccion®. Asi la
modulacion del metabolismo de lipoproteinas puede influir
en la cascada de mediadores inflamatorios en la sepsis.

Por otro lado, durante la fase aguda, la proteina
amiloide A pasa a ser la proteina mayoritaria de las HDL,
pudiendo redirigir el complejo LPS/HDL desde la ruta
CD14 hacia la ruta de scavenger de macrofagos en el
higado para una rapida detoxificacién. Las consecuen-
cias de estas propiedades biofisicas alteradas podrian
estar relacionadas con un recambio més rapido de las
HDL y en consecuencia con una eliminaciéon incremen-
tada del LPS en circulacion.
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Interaccion de HDL con otras proteinas

Existe una gran variedad de proteinas que interaccionan
con las HDL, entre ellas CETP (cholesteryl ester transfer
protein), PLTP (phospholipid transfer protein), SAA (se-
rum amyloid)*. Las CETP y PLTP son miembros de una
familia de proteinas que transfieren ésteres de colesterol
y fosfolipidos y también participan en la unién de lipo-
polisacaridos. Esta familia incluye también ala LBP y a
la BPI (bactericidal/permeability increasing protein).
Estas proteinas comparten gran homologia de se-
cuencias y todas tienen la capacidad de unir sustratos
lipofilicos.

In vitro e in vivo, SSA se asocia con las HDL despla-
zando a la apo A-1y se transforma en la apolipoproteina
predominante de esta fraccion lipoproteica. Este proce-
so causa la remodelacion de las HDL originando particu-
las de mayor densidad (HDL3)%. La presencia de SSA
en las particulas de HDL reduce unas 10 veces la vida
media de estas lipoproteinas en circulacion. Ademas, el
numero de sitios de unién sobre los macréfagos para
SSA/HDL se incrementa durante la inflamacion, mien-
tras que disminuye sobre los hepatocitos, lo que sugiere
que durante la fase aguda las HDL son redirigidas del
hepatocito al scavenger SR-BI situado en los macroé-
fagos*. Interesantemente, el scavenger SR-BI es im-
portante en la eliminacién de circulacién de la endotoxina®.
Asi, SSA puede redirigir el LPS neutralizado por las HDL
de la ruta de activacion CD14 hacia la ruta del scavenger
de macréfagos hepaticos para una rapida detoxificacion.
Por ese motivo, la disminucion de las HDL durante la
fase aguda puede reducir la capacidad neutralizante del
LPS.

Apolipoproteina A-I

La apo A-l, proteina mayoritaria de las HDL, tiene un rol
clave en varias de las etapas del transporte reverso de
colesterol (RCT) como: a) la microsolubilizacién de lipidos
de las membranas de células periféricas, b) la interaccion
y reconocimiento de proteinas celulares (como ABC-Aly
SR-B1), c) la activacién de diferentes vias de sefializa-
cion, algunas de ellas resultando en la movilizacion de
de-pdsitos intracelulares de colesterol (Col) hacia la mem-
brana plasmatica, y d) la activacion de lecitin-colesterol-
aciltransferasa (LCAT).

Ademas de su funcién antiaterogénica esta proteina ha
sido considerada recientemente como una proteina de fase
aguda®. Se ha sugerido que la apo A-l es el principal com-
ponente de las HDL con actividad antiendotoxina, uniendo
el LPS y disminuyendo asi la liberacion de citoquinas*. Se
ha demostrado también que la apo A-l inhibe la adhesién
de los neutréfilos activados a la fibronectina, el estallido
oxidativo y reduce la degranulacion**.
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Estructura y flexibilidad conformacional
de apo A-l. Diferentes tipos de complejos
con lipidos

La apo A-l pertenece al grupo de apolipoproteinas
intercambiables, denominadas asi por presentar un
equilibrio entre sus formas libre y unida a lipidos. Otros
representantes de este grupo son las apolipoproteinas
A-ll, A-1V, Cy E. La forma madura de la apo A-l humana
contiene 243 aminoé&cidos con repeticiones capaces de
formar a-hélices anfipaticas*. Es de esperar que la apo
A-ly las otras apolipoproteinas intercambiables requieran
de una gran flexibilidad conformacional para ser solubles
en el estado libre de lipidos, y estar en equilibrio con
diferentes estados de unién a lipidos como unida a
membranas y a complejos lipoproteicos de diferente
morfologia y tamafio, las que se interconvierten entre si
durante su ciclo funcional.

En cuanto a la estructura en las a-HDL esféricas, se
propone que las hélices de la apo A-l formarian una
monocapa externa rodeando a un nucleo de lipidos
hidrofobicos (ésteres de colesterol y/o triglicéridos)*.
Todos los modelos propuestos de las HDL discoidales
concuerdan en que una bicapa lipidica discoidal es ro-
deada en su borde por la apolipoproteina, con las caras
hidrofébicas de las hélices interactuando con los
fosfolipidos. Los modelos con mayor base tedrica y ex-
perimental son aquellos en los que las hélices de la apo
A-l se disponen en su mayoria perpendiculares a las ca-
denas hidrocarbonadas de los fosfolipidos. Las eviden-
cias recientes indican la coexistencia de dos configura-
ciones, pero con las 2 moléculas de apo A-l antiparalelas
entre si y totalmente extendidas en el borde del disco®.

El tamafio y contenido lipidico de las HDL discoidales
depende primariamente del nUmero de moléculas de apo
A-1 que conforman el disco, ya que pueden encontrarse
discos de 2, 3 0 mas moléculas de apo A-l. Entre las
HDL discoidales con 2 apo A-l por particula, han sido
bien caracterizadas dos tipos: las de diametro de Stokes
de 78 Ay las de 96 A, con alrededor de 30 y 70 moles de
lipido por mol de apo A-l, respectivamente®’. La confor-
macioén de la apo A-l es diferente en estas particulas, lo
que resulta en diferentes propiedades fisiologicas: las
HDL de 78 A tienen una afinidad 60 veces menor por el
receptor SR-Bl y capacidad de activar LCAT de 16 ve-
ces menor a las HDL de 96 A%. 4,

Varios mutantes han sido disefiados para estudiar y
comprender cémo alteraciones estructurales en la apo A-
| afectan las funciones de las HDL. Las deleciones de los
residuos 89-99 producen la mutante apo A-1 A(89-99) con
capacidad de promover el flujo de colesterol mediado por
ABC-Al y SR-BI reducida a 68% y 78% respecto de la
forma nativa. Sin embargo, estos mutantes mostraron una
interaccion reducida con la PLTP (phospholipid transfer
protein) y por lo tanto una transferencia disminuida de
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fosfolipidos desde las VLDL/LDL hacia las HDL®. Otras
estrategias incluyen la truncacion de la apo A-l en el ex-
tremo C-terminal, produciendo la mutante apo A-1 A(1-192)
con una unién a lipidos disminuida, o la truncacién del N-
terminal, apo A-l A(44-243), que rinde una proteina con
una estructura en solucién alterada, con una conforma-
cién similar a la adoptada por la union a lipidos. Sin em-
bargo, la eliminacion simultanea de los residuos 1-43 y
187-243 produce un fragmento que constituye el elemen-
to central estable de la apo A-l. Si la delecion del N-termi-
nal o del C-terminal estabiliza elementos que resultan en
la formacién en un ramillete de hélices, podria esperarse
gue se desarrolle una mayor afinidad por lipidos®.

Estudios realizados con péptidos miméticos de las 10
hélices anfipaticas localizadas en tandem mostraron que
existe una minima cooperatividad entre hélices adyacen-
tes en la asociacién con lipidos. Todos los estudios indi-
can que las hélices 9 y 10 son las mas eficientes en la
asociacion con lipidos, mientras que los dominios heli-
coidales de la region central poseen una afinidad por
lipidos mas débil®2.

Estrategias para neutralizar LPS

Las estrategias de neutralizacion del LPS actualmente
utilizadas, emplean anticuerpos anti-LPS o anti-TNF que
unen y neutralizan el LPS circulante o capturan el TNF
liberado, respectivamente. Sin embargo, estas estrategias
han tenido un éxito limitado, por lo que una terapia
alternativa ha sido el empleo de péptidos cargados posi-
tivamente que interactien con el LPS, como polimixina
B (PMB), NK-lisina, SAP(synthetic antitoxin peptides), BPI
(Bactericidal/Permeability Increasing Protein) o péptidos
derivados de estas moléculas, los que serian capaces
asi de inhibir la produccién de citoquinas inflamatorias.

Polimixina B (PMB) y derivados

La PMB es considerada uno de los compuestos mas
potentes en cuanto a su actividad endotéxica. Es un
oligopéptido catidnico ciclico de naturaleza anfipatica
ligado a un &cido graso. Se ha demostrado que muestra
gran afinidad por el lipido A, presentando una estequio-
metria de unién 1:1. Dado que el lipido A es una region
conservada del LPS, la PMB neutraliza el LPS pro-
veniente de la mayoria de las bacterias Gram negativas,
desarrollando raramente resistencia. Sin embargo, su
nefrotoxicidad, neurotoxicidad y sus caracteristicas farma-
codinamicas y farmacocinéticas limitan su aplicacién
sistémica®.

La PMB conjugada con dextran-70 genera PMX622%,
que limita el extravasamiento a los tejidos de la PMB
debido al alto peso molecular del dextran. La efectividad
de PMX622 ha sido demostrada en modelo equino®®, de
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ratonsé, carnero®” y conejo®. La PMX622 mostré ser una
droga eficiente y segura, conservando las propiedades
de la PMB en cuanto a su alta eficiencia de neutraliza-
cion de la endotoxinay reteniendo las propiedades farma-
cocinéticas y metabdlicas favorables del dextran. Si bien
PMBX622 ha superado las pruebas de fase |, no se ha
demostrado aun su eficiencia en la fase Il, correspon-
diente a pacientes sépticos que presentan fallas organi-
cas. Por otro lado, se ha demostrado que su eficiencia
depende del momento de administracion en relacion al
aumento en la concentracién de endotoxina en circula-
cion, ya que es activa solo si se la administra previamen-
te pero no si es administrada 15 minutos con posteriori-
dad a este aumento. Asi, el uso de PMX622 funcionaria
eficientemente en la profilaxis pero no en las aplicacio-
nes terapéuticas®.

Otros derivados que se han desarrollado pero no es-
tan suficientemente caracterizados para su uso clinico
son los conjugados con inmunoglobulina G®°.

Otra serie de estudios estan basados en pequefios
péptidos disefiados con una estructura primaria y secun-
daria relacionada con la PMB. Los factores estudiados
con lafinalidad de encontrar estructuras 6ptimas en cuan-
to ala union del lipido Ay que resulten en la detoxificacion
del LPS incluyen la naturaleza cationica, anfipatica, ta-
manfo, estructura y conformacién del péptido. Se ha po-
dido asi determinar una secuencia de 8 a 13 aminoé&cidos
la cual esta presente también en proteinas que natural-
mente unen el LPS, entre ellas LBP humana y de ratén,
CD14 humana, BPI y el factor anti-LPS de Limulus5%-¢S,

Dos péptidos sintéticos denominados péptidos an-
tiendotoxina sintéticos, (SAEP-2 y SAEP-4), neutralizan
la endotoxina con una eficiencia similar a la PMB®". La
mayor actividad del SAEP-4 respecto al SAEP-2 se debe
a la menor solubilidad del primero, lo cual produce la
precipitacion y remocion de los complejos SAEP-LPS®,
Sin embargo, el comportamiento de estos péptidos in vitro
es contrario al encontrado in vivo, habiéndose especula-
do sobre la existencia de mecanismos alternativos de
proteccién por los péptidos no relacionados a los meca-
nismos de internalizacion de LPS via CD14m. Una posi-
ble explicacion radica en el efecto inhibitorio de la PMB y
de SAPs sobre la proteinquinasa C (PKC), molécula cla-
ve de los mecanismos de sefializacion intracelular indu-
cidos por el LPS*®°.

BPI/BNEP (Bactericidal/Permeability
Increasing Protein)

La BPI es una proteina catiénica de 456 residuos
producida y almacenada en neutréfilos con una potente
actividad antiendotoxina™. En la region N-terminal, de
aproximadamente 20kDa se han identificado 3 dominios
separados (17-45, 65-99 y 142-169) a los que se les
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adjudica esta propiedad™, encontrando a su vez que los
péptidos correspondientes a estas secuencias tienen
actividad neutralizante del LPS™. El BNEP, un péptido
sintético derivado de la proteina BPI correspondiente al
dominio 148-161 presenta actividad antiendotdxica
mostrando mayor afinidad por el lipido A que por el LPS
debido al menor impedimento estérico de esta union.

El desarrollo de péptidos anti-LPS con relevancia te-
rapéutica requiere no solo de una actividad neutralizante
especifica o capacidad de unién in vitro, sino que debe
probarse su eficiencia en modelo animal. El BNEP po-
see importantes efectos sobre las citoquinas tempranas
y tardias involucradas en el proceso séptico. Compara-
do con la PMB que protege de la endotoxemia en mode-
lo de ratén a una dosis de 1 mg/kg, el BNPE posee una
mayor dosis efectiva (5 mg/kg). Es interesante que cuan-
do se usaron dosis del orden de 10 mg/kg de BNPE no
se observaron efectos colaterales™.

Componente P Amiloide Sérico (SAP)

El SAP es otra proteina presente en plasma humano con
capacidad neutralizante del LPS™; es una glicoproteina
decamérica compuesta de subunidades idénticas de 25.5
kDa asociadas en forma no covalente en dos anillos pen-
taméricos. Al igual que la proteina C-reactiva (CRP),
pertenece a la familia de pentraxinas. Ambas proteinas
comparten un 51% de homologia de secuencia, sin em-
bargo el SAP, a diferencia de la CRP, no es una proteina
de fase aguda en humanos, sino que se encuentra de
manera constitutiva en suero en concentraciones de 30-
50 pg/ml. Su concentracion se duplica durante la sep-
sis™ desempefiando funciones en el clearence de
residuos derivados del huésped y del patdgeno en los
sitios de inflamacion’. El SAP se une al LPS con alta
afinidad en presencia de bajas concentraciones de la
LBP, inhibiendo la respuesta celular inducida por el LPS™.
Sin embargo, no es capaz de neutralizar el efecto
endotdxico en presencia de suero o de altas concen-
traciones de LBP8, dado que ambas proteinas compiten
por su union al LPS™. Contrariamente a lo que se ha
demostrado en el caso de las HDL que interaccionan
con las formas monomeéricas, e incluso promueven la
desagregacion del LPS, el SAP se une a las formas
agregadas del mismo.

Se ha demostrado que SAP posee mas de un sitio de
union al LPS y al igual que otras proteinas que unen LPS,
como BPI, lactoferrina, apo B y apo E, posee un sitio de
union a heparina™. Los péptidos correspondientes a la se-
cuencia comprendida entre los residuos 27-39, 61-75y 186-
200 de SAP unen LPS e inhiben la respuesta de fagocitos
humanos al LPS en presencia de suero o sangre humana.

Tanto la carga como el caracter hidrofobico de los
aminodcidos presentes en los péptidos es importante para
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determinar su unién al LPS, aunque es esencial para que
éstos posean actividad neutralizante, una secuencia de
union especifica de estos residuos®®.

NK-2

Esta molécula es un potente antibiético de 27 residuos
aminoacidicos derivados de la regién central de la NK-
lisina, polipéptido citolitico y antimicrobiano producido por
linfocitos de mamiferos. El péptido NK-2 es muy potente
contra bacterias, hongos y también contra Tripanozoma
cruzi y presenta bajos niveles de toxicidad para células
humanas®. El tamafio molecular, carga y la naturaleza
anfipatica de NK-2 es similar al que presentan gran
namero de péptidos naturales antimicrobianos que son
parte del sistema inmune de una gran variedad de
especies®?. Estos péptidos matan microorganismos
destruyendo la funcion de barrera de sus membranas.

La sensibilidad de diferentes cepas de Salmonella a
NK-2 fue R595>R60> tipo salvaje. EI LPS de la cepa tipo
salvaje contiene la cadena antigénica O completa (LPS-
S), la cepa mutante R60 contiene LPS-Ra, el cual con-
serva la parte central de azlcares y la cepa mutante R595
contiene LPS-Re, compuesto ademas del lipido A por el
monosacarido KDO (Fig. 2). Estos resultados indican una
correlacion entre la actividad del péptido y la longitud de
la cadena del polisacarido del LPS, resultando en una
reduccion en la produccién de TNF con el acortamiento
de la cadena de carbohidratos presente. A mayor longi-
tud de la cadena de azlcares, son necesarias mayores
concentraciones de péptido para producir una reduccién
significativa en los niveles de TNF. La relativamente alta
afinidad de NK-2 por el LPS permitiria el desplazamiento
de LBP, y por lo tanto la posibilidad de neutralizacion de
LPS in vivo. Por el contrario, la proteina relacionada NK-
lisina, falla en neutralizar LPS in vivo debido a la menor
afinidad por el LPS.

Apo A-l

Los efectos antiinflamatorios y antiaterogénicos de las
HDL han sido adjudicados a la apo A-1%. Aunque muchos
estudios muestran los efectos beneficiosos de la admi-
nistracion de lipoproteinas en animales con endo-
toxemia, poco es lo que se conoce sobre el impacto de
la apo-liproteina A-1. Estudios recientes demuestran que
la administracion de la apo A-1 inhibe la liberacion de
TNF y mejora la tasa de sobrevida en ratas con
endotoxemia®. Experimentos empleando la apo A-l
purificada por ultra-centrifugacion ponen en evidencia
la existencia de dos diferentes sitios de union de LPS
sobre esta proteina. Uno de ellos corresponderia al
dominio de union a lipidos y por lo tanto podria estar
involucrado en la unién directa del LPS, mientras que el
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otro dominio postulado participa en la union de la LBP y
por lo tanto en la union indirecta del LPS*.

Los estudios realizados en modelo celular indican que
el efecto de la apo A-l es desplazar al LPS unido a re-
ceptores de superficie de monocitos®®.

Sin embargo, a pesar de que estos resultados sugieren
que la administracion de HDL o apo A-l tendria efectos be-
neficiosos, las cantidades terapéuticas necesarias lo hace
impracticable. Por este motivo los péptidos miméticos de
apo A-l con afinidad incrementada por el LPS represen-
tan un area emergente en este campo terapéutico®®’.

Péptidos miméticos de apo A-l

El péptido denominado L-4F inhibe la respuesta infla-
matoria inducida por el LPS y el lipido A en células
endoteliales humanas a través de una reduccién en la
expresion de VCAM-1(vascular cell adhesion molecule-
1). Se ha propuesto que el L-4F se une al lipido A
previniendo la unién del LPS a la LBP y por lo tanto, la
activacion de los receptores celulares situados en células
endoteliales®.

La interaccion fisica entre el péptido y el LPS es res-
ponsable de la inhibicion observada en la expresion de
las moléculas de adhesion. En el caso del péptido L-4F,
se ha encontrado una inhibicion de la expresion de
VCAM-1 inducida por LPS y lipido A, pero no aquella
estimulada por TNFa o IL-1p, siendo esta Ultima depen-
diente de la union del LPS con LBP y CD14%,

El L-4F se une al LPS y altera su estado de agrega-
cion. En este sentido, se ha sugerido que el LPS es
biol6gicamente activo en estado agregado y es la forma
de estos agregados, lo que influye en la unién a LBP/
CD14%. Esto llevo a hipotetizar que el L-4F induce un cam-
bio conformacional en el LPS alterando su estado de agre-
gacion, provocando asi que el lipido A no sea accesible a
la LBP, previniendo de esta manera la formacion del com-
plejo y su union a los receptores celulares.

Respecto a ensayos realizados in vivo sobre la neu-
tralizacion de los efectos de la endotoxina, existe un
Unico informe que muestra que la administracion de L-
4F prolonga la sobrevida de ratones inyectados con
LPS®L

Perspectivas

Tal como lo muestra la revision presentada en este
articulo, durante los Ultimos 10 afios se ha ensayado un
gran namero de opciones terapéuticas contra la sepsis
basadas en el empleo de proteinas y péptidos que
naturalmente unen el LPS. Si bien los resultados
obtenidos in vitro han sido exitosos en muchos casos,
hasta el momento el balance entre la cantidad terapéutica
necesaria para neutralizar el efecto endotéxico y la
toxicidad in vivo no rinde una ecuacion satisfactoria. Esta
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es la razon por la cual las perspectivas futuras estan
enfocadas en el desarrollo de formas mutantes de la
apolipoproteina A-l, proteina que naturalmente une y
neutraliza el LPS, basadas en los avances que a nivel
molecular existen en el conocimiento de la estructura y
funcion de esta proteina. En particular el rol de las hélices
anfipaticas en la unién a lipidos y en el reconocimiento
de receptores del tipo SR-BI alientan los estudios de
disefio de mutantes con eficiencia incrementada en la
union de LPS y con el consecuente aumento en la
eficiencia de eliminacion de esta endotoxina o de los
complejos LBP/LPS de circulacion via receptores SR-BI.
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