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NEUTROFILOS HUMANOS (PMN) INDUCEN LA LIBERACION DE LIPOPOLISACARIDOS (LPS)
DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS
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Resumen

Los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) son los principales componentes de las membranas de

las bacterias gram negativas. Los LPS constituyen poderosos estimulos para las células del siste-
ma inmune y estan asociados, frecuentemente, al desencadenamiento del sindrome séptico o al shock séptico.
Los polimorfonucleares neutrofilos humanos (PMN) son una de las células mas importantes involucradas en Ia
depuracion de los LPS. El conocimiento de los mecanismos de detoxificacion de los LPS es crucial para el
control del sindrome séptico o del shock séptico causados por bacterias Gram negativas. En este trabajo estu-
diamos la capacidad de los PMN en la detoxificacion de los LPS en dos situaciones diferentes: a) cuando el
LPS es ofertado a los PMN como una molécula aislada; b) cuando el LPS ofrecido a los PMN es parte consti-
tutiva de las bacterias Gram negativas (E.coli 0111:B4). Nuestros resultados demuestran que los PMN son
capaces de inhibir la actividad biologica de los LPS de generar el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). Sin em-
bargo, cuando los LPS se ofrecen como componentes de las bacterias enteras, los PMN inducen la liberacion de
los LPS bacterianos sin modificar su actividad biologica. Esto determina que la capacidad depuradora de los PMN
este condicionada por la forma en |a cual los LPS son presentados a estas células.

Abstract

Human neutrophils induce lipopolysaccharide (LPS) liberation from Gram negative bacteria.

Bacterial lipopolysacharide (LPS) is the major membrane component of Gram negative bacteria. It is
a potent pleiotropic stimulus for the immune system frequently associated with septic syndrome or septic shock.
The detoxification of LPS in Gram negative sepsis is one of the important problems to resolve in clinical treatments.
In this study we compare the capacity of polymorphonuclear neutrophils (PMN) in LPS detoxification in two differ-
ent situations: a) when LPS is offered to PMN as an isolated molecule; b) when the LPS offered is part of the whole
Gram negative bacteria (E. coli 0111:84). Our results show that PMN are able to inhibit the capacity of LPS to
produce TNF-a. However, when whole bacteria, instead of LPS, are incubated with PMN, an enhancement in the
production of tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is observed. The bacterial overburden of PMN is not the reason
for the spread of LPS after PMN incubation. Our conclusion is that PMN have a dual capacity to deal with LPS,
either inactivating or releasing it depending on how it is offered.
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Los lipopolisacaridos bacterianos (LPS), también co-
nocidos como endotoxinas, son componentes naturales
de la membrana externa de las bacterias Gram negati-
vas y constituyen poderosos estimulantes de las células
del sistema inmune’.

Al alcanzar la circulacion los LPS, o las citoquinas li-
beradas en respuesta a ellos, son capaces de desenca-
denar un fenémeno inflamatorio sistémico que, frecuen-
temente, concluye en un severo dano organico multiple
con disminucion de la presion arterial conocido en Medi-
cina como shock séptico?.
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El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-«) y la
interleuquina 1 (IL-1) son las primeras citoquinas libera-
das como consecuencia de la interaccion de los LPS con
los monocitos/macréfagos y constituyen los componen-
tes centrales en la iniciacion del shock séptico inducido
por endotoxinas': 2.

Recientemente se ha establecido que los niveles al-
tos de citoquinas y LPS en plasma se correlacionan con
los indices de mortalidad en pacientes afectados por
sindromes sépticos por bacterias Gram negativas®. Por
esta razon, mas alla de las diferentes estrategias tera-
peuticas utilizadas para el manejo de los sindromes sép-
ticos por Gram negativos, |a eliminacién de los LPS de
un organismo es uno de los objetivos importantes a re-
solver.

Luego de entrar en la circulacién sanguinea los LPS
sufren una hidrolisis limitada y son depurados en el hi-
gado a través de receptores hepaticos*, con la coopera-
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cion de lipoproteinas de alta densidad y quilomicrones?®.
Ademas, se ha demostrado que los polimorfonucleares
neutréfilos (PMN) son una de las principales celulas
involucradas en los procesos de detoxificacion de los LPS
a través de mecanismos de deacilacion efectuados por
enzimas como las acilooxiacil hidrolasas®’. Por otra par-
te, la lactoferrina, la lisozima y otros factores que
incrementan la permeabilidad de las membranas
bacterianas actian modulando la accién biolégica de los
LPS:

Los estudios de detoxificacion de LPS son de limita-
do valor clinico debido a que habitualmente se utilizan
endotoxinas purificadas®. Sin embargo, no se conoce qué
sucede con la detoxificacion de LPS cuando éstos son
ofertados a los PMN en el contexto de la bacteria entera
como ocurre en las infecciones naturales.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar compara-
tivamente la capacidad de los PMN de detoxificar LPS
en dos situaciones diferentes: a) cuando el LPS es
ofertado a los PMN como una molécula aislada; b) cuan-
do el LPS ofrecido a los PMN es parte constitutiva de la
bacteria.

Las experiencias fueron llevadas a cabo utilizando
bacterias de la cepa E. coli 0111:B4 inactivadas por tra-
tamiento con formol, y con LPS puriticado correspondien-
te a la misma cepa bacteriana (Sigma Chemical Co. St.
Louis, MO). Los PMN fueron purificados por las técnicas
de Fcoll-Hypaque y sedimentacion en dextran® y lleva-
dos a una concentracion de 15 x 10° células/ml en el
medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 5% de
suero fetal bovino y gentamicina (50 pg/ml). La incubacién
de 200 pl de la suspension de PMN con LPS o bacterias
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se hizo durante 1 hora a 37°C. Luego de ese periodo,
los tubos fueron centrifugados y el LPS residual presen-
te en los sobrenadantes fue determinado por su capaci-
dad de generar TNF-o. sobre células mononucleares
periféricas humanas. Para evaluar los niveles de
fagocitosis, las bacterias E.coli 0111:84 fueron marca-
das con cromo radioactivo (*'Na,CrO,) e incubadas con
PMN. Luego de 30 minutos de incubaciéon a 37°C los
tubos fueron centrifugados a baja velocidad con la finali-
dad de separar |las bacterias libres de las fagocitadas. El
procedimiento fue repetido cinco veces mas y finalmen-
te se midié la radioactividad en el sedimento celular que
representa a las bacterias fagocitadas.

Para evaluar la inactivacion de LPS por los PMN, 3 x
10° PMN fueron incubados con 25 ng de LPS en un volu-
men final de 250 pl. Luego de 1 hora de incubacion las
celulas fueron centrifugadas y en los sobrenadantes re-
cuperados se evaluo la capacidad de producir TNF-o. en
células mononucleares periféricas humanas. El TNF-o
fue evaluado por el ensayo de actividad biolégica, deter-
minando su capacidad litica sobre monocapas de célu-
las L-929'°. Este efecto litico es completamente inhibido
por un anticuerpo policlonal anti-TNF-¢. (Sigma Chemical
Co.). Todos los experimentos fueron realizados por lo
menos 4 veces, mostrandose solamente uno represen-
tativo del conjunto.

Los resultados presentados en la Figura 1 indican que,
luego de la incubacion de LPS con PMN, los sobrena-
dantes tienen una reducida capacidad de producir TNF-
o (baja concentracion de LPS), respecto a aquellos ob-
tenidos de LPS incubado con PMN inactivados por
congelamiento y descongelamiento reiterados o en au-
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Fig. 1.— Produccion de TNF-a por sobrenadantes de PMN incubados con LPS. 200 pl de PMN a 15 x 10°
células/ml en RPMI, fueron incubados a 37°C por 1 hora con 25 ng/ml de LPS. Los controles fueron
hechos en las mismas condiciones experimentales con PMN inactivados o en ausencia de PMN. Des-
pués de 1 hora de incubacion los tubos fueron centrifugados y en los sobrenadantes se evalué la pro-
duccion de TNF-o en células mononucleares periféricas humanas. El asterisco () indica diferencias sig-
nificativas respecto de los controles (p < 0.001). Cada valor representa la media + SD de un experi-

mento representativo (n = 4) hecho por triplicado.
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sencia de células. Por lo tanto, el experimento muestra
que la desaparicion de la actividad de los LPS de los
sobrenadantes no se debe a un secuestro inespecifico
de LPS por los PMN, sino a un mecanismo activo de
captacion. Estos datos confirman los obtenidos por otros
autores que demuestran que los PMN son capaces de
deacilar enzimaticamente a los LPS, hidrolizando por lo
menos tres cadenas hidrocarbonadas, transformando-
los en componentes bioldgicamente inactivos' y tam-
bien aqguéllos que han demostrado que la lactoferrina,
es capaz de inhibir |la actividad biologica de los LPS®.

Sin embargo, aunque la inactivacion de LPS aislados
por PMN es en si mismo un hecho beneficioso para un
organismo, parece no representar un modelo adecuado
para el control de los fenomenos sépticos®. Por esa ra-
zon, nosotros utilizamos el mismo diseno experimental
pero en presencia de bacterias E. coli 0111:B4 en lugar
del LPS como molécula aislada. Como se muestra en la
Figura 2, sorpresivamente, los sobrenadantes provenien-
tes de los PMN incubados con E. coli presentaron una
significativa capacidad de producir TNF-a (alta concen-
tracion de LPS), mientras que no se observo este efecto
con sobrenadantes de bacterias aisladas o en presencia
de PMN inactivados. Este efecto no se debe a una so-
brecarga bacteriana que supera la capacidad detoxi-
ficante de los PMN ya que trabajando con un nimero
100 veces menor de bacterias (3 x 107 bacterias/tubo), y
donde la fagocitosis de bacterias marcadas con 5'Cr se
redujo 12 veces, el fendmeno observado fue
cualitativamente similar (no mostrado).

El paso siguiente fue corroborar si la capacidad de
esos sobrenadantes de producir TNF-o se debe exclusi-
vamente a LPS y no a otros productos que eventual-
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mente pueden ser liberados por las bacterias o los PMN.
Para ello, los sobrenadantes fueron tratados con
polimixina B (50 pg/ml), un conocido y bien definido an-
tagonista de LPS', durante 15 minutos a 37°C y luego
se evaluo la capacidad de los mismos para producir TNF-
o. Los resultados obtenidos mostraron que la capacidad
de producir TNF-a fue totalmente abolida por la polimixina
B, indicando que la molécula responsable de la produc-
cion de TNF-o fue, efectivamente, el LPS. Estos resul-
tados indican que cuando las bacterias son lisadas por
los PMN se produce una gran liberacion de moléculas
de LPS que no pueden ser detoxificadas eficientemente
por los PMN. La causa de este fenomeno puede deber-
se a que cada bacteria posee en su membrana alrede-
dor de 3 x 10° moléculas de LPS™ y no se depuran en la
medida en que éstos se liberan al medio. En consecuen-
cia los PMN, considerados como una de las células mas
importantes en la detoxidificacion de los LPS™, paradé-
jicamente se pueden convertir en una de las células
diseminadoras de los LPS luego de la lisis y degrada-
cion de bacterias Gram negativas.

Trabajos realizados por otros autores han demostra-
do que los PMN y sus productos téxicos contribuyen al
desarrollo de la injuria tisular durante la sepsis o el shock
séptico! . Esto sugiere que |a liberacion de LPS activo
por parte de los PMN podria representar un mecanismo
adicional de agresion mediado por los PMN.

Esta diseminacion de LPS por los PMN puede ser
causada por la maquinaria litica de los fagocitos consti-
tuida esencialmente por la generacion de productos
reactivos del oxigeno y por la secrecion de enzimas
lisosomales al medio circundante. Ademas, la presencia
de anticuerpos especificos podrian, eventualmente, am-
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Fig. 2. Produccion de TNF-a por sobrenadantes de PMN incubados con E. coli 0111:84. 200 pl de PMN a
15 x 10° células/ml en RPMI, fueron incubadas a 37°C durante 1 hora con 15 pl de E. coli 0111:B4a 1.8 X
10" células/ml. Los controles fueron hechos en las mismas condiciones experimentales con PMN inactivados
o en ausencia de PMN. Después de 1 hora de incubacion los tubos fueron centrifugados y en los
sobrenadantes se evalué la produccion de TNF-« en células mononucleares periféricas humanas. E| aste-
risco (%) indica diferencias significativas respecto de los controles (p < 0.001). Cada valor representa la media
+ SD de un experimento representativo (n = 5) hecho por triplicado.
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plificar estos efectos a través de mecanismos citotoxicos
que actuan a través de receptores para la porcion Fc de
las IgG como la generacion de radicales libres por com-
plejos inmunes y la citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpos (ADCC). Todos ellos son mecanismos
rapidos y poderosos de ataque de estructuras celula-
res’.

Las consecuencias de la actividad de los PMN sobre
las E. coli 0111:B4 es similar, en algunos aspectos, a lo
que sucede con el uso de antibidticos en las sepsis. En
efecto, estos antimicrobianos, generalmente beneficio-
sos para el huésped porque reducen el nimero de bac-
terias viables, a menudo promueven la liberacion de
endotoxinas en el proceso de bacteriolisis, empeorando
la evolucion clinica de los pacientes'.

En conclusién, nuestro trabajo demuestra que los
PMN pueden ejercer una accion dual en los procesos
sépticos, y no deben considerarse simplemente como
células responsables de la depuracion de los LPS. En
efecto, en circunstancias donde ellos interactian con
bacterias Gram negativas son capaces de diseminar los
LPS bacterianos, y pueden generar consecuencias
opuestas a las deseadas.
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My own suspicion is that the universe is not only queerer than we suppose, but

queerer than we can suppose.

Mi sospecha es que el universo no sélo es mas extrano de lo que suponemos sino

mas extrano de lo que podemos suponer.

J.B.S. Haldane (1892-1964)

On being the right size, 1927



