d
=
=3
(=]
=
=
(=]
=
=

0

noamericana

.

Revista Lat

Vol. 52, Nos. 1-2
January - March 2009
April - June 2009

PP.32-43 g wkekk Rafgel Coria Jiménez*

RESUMEN. El lipopolisacarido (LPS) es una estructura heterogénea
de las bacterias Gram negativas, que permite al microorganismo adap-
tarse a su ambiente. Su heterogeneidad recae en la naturaleza, orden 'y
unién de los diferentes aziicares que constituyen la cadena polisacarida
del antigeno O en la modificacion de estas moléculas de carbohidratos
y en los cambios en la longitud de su cadena. La composiciény la
longitud de la cadena del antigeno O se asocia ala virulencia del mi-
croorganismo y esta caracteristica varia entre cepas bacterianas y aln
intracepa. Los cambios en lacomposicién y estructura del LPS pueden
originarse por variacion defasey por transferencialateral de genes. La
variabilidad del LPS afecta las propiedades de adhesion del microor-
ganismo ala célula del huésped; esta molécula es el blanco principal
de larespuestainmune innata e induce la liberacién de mediadores in-
flamatorios. Las modificaciones del antigeno O desempefian un papel
importante en los procesos de infeccion y evasion de la respuesta in-
mune del huésped y en la serotipificacién de especies Gram negativas.
El objetivo de esta revision es describir los mecanismos involucrados
en la variabilidad que presenta el antigeno O del LPS de las bacterias
Gram negativas.

Palabras clave: Lipopolisacarido, heterogeneidad del antigeno O, va-
riacion de fase, transferencia lateral de genes, glicosiltransferasas.

1. INTRODUCCION

La adaptacioén de los microorganismos comensales y
patégenos a ambiente del huésped esté sujeta a las reglas
de la seleccion natural, mediante interacciones dinamicas
huésped-microorganismo. En general, las bacterias poseen
dos mecanismos principales de adaptacion a su ambiente: i)
cambios en la expresion de sus genes (una alteracion en el
fenotipo sin cambio en el genotipo) o'bien, ii) cambiosenel
genotipo (Moxon, et al., 2006).
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ABSTRACT. The lipopolysaccharide (LPS) is a heterogeneous struc-
ture of gram—negative bacteria which permits the microorganism to
adapt to its environment. The heterogeneity of LPS falls on the nature,
order, and union of different types of sugars which constitute the poly-
saccharide chain of the O antigen. The O antigen modifies its sugar
molecules by union of different radicals, and elongation of its chain.
The composition and length of the chain of the O antigen is an indica-
tor of virulence, and this characteristic varies among bacterial strains
and even intrastrains. Changes in the composition and structure of LPS
could be caused by phase variation, and lateral transference of genes.
The variability of LPS affects the adhesion properties of the microor-
ganism to the cells of its host; this molecule constitutes the principal
target of innate immune response and induces release of inflammatory
mediators. Modifications of O antigen play an important role in the in-
fection process, evasion of immune response of the host, and serotypi-
fication of Gram—negative bacteria. The objective of this review is to
describe the mechanisms involved in the variability that the O antigen
of LPS of Gram—negative bacteria presents.

Key words: Lipopolysaccharides, O antigen heterogeneity, phase
variation, lateral transference of genes, glycosiltransferases.

Entre los componentes de supetficie de las bacterias Gram
negativas €l lipopolisacarido (LPS) es el constituyente prin-
cipal de lamembrana externa (Nikaido, 1996), ésta es una
estructura heterogénea involucrada de manera importante en
€l proceso de adaptacion del microorganismo a su ambiente.
El LPS esté constituido de segmentos conservados e hiper-
variables. Los dominios conservados del LPS son regiones
compartidas por las especies bacterianas, las cuales intervie-
nen‘en el desarrolloly entasobrevivencia de la bacteria. El
antigeno O esla parte hipervariable de la estructura del LPS
y esté& constituido de unidades repetidas de oligosacaridos (de
dos a seis azlcares). Las regiones variables pueden presentar
modificaciones, como una alteracién en la longitud de la ca-
dena oligosacarida, cambios en su composicién'y cambios en
la configuracién quimica, lo cual puede afectar la estructura
celular (Dixony Darveau, 2005).

2. ESTRUCTURA Y FUNCION DEL
LIPOPOLISACARIDO

Los LPS son moléculas esenciales para la estructura y
funcion de la membrana externa de la pared celular de las
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bacterias Gram negativas, intervienen en el transporte de
mol éculas hidrofdbicas hacia el interior de la célula bac-
teriana'y son un factor esencial en la interaccion huésped-
microorganismo.

El LPS es un glicoconjugado anfipatico de masa mole-
cular de aproximadamente 10kDa; constituye del 10 al 15%
del total de las moléculas de la membrana externay repre-
senta el 75% del total de la superficie bacteriana. (Caroff
y Karibian, 2003). El LPS tiene tres dominios diferentes:
a) El lipido A, es el dominio que se ancla en la membrana
y la parte hidrofébica y endotdxica de la estructura, b) El
nicleo oligosacarido, es el dominio que conecta al lipido
A con €l antigeno O y se divide en nlcleo interno y nicleo
externo, el ndcleo interno se encuentra unido a lipido A y
esta compuesto de monosacaridos inusuales tales como el
&cido 2-ceto-3-desoxioctanoico (KDO) y el L-glicero-D-
mano-heptosa, € nlcleo externo se une al antigeno O, y est4
constituido de azlicares comunes como hexosas y hexosa-
minas (Erridge, et al., 2002) y c) El polisacarido O que es
el dominio hidrofilico e inmunodominante del LPS, es un
oligosacérido de unidades repetidas que se proyecta desde el
nucleo hacia el exterior de la superficie bacteriana.

El antigeno O posee una cadena polisacarida que puede
variar en su longitud, llegando hasta 40 unidades repetidas
de didesoxihexosas. Se sabe que por lo menos 20 diferen-
tes mol éculas de azlicar pueden constituirlo, las cuales ra-
ramente se encuentran en la natural eza, estos componentes
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son caracteristicos de cepa, tales como abequosa, colitosa,
paratosay tivelosa. El antigeno O es extremadamente va-
riable inter e intraespecie y la variabilidad recae en la natu-
raleza, orden y unién de los diferentes azlcares (Lerouge y
Vanderleyden, 2001) (Figura 1).

La biogénesis del LPS es un proceso complejo que se
iniciaen lacaracitosdlica de la membrana plasmaticay cul-
mina en la superficie de la célula bacteriana. Se han descrito
dos mecanismos paralabiosintesis y ensamblgje del antige-
no O: laviadependiente del Wzy y ladelos transportadores
ABC.

El primero de estos mecanismos involucra la sintesis in-
dividual de las subunidades repetidas O sobre la cara cito-
sdlica, seguido por su translocacion ala cara periplasmética
de la membrana citoplasmética. Las subunidades en €l pe-
riplasma empiezan a polimerizarse y posteriormente el po-
lisacarido se une al oligosacérido del lipido A-nucleo con
la liberacién de undecaprenol fosfato (Und-PP). Esta via,
referida como dependiente de wzy, es la via preferencial en
€l antigeno O en especial de |os heteropolimeros.

Los genes involucrados en la biosintesis del antigeno O
por la via dependiente wzy se encuentran generalmente en
el locus rfb del cromosoma bacteriano y se clasifican en tres
grupos: 1) Los genes que intervienen en la biosintesis de azu-
cares de nucledtidos, 2) El grupo de genes que codifican a las
glicosiltransferasas y 3) Los genes que intervienen en el pro-
cesamiento del antigeno O denominados wzx, wzy y wzz. Esta

\

Antigeno O

Nucleo ‘externo
LPS

Nucleo
interno Figura 1. Representacion esquematica
de la estructura del lipopolisacarido de
las bacterias Gram negativas. Las cepas
lisas conservan el antigeno O, las semi-
- rrugosas portan una subunidad del anti-
Lipido A g P

subunidades del antigeno O (Adaptado

/ geno Oy las cepas rugosas pierden las
de Caroff y Karibian, 2003).



34 Reyes RE et al

Rev Latinoam Microbiol 2009; 51 (1-2): 32-43

viainvolucratres proteinas. lapolimerasaWzy, latrand ocasa
Wzx y la proteina Wzz que regula la longitud de la cadena del
antigeno O (Samud y Reeves, 2003; Vadano, 2003).

El antigeno O es sintetizado en la cara citosolica de la
membrana por latransferencia secuencial de sus respectivos
precursores, |os azlicares de nucledtidos, a lipido transpor-
tador (Und-PP). Las unidades O son polimerizadas por la
proteina Wzy y transportadas por |la translocasa Wzx. Por
otra parte, el niimero de las unidades O que se unen al lipido
A-nlcleo es regulado por la proteina Wzz (Reeves y Wang,
2002; Franco y Reeves, 1998).

La proteina Wzz funciona como un reloj molecular que
modula la actividad de Wzy favoreciendo la polimerizacidn
o laterminacion de la cadena por accion de laligasa Waal..
La proteina Wzz tiene dos hélices transmembranales que se
encuentran localizadas cerca de los dominios amino y car-
boxilo terminal, Wzz parece ser un tetrdmero con sitio de
oligomerizacion en la region media, la oligomerizacion es
necesaria para la determinacion de la longitud de la cadena
y la regién que participa en la unién de los monémeros se
localiza en el dominio periplasmético. El antigeno O inte-
ractUa directamente con Wzz e induce cambios en su con-
formacién lo que sugiere un mecanismo molecular de Wzz
pararegular lalongitud de la cadena (Tang et al., 2007).

Se ha propuesto que la translocacién final de la molécula
completa de LPS a la superficie celular es mediada por un
complejo proteico de la membrana externa Imp/RIpB (Wu
et al., 2006).

El segundo mecanismo de biosintesis del LPS es el de
los transportadores ABC, via predominante en la sintesis de
los antigenos O homopolimeros. L os transportadores ABC
utilizan la energia del ATP paratransportar las moléculas a
través de la membrana. En los organismos estudiados a la
fechalos dominios de |os transportadores ABC se han con-
servado evolutivamente. El nucleo de los transportadores
ABC consiste de cuatro dominios: dos transmembranales y
dos unidos a nucleétidos, que contienen secuencias conser-
vadas involucradas en launion e hidrélisisdel ATP.

El homopolimero se sintetizaen la cara citosdlica deta
membranay el alargamiento del polimero es mediado por
glicosiltransferasas. El polimero naciente es transportado a
través de lamembrana citoplasmatica por las proteinas trans-
portadoras ABC y posteriormente es unido a oligosacérido
del Lipido A-nicleo (Keenleyside y Whitfield, 1999).

L os transportadores ABC son responsables de la expor-
tacion de la gran variedad de glicoconjugados a la superficie
celular y esto incluye al antigeno O (O-PS); las cepas de
Escherichia coli serotipos O8 y O9a son €l sistema prototi-
po paraestudiar la exportacion del O-PS viatransportadores
ABC. Los transportadores son proteinas transmembranales
como la proteina Wzm y la proteina Wzt, que se unen a
nucledtidos. Aunque el dominio N-terminal de Wzt es una
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proteina convencional ABC, el dominio C-terminal es un
elemento estructural tnico que determina la especificidad
del transporte de O8 y 09 O-PS. Los dos dominios de Wzt
pueden funcionar aun cuando se expresen |os polipéptidos
por separado, sin embargo, ambos son necesarios para la
exportacion. In vitro, C-Wzt se une al O-PS a reconocer
un residuo no reductor localizado en la parte terminal del
polimero. Los polimeros N- y C-Wzt pueden funcionar en
trans y ambos son requeridos para la funcién del transpor-
te. In vitro C-WztO8 y WztO9 se unen a sus respectivos
cognados O-PS en la cadena terminal modificada, la cual es
finalizada por la accién de WbdD (Cuthbertson, et al., 2007)
(Figura 2).

El antigeno O es la parte inmunodominante del LPS'y
por lo tanto es el blanco més importante para la respuesta
humoral por parte del huésped, por esta razon es la base de
la tipificacion seroldgica de las bacterias Gram negativas. El
antigeno O es reconocido por la respuestainmune innata 'y
participa en la activacion del Complemento y en la inhibi-
cién de la formacion del complejo de ataque a la membrana
(Erridge et al., 2002; Lerouge y Vanderleyden, 2001).

3. DIVERSIDAD ESTRUCTURAL DEL ANTIGENO O

En los pat6genos bacterianos las estructuras mas variables
son aquéllas que se expresan en la superficie de la célula. La
individualidad genética como variabilidad intraespecie tie-
ne rasgos heredables que pueden observarse en una muestra
deindividuos. La variabilidad genética es originada por la
combinacién de un determinado nimero de genes, cada uno
de los cuales existe como una familia de aelos divergentes
en estructuray funcion. Un gjemplo de estafamiliade genes
eslalocalizada en el locus biosintético del antigeno O y un
fendmeno a nivel poblacional es la hipervariabilidad en la
estructura de esta biomolécula (Olson et al., 2004).

Lamayoriadelos antigenos O son heteropolimeros, aun-
que algunos pueden estar compuestos de un solo monosaca-
rido. El antigeno O de una cepa bacteriana puede presentar
heterogeneidad ienla longitud de su cadena. Los polisaca-
ridos pueden modificarse por adicion de grupos glicosilo,
fucosilo o bien por sustituyentes no carbohidratos como
grupos acetilo o metilo. Esta heterogeneidad puede apre-
ciarse en los perfiles caracteristicos de «escalera» en geles
de poliacrilamida-SDS tefiidos con plata (Figura 3).

4. MECANISMOS INVOLUCRADOSEN LA
VARIACION FENOTIPICA DEL ANTIGENO O

4.1. Longitud de la cadena y glicosilacién

Se ha demostrado que las funciones del antigeno O
estén relacionadas a la longitud de su cadena polisacéri-
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Glucosa 1-fosfato - DdhA - DdhB - DdhC -» DdhD - Abe - CDP-Abe P-Rha-Man-Abe g Figura 2. Sintesis del antigeno O por la
> wbaV __ §> via Wzy. La sintesis del antigeno O in-

I volucra tres grupos de genes: genes que

Transferencia de nucléotidos VPN Wz anslocacion | |p-Rna-Man-Abe intervienen en la sintesis de precursores
al lipoido acarreados Whau ~— de azucar, genes que intervienen en la
WhaV Polimerizacién transferencia de azlcares de nucleétidos

Wzy - PP-CIEmES al lipido acarreador y los genes que inter-

Determinacién modal vienen en el ensamblaje y exportacion de

WXZ de la cadena las unidades del antigeno O: el gen wzx

Procesamiento del antigeno O Wzy Wzz —~— que codifica una translocasa, wzy que co-
Wzz difica a la polimerasa y wzz que codlifica

da (Najdenski et al., 2003). Considerando el nimero de
subunidades del antigeno O unidas al lipido A-nucleo, la
longitud de la cadena se puede dividir en tres grupos: 1)
cadena corta (7 a 16 unidades O), 2) cadena intermedia
(10 a 18 unidades O) y 3) cadena larga (16 a 25 unida-
des O). La proteina Wzz posee dos dominios transmem-
branales: TM1, TM2 y una asa central localizada en el
periplasma, cambios especificos de aminoacidos en el
dominio TM2 afectan la funcién de la proteinay lalon-
gitud del oligosacéarido (Franco y Reeves, 1998; Daniels
y Morona, 1999).

Guard-Petter et al. (1999) observaron un incremento en
lalongitud y glicosilacién de la cadena del antigeno O de
peso molecular bajo en cepas mutadas en el gen wzz. Se ha
demostrado que las cadenas del antigeno O de peso molecu-
lar alto son el sustrato preferencial paralaglicosilaciéon; asi,
las cadenas mayores de 11 subunidades repetidas se glicosi+
lan en un 50%, mientras que las cadenas con una longitud de
5 subunidades son poco glicosiladas (Raman et al., 1997).
Existen algunos reportes que indican que la glicosilacién del
LPS de peso molecular bajo seincrementa por latemperatu-
ra y el pH (Guard-Petter et al., 1996).

Lametilacion del DNA por laenzima Dam (DNA adeni-
na metiltransferasa) contribuye a la adaptacion de la super-
ficie bacteriana a estadios especificos durante la infeccién.
Dam catalizala metilacién en la posicion N6 de los residuos
de adenina en la secuencia GATC, la sobreproduccién de
Dam modula la composicion del antigeno O a nivel pos-
transcripcional permitiendo un incremento en la cantidad de
LPS rugoso (Falker et al., 2007).

una proteina que determina la longitud de
la cadena (Adaptado de Samuel y Ree-
ves, 2003).

Mutantes galU de cepas de Aeromonas hydrophila mues-
tran dos tipos de estructura del LPS, el primero con nucleo
completo y con la pérdida del residuo terminal de galactosa
y €l segundo con una estructura truncada del nucleo oligo-
sacarido. Las mutantes galU muestran una disminucion en
su habilidad para adherirse, una reduccion en lalongitud de
su cadena O y una reduccién discreta en sus porcentajes de
supervivenciaala actividad del suero humano normal (Vil-
cheset al., 2007).

La cepa de Shigella flexneri 2a2457T produce un LPS
con antigeno O de longitud de cadena diferente: una cor-
ta, controlada por WzzB y una larga determinada por
WzzpHS-2. Lasintesisy lalongitud de ladistribucién de la
cadena del antigeno O de S. flexneri dependen de la fase de
crecimiento. El andlisis electroforético cuantitativo del LPS
de este microorganismo demuestra que la longitud del anti-
geno O de cadenalargaseincrementa durante el crecimien-
to, mientras que laJongitud del antigeno O corto permane-
ce constante. El incremento en la produccién del antigeno
O de cadena larga se relaciona con la fase de crecimiento
y laregulacién de la expresion del factor de alargamiento
de latranscripcion (RfaH). Las mutantes drfaH sintetizan
tnicamente antigeno O de peso molecular bajo y pequefias
cantidades de antigeno O de cadena cortay en €llas se ob-
serva una reduccién dréstica de la expresion de la polime-
rasa Wzy. La sobreexpresion de Wzy influencia no sélo la
polimerizacién sino también la distribucion de la longitud
de la cadena produciendo grandes cantidades de moléculas
de antigeno O de cadena larga. Un incremento de WzzB y
WzzpHS-2 altera también la distribucion de la longitud de
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lacadena. En S. flexneri laexpresion de los genes wzy, wzzB
y WzzpHS-2 es regul ada para obtener un balance apropiado
entre las proteinas responsables de la polimerizacién y de
la distribucion de la longitud de la cadena del antigeno O
(Carter et al., 2007).

4.2. Variacion de fase

La variacion de fase se define como un cambio en la
expresion de los antigenos de superficie de las bacterias.
En general la variacion de fase es un evento heredable, re-
versible, estocastico, que puede ser modulado por factores
externos y se refiere como un interruptor reversible entre
un «todo o nada» (on/off) a nivel de la expresiéon de una o
varias proteinas entre células individual es de una poblacion
clonal. Este evento se presenta con una frecuencia de un
cambio en una de cada 10 células durante una generacion,
0 bien puede presentarse en el orden de un cambio en una
célula por cada 10° células por generacion (van der Woude
y Baumler, 2004).

La variacion de fase se ha asociado con la virulencia de
las cepas bacterianas y se presenta en estructuras de super-
ficie como el LPS, las proteinas de membrana y los pilis,
in vivo la variacion de fase representa un paradigma de mi-
croevolucion (Morschhauser et al., 2000).

En diferentes cepas bacterianas la variabilidad de |a ex-
presion del antigeno O se ha descrito como variacion de
fase; entre los géneros y especies que presentan variacion

1 2 3 4 5

66 KDa—»

45 KDa—»

29 Kba—»

de fase podemos mencionar a Salmonella enterica serovar
typhimurium, S. enterica serovar enteritidis y Helicobacter
pylori. Se ha demostrado que la variabilidad del LPS puede
afectar la sensibilidad bacteriana a la actividad bactericida
del suero y su adhesidn a la célula huésped (Guard-Petter et
al., 1996; Appelmelk et al., 1998; Gibson et al., 1998).

4.2.1. Mimetismo molecular

El mimetismo molecular se presenta cuando las
bacterias poseen determinantes antigénicos idénticos
0 semejantes a los componentes normales de la célula
huésped, lo que le permite al microorganismo evadir la
respuesta inmune.

Dentro de los eventos de mimetismo molecular los li-
pooligosacéridos bacterianos juegan un papel importante,
éstos son estructuras que pierden las unidades del antigeno
O. (Preston et al., 1996) L os lipooligosacaridos de cepas de
Campylobacter jejuni presentan modificaciones especificas,
involucradas en el mimetismo molecular de gangliésidos,
asociados a los sindromes de Guillain-Barré y Miller-Fis-
her. En C. jgjuni NCTC 11168 la estructura de los lipooli-
gosacéridos es semejante a la estructura de los gangliésidos
GM2 y GM1 en el humano y es un resultado del cambio de
fase en la expresién del gen wiaN, que codifica la B-1,3-
galactosiltransferasa (Linton et al., 2000). En la cepa de
C. jejuni 81-176, el cambio en la expresion de fase del gen
CtgA se encuentra asociado ala conversion de los lipooligo-

Carril 1: Marcadores de peso molecular.
Carril 2: Citrobacter sp. Carril 3-5: E. coli.
Carril 6-8: Salmonella sp

Figura 3. Perfiles electroforéticos (SDS-
PAGE) del LPS de Enterobacterias. La
migracion electroforética del LPS se aso-
cia al nimero y tamafio de unidades re-
petidas del oligosacérido a lo largo de la
cadena del LPS, de tal manera que cada
banda electroforética que se observa re-
presenta una molécula de lipido A-niicleo
substituida, con variaciones (incrementos
o0 decrementos) de una unidad-O adicio-
nal, asi el tamafio de la unidad O deter-
mina la migracion de cada banda. Las
formas lisas del LPS presentan un patron
de escalera, especifico de cepa.
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sacdaridos, de una estructura semejante a la de GM2 a una
estructura que ahora presenta semejanza a GM1 (Guerry et
al., 2002; Mller et ., 2007).

Lafosforilcolina (Chop) es un componente inusual de
procariontes que se expresa sobre la superficie de algunos
patégenos bacterianos que infectan el tracto respiratorio su-
perior. En H. influenzae, Chop esta asociada al cambio de
fase en la expresién del gen licA que codifica una cinasa.
Chop modifica la porcién oligosacdrida del LPS y altera la
superficie bacteriana originando un mimetismo molecular
con los lipidos de membrana de las células del huésped,
permitiendo que el microorganismo en la mucosa nasofa-
ringea presente resistencia al péptido antimicrobiano LL-
37/hCAp18 a concentraciones bactericidas (Lysenko et al.,
2000; Schweda et al., 2000).

4.2.2. Ligasaddl antigeno O

Se sabe que Salmonella typhimurium presenta variacion
de fase de cepas no adhesivas a cepas adhesivas. Las cepas
con fenotipo adhesivo se adhieren al enterocito y rapida-
mente son fagocitadas por los neutréfilos y los macréfagos
y una vez fagocitadas pueden sobrevivir dentro de la célu-
la, mientras que las células de fenotipo no adhesivo mueren
rapidamente. El efecto del interruptor de variacion de fase
puede observarse por la induccién de cambios en la morfo-
logia colonial y la presencia de 10 a 15 proteinas en la cu-
biertade la célula de fenotipo adhesivo. Mutantes de células
de fenotipo adhesivo fueron seleccionadas para identificar
mutantes que pierden una o mds de estas proteinas; una mu-
tante en el gen rfal (ligasa de antigeno O) demostré que
la expresién del antigeno O presenta variacion de fase. Las
cepas adhesivas expresaron un antigeno O en concentracio-
nes ocho veces superior a las cepas no adhesivas (Kwan e
Isaacson, 1998).

4.2.3. Desfasamiento de las cadenas de DNA

4.2.3.1. El papel de secuencias repetidasde DNA enta
adaptacion de bacterias (locus de contingencia)

A finales de la década de los 80, se reportd en patdgenos
bacterianos, un tdndem de unidades repetidas de DNA en un
interruptor fenotipico de variacion de fase, asociado a deter-
minantes de superficie celular (Weiser et al., 1989).

En distintos grupos bacterianos se presentan secuencias
simples repetidas (SSR), localizadas dentro de regiones
promotoras 0 en marcos de lectura en un grupo de genes
que a menudo son llamados loci de contingencia, cuya
funcion esté asociada indirectamente con estructuras del
huésped. El término locus de contingencia se refiere a una
region del DNA que regula interruptores genotipicos. Los
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loci de contingencia bacteriana SSR son interacciones de
nucleétidos contiguos, los cuales consisten de unidades
repetidas de uno o varios nuclettidos. Estos loci de con-
tingencia pueden presentarse en los genes que codifican
los lipooligosacaridos de cepas de H. influenzae, N. menin-
gitidis, H. pylori y Coxiella burnetti. (Weiser et al., 1995;
Lukacova et al., 1993). Las secuencias de nuclebtidos re-
petidas son sensibles a mutaciones que involucran pérdida
0 ganancia de nucledtidos con probabilidad de originar un
desfasamiento de las cadenas del DNA alterando la trans-
cripcion por una disminucion de la union de la RNA po-
limerasa a las regiones promotoras o alterando el marco
abierto de lecturaen el proceso de traduccion y generando
variacién fenotipica que puede favorecer la adaptacion del
microorganismo a su ambiente.

En el proceso de replicacion del DNA la separacion de
las cadenas y su realineacion pueden originar un cambio
conformacional entre las dos cadenas y una falta de alinea-
miento intermedio, cuando éste se presenta en la cadena que
sirve como molde el resultado es una delecidn de un tdndem
repetido. Si el desalineamiento se presenta sobre la cade-
na naciente, el resultado es la adicion de unarepeticion. Si
estos SSRs estan localizados en marcos abiertos de lectura
0 en sus regiones promotoras, entonces actlian como inte-
rruptores fenotipicos que pueden favorecer la sobrevivencia
bacteriana en el ambiente fluctuante del huésped, como ocu-
rre durante el proceso de lainfeccion (Moxon et al., 2006).

4.2.3.2. Conducta adaptativa

La adaptacién es la propiedad que poseen los se-
res vivos de modificar su comportamiento para sobrevivir
a una gran variedad de cambios fisicos y quimicos del am-
biente. Helicobacter pylori es un patégeno especifico de
humanos que sobrevive en el ambiente dcido de la mucosa
géstrica. Durante el proceso de infeccion de H. pylori, €l
pH de la mucosa géstrica puede afectar la glicosilacion de
la cadena del antigeno O (Moran et al., 2002; Nilsson et
al, 2006).

Lavariacién defase del antigeno O de H. pylori se ha
atribuido a cuatro genes: futC que codifica una a-1,2 fuco-
siltransferasa, galT que codifica una 3-1,3 galactosiltransfe-
rasay futAy futB que codifican una -3 fucosiltransferasa
de especificidad diferente (Wang et al., 1999; Appelmelk et
al., 1999; Appelmelk et al., 2000); estos cuatro genes, in-
volucrados en la glicosilacion de la cadena del antigeno O,
tienen dentro de sus marcos abiertos de lectura una region
homopolimera de citosina. El nimero de residuos de citosi-
na en cada secuencia puede variar como una consecuencia
del desfasamiento de las cadenas de DNA y esto origina que
en la traduccién el codén de inicio quede fuera del marco de
lectura. Como consecuencia de este mecanismo H. pylori
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expresa cambios en la estructura del antigeno O que pueden
variar de una generacion aotra (Langdon et al., 2005).

La proteinas a 1,3-FucT, FutA y FutB, contienen en €l
carboxilo terminal de su cadena una regién en tandem repe-
tida con un nimero variable de una secuencia de 7aa, DD/
NLRV/INY. Los cambios en €l nimero de repeticiones se
relacionan con lalongitud del polimero del antigeno O de-
corado por residuos de fucosa.

Durante una infeccién persistente, H. pylori evade lares-
puestainmune y se adapta al ambiente del huésped debido a
que este microorganismo tiene la capacidad de expresar va-
riabilidad en los antigenos Lewis (Le) de grupo sanguineo.
El modo sofisticado de generar diversidad del antigeno de Le
constituye unaformaimportante por medio del cual H. pylori
logralacolonizacién y permanenciapor periodos sumamente
largos, en ocasiones por toda la vida del huésped (Nilsson et
al., 2006). La expresion de los antigenos L e esta sujeta ava
riacion defase, lo cual promueve en laestructura del antigeno
O variacién intra-cepa; por otra parte se ha postulado que la
variacion deLe*y Le'en H. pylori puede ayudar alabacteria
a adaptarse a su nicho ecoldgico (Tabla 1).

H. pylori es capaz de evadir € efecto aglutinante de la pro-
tefna surfactante D que se expresa en la mucosa géstrica y es un
componente de larespuestainmune innata. El microorganismo
impide launién delaproteinasurfactante através delavariacion
de su LPS, este fendmeno esté asociado a cambios en la fucosi-
lacidn de la cadena del antigeno O, que es concomitante con el
desdineamiento por desfasamiento de las cadenas del DNA en
el gene poliC delafucositransferasa A (Khani et al., 2005).

5. SEROCONVERSION

El impacto de sustituciones no estequiométricas en el
antigeno O es un fendmeno estudiado ampliamente en Sal-
monellay Shigella, donde la adicion de grupos acetilo o re-
siduos de glucosa generan nuevos serotipos O, evento cono-
cido como seroconversion.

Tabla 1. Genes involucrados en la variacion de fase.

L os bacteriéfagos pueden conferir un fenotipo particu-
lar a su huésped y esto desempefia un papel crucial en la
evolucion de bacterias patdgenas; en células permisibles,
los bacteri6fagos temperados pueden iniciar dos tipos de
infecciones diferentes: la infeccion litica o la lisogénica.
En muchos casos, el fago temperado altera el fenotipo de
las células lisogénicas originando la expresion de anti-
genos de superficie modificados (Markine-Goriaynoff et
al., 2004).

La conversién de serogrupo puede ocurrir en un solo
paso como un intercambio de fragmentos largos de DNA.
El crossover (intercambio entre cadenas) se localiza en
regiones de homologia comiin para otros serogrupos, que
flanquean secuencias que codifican serogrupos especificos.
La seroconversion en cepas de Vibrio cholerae puede ser
inducida en un ambiente natural, como la biocapa de N-
acetilglucosamina, la cual induce un cambio de serogrupo
entre cepas de V. cholerae. La presenciaen el mismo locus
cromosomal de diferentes grupos de genes que codifican
al antigeno Oy la presencia de regiones homdlogas, apo-
yan la hipétesis de un evento de transferencia horizontal
de genes. Esto puede presentarse como unatransformacion
natural entre dos cepas de diferentes serogrupos. Esto nos
indica que la combinacién de factores genéticos y ecoldgi-
cos pueden favorecer la aparicién de nuevos patdgenos con
capacidad para causar brotes epidemiol 6gicos (Blokesch y
Schoolnik, 2007).

La transferencia horizontal del grupo de genes que codi-
fican el antigeno O generalmente involucra secuencias con-
servadas que los flanquean y que funcionan como un blanco
de recombinacion (Plainvert et al., 2007).

Se ha demostrado la participacion de secuencias de
insercion (1S) en la transferencia lateral de genes que co-
difican para el antigeno O y en laaparicion de la cepa pa-
tégena de V. cholerae 0139 via la transferencia de genes
de Yersinia kristensenii (Cuneen y Reeves, 2007; Bik et
al., 1995).

Género y especie Fenotipo Gen Enzima Referencia
C. jejuni Modificacion del lipooligosacérido wiaN cigA [3-1,3- galactosiltransferasa  Linton et al., 2000
Guery et al., 2002

H. influenzae Modificacion del lipoologosacarido ChoP licA Cinasa Schweda et al., 2000
S. typhimurium  Modificacion del antigeno O rfal Ligasa del antigeno O Kwan y Isaacson, 1998
H. pylori Modificacion del antigeno de Lewis futC o-1,2 fucosiltransferasa Wang et al,, 1999
H. pylori Modificacion del antigeno de Lewis futAy futB o-3 fucosiltransferasa de

especificidad diferente Appelmelk et al., 1999
H. pylori Modificacion del antigeno de Lewis galT [-1,3 galactosiltransferasa ~ Appelmelk et al., 2000

H. pylori Modificacion del antigeno de Lewis

futC, galT,futA y futB

Glicosiltransferasas

Langdon et al., 2005
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5.1. Glicosiltransferasas codificadas por bacteridfagos
temperados

Shigella flexneri modifica su serotipo durante el proceso
de infeccion viral y los factores responsables de la conver-
sién del serotipo son codificados por fagos temperados. Es-
tos fagos son morfol 6gicamente diversos y pertenecen ava-
rias familias de virus, que presentan caracteristicas comunes
en la organizacion de los genes de las glicosiltransferasas.
Estos genes se organizan en grupo y estan localizados co-
rriente abajo del sitio de union del fago attP, seguido de los
genesint y xis que codifican la integrasa y una excisionasa
respectivamente (Allisony Verma, 2000).

L os bateriéfagos Sfl, Sfll, SfV, SEX y SfIV expresan gli-
cosiltransferasas responsables de la conversién del serotipo
Y a serotipo 1a, 2a, 58, X y 44, respectivamente (Adhika-
ri et al., 1999; Guan et al., 1999; Allison y Verma, 2000;
Adamset al., 2001; Allison et al., 2002).

Los fagos temperados codifican tres genes que regulan el
proceso de glicosilacion: gtrA, gtrB y unaglicosiltransferasa
especifica de serotipo [gtr(tipo)]. Los productos de la expre-
sién de estos genes son proteinas integrales de membrana
llamadas GtrA, GtrB y Gtr (tipo), respectivamente (Allison
y Verma, 2000). Las dos primeras proteinas son conserva-
das y son intercambiables entre los serotipos, mientras que
la tercera es serotipo-especifica. GtrB cataliza la transfe-
rencia de grupos glucosilo desde UDP-glucosa a lipido de
membrana UndP. GtrA transloca la UndP-glucosa a través
de la membrana y GtrII une el grupo glucosilo a la ramnosa
[11 de la unidad repetida del antigeno O via el enlace o1,
4, convirtiendo el serotipo Y en serotipo 2a (Mavris et al.,
1997).

El gen gtrA esté conservado entre los serotipos y codifica
una proteina de 120 aa. GtrA es una proteina transmembra-
nal con el amino y el carboxilo terminal orientados hacia
el citosol. Guan y colaboradores (1999) propusieron que la
proteina GtrA es una translocasa que transporta al precursor
UndP-glucosa desde el citoplasma al periplasma para que la
proteina Gtr-(tipo) ensamble los residuos'dela glucosajala
unidad de ramnosa confiriendo serotipos especificos.

Por otro lado, GtrB es una proteina conservada entre se-
rotipos que difieren en la secuencia de 20 aa. El gen gtrB
codifica una bactoprenol glucosiltransferasa que cataliza la
transferencia de glucosa desde UDP-glucosa a bactoprenol
fosfato en el citoplasma para formar UndP-B-glucosa. Esta
estructura es entonces transportada por GtrA al periplasma
(Allison y Verma, 2000).

El gtr(tipo) es el tercer gen involucrado en la serocon-
version. Gtrll tiene nueve hélices transmembranales, una
asay tres regiones periplaméticas largas, en la conservacion
de estas conformaciones se han identificado cuatro residuos
criticos (Glu40, Phe414, Cys435 y Lys478) en dos de las
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regiones periplasméticasy tres de estos residuos son conser-
vados (Lehane et al., 2005).

La estructura més variable del dominio carboxilo termi-
nal de las proteinas Gtr puede determinar cudl azicar del an-
tigeno O debe modificarse. En contraste, el 4cido glutdmico
identificado en el asa periplasmaética del carboxilo terminal
es un elemento posiblemente conservado en el mecanismo
de accion de las proteinas Gtr. Este residuo de dcido gluté-
mico puede catalizar la adicion de grupos glucosilo a anti-
geno O (Lehane et al., 2005). Muchas glicosiltransferasas
usan acido glutdmico y &cido aspartico paraintervenir en la
desprotonacion del grupo hidroxilo nucleofilico de los azu-
cares aceptores (Unligil y Rini, 2000). Todas estas protei-
nas usan UndP-f-glucosa, lo que sugiere que por 1o menos
un dominio interactlia con el sustrato comun. Mecanismos
similares en el grupo de genes de glicosilacion gtrA-gtrB-
gtr(tipo) se han observado en otras bacterias como Salmo-
nella spp y Salmonella fagotipo €'° y €% (Vander Byl y Kro-
pinski, 2000).

5.2. Acetilacion de | os epitopes del antigeno O

La acetilacion del antigeno O es una forma comudn de
modificacion del polisacarido O. Slauch y colaboradores
(1995) demostraron en estudios in vivo e in vitro, que el
reconocimiento del LPS por anticuerpos monoclonales es
afectado por la acetilacion del antigeno O en la molécula
de abecuosa. Estos autores sugirieron que la acetilacion del
antigeno O afecta la estructura tridimensional de la molé-
cula y modifica o destruye la conformacién de determinan-
tes antigénicos. La O-acetilacion de residuos de abecuosa
en Salmonella enterica serovar typhimurium es dependiente
del gen oafA. Lasecuenciadel gen oafA, contiene un marco
abierto de lectura que codifica a una proteina de membrana
que modifica las subunidades del antigeno O. La proteina
Oaf A muestra homologia con un nimero de proteinas in-
volucradas en la acetilacion de moléculas de carbohidratos
en una variedad de células procariontes y esto define a una
familia de transacetil asas de membrana.

El hecho de que_el antigeno O sea sintetizado en la cara
citosdlica de la membrana y que OafA es una proteina de
membrana involucrada en la acetilacion del antigeno O,
permite sugerir que OafA actda sobre los mondmeros del
antigeno O, acetilando el grupo hidroxilo de la molécula de
abecuosa antes de ser translocado (Slauch et al., 1996). En
muchos patégenos bacterianos, la acetilacién define el feno-
tipo del antigeno O, lo cual tiene consecuencias importantes
en larespuesta inmune del huésped durante el proceso de
infeccion (Newton et al., 2001).

Una acetiltransferasa-O caracterizada en cepas de Shige-
lla flexneri, es codificada por el bacteriéfago Sf6; durante la
lisogenia el fago expresa una O-acetiltransferasa responsa-
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ble de la acetilacién del tercer residuo de ramnosade la uni-
dad tetrasacérida del antigeno Oy por consecuenciala con-
version del serotipo Y al serotipo 3b (Vermaet al., 1991).
Laacetil-CoA es el donador paralaacetilacion de launidad
del antigeno O lo que sugiere que la reaccién se lleva a cabo
en el citoplasma.

El antigeno O de Pseudomonas aeruginosa es acetilado
por el fago lisogénico D3, originando la seroconversion de
05 a O16. El proceso de O-acetilacion es complejo y re-
quiere de Algl, una proteina con siete dominios transmem-
branales; Algl es una proteina de membranatipo Il y AlgF
es una proteina periplasmatica, la localizacién de estas pro-
tefnas sugiere que la modificacién del polimero es posterior
al transporte de los grupos acetilo al periplasma. Homadlo-
gosa genalgly a los genes que codifican proteinas tipo 11
presentan un patrén de genes en mosaico, sugiriendo que los
componentes individuales de la secuencia de multigenes,
asi como el cassette total, involucran transferencialateral de
genes (Franklin et al., 2004).

5.3. Islas de patogenicidad

La adquisicidn de caracteristicas de virulencia a través de
latransferencialateral de genes puede ocurrir aunafrecuen-
ciaaltaatravésde contacto del microorganismo con su am-
biente, incluyendo el del huésped. En bacterias patégenas,
el evento de transferencia lateral de genes se ha observado
frecuentemente en regiones gendémicas denominadas | slas
de Patogenicidad que agrupan a genes de virulencia en re-
giones discretas, en estas Islas se ha observado lalocaliza-
cién de genes que codifican funciones involucradas en la
biosintesis del LPS (Thompson et al., 2004).

L os genes para la determinacién del antigeno O seroti-
po 1 de S. flexneri se localizan en una |sla de Patogenici-
dad [lamada SHI-O (Ingersoll et al., 2002). El ordeny la
composicion de los genes indican que esta Isla es derivada
de un bacteri6fago temperado, esta Isla de Patogenicidad
contiene tres marcos de lectura cuyos productos portan se-
cuencias de altaidentidad a glucosiltransferasas debacte:
riéfago asociadas a seroconversion en bacterias. (Allisony
Verma, 2000).

Lahipervariabilidad del locus L PS entre diferentes cepas
de patégenos de plantas como el grupo Xanthomonas indi-
ca que eventos de transferencia lateral de genes ocurren en
este locus. La secuencia completa de 12.2 kb del locus de
virulencia de Xanthomonas oryzae codifica seis genes cuyos
productos son homélogos alafuncion involucradaen labio-
sintesis y transporte del LPS. Todos |os marcos abiertos de
lectura tienen un contenido atipico de G+C y tienen alterado
el coddn de uso, los cuales son marcadores de 1slas gendmi-
cas (Patil y Sonti, 2004). Se han reportado tres elementos
IS en el agrupamiento de genes que sugieren que pudiesen

estar involucrados en la promocién de eventos de recombi-
nacion y regulacién de los genes (Reeves y Wang, 2002).

6. ACTIVIDADES BIOLOGICAS DEL LPS

Entre los componentes de superficie de las bacterias
Gram negativas el LPS es un factor importante en la viru-
lencia bacteriana y es el responsable de algunas de las pa-
tofisiologias asociadas a las infecciones causadas por estos
microorganismos en animales y humanos. El LPS, en los
sitioslocales de lainfeccion, es el blanco primario delas cé-
lulas que participan en la respuesta inmune innata y estimula
la liberacidon de mediadores proinflamatorios como el factor
de necrosis tumoral o (TNF-a), lainterleucina 6 (IL-6) y
lainterleucina 18 (IL-1B). En niveles moderados, €l LPS
beneficia al huésped por promover la inflamacién y preparar
al sistema inmune para eliminar a organismo invasor; sin
embargo, en una infeccién generalizada el LPS accede a
torrente sanguineo originando una respuesta inflamatoria y
choque séptico que pueden conducir a la muerte del huésped
infectado (Opal et al., 1999).

El antigeno O es la parte inmunodominante del LPS 'y
por lo tanto es el blanco més importante para la respuesta
humoral por parte del huésped, por esta razon es la base de
la tipificacién seroldgica de las bacterias Gram negativas. El
antigeno O es reconocido por la respuesta inmune innata 'y
participa de maneraimportante en la activacion del Comple-
mento e inhibicién de la formacién del complejo de ataque
amembrana (Erridge et al, 2002; Lerouge y Vanderleyden,
2001).

El antigeno O juega un papel importante en la protec-
¢ion contra mecanismos inmunes del huésped. El antigeno
O «corto» de cepas sensibles a suero se asocia a un incre-
mento en lainteraccion del factor C3 con la membrana bac-
teriana. En un modelo murino de infeccion utilizando cepas
mutantes de Bordetella parapertussis, Goebel y colaborado-
res demostraron que el antigeno O permite la colonizacién
eficiente del tracto respiratorio inferior del ratén, proporcio-
nando resistencia ala actividad litica del Complemento pre-
viniendo lainteraccién de la fraccion C3 del complemento
sobre la superficie bacteriana (Goebel et al., 2008).

En Bordetella pseudomallei las moléculas del antigeno O
estan involucradas en lainvasiény sobrevivenciadel micro-
organismo en el macréfago. B. pseudomallel es capaz de re-
sigtir alaactividad delisis celular posterior alafagocitosise
incluso estimula la formacion de células gigantes inducien-
do la fusién celular, lo que permite la diseminacién bacte-
riana en el huésped infectado. Mutantes de B. pseudomallei
que han perdido el antigeno O del LPS son més susceptible
a la fagocitosis que las cepas silvestres. Las cepas mutantes
que infectan el macréfago son capaces de sobrerregular la
produccién de IFN-B, el cual puede actuar como un regu-
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lar paracrino modulando la activacién de varios factores de
transcripcion incluyendo IRF-1y Y701-STAT-1 fosforila-
do, requeridos para la expresion de iNOS; asi, las cepas mu-
tantes en L PS pueden activar la expresion de iNOS através
de la produccién de IFN- (Arjcharoen et al., 2007).

El antigeno O de E. coli enteropatégena extraintestinal
(ExPEC) modula las respuestas proinflamatorias en macréfa-
gos aidados de pulmén de rata con neumonia experimental,
atenuando la produccién de mediadores inflamatorios como
TNF-q, IL-18 y CINC-1 y disminuyendo la generacion pos-
terior de quimiocinas por TNF-a. (Russo et al., 2007).

7. CONCLUSIONES

Se ha demostrado unagran variabilidad en el LPSYy prin-
cipalmente en el antigeno O de las bacterias Gram negati-
vas, esta variabilidad se presenta tanto en lalongitud de las
cadenas oligosacéridas como en lacomposicién y estructura
del LPS.

Distintos autores han demostrado que la variabilidad en
la composicién y estructura se asocia significativamente a
variaciones en lafuncionalidad del LPSy en las capacidades
de la bacteria de sobrevivir y adaptarse a ambientes cam-
biantes, en muchas ocasiones hostiles a microorganismo.

Lavariabilidad del LPS puede ser derivada de adapta-
ciones que involucran cambios en la modulacién del me-
tabolismo bacteriano y cambios en la informacion genética
asociada alasintesis de esta biomolécula.

La ganancia o pérdida de genes asociados a la variabili-
dad del LPS se debe a eventos de intercambio de material
genético por transferencia lateral de genes (seroconversion)
y variacion de fase (SSR), lo que lleva a la seleccién de ce-
pas con caracteristicas nuevas y ala evolucion bacteriana a
través de la modificacion de esta estructura.

Uno de los aspectos mas importantes de la funcion del
LPS es su participacion como moléculainmunogénicay su
papel en la clasificacion bacteriana basada en los antigenos
Oy en su variabilidad. En general se ha\visto que las modi=
ficaciones del antigeno O desempefian un papel importante
en el proceso de infeccion incluyendo la adherencia, la colo-
nizacion y la habilidad de evadir los mecanismos de defensa
del huésped, principalmente laresistenciainnata.

El estudio de los eventos de variacion del LPSYy sus efec-
tos sobre la patogenicidad y virulencia representan un cam-
po de estudio de gran interés para comprender la fisiologia
bacterianay sus mecanismos de adaptacion y evolucion.

El LPS es una de las principales estructuras antigéni-
cas de la cubierta celular de las bacterias Gram negativas.
Lainmunogenicidad y la variabilidad del antigeno O le
confiere a las bacterias Gram negativas una caracteristica
importante para su tipificaciéon serolégica. El antigeno O
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esta sujeto a unaintensa seleccién por parte del sistemain-
mune, el cual puede ser el principal factor de las diferentes
formas en las que se presenta el antigeno O. Por esta razén
la variabilidad del antigeno O ha sido un area de intensa
investigacion. Muchas de las funciones del antigeno O es-
tén asociadas a lalongitud de su cadenay alavariabilidad
de sus rasgos estructural es; esta variabilidad puede afectar
la funcidn, las propiedades fisicoquimicas y los sitios blan-
co del LPS, lo cual determina cambios en lavirulencia del
microorganismo que favorecen su adaptacion al ambiente
fluctuante, permitiendo la evasioén de la respuesta inmu-
ne del huésped. La variacion de la estructura del antigeno
O ha demostrado que su composicién y la longitud de su
cadena pueden ser marcadores bioldgicos de virulenciay
esta caracteristica a menudo difiere dentro de la misma
cepa bacteriana.
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