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RESUMEN

Se realizé una busqueda bibliogréafica utilizando la base de datos Pubmed con énfasis
en los articulos publicados en la ultima década. Como descriptores se utilizaron los
siguientes: glucans, glucans recognition, glucans biological activitiy, glucans
pharmaceuticals. Con la informacion disponible se realizé un analisis de los principales
aspectos relacionados con el tema, que se exponen en el presente trabajo. Las B-
(1-»3)-glucanas son polimeros de glucosa que se encuentran mayoritariamente en la
pared celular de hongos, levaduras y plantas. Se consideran patrones moleculares
asociados a patégenos y son reconocidas por varios receptores, siendo la dectina-1 el
principal receptor de reconocimiento de estas estructuras. Sus propiedades
inmunomoduladoras han sido informadas por varios autores. Se ha demostrado que
potencian y sinergizan la accién de ligandos de Toll like receptors sobre la liberacion
de citoquinas proinflamatorias, aunque también han mostrado un perfil
antiinflamatorio, cuestion que depende en gran medida de sus caracteristicas
estructurales. Las B-(1—3)-glucanas son contaminantes importantes provenientes de
los filtros de acetato de celulosa que se utilizan en la clarificacion de parenterales
hemoderivados, por tanto, es necesario estudiar las consecuencias de la presencia de
estas moléculas inmunomoduladoras en inyectables. En esta revision se resumen
aspectos relacionados con el reconocimiento y actividad biolégica de las B-(1—-3)-
glucanas y se profundiza en estudios relacionados con su presencia en hemoderivados
como principal contaminante. Finalmente se destaca la utilidad de la Prueba de
Activacion de Monocitos en la detecciéon de las B-(1—3)-glucanas en parenterales.

Palabras clave: p-(1—»3)-glucanas, patrones moleculares asociados a patdégenos,
hemoderivados.
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ABSTRACT

A literature review was made in Pubmed database, making emphasis on papers
published in the last decade. The subject headings for this search were glucans,
glucans recognition, glucans biological activitiy, glucans pharmaceuticals. On the basis
of the available information, the main aspects related to this topic were analyzed and
shown in this paper. p-(1—3)-glucans are glucose-derived polymers found mainly in
the cellular wall of fungi, yeasts and plants. They are considered pathogens-
associated molecular patterns that are ecognized by several receptors, being dectin-1
the key recognition receptor of these structures. Some authors have underlined their
Immunomodulating properties. It has been demonstrated that they synergize and
potentate the actions of Toll-like receptor ligands on the release of proinflammatory
cytokines, though pB-(1—3)-glucans have shown an antinflamatory profile which
greatly depends on their structural characteristics. B-(1—3)-glucans are important
pollutants stemming from cellulose depth filters used in clarification process of
parenteral blood derivatives. For this reason, it is necessary to study the
consequences of their presence in parenterals. This review summarized the main
aspects related with the recognition and biological activities of B-(1—3)-glucans as
well as it delved into studies on their presence in blood derivatives as main pollutant.
Finally, the paper underlined the role of Monnocyte Activation Test to detect p-(1—»3)-
glucans in parenterals.

Key words: B-(1-3)-glucans, pathogen-associated molecular patterns, blood-derived
products.

INTRODUCCION

Las B-glucanas son un grupo heterogéneo de polimeros de glucosa constituidos por un
esqueleto de unidades de B-(1—3)-D-glucopiranosil con cadenas laterales unidas en
posicion B-(1—6) de longitud y distribucion variables. Estos polisacéaridos son los
constituyentes estructurales mayoritarios de la pared celular de los hongos y
levaduras, aunque pueden también encontrarse en plantas y algunas bacterias.*

Estas estructuras se consideran patrones moleculares asociados a patdgenos
(PAMPs)? y son reconocidas de manera diferente por el sistema inmune innato de
vertebrados e invertebrados. En invertebrados el reconocimiento de B-glucanas ocurre
en la hemolinfa por proteinas reconocedoras (BGBP, de beta-glucan binding protein) o
el factor G en el cangrejo herradura.® En vertebrados la opsonizacién por el sistema
del complemento contribuye al reconocimiento de glucanas particuladas; sin embargo
no se ha encontrado ninguna proteina plasmatica que las reconozca. En cambio, el
reconocimiento de las pB-glucanas solubles en vertebrados ocurre a través de
receptores celulares especificos que se han identificado tanto en células inmunes
como no inmunes, incluyendo monocitos, macréfagos, neutréfilos, células de
Langerhans, eosindfilos, células "natural killers" (NK) o asesinas naturales, células
endoteliales, células del epitelio alveolar y fibroblastos.*

106
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Farmacia. 2012; 46(1):105-116

Para estos polisacaridos de naturaleza compleja se han reconocido una serie de
receptores que intervienen en su reconocimiento. En este articulo se enfatizara en la
naturaleza compleja de estos polisacéaridos, asi como en el papel de varios receptores
en la coestimulacion por B-(1—3)-glucanas de la produccién de citoquinas inducida
por "Toll like receptors" (TLR), cuestiéon que adn no esta bien establecida y que debe
seguirse estudiando profundamente.

Se realiz6é una busqueda bibliografica utilizando la base de datos Pubmed enfatizando
en los articulos publicados en la ultima década. Como descriptores se utilizaron los
siguientes: glucans, glucans recognition, glucans biological activitiy, glucans
pharmaceuticals. Con la informacion disponible se realizé un analisis de los principales
aspectos relacionados con el tema, que se exponen en el presente trabajo.

El nimero de B-glucanas individuales es casi tan grande como el nimero de fuentes y
métodos usados para su purificacion. Las diferencias estructurales encontradas en
ellas, con las consecuentes diferencias fisico-quimicas que poseen en cuanto a
solubilidad, estructura primaria, peso molecular, grado de ramificacién, grado de
polimerizacion y carga del polimero, influyen en la variabilidad de actividades
biolégicas informadas.® A estos polisacaridos se le han atribuido propiedades
inmunomoduladoras importantes y contradictorias, muchas de ellas se discutiran a lo
largo de esta revision. También se abordaran aspectos relacionados con los diferentes
receptores que intervienen en su reconocimiento. El esclarecimiento de los
mecanismos moleculares que soportan sus actividades biolégicas ayudara a resolver
las contradicciones que en ocasiones se encuentran en la literatura.

Es importante tener en cuenta que los medicamentos parenterales, en los que se
utilizan filtros derivados de acetato de celulosa en el proceso de clarificacion, pueden
contener como contaminantes glucanas derivadas de estos.*® Por esta razén este
articulo pretende presentar y discutir aspectos relacionados con el reconocimiento y
actividad bioldgica de las B-(1—3)-glucanas y profundizar en estudios relacionados
con su presencia en hemoderivados como principal contaminante.

RECEPTORES DE RECONOCIMIENTO DE B-GLUCANAS

Entre los receptores involucrados en el reconocimiento de pB-glucanas se encuentran
fundamentalmente la lactosilceramida, receptores del complemento (CR) 3,
receptores "scavengers" y dectina-1. Se piensa que el reconocimiento celular pueda
estar mediado por una combinacién de estos, pero se ha demostrado que dectina-1 es
el principal receptor para B-(1—-3) y B-(1—6)-glucanas solubles y particuladas en
leucocitos y macréfagos, ademas de que contribuye al reconocimiento de particulas
de glucanas opsonizadas.®**

Desde el punto de vista estructural el receptor dectina-1 es una glicoproteina
transmembrana tipo Il que posee un dominio de reconocimiento de carbohidratos tipo
C (CRD) no clasico y una cola citoplasmatica que posee un motivo de activacion
basado en el inmunorreceptor tirosina (ITAM, por sus siglas en inglés).*? Los
mecanismos de reconocimiento de carbohidratos por el CRD adun no se encuentran
bien establecidos. Este receptor se expresa predominantemente en monaocitos,
macrofagos y neutréfilos y su expresion estd muy influenciada por citoquinas y
agentes antimicrobianos.'®'* Dectina-1 media una serie de respuestas a B-glucanas
como la fagocitosis, endocitosis y el exabrupto oxidativo ademas de que, en
colaboracién con TLR, puede inducir la produccidon de citoquinas proinflamatorias y
qguimoquinas.*®
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Por otra parte, los receptores '"scavengers" comprometen un grupo heterogéneo de
moléculas que reconocen lipoproteinas de baja densidad modificadas, ligandos
polianidnicos y una gran variedad de microorganismos. Se ha reportado que pueden
reconocer la estructura basica de las B-glucanas, pero la afinidad del receptor por
esos carbohidratos depende mucho de la carga del polimero. Este receptor se expresa
en células mieloides y algunas endoteliales y esta involucrado en el mantenimiento de
la homeostasis y en la inmunidad.*®*’

El CR3, también conocido como CD11b/CD18, es otro receptor que se ha reconocido
para B-glucanas. Este se expresa en células mieloides, células NK y linfocitos.
Funciona como molécula de adhesidon celular, asi como receptor fagocitico para una
amplia variedad de patdégenos opsonizados o no, incluyendo hongos. Entre otros
dominios, posee un sitio de unidon a carbohidratos en el extremo C-terminal de su
subunidad CD11b.*® Se ha demostrado que la fagocitosis de particulas de levadura es
completamente dependiente de CR3, en este caso dectina-1 tiene una funcién menos
importante.*®

Por dltimo se encuentra la lactosilceramida, un glicoesfingolipido encontrado en
muchos tipos celulares que consiste en un lipido hidrofébico (ceramida) y un azucar
hidrofilico que forma microdominios en la membrana. La interaccion de las B-glucanas
con este receptor incrementa el exabrupto oxidativo e induce la activacion del NFEB
con la consecuente produccion de proteinas inflamatorias en macrofagos del epitelio
alveolar.?®

PROPIEDADES INMUNOMODULADORAS DE LAS B-GLUCANAS

El reconocimiento de las B-glucanas en hongos intactos por sus receptores reviste una
tremenda importancia tanto en el aclaramiento de estas estructuras como en el
desencadenamiento de una apropiada respuesta inmune®®. De hecho, se ha sugerido
que los patdégenos fungicos pueden enmascarar sus f-glucanas para evitar el
reconocimiento inmune.*

Como se ha mencionado con anterioridad, las pB-glucanas, especialmente en forma
particulada, pueden inducir respuestas inflamatorias y antimicrobianas a través de
dectina-1 en conjunto con TLR. Muchas de estas respuestas, como la produccion de
TNF-a, son esenciales para el control de infecciones flungicas. Otra citoquina
antifungica importante es la IL-12, esta se requiere para la induccion de interferén
(IFN)-y y polarizar la respuesta inmune hacia Tp1.*®

Por lo tanto, las B-glucanas purificadas, por estimulacion del sistema inmune, tienen
efectos importantes en la resistencia a hongos, bacterias y otros patdégenos, asi como
en la inhibicién del desarrollo de tumores. No obstante, los informes en la literatura
relacionados con las propiedades bioldgicas de estas estructuras son contradictorios e
inconsistentes en ocasiones. Esto se debe a que la respuesta inmune es variable
debido principalmente a la diversidad en cuanto al peso molecular y las propiedades
estructurales de las B-glucanas.® Aunque aun no se encuentra completamente
dilucidado, se conoce que las diferencias estructurales influyen en la forma en que los
carbohidratos interactian con sus receptores, particularmente con dectina-1, cuya
identificaciéon como receptor principal de reconocimiento de B-glucanas ha ayudado a
entender los efectos de estos carbohidratos y a explicar las aparentes inconsistencias
encontradas en la literatura.®
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Se ha demostrado que las pB-glucanas de alto peso molecular o las glucanas
particuladas son capaces de activar directamente leucocitos, activar su fagocitosis y
su actividad citotéxica y antimicrobiana, incluyendo la produccidn de citoquinas,
quimoquinas y otros mediadores inflamatorios, asi como de especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno.*

Por otro lado, las glucanas de talla intermedia a baja, como glucan fosfato, son
activas in vivo pero sus efectos sobre la célula aun no se han esclarecido totalmente.
Algunos autores han establecido que no parecen activar leucocitos in vitro®. No
obstante, hay evidencias de que pueden activar factores transcripcionales in vitro
como el NFkB e inducir la produccion de un numero limitado de citoquinas
(fundamentalmente IL-8 e IL-6) y modular la respuesta inflamatoria por estimulaciéon
de la ruta de la fosfoinositol 3-quinasa.?? Se ha sugerido que la activacion celular
producida por estas glucanas aumenta la respuesta celular frente a estimulos
secundarios como lipopolisacaridos (LPS) o bacterias intactas.?>**

Engstad y otros informaron en el 2002 que una B-glucana soluble de 20 kDa
proveniente de levadura modula y sobrerregula la funcién de los leucocitos. Esta
glucana, sola y en combinacién con LPS, aumento la produccion de TNF-a, IL-8 e IL-
10, en tanto que no modifico la liberacion de IL-6 inducida por LPS.?®
Contradictoriamente, otros autores han reportado que se suprime la produccién de
citoquinas proinflamatorias en respuesta a un estimulo secundario.?®

Posteriormente, Luhm y otros utilizaron glucan fosfato como modelo para elucidar los
mecanismos moleculares y celulares en células inmunes humanas en presencia de
LPS y la toxina TSST-1. Estos investigadores informaron que, a pesar de la activacion
de factores transcripcionales nucleares (NFkB y NFIL-6 y NFAT) similar a la que ocurre
con LPS o TSST-1, no se produce una produccién significativa de IL-1p, IL-6, TNF-a e
IFN-y inducida por esta glucana; pero si se produce una liberacion sustancial de IL-8
debido a la unién del NFkB a un sitio consenso en el promotor de IL-8. También hubo
un incremento considerable del antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RA)
sugiriéndose un potencial antiinflamatorio inmediato para esta glucana. En general, el
perfil de citoquinas inducidas por glucan fosfato fue mas reducido que el inducido por
LPS y TSST-1 debido probablemente a diferencias en el reconocimiento y sefalizacion
de estas estructuras. Pero mas relevante que un panel especifico de citoquinas
liberadas por estas moléculas por separado, estos investigadores hallaron que, en
presencia de los otros estimulos, la glucan fosfato alterd la relacion IL-1B/IL-1RA de
un perfil proinflamatorio a uno antiinflamatorio ademas de que disminuyd la liberacion
de IL-1pB e IL-6. Esto probablemente se debe a que la glucan fosfato module la union,
inducida por otros estimulos, de factores transcripcionales a sitios del promotor de IL-
8 e IL-1RA en vez de a TNF-a, IL-1pB, IL-6 0 IFN-y.%°

Por dltimo, las B-glucanas de muy bajo peso molecular (< 5 000-10 000 kDa) como la
laminarina son biolégicamente inactivas tanto in vitro como in vivo.*®

Para comprender las actividades bioldgicas de las glucanas, ademas de conocer los
mecanismos moleculares involucrados, es necesario también tener en cuenta que los
mamiferos no poseen B-(1—3)-glucanasas que degraden rapidamente estas moléculas
y su metabolismo mediante oxidaciéon es muy lento, esto hace que permanezcan mas
tiempo en el organismo, hasta mas de un mes pueden permanecer en el higado y en
el bazo. In vivo, el aclaramiento de las B-glucanas depende de su peso molecular; las
de bajo peso se secretan mediante filtraciéon glomerular, en tanto que las mayores
son retenidas primeramente en el higado y degradadas por las células de Kupffer,
proceso que puede tomar varias semanas.?”?® Se ha informado también que proteinas
plasmaticas y séricas pueden inactivar las B-(1—3)-glucanas.?®
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Las propiedades de las B-glucanas de modular la inmunidad son beneficiosas al
proteger al huésped de enfermedades infecciosas y tumores,*® lo que ha aumentado
el interés de la industria farmacéutica en el estudio de estas estructuras. Varios
derivados solubles de B-(1—3)-glucanas se han desarrollado y utilizado en pacientes
con cancer o sepsis, especialmente las que poseen ramificaciones p-(1—-6) como
lentinan, sizofilan y grifolan que muestran potente efectos inmunomoduladores.
Aungue existe un mayor numero de analisis experimentales del efecto de las glucanas
administradas por via parenteral, han surgido algunos informes donde se sugiere que
son activas biolégicamente al administrarse por via oral.3'33

Es importante tener en cuenta que, aunque las B-glucanas son consideradas
generalmente como seguras, se han reconocido efectos negativos asociados al uso
por via intravenosa de estos carbohidratos. Las B-glucanas particuladas pueden
inducir la formacion de granulomas, pero esto ha sido superado con el desarrollo de
glucanas solubles. Sin embargo, si estas se administran concomitantemente con
antiinflamatorios no esteroidales, pueden inducir efectos letales como un dafo
gastrointestinal incrementado y peritonitis.®** También las p-glucanas han estado
implicadas en el desencadenamiento de enfermedades autoinmunes y desoérdenes
respiratorios.®*® Por estas razones es necesario controlar y determinar su presencia
en medicamentos parenterales, lo cual ain no se encuentra bien establecido por las
agencias regulatorias.

GLUCANAS COMO CONTAMINANTES EN LA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

La presencia de p-(1—-»3)-glucanas en sangre es un marcador diagndstico de
infecciones por hongos. La concentracién normal esta por debajo de 10 pg/mL; por lo
tanto, cuando aumenta a concentraciones mayores de 20 pg/mL, pudiera
diagnosticarse una infeccién fungica.*® Sin embargo, han habido informes en la
literatura de falsos positivos relacionados principalmente con la administracion previa
de hemoderivados o en hemodialisis donde se ha notificado el uso de membranas de
celulosa.®3° Las membranas de celulosa, que se utilizan en el proceso de produccién
de los hemoderivados, provienen de plantas superiores que contienen B-(1-53)-
glucanas en su pared celular, por lo que la contaminacién de dichos productos
durante los procesos de filtracidn con estas estructuras es de esperar y, de hecho, ha
sido demostrada.*®

Usami y otros informaron que las concentraciones de B-(1—3)-glucanas en varios
hemoderivados (albuminas, fraccion de proteinas plasmaticas, globulinas y factores
de coagulaciéon) oscilaron entre O y 6 930 pg/mL. De las soluciones de albuminas
ensayadas, un 75 % mostré concentraciones de B-(1—3)-glucanas por encima de 20
pg/mL, mientras que de los factores de coagulacion y de las soluciones de
inmunoglobulinas un 40 y un 63 % respectivamente estuvieron por encima de ese
valor®. En ese trabajo se demostr6 que la fuente de contaminacion de estos
hemoderivados eran precisamente los filtros profundos de celulosa y que la liberacion
de glucanas es mayor con albiumina que con agua. Sin embargo, se precisa que es
necesario esclarecer los mecanismos de liberacidon de estas estructuras a partir de los
filtros y su actividad biologica, cuestiones que aun no estan dilucidadas
completamente.

Con posterioridad, Nagasawa y otros® utilizaron seis filtros de celulosa y un filtro de
nailon, a través de los cuales se bombearon 100 mL de agua destilada y
posteriormente, 100 mL de albumina sérica humana y se determind en cada fraccion
el contenido de B-(1—3)-glucanas. En las muestras aplicadas al filtro de nailon no se
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detectaron glucanas. En el caso de los filtros de celulosa, cuando se eluy6é con agua el
contenido de glucanas oscilé entre 6 y 207 pg/mL mientras que en las fracciones con
albumina, este fue evidentemente superior (desde 33 hasta 20 784 pg/mL) a pesar
de haberse lavado previamente con agua, evidenciandose que la albumina es capaz
de extraer una cantidad considerablemente mayor de B-(1—3)-glucanas. En relaciéon
con esto es importante tener en cuenta que la alblmina sérica humana sirve como
molécula transportadora de ligandos hidrofébicos y en este sentido es necesario
considerar que algunas estructuras de p-(1—-3)-glucanas muestran caracteristicas
hidrofébicas en dependencia de su peso molecular y de su grado de ramificacion; de
hecho en este estudio las glucanas extraidas por la alblmina a partir de filtros de
celulosa EKSP fueron practicamente insolubles en agua.

En un estudio realizado por Ohata y otros® también se confirmé una liberaciéon de -
(1->3)-glucanas a partir de filtros de celulosa provenientes de siete compafiias
diferentes. Es interesante referirnos a que estos investigadores evaluaron la actividad
inmunomoduladora de las glucanas extraidas empleando la linea monocitica
MonoMac-6 y utilizando como control las células estimuladas con LPS. En estos
experimentos se obtuvo que la produccién de citoquinas proinflamatorias oscilé entre
74,3y 119,0 % del control para TNF-a y entre 81,2 y 115,9 % del control para IL-1p.
A partir de estos resultados los autores concluyeron que las B-(1—-3)-glucanas
presentes en los hemoderivados son contaminantes procedentes de los filtros
profundos de celulosa y que estos extractos modulan, disminuyendo, la produccién de
citoquinas proinflamatorias a partir de macréfagos. Igualmente, se habia informado
con anterioridad que las B-(1—3)-glucanas modularon la liberacion de TNF-a a partir
de macréfagos en respuesta a LPS.%%#t

En nuestra opinidn este resultado concerniente a la actividad inmunomoduladora de
estos extractos es debatible. Es interesante resaltar que las concentraciones de
citoquinas liberadas difieren en menos de un 50 % con respecto al control; por lo
tanto, esta variabilidad pudiera adjudicarse a la capacidad de recuperacion del
método de determinaciéon (50-200 %) y no precisamente a una actividad
inmunomoduladora de las glucanas presentes en los extractos.

En experimentos realizados en nuestro laboratorio no se obtiene un efecto
potenciador sobre la liberacién de IL-1p de las glucanas contaminantes de muestras
de albumina sérica humana cuando se incuban con sangre humana total junto con
LPS. Sin embargo, no sucede lo mismo en el caso de IL-6, donde si se evidencia un
efecto potenciador de la respuesta cuando se incuba la sangre total conjuntamente
con LPS y muestras contaminadas con glucanas.

Resultados similares obtuvieron Kikkert y otros®** demostrando que los extractos de
membranas de didlisis potenciaron la produccién de citoquinas inducida por ligandos
de TLR y definieron a las B-(1—3)-glucanas liberadas de esas membranas como las
responsables de esos efectos coestimulatorios. Las B-(1—3)-glucanas coestimularon
activamente la produccion de citoquinas (IL-6 e IL-8) inducida por ligandos de TLR a
concentraciones que no indujeron produccién de citoquinas por sangre total cuando se
probaron separadamente.

En general no existe un consenso en la comunidad cientifica para definir o no a las B-
(1->3)-glucanas como pirégenos debido a la amplia diversidad de resultados
obtenidos en cuanto a sus efectos biolégicos. Pearson y otros las definieron en 1984
como apirogénicas*? y en general, en la actualidad son practicamente definidas como
tal. Sin embargo, han surgido una serie de articulos (varios de los cuales han sido
previamente comentados) que demuestran el efecto potenciador de la liberacién de
citoquinas proinflamatorias en combinacién con ligandos de TLR, lo cual no muestra el
mismo patron para distintas citoquinas y depende del tipo de glucana involucrada.
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Esta es una cuestion que requiere estar muy bien definida. Debe tenerse en cuenta
que las pruebas in vitro para detectar la presencia de pir6genos en parenterales se
llevan a cabo en condiciones completamente libres de pir6genos; no obstante, no
puede asegurarse que un inyectable que haya pasado esta prueba se administre al
paciente en condiciones totalmente controladas. Es decir, cualquier formulaciéon
parenteral puede contener, y de hecho generalmente sucede asi, una cantidad
determinada de endotoxinas que no excede el limite establecido y de esta forma pasa
la prueba. Entonces, si existe ademas una contaminacion con glucanas en dicha
formulacion (que generalmente es despreciada por las agencias regulatorias),
pudieran sucederse eventos adversos en el paciente relacionados con las propiedades
inmunomoduladoras de estas estructuras que, como se ha discutido con anterioridad,
en ocasiones no son significativas cuando se administran en pequefias
concentraciones separadamente, pero si se ha comprobado un efecto sinérgico
importante de la liberacion de mediadores proinflamatorios cuando son administradas
conjuntamente con ligandos de TLR.

Con la prueba convencional de endotoxinas bacterianas (C-LAL) puede determinarse
cualquier contaminacion con glucanas presente en la formulacién debido a que éstas
activan el factor G de la cascada de coagulacion; sin embargo, con esta prueba no se
puede determinar el efecto potenciador o sinérgico cuando se administran
conjuntamente con ligandos de TLR como los LPS. Entonces es importante destacar
una ventaja trascendental de la prueba de activacion de monocitos (MAT, por sus
siglas en inglés), con la cual este efecto puede ser determinado cuando se incuban
conjuntamente glucanas con LPS en presencia de lineas celulares monociticas o
cualquier fuente de monocitos humanos y se determina la liberacién de citoquinas
proinflamatorias (IL-1f3, IL-6 o TNF-a). Mediante la evaluacion en el Centro de
Investigacion y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM) por C-LAL de 16 lotes de
albumina sérica humana 20 % se sospechd de una contaminacién importante con B-
(1-3)-glucanas que se demostré con la prueba LAL especifica para endotoxinas (ES-
LAL). Los lotes que pasaron la prueba ES-LAL pasaron también la prueba de pirégenos
en conejos. Estos resultados también coincidieron con los obtenidos con MAT/IL-1;
no obstante, se observd un efecto potenciador sobre la liberacion de IL-6, cuestion
gue debe se estudiada para determinar los posibles efectos en seres humanos.** Por
esta razdn nosotros consideramos razonable evaluar la presencia de B-(1-3)-
glucanas en inyectables, destacando la utilidad del MAT como método alternativo para
determinar in vitro los posibles eventos que pueden sucederse cuando se administra
un producto contaminado con estructuras inmunomoduladoras y potencialmente
pirogénicas.

METODOS DE DETECCION DE B-(1—-3)-GLUCANAS

Es conocido que el reactivo LAL (lisado de amebocitos del Limulus) constituye la
herramienta fundamental para la deteccién de endotoxinas. Este ensayo se basa en la
activacion de la cascada de coagulacion del cangrejo Limulus polyphemus a través del
factor C. Sin embargo, este reactivo contiene ademas otra ruta de activacion, el
denominado factor G, que puede activarse por B-(1—-3)-glucanas y otros analogos
estructurales. Una vez descubierta esta ruta de activacion adicional y especifica para
B-(1—3)-glucanas, se ha desarrollado por la compariia Associates of Cape Cod (ACC)
un reactivo denominado Glucatell™ que permite la cuantificacion especifica de B-
(1-3)-glucanas con una sensibilidad en el orden de los picogramos.**

Por otra parte, se ha obtenido a partir del plasma de larvas del gusano de seda (SLP,
de Silkworm larvae plasma) un reactivo capaz de detectar peptidoglucanos y B-
(1-3)-glucanas® a partir del cual, mediante la separaciéon o inactivacion de la via
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sensible a peptidoglucanos, se obtuvo un reactivo especifico a B-(1—3)-glucanas cuya
deteccion se realiza determinando la actividad fenoloxidasa o actividad proteolitica.
Este reactivo se fabrica y distribuye por la compafia Wako Pure Chemical Industries
Ltd. Empleando el mismo principio, se ha patentado la deteccion de p-(1—3)-glucanas
con el uso de la hemolinfa de insectos como Tenebrio molitor u Holotrichia diomphalia
(US 6,987,002 B2, US 2002/0197662 Al). Sin embargo, no hemos encontrado que
este producto se encuentre disponible en el mercado.

CONCLUSIONES

Las B-(1—3)-glucanas potencian y sinergizan la accién de ligandos de TLR sobre la
liberacibn de mediadores inflamatorios; también han mostrado un perfil
antiinflamatorio, dependiendo en gran medida de sus caracteristicas estructurales.

Las B-(1—3)-glucanas son contaminantes importantes provenientes de los filtros de
acetato de celulosa que se utilizan en la clarificacion de parenterales hemoderivados,
por tanto, es necesario estudiar las consecuencias de la presencia de estas moléculas
inmunomoduladoras en inyectables.

La prueba de activacion de monocitos constituye una herramienta de utilidad al
determinar in vitro los posibles eventos que pudieran sucederse in vivo cuando se
administra un producto contaminado con moléculas inmunomoduladoras como las B-
(1-3)-glucanas.
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