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RESUMEN

Se han descrito varios métodos para la extraccién de endotoxinas o lipopolisacéridos (LPS) de bacterias gramnegativas;
sin embargo, el producto suele estar contaminado con dcidos nucleicos y/o proteinas en una proporcién que
depende del método de extraccion empleado. Para estudios moleculares e inmunolégicos, se requiere la purificacién
adicional del extracto de lipopolisacéarido. En este articulo se describe el desarrollo de un método para la purificacién
de un extracto de LPS, obtenido por el método de Westphal, utilizando cromatografia de exclusién molecular en
Sepharosa CL-6B. Se demostré que es necesario el tratamiento de la muestra con ADNsa y ARNsa antes de la
cromatografia, para obtener la fraccién correspondiente a los LPS libres de dcidos nucleicos. Se evaluaron las
propiedades espectrofotométricas del LPS en el ultravioleta lejano y se confirmé que es posible la deteccién
inmediata a 206 nm de las fracciones de interés (LPS y dcidos nucleicos), sin emplear métodos quimicos mas
engorrosos. Como fase movil, se empleé el NaCl 0.2 M, el cual no absorbe a 206 nm y conserva los agregados
micelares de los LPS. Ello contribuye a la separacion entre la fraccion lipopolisacaridica y los oligonucleétidos. Con
este procedimiento se obtuvo un LPS con aproximadamente 98% de pureza. Se realizaron controles quimicos y
biolégicos para la evaluacién del proceso.
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ABSTRACT

A simple method for purification of lipopolysaccharides from E. coli 055:B5 using size exclusion
chromatography. Several methods for the extraction of endotoxin or lipopolysaccharide from Gram negative
bacteria have been described. However, the product is often contaminated with nucleic acids or proteins in a
proportion depending on the extraction method used. Molecular and immunological studies require further purification
of the raw LPS. We present here, a simple method for the purification of raw LPS obtained by the standard hot
phenol-water procedure using size exclusion chromatography in Sepharose CL-6B. We demonstrated that the using
of DNAse and RNAse treatment of the sample before the chromatographic step is necessary to abrogate the
nucleic acid contamination in the LPS fraction. The spectrophotometric properties of the pure LPS were verified,
supporting the immediate online detection of the LPS and oligonucleotides fractions spectrophotometrically at 206
nm. The mobile phase used (NaCl 0.2 M) do not absorb at 206 nm while maintains the LPS aggregates and
therefore, allows the separation of the LPS fraction from the oligoribonucleotide and desoxioligoribonucleotide
fractions. The yield of pure LPS was around 98%. Chemical and biological characterizations were conducted in order

to assess the feasibility of the procedure developed.
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Introducciéon

Las endotoxinas o lipopolisacaridos (LPS) de
bacterias gramnegativas se pueden obtener por los
meétodos del &cido tricloroacético a 4 °C [1], butanol
acuoso [2], tritén/Mg?[3], etanol en frio [4] o por
extraccion con agua a 100 °C [5]. Especificamente
para LPS rugosos (LPS-R), se han descrito los
procedimientos de extraccion con fenol: cloroformo,
éter de petréleo [6] y con metanol [7]. El método de
extraccion de LPS més empleado es el de Westphal
[8], también conocido como procedimiento de
extraccién con fenol caliente. Su principal ventaja
radicaen el alto rendimiento de LPS queseobtiene,d
cual eslibre de proteinas contaminantes[2, 8].

Para la eliminacion de estos contaminantes, se ha
planteado el empleo de la ultracentrifugacion [8-10];
sin embargo, el lipopolisacérido sedimentado
usualmente contiene determinada cantidad de écidos
nucleicos, y lafraccién del sobrenadante perteneciente
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alos acidos nucleicos, contiene cantidades apreciables
de lipopolisacéridos que se pierden [8].

La cromatografia de exclusién molecular parece
ser lamejor eleccion paralapurificacion de LPS-R o
lipooligosacaridos (LOS). Se hadescrito un aumento
en el rendimiento de mas de 50%, en la purificacion
por exclusion molecular de LOS de N. meningitidis,
H. influenzae y B. pertussis con respecto a la
ultracentrifugacion [11], incluso se han empleado
métodos por FPLC paralapurificacién de LOS deN.
meningitidis[12].

También se hadescrito lapurificacion de LPSlisos
(LPS-S) provenientes de cepas lisas, 0 sea, que
contienen la cadena lateral O especifica completa,
con el empleo de la cromatografia de exclusion
molecular [2]. Sin embargo, la principal desventgja
gue sehaapreciado en estos métodos cromatograficos,
engeneral, aplicadosalL PS-Sy aLPS-R, esal detectar
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las posiciones de los picos de LPS, paralo cua se
han usado métodos quimicos, tales como la
determinacion de colitosa (3.6 didesoxi-L -gal actosa)
[2], acido 2-ceto-3-desoxioctulosonico (KDO) [11]
y hexosas totales [13]. Estos métodos son trabajosos
y consumen tiempo, por lo que en este trabajo se
incluye una valoracién de las propiedades espec-
troscopicasdelosLPSen el ultravioleta(UV) lgjano,
con el objetivo de emplear la deteccion directa e
inmediata a 206 nm de las fracciones relevantes.

Por otraparte, el tratamiento previo de lamuestra
con nucleasas, parece ser una opcion viable para
mejorar la separacion entre los LPS y los acidos
nucleicos. Esto se ha empleado tanto en ultracentri-
fugacion [14] como en los métodos cromatograficos
[11-12]. El &cido ribonucleico (ARN) es el principal
contaminante (entre 50 y 60%) del extracto obtenido
por el método de Westphal [8], por lo que hay
protocolos que incluyen un paso para remover el
ARN mediante el empleo de RNasa[2, 10, 12] o de
cetavlion (bromuro de cetiltrimetilamonio) [8]. Sin
embargo, también se han descrito procedimientos en
los que se emplea DNasay RNasa para favorecer la
separacion del ADN y ARN, respectivamente antes
del paso de purificacion del extracto [11, 13, 15]. Es
por esto que otro de los objetivosdel presentetrabajo,
es definir si es necesario el empleo de nucleasas para
obtener la fraccion cromatogréfica perteneciente a
los LPS libres deacidos nucleicosy, de ser asi, evaluar
si es suficiente el tratamiento de la muestra con
RNasa, o si se requiere la hidrélisis con ambas
nucleasas para obtener un LPS de mayor grado
de pureza.

Por tanto, estearticulo describe un procedimiento
gue incluye la cromatografia de exclusién molecular
paralapurificacion del extracto de LPS crudo (L PSc),
obtenido por el método de Westphal a partir de la
cepaE. coli O55:B5.

Materiales y métodos

Extraccién de LPS

La extraccion de LPS se realizd por el método de
Westpha y Jann [8] con ligeras modificaciones. La
suspension de bacterias (5% en base secaen 100 mL),
se mezclé con igual volumen de fenol al 90%
previamente calentado a67 °C, y seincubd alamisma
temperatura con agitacion orbital a 160 rpm durante
15 min en un bafio termostatado. Posteriormente, |a
mezclase coloco en un bafio de hielo parafavorecer la
separacion de fases, y se centrifugd durante 20 min a
5000 g. Se colectd lafase acuosa superior. A lamezcla
de fenol y debris celular remanente se realizé una
segunda extraccion mediante la adicion de 100 mL de
aguadestiladaa67 °C. Lasfases acuosas se combinaron,
se dializaron contra varios cambios de agua destilada
hasta la completa eliminacion del fenol (ausencia de
absorbanciaa 260 nm en € aguadedidisis). El diaizado
se clarifico por centrifugacion a 10 000 g durante 20
min a temperatura ambiente para eliminar el material
insoluble. Seguidamente, €l dializado con el extracto
de LPS se concentré por precitacion alcohdlica del
siguiente modo: se le adicion6 acetato de sodio a una
concentracion final de 0.15 M, se colocé en un bafio
dehieloy seadiciond etanol frio al 96%, gotaagota, y
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con agitacion, hasta alcanzar una proporcion de
volumen, muestra: etanol, de 1:4. La mezcla se
almacend a -20 °C durante 24 horas para permitir la
continuacion del proceso de precipitacion. El
precipitado se colectd por centrifugacion a4 000 g, se
resuspendi6 en agua destilada a una concentracion de
25 mg/mL en una base himeda y se liofilizo.

Tratamiento de las muestras con nucleasas
antes del proceso cromatografico

Con lafinalidad de evaluar € tratamiento delamuestra
con nucleasas en la separacion cromatogréficay en el
contenido de &cidos nucleicos del producto puro, se
estudiaron dos sistemas. En €l primero, €l extracto de
LPS liofilizado se disolvié en NaCl 0.2 M a una
concentracion de 25 mg/mL en un volumen final de
10 mL, y seincub6 a 37 °C durante 1 h con RNasa a
una concentracion final de 0.5 mg/mL. En €l segundo,
se empled RNasa y DNasa a una concentracion final
de 0.5 mg/mL y 50 pug/mL, respectivamente, siguiendo
la misma metodologia. En ambos casos, la reaccion
enziméticade hidrdlisis se detuvo incubando lamezcla
a 65 °C durante 12 min [15]. Como control, se dejo
unamuestrague se someti6 al proceso cromatogréfico
sin previa digestion con nucleasas.

En todos | os casos, antes de ser sujetaal proceso de
purificacion, la muestra se homogenizé por agitacion
vigorosa con Vortex durante 5 min, o por sonicacién
en un bafio ultrasdnico Branson 1 200, y se microfiltrd
con filtros de acetato de celulosa de 0.45 pm.

Procedimiento cromatogrdfico

Lapurificacion del extracto deLPSsellevd acabo con
el empleo de un sistema cromatogréfico de bajapresion
Gradifrac™ (Pharmacia). El extracto o LPSc (de 8 a
10 mg/mL en NaCl 0.2 M), se aplicd a una columna
XK 16/70 (Pharmacia) empacada con Sepharosa CL -
6B (Pharmacia) previamente equilibradacon NaCl 0.2
M. Laseparacién sellevo acabo aun flujo de 9 cm h*
con deteccion por absorcion ultravioleta a 206 nm.
Paralos andlisis se colectaron fraccionesde 36 5 mL.
Paracaracterizar €l volumen de elusion delas muestras,
seempled el coeficiente dedistribucion aparente (Kav).

Las fracciones correspondientes al pico de LPS se
mezclarony concentraron por precipitacion alcohdlica,
como se describi6 anteriormente para e LPSc, pero
sinlaadicion delasal. El precipitado se resuspendio
en agua destiladay seliofilizo.

Andlisis quimico

Paralaidentificacion delafraccion de LPS, serealizd
la deteccion cualitativa de &cido 2-ceto-3-desoxioc-
tulosénico (KDO), por el micrométodo del &cido
tiobarbitdrico (TBA), descrito por Karkhanis[16], en
lasfracciones correspondientesa maximo de cadapico.
Donde se indico la presencia cualitativa de acidos
nucleicos en las fracciones cromatograficas, se
determind mediante el barrido espectrofotométrico de
200 a 300 nm.

El contenido de &cidos nucleicos en €l extracto de
LPS y en los LPS obtenidos de los procesos
cromatograficos, se estimé asumiendo que 40 pg/mL
de ARN tienen unaabsorbanciade 1.0 2260 nm[12].
El contenido de proteinas contaminantes se determind
por el método de Bradford, con el empleo de albimina
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bovina, como estandar, segiin el protocolo deBollagy
cols. [17].

Los LPS se compararon quimicamente por
electroforesis en SDS-PAGE con & empleo de un gel
de poliacrilamida al 15% [18]. El gel se revel6 por
tincion con plata, especifica para LPS, mediante €l
procedimiento descrito por Hancock y Poxton [19].

Lapotenciadel LPS sedetermind medianteel ensayo
del lisado de amebocitos delimulus(LAL), método de
gelificacion (Biowhitaker Inc.), con una sensibilidad
de 0.06 unidades de endotoxinas por mililitro (UE/mL),
con & empleo de un protocol o antes estandarizado [ 20].

Seestudio larelacion entreladensidad 6ptica(DO)
y laconcentracién de los LPS puros en € UV lgjano.
Para esto, se disolvieron cantidades precisas de LPS
puro en NaCl 0.2 M a concentraciones entre
1 pg/mL y 2 mg/mL. Las soluciones se leyeron en un
espectrofotometro Genesys 2PC contra NaCl 0.2 M
como blanco.

Resultados

El rendimiento de LPS en €l extracto fue del 8%, con
respecto a la biomasa bacteriana seca. Este presentd
una potencia de 4.8 unidades de endotoxinas (UE/ng)
por €l ensayo del LAL. Esta potencia es similar ala
descrita para extractos de LPS provenientes de la
misma cepa [21]. Presentd un contenido de 44% de
acidos nucleicos (tabla 1).

Losresultados de |a deteccion cualitativade KDO
en los que se obtuvo una absorbanciade 0.246 UA y
0.003 UA paralospicosunoy dos, respectivamente,
sugieren que los LPS eluyen principalmente en €l
primer pico cromatogréfico, mientras que los &cidos
nucleicos lo hacen, sobre todo, en el segundo. En la
figura 1 se puede apreciar que la resolucién no es
Optima cuando se aplica directamente el extracto de
LPS (LPSc) a proceso cromatogréfico. Se obtuvieron
Kav correspondientes alafraccion de LPSy acidos
nucleicos de 0 y 0.57, respectivamente. El barrido
espectrof otométrico de unamuestra correspondiente
a la fraccién lipopolisacaridica (Figura 2), presenta
un maximo de adsorcion a una longitud de onda de
260 nm, lo cual sugiere que ain presenta &cidos
nucleicos contaminantes.

Enla figura 3 se presentael perfil cromatogréfico
de la muestra tratada previamente con RNasa. Se
obtiene un incremento en la resolucion, con valores
de Kav de 0 y 0.84 para las fracciones uno y dos,
respectivamente; sin embargo, desde el punto devista
cualitativo aln se aprecia acido nucleico conta-
minante, presumiblemente ADN (DO maxima 260 nm
=0.253 UA).

Tabla 1. Control de dcidos nucleicos y proteinas en los
liofilizados de extracto de LPS (A), LPS obtenido por el
procedimiento cromatogrdafico sin tratamiento previo cor
nucleasas (B) y el LPS purificado al que se aplicé
hidrolisis previa con RNasa y DNasa antes del proceso
cromatogréfico (C)

A B C
Acidos 44 = 12 + 1.75 +
nucleicos 0.5292% 0.3605% 0.3258%
Proteinas <1% < 1% < 1%

La solucién de LPS se preparé en triplicado para la determinacior
de dacidos nucleicos y proteinas. Se muestran los valores de la
desviacién estandar
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Figura 1. Perfil cromatogréfico de la muestra de LPS crudo
aplicada sin tratamiento con nucleasas (control) directamente
al proceso cromatogrdfico. Flujo de 9 cm h', volumen de
inyeccién 2 mL de extracto de LPS a 5 mg/mL.

Cuando seaplicalahidrélisisdelos acidos nucleicos
con DNasay RNasaantes del proceso cromatogréfico,
desaparece el maximo en la region de 260 nm del
espectro en la fraccion lipopolisacaridica (Figura 4),
lo cual indicalareduccion dréstica en e contenido de
&cidos nuclei cos contaminantes. En estas condiciones,
los LPS presentan un méaximo de absorcion arededor
delos 204 nmy no presentan absorcién en laregion de
260 a 280 nm, en la que se encuentran los maximos
de absorcion de los écidos nucleicos y las proteinas,
respectivamente. Se puede apreciar ladiferenciaentre
el perfil del barrido de lafraccion lipopolisacaridicay
la de los oligonucledtidos. Se obtiene una resolucién
similar a cuando se emplea solo RNasa antes de
purificar la muestra, con valores de Kav de O y 0.87
paralasdossefiaes. Enlatablal seresumee contenido
de acidos nucleicos y proteinas obtenido en las
distintas etapas de purificacion.

Losandisiselectroforéticos (Figura5) muestran que
se conserva € mismo patron de bandas entre el LPS
crudo y el puro. La potencia del LPS purificado
determinada por € método del LAL fue de 48.4 UE/ng.

204 nm 1.445 UA

1.6 7,

14 A
1.2 1

1.0 1

258 nm

08 1 0.498 UA

DO

0.6 A v
0.4 A
0.2 1
0.0 1

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300
Longitud de onda

Figura 2. Barrido espectrofotométrico de 200 a 300 nm de la
combinacién de las fracciones correspondientes a la fraccién
lipopolisacaridica, obtenida en el proceso cromatogréafico
cuando se inyecta la muestra de extracto de LPS, en el cual no
se ha aplicado hidrélisis con nucleasas.
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Figura 3. Perfil cromatogrdfico de la muestra en la que se
realizé hidrélisis con RNasa antes del al proceso cromatogrdfico.
Volumen de inyeccion de 2 mL a 8 mg/mL, flujo 9 cm h'.

Con el tratamiento de ultasonido o vortex no se
observé un efecto desagregante enlos LPS. Sinembargo,
la aplicacion de uno u otro es necesario para la
homogenizacion de la muestra, ademas de que facilita
su microfiltracion (por 0.45 o0 0.2 um) antes de ser
sometida @ proceso cromatografico. La hidrdlisis de
la muestra (a 25 mg/mL) con nucleasas reduce
significativamente su viscosidad.

Larelacion entre la absorbancia y la concentracion
deLPSpurostiene un comportamientolineal (R*= 0.99)
a206 nm paraconcentracionesentre 1 ug/mL y 1 mg/mL
(Figura 6). A mayores concentraciones de LPS, laDO
continda incrementandose, pero se va perdiendo la
linealidad amedida que vaaumentando laconcentracion.
A 200 nm se obtiene un comportamiento lineal entre
1 pg/mL y 0.5mg/mL (Figura6).

Discusién
Mientras que las preparaciones de LPS crudos son
adecuadas paralos andlisis electroforéticos, requieren

purificacién adicional antes de ser empleados en
estudios moleculares e inmunol égicos [12].

A

204 nm o0 a

DO

0.8
0.6 J
0.4

0.2

0.0 T T T T T T T T T
200 220 240 260 280 300
Longitud de onda

Aunque es posible separar las fracciones predo-
minantes correspondientes a LPS y acidos nucleicos,
cuando las muestras se someten directamente a proceso
cromatogréfico, ain se aprecian &cidos nucleicos
contaminantes (12%) en & LPS obtenido. El ARN esd
principal contaminante del extracto deLPSqueseobtiene
por e método de Westphdl [8]; sinembargo, lahidrdlisis
con RNasadelamuestrano diminatodo & écido nucleico
contaminante, s bien se observa un incremento de la
resolucién. Por lo tanto, aunque € ARN puede ser €
contaminante mayoritario, también se requiere aplicar
digestion delos &cidos nucleicos con ADNsa Empleando
€l tratamiento de la muestra con ambas nucleasas antes
de la separacion cromatogréfica, se obtiene un LPS con
aproximadamente 98% de pureza.

Lahidrdlisisdelos polimeros de &cidos nucleicos a
oligorribonucledtidos y oligodesoxirribonucl éotidos,
coopera, con lafasemévil enincrementar laresolucion,
como se explicamas adelante, mientras que permitela
disminucién de la viscosidad de la muestra. Este es
uno de los aspectos que limita la concentracion de la
muestra que se ha de purificar por cromatografia de
exclusion molecular.

Laeleccion delafase movil debe tenerse en cuenta
en el momento de establecer un método cromatografico
para la purificacion de cualquier macromolécula. En
algunos estudios se describe €l empleo de detergentes
(desoxicolato de sodio) y EDTA en lafase movil para
separar LPS por métodos cromatograficos [11-12].
L a combinacion de estos compuestos gjerce un fuerte
efecto desagregante, que puede llegar a producir
monomeros de LPS con una masa molecular relativa
de aproximadamente 20 kDa [22], lo cual origina
mayores volumenes de elucion para la fraccion
correspondiente a los LPS. Este efecto podria ser la
causa de las observaciones descritas por Wu y cols.
[11], en las que la aplicacion de hidrdlisis con DNasa
del extracto antes de ser sometido a la separacién
cromatogréfica, aumenta la contaminacion con
proteinas del L OS probablemente por superposicién
de los lipooligosacaridos con la DNasa. Para lograr
purificar los LPS, hubo que eliminar la DNasa antes

B
204 nm
2.252 UA
257 258 nm
1.835 UA

2.0 1

15 4
(o]
Q1.0

0.5
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200 220 240 260 280 300

Longitud de onda

Figura 4. Barrido espectrofotométrico de 200 a 300 nm de las fracciones obtenidas en el proceso cromatografico cuando se aplicé
hidrélisis en la muestra con ARNsa y ADNsa antes del proceso cromatogrdfico. A) Fracciones cromatogrdficas correspondientes al

primer pico (LPS). B) Segundo pico (oligonucleétidos).
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Figura 5. Electroforesis en SDS-PAGE con gel de poliacrilamida
al 15%. Carril 1: 5 mg/pocillo del LPS crudo; carril 2: 50 mg/
pocillo LPS crudo; carril 3: 5 mg/pocillo de LPS puro; carril 4: 50
mg/pocillo de LPS puro. Cada muestra aparece duplicada.

de la marcha cromatografica [11], lo cual resta
simplicidad a proceso. Sin embargo, la utilizacion de
fases méviles con efectos desagregantes en el LPS,

podria ser Gtil cuando se intenta separar distintas

subpoblaciones de LPS [23-25]. Empleando este
acercamiento, se han obtenido dos subpoblaciones de
LPS de la cepa E. coli 055:B5 por cromatografia de
exclusion molecular [26].

Por otra parte, los LPS existen como agregados
micelares con masa molecular relativa mayor a los
1 000 kDa en soluciones acuosas [22]. Considerando
lo antes expuesto y en dependencia de |0s objetivos
propuestos, se podria seleccionar una fase mévil que
tenga o no efectos sobre € estado de agregacion de los
LPS. Como € objetivo de este estudio eslapurificacion
delos LPS delos &cidos nucleicos, y por las ventajas
que se discutiran posteriormente, se decidio seleccionar
unafase mévil queno afecte el estado de agregacion de
los LPS en un medio acuoso. En principio, podria
tratarse de cualquier disolvente acuoso que no presente
detergentes ni agentes quelantes.

Aungue no se comparan con otras fases moviles, €l
NaCl 0.2 M se seleccioné de manera consciente, pues
es un disolvente muy simple que no absorbe en la
longitud de ondaempleadaen el estudio, mientras que

3 y= 2.5456x + 0.116
R’= 0.9923
2
o ®
a
1
0 T T T T 1
0 0.2 0.4 0.6 08 1

Concentracién de LPS puro (mg/mL)

proporciona la fuerza idnica suficiente para evitar
artefactos que podrian existir por interacciones no
especificas entre lamuestray la fase estacionaria.

Como se habia previsto, € NaCl 0.2 M no afect6 el
estado de agregacion de los LPS y estos eluyeron en
una fraccién Unica, lo cual proporciond las siguientes
ventgas: 1) El tratamiento con RNasa y DNasa no
resulta desventajoso en cuanto a posibilidad de
superposicion con lafraccidn lipopolisacaridica, yaque
los LPS euyen en & volumen muerto de la columna
(Kav = 0) y seseparan delasnucleasasempleadas; 2) la
elucion delos LPS en e volumen muerto minimizalos
efectos de dilucion de la muestra inherentes a la
cromatografiade exclusion molecular; y 3) contribuyea
laseparacion del LPSdelafraccion de oligonucl éotidos
producidospor e tratamiento con lasnuclessas, y reduce
laprobabilidad de presenciade polisacaridos capsulares
contaminantes.

Los andlisis electroforéticos (figura 5) revelan que
se conserva el mismo patrén de bandas entre el LPS
crudoy € puro. Esto significaque €l LPS no se afecto
quimicamente durante el proceso de purificacion, y se
mantuvo el mismo conjunto de subpoblaciones que
existiaantes de ser purificado. Se obtuvo unapotencia
de48.4 UE/ng parael LPS purificado, o unincremento
de aproximadamente 10 veces con respecto a la
potenciadel control (LPS crudo), lo cual indicaqueel
meétodo de purificacion tampoco afectd la potencia
biol6gicadel LPS. Este aumento de potenciase debe a
gue al aumentar el grado de purezadel producto, hay
més LPS por unidad de masa (UE/ng).

Se prefirié seleccionar ladeteccion en el UV lgjano,
yaque aestas |ongitudes de onda absorben lamayoria
de las moléculas. Esta absorcién estd dada por las
transiciones electrénicas de los orbitalesn- p' y n- s”
derivada fundamentalmente de los grupos funcionales
carbonilo, carboxilo, amino e hidroxilo [27].

Seid y Sadoff [28] describieron que existe una
equivalenciaentrelasefial de KDOy laabsorbancia
a 210 nm para la fraccion del LPS obtenida por
cromatografia. Se podria establecer que esa inves-
tigacion es el primer antecedente para la deteccion
deLPSenel UV lgjano. Recientemente, se presentd
un método parala caracterizacion de subpoblaciones
de LPS de la cepaE. coli 055:B5 por electroforesis
capilar de altaresolucion, empleando la deteccion a
200 nm de las diferentes subpoblaciones de LPS
[29].

Este estudio demuestraqueen el UV lgjano (tanto a
200 como a 206 nm) se obtiene una relacién lineal
entrelaconcentracion de LPS puroy ladensidad éptica
para determinado rango de concentraciones (Figura

y= 1.0445x + 0.0581
R*= 0.99

0 0.2 0.4 0.6
Concentracién de LPS puro (mg/mlL)

Figura 6. Grdfico de linealidad de concentracién de LPS frente a la DO. Panel de la izquierda: 206 nm. Panel de la derecha: 200 nm.
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6), por lo que se cumplelaley de Lambert-Beer, y se
estd ante una sefia analitica.

LosL PS son moléculas anfifilicas, compuestas por
unaregion lipidica, unidacoval entemente por un enlace
éster a una porcion polisacarida. Esta Ultima esta
compuesta por la cadena lateral O especificay por €l
centro oligosacérido, en cuya estructura presenta
el &cido 2-ceto-3-desoxioctulosénico (KDO), mediante
el cual seunelaporcion lipidica El componentelipidico
esta constituido por un disacérido de glucosamina,
gue posee de cuatro a seis cadenas de &cidos grasos,
unidos por enlaces éster y amida [30].

La deteccion en el UV lejano se ha utilizado
ampliamente en € andlisis y purificacion de écidos
grasos por cromatografia (para ejemplo ver [31]). La
molécula de lipido A esta en todos los LPS. Es la
porcién mas conservada de lamol écula entre cepas de
un mismo microorganismo, e incluso entre especies
distintas de bacterias gramnegativas [30], por lo que
es de esperarse que todos los LPS presenten
determinada absorbancia a estas longitudes de onda.
Por otra parte, se ha descrito que en LPS alos cuales
se les han eliminado los acidos grasos esterificados
[28], en LPS detoxificados (libres de lipido A) [29], e
incluso en polisacéridos bacterianos [32], hay
absorcion en el UV lgano. Ello sugiere que tanto la
porcién polisacéridacomo los &cidos grasos del lipido
A, contribuyen alaabsorcién delos LPS alongitudes
de onda cercanas alos 200 nm.

El método desarrollado seempled paralapurificacion
deextractos obtenidospor € método deWestphal apartir
deunacepasavajede Escherichiacoli (ECO1) y otrade
Enterobacter agglomerans(EAQL) (parael cromatograma
ver figura7). LosLPS eluyen enlaprimerafraccion bien
resuelto delasnucleasasy los oligonucledtidos. En ambos
casos, también se obtuvo un L PS con aproximadamente
98% de pureza.

Cuando €l liofilizado de LPS puro se disuelve en
agua destilada y se realiza un barrido espectro-
fotométrico en la region ultravioleta (Figura 8),
desaparece el maximo alos 204 nm observado en la

DO 206 nm

T
0 20

T rrrr1rrrrrrrrrrrrrrrr1rr1r 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280
Volumen de elucién (mL)

Figura 7. Perfil cromatogréfico de LPS crudo de E. coli (ECO1).
El extracto de LPS (11 mL) a 21.2 mg/mL en NaCl 0.2 M, se
incubé a 37 °C durante dos horas con RNasa y DNasa a una
concentracién final de 0.42 mg/mL (8.3 U/mL) y 42 ug/mL
(117 U/mL), respectivamente. La reaccién de hidrélisis se
detuvo a 65 °C durante 12 min. Se inyectaron 5 mL de
muestra de LPS a 7 mg/mL. La corrida cromatogrdfica se
realizé en una columna XK 26/70 a un flujo de 9 cm h'.
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Figura 8. Espectro de absorcién del liofilizado de LPS E. coli
055:B5 a 0.1 mg/mL puro, disuelto en agua destilada.

fraccion cromatogréficade LPS puro (Figura4a). Este
efecto también se observé en los LPS puros EA01 y
ECO01 (Figura 9). Ese comportamiento se debe a que
el NaCl 0.2 M provoca un efecto batocrémico
(desplazamiento del méximo de absorcion hacia
mayores longitudes de onda) en el maximo de
absorcion de los LPS en el UV lejano. Ello podria
significar una ventaja adicional e inesperada del
empleo de NaCl 0.2 M como tampén de corrida, ya
gueincrementarialasensibilidad de ladeteccién en la
longitud de onda usada en el estudio; pero este
aspecto requiere de futuras investigaciones. Entre
los objetivos del presente trabajo no se encuentra la
deteccion especifica y/o sensible de LPS, sino la

30.Brandenburg K, Wiese A. Endotoxins:
relationships between structure, function,
and activity. Curr Topics Med Chem
2004;4(00):1-20.

31.Lo SK, Baharin BS, Tan CP, Lai OM.
Analysis of 1,2(2,3)- and 1,3-positional
isomers of diacylglycerols from vegetable
oils by reversed-phase high-performance
liquid chromatography. J Chrom Sci
2004;42(3):145-54.

32.Pier GB, Sideberry HF, Zolyomi S, Sadoff
JC. Isolation and characterization of high-
molecular-weight polysaccharide from
the slime of pseudomonas aeruginosa.
Infect and Immun 1978,22(3):908-18.
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Figura 9. Barridos espectrofotométricos de 200 a 300 nm de LPS puro liofilizado. A) LPS EAOT 0.1 mg/mL
en NaCl 0.2 M. B) LPS EAOT a 0.1 mg/mL en agua destilada. C) LPS ECO1 a 0.1 mg/mL disuelto en

NaCl 0.2 M. D) LPS ECO1 a 0.1 mg/mL disuelto en agua destilada.
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identificacion de las fraccionesrel evantes durante un
proceso de purificacion, en el cual se emplea, por lo
general, una concentracion relativamente alta de la
muestra. Para la deteccion sensible y mas especifica
de LPS se han descrito otros acercamientos (para el
ejemplo ver [33-34]), ademas de bioensayos como €l
ensayo del lisado de amebocitos de limulus(LAL),y
ladeteccion de citocinas proinflamatorias por ELISA
en sobrenadantes de cultivos celulares, linfocitos
aislados o sangre compl eta.

Enla figura10 se muestrael perfil cromatogréfico
de lacorridaa 206 nmy a 260 nm. La capacidad de
absorber en el UV legjano que presentan enlosextractos
deLPSy los &cidos nucleicos, hace que el sistemade
deteccién empleado para monitorear la corrida
cromatografica resulte apropiado. La identificacion
por UV de las fracciones cromatograficas obtenidas
permite lalocalizacion inmediatade los LPSy delos
acidos nucleicos. Los enlaces peptidicos como los
restos de aminoé&cidos aromaticos también absorben
en el UV lejano; por tanto, el empleo de estas
longitudes de onda permite detectar proteinas
contaminantes que usualmente quedan extractos de
L PS obtenidos por otros métodos [1-4]. Esto requiere

33 .Lynby J, Olsen LH, Eidem T, Lundanes E,
Jantzen E. Quantification of lipopoly-
saccharides in outer membrana vesicle

vaccines against meningococcal disease. 7-13.

Recibido en abril de 2005. Aprobado
en febrero de 2006.
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High-performance liquid chromato-graphy
determination of the constituent 3-hydro-
xy-lauric acid. Biologicals 2002;30(1):
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Figura 10. Perfil cromatogrdfico de la separacién del extracto de
LPS tratado con ambas nucleasas a 206 y a 260 nm. Flujo 9 cm
h', volumen de inyeccién de 2 mL de muestra a 10 mg/mL.

aun futuros estudios para evaluar lafactibilidad, para
lo cual se requeriria emplear tratamientos de la
muestra con proteinasas.

34. Guilford J, Jiang H. Detection of lipopoly-
saccharide and lipid A employing a sper-

mine-pyrene conjugate. Biocon-jugate Chem
2005;16:621-5.
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