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RESUMEN

Las bacterias Gram negativas sintetizan de manera frecuente un gran nimero de especies moleculares de
lipopolisacaridos (LPS). La elevada heterogeneidad estructural de los LPS y su tendencia a formar agregados
moleculares hacen extremadamente dificil el fraccionamiento de sus especies moleculares. La aplicacién de métodos
cromatogrdficos de forma individual ha permitido la obtencién de fracciones de LPS poco homogéneas. Con la
combinacién de principios cromatogréficos ortogonales, solo se ha logrado la purificacion hasta homogeneidad
quimica de los LPS de tipo rugoso mds simples. Ello ha determinado que los esfuerzos dirigidos al aislamiento de
LPS més homogéneos se centren en el uso de la electroforesis en el gel plano. Los métodos de electroforesis son
capaces de separar especies de masas moleculares cercanas de LPS més complejos de tipo liso. Consecuentemente,
sobre esta base se ha desarrollado una nueva metodologia que permite el aislamiento de LPS intactos de tipo
rugoso o liso hasta homogeneidad electroforética. Con ella es posible el andlisis estructural sensible por espectrometria
de masas y la medicién de la actividad LAL (Limulus Amoebocyte Lysate) de especies individuales de LPS, compuestas
de unas pocas especies quimicas. Esta metodologia ha abierto las puertas hacia la posibilidad de combinar la
electroforesis con otros principios ortogonales de separacién, un préximo paso que podria facilitar la obtencién de
preparaciones quimicamente homogéneas a partir de mezclas de LPS complejas.
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REVISION

ABSTRACT

Complexity and solutions to the isolation problem of Gram negative lipopolysaccharides’ bacteria molecular
species. Gram negative bacteria frequently synthesize a great number of lipopolysaccharides (LPS) molecular
species, the high LPS structural heterogeneity and its trend to conform molecular aggregates make the functioning
of its molecular species extremely difficult. The application of chromatographic methods individually has allowed
the obtainment of little homogeneous LPS fractions. With the combination of orthogonal chromatographic principles,
only the purification of the simplest rough type LPS up to chemical homogeneity has been reached. This has
determined that efforts aimed at more homogeneous LPS isolation is focused on the use of electrophoresis in
smooth gel. Electrophoresis methods are capable of separating species of molecular masses next to the most
complex smooth type LPS. Consequently upon this basis, a new methodology allowing the isolation of intact LPS of
either rough or smooth types up to electrophoretic homogeneity has been developed. Under such methodology,
sensible structural analysis through mass spectrometry and LAL (Limulus Amebocyte Lysate) activity of LPS individual
species is feasible, composed of just a few chemical species. This methodology has proved the possible way of
combining electrophoresis with other orthogonal separation principles, a further step which could guarantee the

obtainment of chemically homogeneous preparations from complex LPS mixtures.
Keywords: lipopolysaccharides, isolation, chromatography, electrophoresis, reverse staining,

Introduccién

Los lipopolisacaridos (LPS), también Ilamados endo-
toxinas, son componentes mayoritarios de lamembrana
externa de las bacterias Gram negativas. En general, los
LPS estan formados por un dominio lipidico, llamado
lipido A, que sirve de ancla en lamembrana externa, el
cual se enlaza a un oligopolisacarido que se extiende
hacia el exterior de la bacteria. Una misma cepa bac-
teriana sintetiza de manera frecuente un gran nimero
de especies moleculares de LPS.

Los LPS, como componentes integrales de la mem-
brana externa, cumplen funciones esenciales para las
bacterias y exhiben una gran variedad de actividades
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bioldégicas e inmunolégicas en otros organismos [1, 2].
Estos glicolipidos desempefian un papel mediador
clave en la infeccidn bacteriana, la sepsis y el shock
séptico [1, 2]. Los LPS son de interés, asimismo, por-
que estas biomoléculas y sus derivados sintéticos se
emplean como antigenos o adyuvantes en la obtencién
de vacunas contra diversos agentes patégenos [3-5].
En este articulo de revision se examinan varios as-
pectos de la separacion de las especies moleculares de
LPS. Primero se discute la complejidad de las mez-
clas de LPS sintetizadas por las bacterias: el elevado
nimero de subespecies, la diversidad de estructuras
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quimicas, y las diferencias en actividad bioldgica. A
continuacién se fundamenta la necesidad de la sepa-
racion de las subespecies para el mejoramiento de la
caracterizacion bioquimica de los LPS. Por dltimo, se
hace un anélisis de los avances en el aislamiento de las
especies moleculares y los problemas que muestran
los métodos que se emplean para este propdsito, desde
el punto de vista de la homogeneidad de las prepara-
ciones, su aplicabilidad a diversas fuentes de LPS y
la compatibilidad con los métodos estandares para el
analisis bioquimico de los LPS.

Heterogeneidad estructural
de los lipopolisacaridos

En general, la estructura quimica de los LPS (Figura 1)
comprende tres regiones: un lipido (llamado lipido A),
un oligosacarido interno, que esta unido al lipido A
por el Kdo (&cido 3-desoxi-D-mano-octulosoénico), y
la cadena O especifica, que esta unida al oligosacarido
interno [6]. La cadena O especifica, que consiste en
una secuencia repetida de unos pocos monosacaridos,
presenta un grado variable de polimerizacion. Como
consecuencia, hay LPS que no contienen la cadena O
especifica (conocidos como LPS de tipo rugoso), que
solo tienen una unidad repetitiva (de tipo semirrugoso)
(Figura 1), y los que tienen varias subunidades repe-
titivas en la cadena O especifica (de tipo liso). A pesar
de que lamayoria de las actividades bioldgicas del LPS
se han asociado a la regidn lipidica de la molécula, la
region del polisacarido también desempefia un papel
funcional significativo [7-10].

Es comun que los LPS producidos por una cepa
bacteriana difieran con respecto (i) al nimero, la na-
turaleza, la longitud y la posicion de los &cidos grasos
del lipido A, (ii) a los sustituyentes de los grupos fos-
fato y el grado de fosforilacion del lipido A, (iii) a la
longitud, la secuencia y la composicion de azlcares
del oligopolisacarido, o (iv) a la sustitucion del oligo-
polisacarido con grupos acetilo, fosfato y fosforile-
tanolamina. Como resultado de esto, el nimero de
especies moleculares de LPS sintetizadas por una cepa
bacteriana es usualmente grande. Por ejemplo, el pa-
trén tipico en forma de escalera que muestran los LPS
de tipo liso, por la técnica de electroforesis en el gel
plano de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfa-
to de sodio o desoxicolato de sodio, revela maltiples
poblaciones de LPS con un grado diferente de poli-
merizacion de la cadena O especifica (Figura 2). En
otro ejemplo, en una cepa no tipable de Haemophilus
influenzae se pudieron identificar 36 especies con es-
tructuras diferentes del oligosacarido [11].

Las variantes moleculares de LPS pueden diferir
también, de manera notable, en su actividad biol6gica
en ensayos in vitro e in vivo. La ocurrencia natural de
variaciones en la estructura quimica del lipido A,
responsable de la mayoria de las actividades biol6gi-
cas del LPS [12], se supone que induzca diferencias
significativas entre las actividades bioldgicas de las
especies moleculares de LPS. Esto se puede inferir
por las relaciones estructura-funcion del lipido A, que
se han establecido en estudios biolégicos con lipidos
A obtenidos de fuentes naturales o sus estructuras
sintéticas [13-16].

Ademas de laregion del lipido A, la heterogeneidad
estructural asociada a la cadena O-polisacaridica
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Figura 1. Esquema de la estructura quimica general de los lipopolisacaridos bacterianos: lipido A, oligosaca-
rido interno y cadena O-especifica. Los LPS de tipo rugoso (R) no contienen la cadena O-especifica, los de tipo
semirrugoso (SR) solo contienen una unidad repetitiva de la cadena O-especifica, y los de tipo liso (L)
contienen dos o mas unidades repetitivas de la cadena O-especifica.
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Figura 2. Separacién mediante electroforesis en gel plano de
poliacrilamida en presencia de desoxicolato de sodio de LPS
aislados de bacterias Gram negativas de tipo liso. Carril a)
Salmonella minnesota; carril b) Escherichia coli K-235. Los
lipopolisacéridos separados se visualizaron mediante la tinciéon
con plata. En cada carril, cada banda representa una poblacién
diferente de moléculas de LPS.
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ocurre a través de las células de Kupffer y por los
hepatocitos [18]. La interaccion de los LPS de tipo
liso y rugoso con la lipoproteina de alta densidad in
vivo es también diferente; como consecuencia, en las
glandulas suprarrenales se acumulan grandes can-
tidades de LPS de tipo liso, mientras que son insig-
nificantes las cantidades de LPS de tipo rugoso en este
organo [19].

Las distintas formas moleculares de LPS pueden
diferir también con respecto al mecanismo de activacion
celular. En estudios recientes con LPS de cepas salva-
jes y mutantes de Salmonella y Escherichia coli, de
fenotipo rugoso, se determind que el LPS de tipo ru-
goso activa sin dificultad a las células que expresan el
receptor de sefializacion de LPS, compuesto por el
receptor de tipo Toll 4 y la proteina mieloide de dife-
renciacion 2 (TLR4/MD-2). El LPS de tipo liso requiere
para activar a este mismo receptor, ademas, la ayuda
de las proteinas de unién a LPS (LBP y CD14) [20].
Esta conclusion se derivé de un experimento in vitro
de activacion con LPS de mastocitos, que no expresan
la proteina de membrana CD14. EI LPS de tipo rugoso
fue un potente inductor de la produccién de
interleucina-6 y el factor de necrosis tumoral-o en
estas células; en cambio, el LPS de tipo liso carecio de
actividad estimuladora [20]. Como resultado de este
hallazgo se pudo determinar que en condiciones fi-
sioldgicas, el LPS de tipo rugoso activa un mayor es-
pectro de células que el LPS de tipo liso. Ademas, ya
que los LPS de las bacterias salvajes (de fenotipo liso)
también contienen una fraccion de LPS de baja masa
molecular de tipo rugoso, se especula que la contribu-
cion de los LPS de tipo rugoso a la respuesta inmune
y a la fisiopatologia de la infeccion provocada por las
bacterias Gram negativas pudiera ser mayor que la de
las formas de LPS de tipo liso [20].

Importancia de los métodos
de separacion para el andlisis
bioquimico de los lipopolisacaridos

Ante la naturaleza tan compleja de las moléculas de
LPS se impone el uso de técnicas analiticas sofisticadas
y, con frecuencia, de diferentes métodos bioquimicos
para su caracterizacion estructural. La resonancia mag-
nética nuclear y la espectrometria de masas (MS) se
complementan para determinar las estructuras mas
representativas del LPS. Sin embargo, de forma usual
se hacen analisis sobre LPS obtenidos a partir de bac-
terias crecidas en gran escala, pues se requieren can-
tidades apreciables. Esto impide la caracterizacion de
los LPS cuando se tienen cantidades muy escasas (e.g.,
en muestras tomadas directamente de pacientes in-
fectados). El analisis de los LPS de muestras clinicas, a
partir del crecimiento de la bacteria en un medio ex-
terno, tiene el inconveniente de que estas biomoléculas
pueden variar su estructura durante el cultivo celular,
un fendmeno denominado “variacion de fase”, que
ocurre por la utilizacion de rutas alternativas de bio-
sintesis de sus oligopolisacaridos [21].

La sensibilidad de los métodos de caracterizacion
estructural de LPS ha aumentado de manera notable a
partir del empleo de una técnica de separacion, la
electroforesis capilar de los LPS O-desacilados, en
combinacién con la MS [22]. Esta metodologia ha
permitido el analisis de cantidades de LPS tan peque-

flas como las expresadas por unas pocas colonias
bacterianas [23].

Sin embargo, la caracterizacion estructural de los
LPS tiene la dificultad de que, a menudo, su estructura
se infiere a partir del analisis de sus fragmentos (LPS
O-desacilado, lipido A, oligopolisacarido), en dife-
rentes reacciones de hidrélisis. Debido a que deter-
minadas condiciones de hidrolisis pueden también
provocar la pérdida de grupos sustituyentes que estan
unidos al esqueleto glicosidico de los LPS, no se puede
conocer de forma completa la heterogeneidad natural
de estas biomoléculas.

Una solucion a este problema es el andlisis estruc-
tural directo de las especies intactas de LPS. La MS de
desorcion por plasma, y mas tarde la MS de desorcién/
ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-TOF-
MS), han permitido el analisis estructural de moléculas
intactas de LPS de pequefia masa molecular de tipo
rugoso [24]. Sin embargo, la naturaleza anfipaticay la
gran heterogeneidad de los LPS de tipo liso obstacu-
lizan su analisis por MS. Por lo general, el espectro de
masas de MALDI de LPS intactos de tipo liso muestra
una serie de picos anchos de iones muy poco resueltos
[25, 26]. A partir de estos espectros solo es posible
conocer la diferencia de masa entre los principales
componentes y deducir la masa de la unidad repetiti-
va de la cadena O-especifica [25, 26]. El espectro
complejo de los LPS de tipo liso no permite obtener
ninguna informacion sobre la composicién del lipido
A [12]. En consecuencia, no ha sido posible la deter-
minacion de la variabilidad estructural del lipido A, el
componente de LPS mas importante desde el punto
de vista bioldgico, entre las glicoformas individuales
de LPS de tipo liso. En muy pocos estudios, solo des-
pués del fraccionamiento de las mezclas de LPS, se
han podido conocer las diferencias promedio entre los
patrones de acilacion del lipido A de las especies de
LPS de cadenas polisacaridicas cortas y largas, aunque
con poca resolucién [27, 28]. Por ejemplo, el analisis
por MS de desorcion por plasma de dos fracciones
cromatograficas, aun heterogéneas, de baja masa
molecular (tipo rugoso) y alta masa molecular (tipo
liso) del LPS de E. coli 097, mostré que la fraccion de
LPS tipo rugoso se encuentra tetra-acilada, mientras
que la de tipo liso se encuentra hexa-acilada [28]. En
un estudio diferente se hall6 que la fraccion de LPS
tipo liso de Salmonella abortus equi tiene un menor
grado de acilacién que la fraccion de tipo rugoso [27].
Todo lo expresado indica que el empleo de métodos de
separacion de alta resolucion que preserven la inte-
gridad quimica de los LPS y su combinacién con las
técnicas mas sensibles de andlisis estructural (e.g.,
MALDI-TOF MS, ESI-MS), pueden contribuir a co-
nocer de manera mas completa la estructura quimica
nativa de estas biomoléculas.

La enorme dificultad para la separacion de los LPS
ha provocado que hasta hoy la mayor parte de los es-
tudios biolégicos con LPS de fuentes naturales hayan
definido la actividad biolégica de estos glicolipidos a
partir de preparaciones heterogéneas. En muy pocos
casos se han utilizado preparaciones completamente
homogéneas, tales como el LPS tipo Re de Rhodobacter
sphaeroides [29]. Como consecuencia, en la mayoria
de los estudios, no se ha podido determinar la actividad
biolégica directa de las diferentes especies moleculares
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de LPSy derivar relaciones precisas entre la estructu-
ray la funcion de estas biomoléculas. Por tanto, el de-
sarrollo de métodos que permitan el aislamiento de las
glicoformas individuales de LPS hasta la homogenei-
dad, es un objetivo vigente, ya que ello puede contribuir
de manera notable a la determinacion de las propieda-
des biolégicas de estas macromoléculas.

Soluciones para el aislamiento

de las especies moleculares de
lipopolisacdaridos

El fraccionamiento de los LPS en sus especies mo-
leculares a escala semipreparativa 0 preparativa es
extremadamente dificil por su elevada heterogenei-
dad y tendencia a formar agregados moleculares. La
presencia de estructuras lipofilicas, polares e idnicas
en los LPS, hace que estos glicoconjugados sean muy
anfipaticos, y poco solubles en agua o en la mayoria
de los solventes organicos [6]. Por ejemplo, la con-
centracion critica de agregacion de los LPS de tipo li-
so de E. coli 0111:B4, E. coli 055:B5, S. abortus equi,
Salmonella typhimurium y Serratia marcescens se
encontro en el intervalo entre 10 y 38 ug de LPS/mL
[30]. La agregacion de los LPS, ademas, produce
entidades multimoleculares grandes y polidisper-
sas, de masas moleculares en el intervalo entre 10° y
10° Da [31, 32]. Como consecuencia, la separacion de
los LPS por diversos principios se ha tenido que com-
binar con métodos que permitan su desagregacion.

A continuacion se describen y analizan los diversos
métodos de aislamiento de LPS, y se hace énfasis en el
desempefio de los siguientes parametros: (i) la pureza
del LPS, (ii) la preservacion de la integridad quimica
de la molécula, (iii) la aplicabilidad a fuentes de LPS
diversas y (iv) la compatibilidad con los métodos de
caracterizacion estructural y biolégica del LPS.

Extraccion liquido-liquido

Se han descrito al menos 18 métodos diferentes para
la extraccion de los LPS de las bacterias. Entre los mas
utilizados estan el fenol caliente-agua [33], el fenol-
cloroformo-éter de petroleo [34], y el método de Hitch-
cock y Brown, que incluye la extraccién con dodecil
sulfato de sodio (SDS) y la digestion con proteinasa K
[35]. El resultado de la aplicacion de estos métodos es
la separacion del LPS de otros tipos de biomoléculas
(e.g., proteinas, ADN) que conforman el microorga-
nismo. Por lo general, las preparaciones que se obtie-
nen son muy heterogéneas en términos de especies
moleculares de LPS, pero son relativamente puras en
cuanto al contenido de contaminantes proteicos, ADN
y fosfolipidos. Como etapa inicial de purificacion, es
Gtil la extraccion liquido-liquido, ya que facilita la se-
paracion posterior de las especies moleculares de LPS
mediante el uso de otras técnicas.

Cromatografia liquida

Para la separacion de las especies de LPS se han usado
diversos métodos cromatograficos: cromatografia en
contracorriente [36], filtracion en gel [37], intercambio
iénico [38], interacciones hidrofébicas [39], en gel de
silica [40], de hidroxiapatita [41] y fase inversa [42,
43]. Apesar de lavariedad de principios de separacion
en que se basan, por lo general estos métodos producen
fracciones de LPS no homogéneas.

Por ejemplo, la cromatografia en contracorriente,
que se basa en la particion diferecial de las formas lisas
y rugosas de LPS entre la fase acuosay la organica, se
ha utilizado para el fraccionamiento del LPS de las ce-
pas salvajes de Salmonella enterica, S. serovars
abortus equiy S. friedenau y de Citrobacter freundii.
Las dos fracciones contienen varias especies de LPS
de cadena polisacérida larga o que no contenian la cadena
O-especifica [36]. Por otro lado, la cromatografia de
filtracion en gel Sephadex G-200 o Sepharose 4B en
presencia de los detergentes SDS o DOC (dodecil sul-
fato de sodio), que se ha usado mucho para la separa-
cion del LPS en funcién de la masa molecular, por lo
general produce entre dos y tres fracciones heterogé-
neas de lipopolisacaridos [37].

También, las cromatografias de interacciones
hidrofébicas en gel de octil-sepharose, de absorcion
en gel de silica 0 en gel de hidroxiapatita se emplearon
para la separacion del LPS de tipo liso de S. typhimu-
riumy S. abortus equi; Yersinia enterocolitica O:11,17,
E. coli 097 y S. typhimurium LT2; o de varias cepas
de Bordetella pertussis, respectivamente. EI LPS se
separ6 en dos tipos de fracciones, que contenian las
poblaciones de LPS de tipo liso o rugoso [28, 39, 40].

La cromatografia de intercambio idnico en intercam-
biadores aniénicos de amina terciaria (e.g., la resina
Amberlita XE 220) se ha utilizado para la separacion
de los LPS nativos [38]. Aunque se pudo demostrar
que las fracciones obtenidas tenian diferentes propie-
dades bioldgicas y estructurales, no se pudo demostrar
su pureza (e.g., mediante un método de mayor poder
de separacion de LPS, tal como la SDS-PAGE). Este
método cromatografico tiene ademas los inconvenien-
tes de que utiliza un agente de elucion alcalino fuerte,
que puede modificar las propiedades del LPS y que no
permite recuperar algunas de las fracciones de LPS de
la columna cromatografica debido a la afinidad muy
alta de estas por la resina.

La cromatografia de alta resolucién en fase inversa
se haempleado en la purificacién de LPS de un homo-
geneizado de Klebsiella pneumoniae O1 K2. Mediante
este método se obtuvo una preparacion de LPS libre
de proteinas pero heterogénea, con las mismas propie-
dades biolégicas que la extraida con el método de fenol
caliente-agua [41].

La cromatografia de capa delgada (TLC) es uno de
los métodos mas réapidos y sencillos que se utilizan
para la separacion de los glicolipidos. Esta se ha
utilizado recientemente para la microextraccion directa
y el analisis de LPS nativos de tipo rugoso mediante la
espectrometria de masa MALDI [44]. Sin embargo, la
TLC tiene una resolucion limitada para los LPS nati-
vos, y ha probado ser Util solo en la separacion parcial
de las especies de LPS de pequefia masa molecular y
de poca complejidad. También se han encontrado di-
ficultades en la extraccion de los LPS de las placas de
TLC, debido a la contaminacion de estos con el gel de
silicay a una baja recuperacion del LPS [45].

En resumen, no se han logrado preparaciones com-
pletamente homogéneas con ninguno de los métodos
cromatograficos que se han empleado de forma indi-
vidual para la purificacion de las especies molecula-
res de LPS. Esta conclusién ha sugerido que quizas
sea necesaria la combinacion de varios principios orto-
gonales para poder separar las diferentes heterogenei-
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dades de los LPS (e.g., carga eléctrica, hidrofobicidad,
tamafio molecular).

Esta idea se ha demostrado con la purificacion hasta
homogeneidad del LPS mas simple (tipo Re, que con-
siste en el lipido A unido a dos unidades de Kdo) de E.
coli D31m4, mediante el uso de la combinacidn de las
cromatografias de intercambio iénico y la fase inversa
de alta resolucion (RP-HPLC) [46]. EI LPS que se ex-
trajo del mutante rugoso Re de E. coli D31m4, se desa-
gregd con 0.1 M EDTAY se fraccion6 en una columna
de dietilaminoetilo-celulosa. En este paso cromatogra-
fico se obtuvo la forma bifosforilada del lipopolisa-
carido, que se separ¢ de los fosfolipidos y otras formas
cargadas de LPS. Para separar la forma mayoritaria
hexacilada de otras formas presentes en esta prepara-
cién, como la pentacilada, se realizé una cromatografia
de fase reversa (C18) a la preparacion de LPS. En esta
cromatografia se separ6 el glicolipido nativo con el
empleo de la sal de tetrabutilamonio, un agente que
desagrega el LPS. Cuando se analiz6 por MS, el LPS
purificado mostré una completa homogeneidad. A pe-
sar de que este resultado evidenci6 por primera vez
que es posible aislar el LPS hasta homogeneidad, el
procedimiento de purificacion se aplicé solo al LPS
mas simple, tipo Re, y no se ha podido usar con éxito
en la separacion de otros tipos mas complejos de LPS
(e.g., lis0s).

Electroforesis

Electroforesis capilar

Para la caracterizacion estructural de los LPS, uno de
los métodos de separacion modernos mas utilizados,
es la electroforesis capilar en combinacion con la MS
[22, 47]. La separacion mediante electroforesis capilar
de los LPS O-desacilados de tipo rugoso es muy re-
solutiva. Esta permite, e.g., la separacion de glicofor-
mas que difieren solo en un grupo fosfato [48]. Su
conexion en linea con la MS de tipo ESI es un método
de andlisis estructural de muy alta resolucion y sen-
sibilidad [48, 49]. Sin embargo, esta técnica tiene la
desventaja de que durante la O-desacilacion del LPS
con medios alcalinos se pueden liberar algunas pro-
porciones de los grupos fosfato [50, 51] y fosfoeta-
nolamina del LPS. De esta manera se introduce una
heterogeneidad que no se expresa de forma natural en
el LPS, y se hace mas complicado su analisis estructural.

EI LPS intacto, en cambio, no se ha podido separar
y analizar con igual éxito mediante la electroforesis
capilar. Esto se debe a que el LPS es muy poco soluble
en las soluciones tampdn que emplea esta técnica. Por
otro lado, la separacién del LPS nativo de tipo liso en
presencia de detergentes (e.g., SDS), muestra una baja
resolucion [52]. La electroforesis capilar tampoco se
ha podido utilizar para el aislamiento de LPS nativos
y su caracterizacion en ensayos de actividad bioldgica.

Electroforesis en gel de poliacrilamida de
formato cilindrico, en presencia de detergentes

La electroforesis de tipo DOC-PAGE preparativa de
formato cilindrico, se ha utilizado con éxito para la
separacion de diferentes glicoformas de LPS de va-
rios microorganismos, con una alta pureza [53, 54].
Ademas de los diferentes tipos de LPS (rugoso, se-
mirrugoso, liso), se logran separar diversas especies

de LPS con diferentes tamafios moleculares de tipo
liso 0 semi-liso [53]. Sin embargo, no se ha podido
demostrar la utilidad de este formato para la carac-
terizacion bioldgica y estructural de las especies in-
dividuales de LPS. De hecho, las especies individuales
purificadas se tuvieron que mezclar de nuevo en frac-
ciones heterogéneas (de tipo rugoso o liso) para po-
der determinar su composicion de monosacaridos
[54]. Esta técnica tiene ademas la desventaja de que
carece de un método para la deteccion en linea de los
LPS electroeluidos. Como consecuencia, el fraccio-
namiento de los LPS es dificil e impreciso, y en oca-
siones provoca la mezcla de especies de LPS que se
han separado con anterioridad en el gel. Por otro la-
do, el LPS se eluye en presencia de detergentes y
sales, que interfieren con el analisis posterior de estas
moléculas por ensayos bioldgicos o MS.

Electroforesis en el gel plano
de poliacrilamida, en presencia de detergentes

Los estudios sistematicos sobre la separacion de mo-
léculas de LPS por electroforesis en gel plano de polia-
crilamida (slab-PAGE), que se realizaron mediante el
uso de quimiotipos de LPS caracterizados en términos
quimicos (e.g., Salmonella [35]), mostraron como las
diferencias en los perfiles de separacion de LPS detec-
tados con plata [55] correlacionan con las diferencias
en estructura quimica entre los LPS. De hecho, los gli-
colipidos de tipo liso, que difieren solo en los azlicares
componentes de las cadenas O, se separan con un pa-
trén diferencial de tipo escalera [35]. De igual forma,
la movilidad de la banda de LPS de mayor migracion
de los quimiotipos de mutantes bacterianos (Rd, Rc,
Rby Ra) se incrementa a medida que el oligosacarido
interno se acorta [35]. Por otra parte, las incon-
sistencias en la separacion, tales como las bandas en
forma de dobletes, difusas o de baja velocidad de mi-
gracion, que se producen como resultado de la diso-
ciacion incompleta de los agregados de LPS durante la
electroforesis, se han resuelto mediante electroforesis
al gel antes de la separacion o por medio del incremento
de la concentracion de SDS en el gel [56]. Para resolver
este problema, el SDS se reemplaz6 con desoxicolato
de sodio, que disocié con mayor eficiencia los mul-
timeros de LPS y gener6 patrones bhien resueltos de
los LPS de tipo liso y rugoso [57]. Una mayor reso-
lucién de los LPS se puede obtener también en slab-
SDS-PAGE mediante el cambio del sistema de tampén
convencional a tricina [58], o por el uso de gradientes
de concentracion de gel de poliacrilamida [59]. En
consecuencia, hoy se cuenta con métodos muy efec-
tivos para disociar las mezclas de LPS en sus moné-
meros y separar, de forma reproducible, las especies
nativas de LPS con una resolucion elevada a través de
slab-PAGE.

Es importante hacer notar que la técnica de slab-
PAGE, sin embargo, hasta hace poco no se habia podido
utilizar de forma extensiva con prop6sitos preparativos,
debido a que el método méas convencional y sensible
para la visualizacion de los LPS separados en el gel, la
tincion con plata [55], causa la modificacion quimicay
la fijacion irreversible de estas macromoléculas en el
gel. Ello conspiraba contra la recuperacion de las
glicoformas individuales de LPS. Como consecuencia,
la localizacién y la escision de las bandas de LPS se
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habia tenido que hacer de manera muy imprecisa: por
seccionamiento de los geles, sin tefiir, en dos o tres
regiones de bandas de LPS y su comparacion posterior
con otro gel corrido en paralelo tefiido con plata. El
resultado era que las fracciones de LPS recuperadas de
slab-PAGE continuaban mostrando, en general, mucha
heterogeneidad [42, 60, 61].

La separacién preparativa de los LPS por slab-
PAGE es dificil, debido a que i) del gel se debe recupe-
rar un nimero elevado de fracciones (e.g., generalmente
mas de 10 para los LPS de tipo liso); ii) se necesita
una precision elevada para localizar y escindir las
bandas separadas de LPS, de manera que se evite la
mezcla de las fracciones de LPS que se resolvieron con
anterioridad en el gel; iii) se requiere una eficiencia de
recuperacion del LPS elevada, que permita obtener
cantidades suficientes de las especies minoritarias de
LPS para su evaluacién en los ensayos biolégicos
estandares; iv) los LPS se deben recuperar del gel sin
modificar sus propiedades bioldgicas; y v) los LPS
que se recuperan del gel se deben liberar de los deter-
gentes o las sales asociados a la electroforesis o la
elucion, y asi evitar que estos agentes quimicos inter-
fieran con el analisis biol6gico posterior del LPS.

Recientemente, en una primera etapa, para superar
lamayoria de estos obstaculos, se investigd y establecid
un método de tincion inversa, sensible y no destructiva
del LPS separado en el gel [42, 62, 63]. En una segunda
etapa, se descubrié que las bandas individuales de LPS
pueden difundir de manera rapida y eficiente en una
solucion de 5% de trietilamina cuando estas se extruyen
hasta producir microparticulas de gel de un tamafio
promedio de 32 mm [64]. Basada en estos principios,
se establecié una nueva metodologia de aislamiento
que combina la separacion por electroforesis en gel
plano de poliacrilamida, la tincion inversa, la extrusion
y la elucion pasiva, para aislar hasta homogeneidad
electroforética cantidades de microgramos de especies
individuales de LPS, a partir de mezclas complejas de
LPS de tipo rugoso o liso (Figura 3) [65-67].

Las cantidades de las fracciones obtenidas a partir
de dos fuentes de LPS (Vibrio fischeri cepa HMK y
H. influenzae Rd) fueron suficientes para su analisis
estructural por MS de tipo ESI o MALDI-TOF [65,
66]. Por primera vez se pudo determinar la abundancia
relativa y las caracteristicas estructurales de las especies
moleculares contenidas en cada banda de slab-PAGE
(e.g., la masa molecular exacta y la secuencia de sus
oligosacaridos por ESI-MS 0 ESI-MS/MS, y el estado
de fosforilacion del lipido A, la masa molecular exacta
de sus oligosacaridos intactos o de sus LPS O-de-
sacilados por MALDI-TOF-MS). Estos analisis con-
firmaron que el método de aislamiento no alterd la
integridad quimica del LPS [65, 66]. Estaes la primera
vez que la separacion con alta resolucion de los LPS
por slab-PAGE se corresponde con el analisis estruc-
tural de LPS por MS, lo que representa un gran paso
de avance hacia la correlacion directa de los ensayos
quimicos y biolégicos.

Este método de aislamiento no modifica las pro-
piedades bioguimicas (e.g., induccion de TNF-o) de
estas biomoléculas [63]. En otro ejemplo, las cantida-
des purificadas de quince especies individuales del
LPS de tipo liso de E. coli K-235 (entre 280 ng y 411 mg)
fueron suficientes para cuantificar su actividad en el
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Figura 3. Andlisis de las especies aisladas de LPS de diferentes bacterias Gram negativas mediante
electroforesis en gel plano de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio o desoxicolato
de sodio. A: 16% SDS-PAGE de los LPS de tipo rugoso de Vibrio fischeri cepa HMK. Carriles: U) mezcla
de LPS sin fraccionar, 1) menor masa molecular, 2) fraccién de LPS aislada de mayor masa molecular. B:
18% DOC-PAGE de las fracciones purificadas del LPS de Pectinatus frisingensis cepa VIT E-82164. La
estructura quimica de la mezcla de LPS de tipo rugoso de P frisingensis cepa VTT E-82164 se caracterizé
de manera exhaustiva: contiene dos especies moleculares mayoritarias que difieren en longitud por un
fragmento decasacérido [64]. Carriles: 1) y U) mezcla de LPS sin purificar; 2) especies mayoritarias
purificadas de menor masa molecular. C: 15% DOC-PAGE de las especies aisladas del LPS de tipo liso
de E. coli K-235. Carriles: U) mezcla de LPS, 1)-15) fracciones de LPS purificadas. Los gelesen Ay C se
tineron con plata. Los lipopolisacaridos en B se detectaron mediante la tincién inversa con sales de zinc

e imidazol [42, 62, 63]. Los paneles Ay C se adaptaron [65, 67].

ensayo de LAL [67]. Por vez primera es posible de-
terminar la actividad LAL de especies de LPS de tipo
liso con un nivel elevado de homogeneidad electro-
forética. Ya que las moléculas de LPS, en las cantida-
des obtenidas por esta metodologia, son inductoras
potentes de diversas respuestas bioldgicas (e.g., in-
duccion en células de la produccion de TNF-o o del
o6xido nitrico in vitro, o toxicidad letal en ratones sen-
sibilizados con D-galactosamina in vivo), se espera
que este método de aislamiento sea Gtil también para
el analisis de las especies individuales de LPS en otros
ensayos bioldgicos.

Esta metodologia tiene varias ventajas en compa-
racion con otros métodos para la separacion de las
especies moleculares de los LPS complejos. Por pri-
mera vez el conjunto de bandas individuales de LPS
de tipo liso resueltas por electroforesis en gel plano de
poliacrilamida en presencia de desoxicolado de sodio
(DOC-slab-PAGE) se ha aislado hasta la homogenei-
dad electroforética [67]. Con anterioridad, el patrén de
bandas separadas por electroforesis en gel plano de
poliacrilamida se habia fraccionado mediante la es-
cision del gel sin tefiir en dos o tres regiones [59, 60].
Aunque este método mostré ser Gtil para separar las
fracciones de LPS rugoso de las de LPS liso, no permitio
el fraccionamiento preciso de las bandas individuales
de LPS. De hecho, al volver a analizar las fracciones
purificadas de LPS mediante electroforesis, apare-
cieron varias especies [59, 60]. Comparada con el
método de DOC-PAGE preparativa de formato ci-
lindrico, la metodologia de aislamiento basada en la
separacion por electroforesis en gel plano de polia-
crilamida también tiene la ventaja de que provee una
deteccion y aislamiento mas precisos de las especies
individuales de LPS [51, 52]. Ademas, a diferencia de
la técnica de DOC-PAGE en formato cilindrico, las
salesy los detergentes asociados a la electroforesis se
lavan de la matriz del gel antes de la elucién del LPS, y
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las fracciones de LPS recuperadas se liberan de estos
contaminantes. La separacion de las fracciones de LPS
basada en DOC- electroforesis en gel plano de polia-
crilamida, ofrece varias ventajas sobre otros métodos
cromatograficos que se han empleado para la sepa-
racion del patron completo de LPS [36-42, 68]. Estas
incluyen una mayor resolucion, combinada con una
mas alta reproducibilidad y menor costo.

Aunque las fracciones obtenidas mediante la me-
todologia basada en electroforesis en gel plano de
poliacrilamida muestran una elevada homogeneidad
electroforética, no se espera que sean completamente
homogéneas en términos de especies moleculares [55,
65, 66]. El analisis por MS de las fracciones individua-
les de LPS permiti6 detectar microheterogeneidades
que estan por debajo de la resolucién de slab-PAGE
[65, 66]. Los espectros de masas de la fraccion de
menor masa molecular del LPS de V. fischeri HMK, y
las fracciones de menor y mayor masa molecular del
LPS de H. influenzae Rd, mostraron mas de una es-
pecie molecular [65, 66]. Al correlacionar de forma
indirecta los patrones de bandas de LPS generados
por electroforesis en gel plano de poliacrilamida con
los espectros de masas de las especies de LPS [24,
69-71], se confirmé que slab-PAGE no es, de forma
ordinaria, capaz de resolver pequefias diferencias
estructurales entre las especies de LPS, como la pre-
sencia o ausencia de sustituyentes de bajo peso mole-
cular tales como los residuos de etanolamina, fosfatos
0 grupos acetilos unidos al esqueleto de poli/oligo-
sacarido o al lipido A, ni puede resolver especies de
LPS de masas moleculares muy cercanas que resul-
tan de la adicion de una cadena de acido graso al lipi-
do A. Por tanto, el préximo paso hacia el aislamiento
de especies moleculares de LPS hasta homogeneidad
quimica a partir de mezclas complejas de estos glico-
lipidos, probablemente necesitara de otros principios
ortogonales de separacion (e.g., las cromatografias de
intercambio i6nico y de fase inversa de alta resolu-
cién) en combinacién con la técnica de electroforesis
en gel plano de poliacrilamida.

No obstante, la aplicacion exhaustiva de la meto-
dologia de aislamiento de especies individuales de LPS
basada en electroforesis en gel plano de poliacrilamida,
combinado con el andlisis simultaneo de las fracciones
individuales por MS y ensayos biolégicos puede brin-
dar una nueva forma de obtener de manera mas precisa

la informacion sobre la heterogeneidad quimica y
funcional, y las relaciones estructura-funcion de las
mezclas complejas de LPS. Estos estudios tendran un
impacto importante en el entendimiento del proceso
de biosintesis de los LPS y el papel de estas biomo-
léculas en la fisiopatologia de la infeccién bacteriana,
la sepsis y el shock séptico.

Conclusiones

La elevada heterogeneidad estructural de los LPS y su
caracter anfipatico complica extremadamente el ais-
lamiento de sus especies moleculares. Se han aplicado
varios métodos para la purificacion de los lipopoli-
sacéridos, con resultados todavia insatisfactorios en
alguno de los siguientes parametros de evaluacion: (i)
lahomogeneidad quimica de las preparaciones de LPS,
(ii) la preservacion de la integridad quimica de la
molécula, (iii) la aplicabilidad a fuentes de LPS diversas,
(iv) la compatibilidad con los métodos de caracteri-
zacion estructural y bioldgica del LPS. La separacion
de los LPS en un solo paso cromatogréafico no ha podi-
do conducir a la obtencién de fracciones de LPS de
homogeneidad adecuada. Incluso en su forma combi-
nada, las cromatografias de intercambio i6nico y de
fase inversa de alta resolucion han permitido la puri-
ficacion hasta homogeneidad quimica solo de los LPS
de tipo rugoso mas simples.

Con los métodos de electroforesis, incluyendo el
de formato capilar, preparativa de formato cilindrico
o0 en gel plano de poliacrilamida, se han podido separar
especies de masas moleculares cercanas de LPS mas
complejos de tipo liso. En este campo, una nueva me-
todologia que combina las técnicas de electroforesis
en gel plano de poliacrilamida, tincién inversa, extrusion
y elucidn pasiva ha permitido el aislamiento de LPS
intactos de tipo rugoso o liso hasta la homogeneidad
electroforética. Con esta metodologia, se ha logrado el
analisis estructural sensible por MS y la medicion de
la actividad hioldgica de las especies individuales (in-
tactas) de LPS. Se ha demostrado que las fracciones
aisladas poseen muy pocas especies quimicas, y por
ende, son mucho mas homogéneas que sus contra-
partes de origen. La combinacién de la electroforesis
con otros principios ortogonales de separacion, proba-
blemente constituird un préximo paso necesario hacia
la obtencion de preparaciones quimicamente homogeé-
neas a partir de mezclas de LPS complejas.
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