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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue mejorar un método estándar para la purificación de
lipopolisacárido (LPS) de Porphyromonas gingivalis libre de polisacáridos usando una
estrategia de extracción, digestión enzimática y cromatografía de alta resolución. La
bacteria P. gingivalis se cultivó en condiciones de anaerobiosis y se hizo extracción de
las membranas con el método de fenol-agua. Luego de una digestión enzimática
(DNAsa, RNAsa y proteasa) se separó el extracto por filtración por gel con Sephacryl
S-200. La muestra purificada se caracterizó por electroforesis en gel de acrilamida con
tinción de plata y por el método Purpald se detecto el ácido 2-ceto-3-desoxioctu-
losónico (KDO). Se obtuvo una preparación libre de ácidos nucleicos, proteínas y
polisacáridos. La separación por cromatografía fue de alta resolución al permitir la
obtención de dos picos con diferentes componentes. El protocolo de purificación nos
permitió obtener LPS de P. gingivalis con alto grado de pureza, el cual podría ser usado
en próximos ensayos para evaluar su función en ensayos in vitro e in vivo; así como ini-
ciar la obtención de LPS de otras bacterias períodontopáticas, con el fin de investigar
la asociación de enfermedad períodontal con enfermedades cardiovasculares.

Palabras clave: períodontitis; lipopolisacáridos, endotoxinas; cromatografía.
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ABSTRACT

The aim of this work was to improve a standard methodology to purify Porphyromonas
gingivalis lipopolysaccharide (LPS) using a protocol of extraction, enzymatic digestion
and high resolution chromatography. P. gingivalis bacteria was cultured in anaerobiosis,
their membranes were extracted using the phenol-water method, then subjected to
DNAse, RNAse and protease digestion and finally, the extract was separated by
chromatography using Sephacryl S-200. The purified extract was characterized by silver
staining after polyacrylamide gel electrophoresis and 2-keto-3-deoxioctanoic acid
(KDO) was detected using the Purpald’s method. A preparation free of nucleic acid-,
protein- or polysaccharides was obtained. The chromatographic separation showed
high resolution since there was two discrete peaks with different components. The
purification protocol allowed us to obtain a highly purified P. gingivalis LPS which could
be used in future tests to evaluate its behavior in vitro and in vivo and elucidate its
function, as well as to obtain LPS from other períodontopatic bacteria to address the
association of períodontal disease with cardiovascular diseases. 

Key words: Períodontitis; lipopolysaccharide; endotoxin; chromatography. 

INTRODUCCIÓN

Porphyromonas gingivalis es una bacteria Gram negativa anaerobia y uno de los principales
patógenos asociados a la etiología de la enfermedad períodontal (Socransky y Haffajee,
1992). La prevalencia de P. gingivalis en la períodontitis crónica y agresiva está entre 50%
y 90% respectivamente en poblaciones de Suramérica (Nogueira-Moreira et al., 2001;
Lopez, 2000). Según estudios de nuestro grupo, en Colombia la prevalencia general
para este patógeno en personas con períodontitis es de 71,5% (Lafaurie et al., 2007a).
En la última década varios estudios clínicos han relacionado la períodontitis con riesgo
cardiovascular (Desvarieux et al., 2005; Loos et al., 2000), sin embargo hace falta eviden-
cia en investigación básica que permita ajustar la correlación y evaluar las presuntas vías
implicadas en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
P. gingivalis libera al períodonto vesículas de la membrana externa que contienen
lipopolisacárido (LPS), ocasionando daño al tejido períodontal (Schwartz et al., 1972;
Moore et al., 1986). Los LPS son glicolípidos de membrana externa exclusivos de las
bacterias Gram negativas; estas moléculas están conformadas por tres regiones: el
antígeno O, un core o núcleo y el lípido A. El antígeno O es una región polisacárida
utilizada para la serotipificación de las cepas (Rietschel et al., 1994). La región nuclear
se subdivide en externa e interna; esta última contiene el ácido 2-ceto-3-deso-
xioctulosónico (KDO), un octil glucósido característico de estas bacterias Gram
negativas. Dependiendo del grado de diversificación estructural de la región
polisacárida los LPS se pueden clasificar como de tipo liso (S), rugoso (R), o semirugoso
(SR). El lípido A es la región lipídica del LPS, está conformado por dos glucosaminas
con acilaciones por varios ácidos grasos y es la estructura responsable de la actividad
endotóxica de los LPS (Ogawa, 1994). 
El LPS de P. gingivalis induce la expresión de citoquinas proinflamatorias en cultivo de
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fibroblastos gingivales humanos y también puede causar reabsorción ósea (Kumada et
al., 1995). Junto a otros factores de virulencia de P. gingivalis, el LPS induce la degra-
dación de proteínas de matriz extracelular en cultivos de fibroblastos (Takii et al., 2005).
LPS de bacterias entéricas como Escherichia coli induce la expresión de citocinas en células
dendríticas que conducen a una respuesta inmune adaptativa de tipo Th1, diferente a
la expresión de citocinas inducida por LPS de P. gingivalis cuya respuesta inmune es de
tipo Th2 (Pulendran et al., 2001). Sin embargo, la contribución potencial del LPS al
progreso de la enfermedad períodontal no es clara debido a la compleja respuesta
innata del hospedero a este componente de la pared celular y a la elevada hetero-
geneidad del LPS de P. gingivalis (Bainbridge y Darveau, 1997; Darveu et al., 2004). 
Estudios recientes han mostrado evidencia que apoya una correlación de la enfer-
medad períodontal con riesgo cardiovascular, debido a factores de virulencia de bac-
terias períodontopáticas en episodios de bacteriemias y endotoxemias en el hospe-
dero luego del tratamiento períodontal (Gibson et al., 2006; Ide et al., 2004; Lafaurie
et al., 2007b). Uno de estos factores es el LPS de P. gingivalis que se ha detectado en el
suero de pacientes con enfermedad períodontal. Pussinen et al., 2004, reportaron que
la presencia de LPS en suero de pacientes con períodontitis induce la activación,
secreción de citocinas y captura de lipoproteínas LDL en macrófagos. Adicionalmen-
te, un estudio reciente in vitro demostró que los macrófagos se activan con LPS de P.
gingivalis y se transforman en células espumosas al aumentar la tasa de captura de LDL
(Qi et al., 2003). Estas investigaciones han permitido plantear un modelo para el
desarrollo de la enfermedad cardiovascular relacionado con la períodontitis y sus
factores de virulencia (Gibson et al., 2006); sin embargo, se necesita más claridad
sobre los mecanismos de activación sistémica del LPS de P. gingivalis y de otras
bacterias relacionas con la enfermedad períodontal.
Debido a que los purificados de LPS de P. gingivalis han mostrado estructuras muy
heterogéneas (Darveau et al., 2004), el grado de pureza de los LPS utilizados en estu-
dios de actividad biológica asociada a patogenicidad y riesgo cardiovascular es funda-
mental. Se han descrito varios protocolos para la purificación de polisacáridos (PS) y
LPS de P. gingivalis, entre los que sobresalen los que usan extracción con fenol-agua
(Westphal y Jann, 1965; Darveau y Hancock 1983; Koga et al., 1985), o el reactivo Tri
que contiene una mezcla de fenol y de tiocianato de guanidio (Yi y Hackett, 2000). Las
preparaciones así obtenidas contienen una mezcla de PS, LPS, lipoproteínas, ácidos
nucleicos y proteínas que podrían inducir resultados falsos positivos atribuibles a LPS
en ensayos biológicos (Hashimoto et al., 2004). Schifferle et al., 1989, estandarizaron
un método de extracción y purificación de polisacáridos a partir de bacteria completa
de P. gingivalis utilizando fenol-agua, digestión enzimática con nucleasas, proteasas y
purificación por cromatografía con Sephacryl S-400 HR. Con esta metodología se
evidenció un perfil cromatográfico que no separa polisacáridos de lipopolisacáridos.
Por esta razón, en este estudio nos propusimos modificar el método de purificación de
polisacáridos descrito por Schifferle et al., 1989, para la obtención de LPS con un
mayor grado de pureza, utilizando una cromatografía con Sephacryl S-200. Ésta resina
recientemente ha sido utilizada para la purificación de un nuevo tipo de LPS de P.
gingivalis (A-LPS) con unidades repetidas de polisacáridos aniónicos, que se diferencian
en las unidades repetidas de glicanos del LPS común (O-LPS) con unidades de
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repetición tetrasacáridas en el antígeno O (Rangarajan et al., 2008). Las fracciones
obtenidas mediante cromatografía de exclusión por tamaño fueron caracterizadas
bioquímicamente por espectrofotometría, PAGE-SDS con tinción específica para LPS
y el método Purpald. Este último, mediante unas reacciones químicas oxidativas con
peryodato de sodio, identifica glicoles vecinales terminales sin modificar (UTVG),
presentes en carbohidratos como el KDO y heptosas, característicos de la región
nuclear de los LPS (Lee y Tsai, 1999), pudiendo así determinar la pureza del extracto
de LPS de P. gingivalis.

MÉTODOS

CULTIVO DE BACTERIAS

La bacteria de referencia Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) fue adquirida en la
American Type Culture Collection y cultivada en el Laboratorio de Microbiología Oral,
Universidad El Bosque, de acuerdo a los protocolos ya estandarizados. La bacteria fue
cultivada en condiciones anaerobias por 15 días (5% CO2, 10% H2 y 85% N2) en agar
Brucella (BBL TM-Brucella Agar Becton Dickinson, USA) enriquecido con 0,3% de
BactoTM-Agar (Becton Dickinson, USA), 0,2% de extracto de levadura (Becton
Dickinson USA), 5% de sangre de cordero, 0,0005% de hemina y 0,00005% de
menadiona (Sigma, USA). La bacteria fue sometida a una caracterización confirma-
toria de rutina usando la prueba de CAAM (2-Gly-Gly-Arg-amido-4-methylcoumarin.
Sigma, USA) que detecta proteasas bacterianas (tripsina y otras). Además, se reali-
zaron pruebas enzimáticas api-ZYM (Biomerieux. Lyon, Francia), que evalúa la pre-
sencia y actividad de proteasas, fosfatasas, esterasas, amidasas, lipasas y sacarasas de
origen bacteriano. Se considera característica la reacción positiva a tripsina y a fos-
fatasas ácida y alcalina (Slots, 1987; Hirschfeld et al., 2000). 

PREPARACIÓN DEL EXTRACTO FENOL-AGUA

Las bacterias completas de P. gingivalis (6,4 g) fueron recolectadas y resuspendidas en
15 mL de agua desionizada estéril y se adicionó un volumen igual de fenol equilibrado
en Tris-HCl 10 mM pH 8,0. La suspensión bacterial se incubó a 65 ºC por 20 minutos
en agitación y fue almacenada toda la noche a 4 ºC. Esta suspensión fue centrifugada
(4000x g a 4 ºC, por 20 min), separando la fase acuosa la cual se dializó a 4 ºC contra
agua tipo 1 estéril usando membranas con poro de 10 kDa (Amersham Biosciences.
Piscataway, USA). A este extracto se le agregó NaCl para lograr una concentración
final de 0,15 M y fue sometido a digestión enzimática con ribonucleasa A (0,01
mg/mL) por dos horas a temperatura ambiente, posteriormente se adicionó MgCl2 a
una concentración final de 4 mM y deoxirribonucleasa I (0,005 mg/mL) por seis horas
a temperatura ambiente. Para eliminar las proteínas del extracto, se adicionó CaCl2 a
una concentración final de 1 mM y el extracto fue tratado con proteinasa K (0,05
mg/mL) toda la noche a 37 ºC. Por último, la muestra se dializó por tres días en agua
desionizada estéril (18,3 M ohm) realizando cambios del agua cada 12 horas, luego
la muestra se liofilizó y se almacenó a -20 ºC. 
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PURIFICACIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE LPS
El material liofilizado fue resuspendido en buffer DOC (Tris-HCl 0,05 M, 1,5%
deoxicolato de sodio, pH 8,0) y se aplicó sobre el soporte (1X100 cm) de Sephacryl
S-200 HR (Amersham Biosciences. Piscataway, USA) previamente equilibrado en el
mismo buffer DOC. La elución se realizó con el mismo buffer y fracciones de 1,3 mL
fueron recolectadas. Se realizó un análisis espectrofotométrico a cada una de las
fracciones a longitudes de onda de 220, 260 y 280 nm. Los LPS presentan máxima
absorción a 200 nm al igual que el deoxicolato, por lo tanto para evitar la recolección
de falsos positivos, las fracciones con absorbancia a 280 nm fueron recolectadas
según la recomendación de Schifferle et al., 1989. Las fracciones fueron reunidas y
nombradas como fracción I y II (Fig. 1). Para eliminar el deoxicolato de sodio de las
muestras, se les agregó NaCl a una concentración final de 0,015 M y cinco volúmenes
de etanol al 95% y se incubaron por 16 horas a 4 °C. Luego de centrifugar (12400 g
a 4 °C por 20 min) el precipitado se resuspendió en 1,5 mL de agua, se dializó en
agua desionizada estéril por 18 horas a 4 °C y se liofilizó. Estas muestras purificadas,
se resuspendieron a una concentración de 1 mg/mL en agua desionizada estéril. Este
extracto fue sometido a un barrido espectrofotométrico, análisis electroforético y
ensayo Purpald, para determinar las características bioquímicas de los LPS. 

Figura 1. Cromatograma de la separación del extracto de Porphyromonas gingivalis usando un soporte
de Sephacryl S-200. La absorbancia de las fracciones se evaluó a 220 nm (diamantes), a 260 nm
(cuadros) y a 280 nm (círculos). Nótese la presencia de la Fracción I alrededor de los 30 mL, al
parecer correspondiente a polisacáridos y la Fracción II que se eluye entre los 50 y los 70 mL, que
corresponde al LPS purificado. En este caso, la baja absorbancia a 220 nm se debe a que el blanco
usado para la medición fue el buffer DOC. 

ELECTROFORESIS PAGE-SDS Y TINCIÓN DE LPS
Para la caracterización de LPS según su perfil electroforético, se realizó una electrofore-
sis en poliacrilamida (Laemmli, 1970), con gel de concentración al 4% y gel de separa-
ción al 12%. Los extractos provenientes de las fracciones cromatográficas I y II, fueron
resuspendidos en buffer Laemmli (pH 6,8), hervidos por cinco minutos y sembrados.
Las condiciones de corrido fueron 12 mA en el gel de concentración y 20 mA para el
de separación. Los geles fueron teñidos con nitrato de plata según el protocolo de Tsai
y Frasch, 1982. Se usaron LPS de Escherichia coli (ATCC 12740) y de Salmonella
typhimurium (ATCC 7823) como controles positivos (Sigma, USA). 
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ENSAYO PURPALD

Para la caracterización química de LPS, se cuantificó la presencia de KDO en las
fracciones I y II del extracto purificado de LPS de P. gingivalis según la metodología de
Lee y Tsai, 1999. Para el análisis cuantitativo se realizó una regresión lineal, utili-
zando una curva de calibración con estándar de KDO (Sigma, USA), de 25 a 400 µM.
Las fracciones I y II del extracto de LPS, y los controles, fueron valorados a una
concentración de 0,5 mg/mL. La reacción colorimétrica por el método Purpald fue
medida a 550 nm en un lector de ELISA Stat Fax-2100 (Awareness Technology Inc,
Palm city, USA). Como controles se utilizaron LPS de E. coli y LPS de S. typhimurium.
Las muestras fueron valoradas por duplicado. 

ENSAYO COLORIMÉTRICO FENOL - ÁCIDO SULFÚRICO

Para determinar la presencia de polisacárido de P. gingivalis en la fracción I purificada,
se hidrolizó la muestra a una concentración de 1 mg/mL con H2SO4 a una concen-
tración final 0,018 M y se calentó a 100 ºC por 20 minutos. Las muestras se dejaron
enfriar antes del ensayo. La cantidad de carbohidratos fue calculada en las muestras
teniendo como referencia una curva de concentración estándar de glucosa desde 500
hasta 62,5 µg/mL (Sigma, USA). El control de glucosa y las muestras fueron analiza-
das por cuadruplicado por el método colorimétrico fenol-ácido sulfúrico reportado
por Dubois et al., 1956. 

RESULTADOS

Las pruebas enzimáticas para la caracterización específica de P. gingivalis fueron positi-
vas, confirmando el género y especie de esta cepa, ya que morfológicamente es similar
a otras Porphyromonas (datos no mostrados). El protocolo de extracción con fenol-agua
sumado a la digestión con proteasas y nucleasas, permitió obtener un extracto crudo de
LPS (10,8 mg). Este fue sometido a cromatografía de exclusión por tamaño en
Sephacryl S-200 HR. En la figura 1 se muestra el perfil cromatográfico a 220 nm, en el
que se observan dos picos (fracciones I y II) claramente separados a diferencia de lo
obtenido por Schifferle et al., 1989, quien solamente observó un pico con absorción a
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Figura 2. Imagen del barrido espectrofotométrico de la muestra extraída de P. gingivalis y purificada
por cromatografía (fracción II). La absorción se presenta solo alrededor de los 200 nm, lo cual es
característico de los lipopolisacáridos de las bacterias Gram negativas.
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280 nm. También se observa en estas dos fracciones a 260 y 280 nm, la detección de
ácidos nucleicos y proteínas. Después de eliminar el buffer DOC de ambas fracciones
por precipitación con etanol y NaCl se determinó el espectro de absorción de la fracción
II entre 180 y 350 nm, observándose un máximo a 200 nm (Fig. 2), longitud a la cual
los LPS tienen máxima absorción (Perdomo et al., 2006). Este resultado nos permite
concluir que nuestro extracto estaba libre de ácidos nucleicos y proteínas. A partir de
las fracciones I y II se obtuvieron liofilizados de 2,0 y 2,5 mg respectivamente. 
Las fracciones I y II fueron sometidas a caracterización bioquímica. La presencia de LPS
en las fracciones I y II se analizó mediante una separación electroforética en un gel de
poliacrilamida teñido con nitrato de plata. La Fracción II, a diferencia de la Fracción I,
presentó un patrón de bandas en escalera el cual es característico de LPS de bacterias
Gram negativas como de E. coli y S. typhimurium con quimiotipos S (Smooth), utilizados
como controles positivos (Fig. 3). Este patrón en escalera se origina de las diferentes
longitudes de los carbohidratos presentes en el antígeno O de los LPS. Para determinar
la presencia de KDO en las fracciones I y II se realizó el método de Purpald (Tabla 1). Se
observaron valores positivos de KDO en la Fracción II, con una concentración de 35
µM. La fracción I y el LPS de S. typhimurium dieron concentraciones no significativas para
KDO, debido a que se encuentran por debajo del nivel de detección de la prueba. 

Figura 3. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 14%, teñido con nitrato de plata. Muestras pro-
venientes de los pasos de extracción y purificación del LPS de P. gingivalis. Carril 1, marcador de bajo
peso molecular (kDa). Carril 2, LPS de E. coli (5 µg). Carril 3, LPS de S. typhimurium (5 µg). Carril 4, LPS
de P .gingivalis obtenido a partir de la Fracción II (15 µg). Carril 5, Fracción I, polisacáridos (15 µg).

Muestra (mg/mL)                       KDO (µM)           Absorbancia 550 nm               Correlación
LPS E. coli (0,5)                                 152                              0,297
LPS S. typhimurium (0,5)                     11                              0,004
Fracción I (0,5)                                   24                              0,031                              R2= 0,99
Fracción II (0,5)                                  35                              0,053

Tabla 1. Cuantificación de KDO en extractos de LPS por el método Purpald.

Por el método colorimétrico fenol sulfúrico se confirmó la presencia de carbohidratos
en la fracción I purificada (Tabla 2). Este resultado nos sugiere que la fracción I con-
tiene polisacaridos de P. gingivalis. Por último, se determinó la capacidad endotóxica
de las fracciones I y II mediante el ensayo del lisado de amebocitos de Limulus (LAL),
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método de gelificación (LAL Pyrotell, Associates of Cape Cod Inc. USA). Solamente la
fracción II fue positiva por el ensayo Pyrotell LAL (sensibilidad 0,03 EU/mL), determi-
nando la propiedad endotóxica del LPS presente en la fracción II (datos no mos-
trados). La fracción I al ser negativa por este ensayo nos confirma la ausencia de LPS
en esta fracción. 

Muestra                             Glucosa µg/mL   Absorbancia 495 nm  Desviación estándar  Correlación
Fracción I de P. gingivalis   147                      0,166                            ± 0,0146                    R2= 0,981 

Tabla 2. Cuantificación de carbohidratos por el método fenol-ácido sulfúrico. Las muestras fueron
analizadas por cuadruplicado. Para la cuantificación de glucosa se realizó una curva de concen-
tración conocida.

En conjunto, estas características bioquímicas (absorción a 200 nm, tinción y patrón
de bandeo en electroforesis, contenido de KDO, cuantificación de glucosa y prueba
LAL positiva), sugieren fuertemente que la Fracción II, purificada por cromatografía
de exclusión de tamaño con Sephacryl S-200 HR, corresponde al LPS de P. gingivalis;
mientras que, la fracción I, correspondería a polisacáridos de P. gingivalis.

DISCUSIÓN

El método para la obtención de LPS sugerido por Shefferle et al., 1989, consiste en la
extracción de LPS a partir de bacterias completas utilizando Fenol agua como reac-
tivo de extracción (Westphal y Jann, 1965) y para la purificación del LPS a partir de
extractos crudos utilizaron cromatografía de exclusión por tamaño en Sephacryl S-
400. Otros estudios han utilizado este procedimiento para la purificación de PS y LPS
(Preshaw et al., 1999; Paramonov et al., 2005). La utilización de fenol permite la ob-
tención de LPS de tipo liso (Smooth) que se caracterizan por presentar la región del
antígeno O con elevada glicosilación (Westphal y Jann, 1965). 
El método de purificación de Darveau y Hancock, 1983, también ha sido utilizado en
diferentes estudios para la purificación de LPS de P. gingivalis sin la utilización de fenol
como reactivo de extracción (Reife et al., 2006; Darveau et al., 2004; Bodet et al.,
2006). Esta metodología permite la obtención tanto de LPS de tipo liso como LPS ru-
goso, que se caracterizan por presentar el antígeno O con pocas glicosilaciones rami-
ficantes o ninguna. Independiente del reactivo de extracción utilizado, es común en
estas metodologías, la utilización de enzimas DNasa, RNasa y proteinasa para liberar
el extracto de contaminación por ácidos nucleicos y proteínas. Sin embargo, estas
me-todologías se diferencian en el procedimiento de purificación del LPS. La
obtención de LPS libres de restos celulares y otras moléculas de la bacteria para el
estudio de su estructura y actividad celular es fundamental para obtener resultados
confiables (Hirschfeld et al., 2000). 
Los métodos más utilizados para la obtención de LPS de bacterias períodonto-
patógenas son la cromatografía de exclusión por tamaño y las ultracentrifugaciones.
Paramonov et al., 2005, utilizaron Sephacryl S-300 para la purificación de un PS anió-
nico de P. gingivalis. Posteriormente, utilizando Sephacryl S-200 este purificado fue
caracterizado como A-LPS, un nuevo LPS de P. gingivalis con polisacáridos aniónicos
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en lugar de unidades tetrasacáridas repetidas en el antígeno O presente en el LPS
clásico (O- LPS; Rangarajan et al., 2008). A través de ultracentrifugaciones Nakao et
al., 2006, purificaron O-LPS de P. gingivalis.
El proceso de purificación utilizando Sephacryl S-400 propuesto por Schifferle et al.,
1989, no permite diferenciar la fracción polisacárida de la lipopolisacárida de P.
gingivalis. Con la matriz S-200 utilizada durante éste trabajo, se obtuvieron dos picos
separados, denominados fracción I y II, que absorbieron a una longitud de onda de
220, 260 y 280 nm, observándose una notoria diferencia entre las fracciones (Fig. 1).
Los LPS tienen su mayor absorción en el lejano visible a 200 nm (Rolando et al.,
2006); sin embargo, debido a la presencia de deoxicolato, que absorbe a esta misma
longitud de onda, presente en el buffer de elusión, las fracciones fueron analizadas a
220 nm (Schiefferle et al., 1989). La Fracción II absorbió a 260 y 280 nm confirmando
una posible contaminación de ácidos nucleícos y proteínas. 
El ARN es el principal contaminante de LPS extraído con fenol (Westphal y Jann,
1965). Además la hidrólisis con DNasa y RNasa en el extracto originan oligorribo-
nucleotidos y oligodesoxirribonucleotidos que pueden absorber a 260 nm. Por otro
lado, trazas de fenol presente en la fracción II podría también absorber a esta misma
longitud de onda (Perdomo et al., 2006). La absorción a 280 nm puede ser debida a
la presencia de aminoácidos producto de la digestión con proteasa o a la presencia
misma de las distintas enzimas utilizadas en el proceso de digestión enzimática. Sin
embargo, luego del proceso de precipitación con NaCl y etanol, de la fracción II, el
purificado no mostró absorción a 260 y 280 nm, y presentó una absorción máxima a
200 nm luego de un barrido espectrofotométrico (Fig. 2), característico de LPS
(Perdomo et al., 2006).
Durante este estudio se adaptó el método de purificación de LPS de P. gingivalis repor-
tado por Schifferle et al., 1989, introduciendo algunas modificaciones, específicamente
el tipo de columna cromatográfica utilizada durante la purificación (Sephacryl S-200
HR), lo cual permitió una mejor separación de los componentes de la mezcla pues la
muestra se resolvió en dos picos, y adicionalmente la obtención de una muestra
desprovista de proteínas y de ácidos nucleicos, con un rendimiento de 532 µg de LPS
por 1 g húmedo de bacteria. En conclusión, la estrategia de purificación con fenol-
agua, digestión enzimática y purificación cromatográfica ofrece ventajas, debido a
que aumenta la pureza del extracto en comparación con otros sistemas reportados
(Koga et al., 1985; Fujiwara et al., 1990; Williams y Holt, 1985), donde hay presencia
de proteínas y polisacáridos. 
El análisis del patrón de bandeo por electroforesis de la Fracción II, mostró un bandeo
en escalera característico de O-LPS, que puede corresponder a un LPS quimiotipo liso
de bacterias Gram negativas y que refleja el número de unidades repetidas presentes
en el antígeno O del LPS (Fomsgaard et al., 1990). La Fracción I del extracto purifi-
cado no mostró este patrón, sugiriendo tal vez su naturaleza de polisacárido pues este
tipo de moléculas no tiñen con plata (Schifferle et al., 1989; Tsai y Frasch, 1982;
Hitchcock y Brown, 1983), ya que en este caso, la coloración depende de la presencia
de estructuras lipídicas en la muestra (Kropinski et al., 1986). La naturaleza polisacá-
rida de la fracción I fue confirmada por el ensayo fenol-ácido sulfúrico. Este método
ha sido utilizado antes para la caracterización bioquímica de PS de P. gingivalis (Nakao
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et al., 2006). Además el ensayo LAL que se le realizó a ambas fracciones purificadas,
nos permitió confirmar la propiedad endotóxica de la fracción II y descartarla en la
fracción I (datos no mostrados).
La determinación de KDO por el método Purpald fue positiva para la fracción II y
negativa para la fracción I, confirmando la presencia de KDO que normalmente está
presente en el core interno de la estructura de LPS de Gram negativas. Existen reportes
contradictorios sobre la presencia del KDO en preparaciones de LPS de P. gingivalis.
Koga et al., 1985, utilizando el método colorimétrico de Wrights y Reberts, 1972, no
pudo identificar KDO y heptosas en purificados de LPS de P. gingivalis con el método
de extracción fenol agua. Sin embargo, Fujiwara et al., 1990, utilizando el método
colorimétrico del ácido tiobarbiturico (Karkhanis et al., 1978), encontraron con-
centraciones no significativas de KDO en sus preparaciones de LPS de P. gingivalis.
Utilizando el método colorimétrico de Purpald, nosotros pudimos confirmar cuanti-
tativamente la presencia del KDO en nuestras preparaciones de LPS. El análisis
estructural por espectrometría de masas del core interno de LPS de P. gingivalis, que
hasta el momento no se ha realizado, confirmaría los resultados obtenidos en este
estudio sobre la presencia de KDO en la estructura de LPS de P. gingivalis. Aunque los
resultados por el método Purpald dan positivos para KDO en el extracto purificado,
hay que tener en cuenta que debido a la naturaleza de la reacción química durante el
ensayo (oxidación de glicoles vecinales sin sustituir), es posible que también heptosas
presentes en la estructura del LPS de P. gingivalis reaccionen positivamente, alterando
el resultado obtenido. Probablemente los glicoles vecinales presentes en las heptosas
presentan sustituciones en la estructura interna del LPS de S. typhymurium, lo cual
impide la reacción de oxidación y la transformación de los alcoholes a grupos quími-
cos como aldehídos, fundamentales en la reacción de Purpald (Lee y Tsai, 1999). 
La muestra purificada, está siendo usada en estudios de activación celular y en el desa-
rrollo de anticuerpos monoclonales que permitan detectar la bacteria o sus componen-
tes en muestras de suero de pacientes con períodontitis sometidos a terapia mecánica
períodontal. La metodología planteada en este trabajo podría ser utilizada en futuros
estudios en nuestro grupo, para la obtención de LPS de otras bacterias períodontopá-
ticas relacionadas con la períodontitis como Aggregatibacter actinomycetemcomitans (antes
Actinobacillus actinomycetemcomitans. Nørskov-Lauritsen y Filian, 2006), Eikenella corrodens,
Tannerella forsythensis, las cuales presentan una alta prevalencia en la población colom-
biana (Lafaurie et al., 2007a). La participación de sus LPS en la patogénesis de la enfer-
medad períodontal y la relación con el riesgo cardiovascular no ha sido aún establecida.
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