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El trabajo tuvo como objetivo purificar lipopolisacaridos (LPS) de Neisseria meningitidis a partir de una fraccion
colateral del proceso de producciéon de la vacuna antimeningococica VA-MENGOC-BC®, el sobrenadante que se
obtiene del paso de ultracentrifugacion durante el proceso de extraccion de las proteinas de la membrana externa del
meningococo. La purificacion se realizd mediante precipitacion con etanol al 80%, extraccion de las proteinas con
fenol al 90% entre 65-70 °C y ultracentrifugacion fraccionada a 105,000 g. Se obtuvieron tres lotes de LPS, en total
1,069 g, con un contenido de proteinas, acidos nucleicos y acido salico respecto al LPS de 0,5%, 0,3% y 2,2% (m/m),
respectivamente. La evaluacion por cromatografia mostr6é una alta integridad molecular, con valores de constante de
distribucién reproducibles (0,36-0,38) y una posible asociacion del acido sidlico al LPS. Se apreci6 homogeneidad en
el perfil electroforético de los tres lotes y alta actividad endotdxica. El LPS purificado fue identificado
fundamentalmente como del inmunotipo L3,7,9. El procedimiento de purificacion empleado permite aprovechar una
fraccion colateral del proceso de produccion de la vacuna, es escalable, no incluye métodos cromatograficos, y
posibilita la obtencion de gran cantidad de LPS de Neisseria meningitidis, no disponible en el mercado, con elevada

pureza y alta actividad endotdxica.
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Introduccion

El lipopolisacarido (LPS) de Neisseria meningitidis
desempefia un papel clave en la enfermedad meningococica
sistémica fulminante y su nivel plasmatico en pacientes se
correlaciona con la severidad de la enfermedad (1). Esta
formado por una porciéon hidrofobica residente en la
membrana externa y altamente endotdxica, denominada
lipido A y una porcion hidrofilica compuesta por
carbohidratos, expuesta a la superficie de la membrana
externa y constituida a su vez por una region central o
nicleo que se une al lipido A por una cadena de azuicares
antigénicamente variable (2). Se divide en 11 inmunotipos,
de acuerdo con las diferencias estructurales de la porcion
sacaridica (3,4), y se ha encontrado que la estructura de la
columna de carbohidratos del inmunotipo L3 es idéntica a la
de los inmunotipos L7 y L9 (5).

El LPS es también sefialado como uno de los principales
patrones moleculares asociados a patdgenos que son
reconocidos por receptores de células del sistema
inmunitario innato como sefiales de peligro, e interactiia con
los macrofagos y otras células a través del complejo formado
por el receptor semejante a Toll tipo 4, (TLR4, del inglés
Toll-like receptor 4) y una proteina accesoria denominada
MD-2 (6). Entre los LPS de varias especies de bacterias
gramnegativas, el de N. meningitidis resultdo ser el mas
potente agonista del complejo receptor TLR4-MD2 por la
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via dependiente del factor de diferenciacion mieloide 88
(MyD88, del inglés Myeloid diferentiation factor 88) y el
mas activo inductor de o6xido nitrico por la via TLR4
independiente de MyD88 (7).

El LPS es un componente del proteoliposoma de
N. meningitidis B, uno de los ingredientes farmacéuticos
activos de la vacuna antimeningococica cubana VA-
MENGOC-BC" (8), asi como de estructuras cocleares
derivadas del proteoliposoma (9). Tanto la vacuna como el
proteoliposoma y los cocleatos inducen una polarizacion de
la respuesta inmunoldgica hacia un patrén Thl (9,10).

Es importante continuar estudiando el papel del LPS, como
parte de estas estructuras en la polarizacion de la respuesta y
en la capacidad adyuvante; también es de interés determinar
la induccién de anticuerpos anti LPS por la vacuna y su
posible accidon protectora, asi como evaluar su presencia en
la Inmunoglobulina Humana Antimeningocécica obtenida a
partir del plasma de voluntarios vacunados. Para esto se
requiere disponer de cantidades suficientes del LPS de M.
meningitidis de la cepa Cu385/83, con capacidad antigénica
y actividad endotoxica.

El procedimiento mas utilizado para la extraccién de LPS de
N. meningitidis es el método de Westphal (11), basado en la
extraccion con agua y fenol caliente, después del tratamiento
con lizosima (12). Este se obtiene a partir de células (13) o
de las vesiculas de membrana externa (14).
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El sobrenadante que se obtiene del paso de ultra-
centrifugacion del proceso de produccion de VA-MENGOC-
BC®, mediante el cual se separan las proteinas que son
purificadas por cromatografia para conformar el
proteoliposoma de la vacuna, constituye una fuente
apreciable, como material de partida, para la obtencion de
LPS, debido a los volimenes que de él se obtienen y a su
composicion. Por ello resulta de interés practico y
metodolégico la purificacion de LPS a partir de este
material, mediante los métodos usuales de extraccién con
fenol, cromatografia y ultracentrifugacion.

Materiales y Métodos
Extraccion y semipurificacion de LPS
Se colectdo el sobrenadante de ultracentrifugacion

correspondiente a cuatro procesos, se midi6 el volumen, se
homogenizo6 y se tomd un litro de cada uno. Se precipit6é con
etanol al 80% (m/v) y se conservd a -20 °C durante toda la
noche. Se centrifugd a 4,000 g durante 30 min para colectar
el precipitado y conservarlo a -20 °C. Se resuspendi6 a 4 °C
con agitacion, en tampon fosfato de sodio 40 mM, EDTA 5
mM, pH 7, a una relaciéon de 3 mL de tampoén por cada
gramo de precipitado. Se realiz6 la extraccion de las
proteinas con fenol al 90% (v/v), previamente calentado
entre 65-70 °C y se incubd a 6 °C en un bafio termostatado,
durante 15 min, con agitacion (12). La emulsion fue
inmediatamente enfriada en bafo de hielo y centrifugada a
10,000 g durante 20 min, para colectar la fase acuosa
superior, segun lo descrito por Wu, Tsai y Frasch (13). La
interfase y parte de la fase fendlica fueron reextraidas con
igual volumen de agua. Todo el procedimiento de extraccion
y reextraccion fue repetido una vez. La solucion acuosa de
LPS recuperada se precipitdé con 10 volumenes de etanol al
96% (m/v) durante toda la noche a -20 °C; el precipitado fue
obtenido mediante centrifugacion a 4,000 g por 20 min y
conservado a —20 °C. Posteriormente se resuspendio el
precipitado en agua destilada, se ajust6é a pH 7 y se trat6 con
ribonucleasa A y desoxirribonuclea A (SIGMA), ambas a 50
pg/mL, durante tres h a 37 °C (13). Se realiz6 una extraccion
con fenol frio al 90% (m/v) durante 15 min, se centrifugd a
10,000 g durante 30 min, se colectd la fase acuosa y se
dializ6 contra agua destilada hasta comprobarse la
eliminacion de todo el fenol mediante lecturas consecutivas
de la absorbancia a 260 nm. Se afadi6 solucién de NaCl 5 M
para una concentracion final de NaCl 0,5 M y se precipitd
nuevamente con etanol al 96% (m/v) segin fue descrito
anteriormente. El precipitado de LPS se conservé a —20 °C.

Procedimiento de purificacion por cromatografia

Se descongeld un lote del extracto de LPS semipurificado, se
disolvio en 200 mL de agua destilada y se dividi6 en
alicuotas de 50 mL. Se afiadi6 EDTA 2 mM, pH 8,5, se
ajusto el pH a 8,5 y se afiadidé desoxicolato de sodio a una
concentracion final del 2% (m/v). Se incub6 a 37 °C durante

18

10 min para aumentar la solubilidad y eliminar la turbidez.
Se utilizé para la separacion por filtracion, Sephacril S 300
en una columna de 5 X 100 cm, calibrada previamente con
una mezcla de azul dextrana y 2,4 dinitrofenilserina en una
relacion de 4 mg/0,25 mg, en la solucion tampon de elusion
(Tris 20 mM, EDTA 2 mM, Deoxicolato de Sodio 10%
(m/v) y Azida Sédica 0,2% (m/v), pH 8,5). Se colectaron
fracciones de 20 mL y de cada una se tom6 una alicuota de
10 mL, se le afiadi6 NaCl 5 M hasta una concentracion final
de 0,25 M, se precipitd con cuatro volimenes de etanol al
95%, a —20 °C durante toda la noche, se recogio el
precipitado por centrifugacion a 4,000 g, 20 min y se
disolvié en agua destilada para determinar el contenido de
LPS y polisacarido.

Procedimiento de purificacién por ultracentrifugaciéon

Se descongeld el extracto de LPS parcialmente purificado, se
disolvié en agua y se centrifugd a 10,5000 g durante 8 h
(15). El sedimento obtenido fue disuelto y sometido al
mismo procedimiento dos veces mas.

Controles de la calidad

Contenido de LPS: Se evalu6 el contenido de LPS
mediante la  determinacion  del 4cido  2-ceto-3-
deoxioctonoico (KDO) por el método del 4acido
tiobarbittrico (TBA) descrito por Osborn (16).

Contenido de proteinas: La concentracion de proteinas
totales se determino por el método de Lowry con el empleo
de albiimina bovina como patrén, segun el procedimiento de
Chavez y colaboradores (17, 18) o por espectrofotometria a
280 nm.

Contenido de acidos nucleicos: Se estimé por adsorcion a
260 nm, teniendo en cuenta que 50 pg/mL de &cidos
nucleicos equivalen aproximadamente a una unidad de
absorbancia (14, 19).

Contenido de polisacarido: Se obtuvo mediante la
determinacion de acido sidlico (AS) por el método del
Resorcinol, segin Svennnerholm (20).

Evaluacion electroforética. Se realizo electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
empleando gel concentrador al 5% (m/v) y gel separador al
15% (m/v). Se utilizé tincion con plata segin Tsai Ch y
Frasch (21) y Tsai CM vy colaboradores (22), con la
utilizacion de dicromato de potasio 3 mM en el paso de
oxidacion.

Evaluacion cromatografica. Se determind la constante de
distribucion (Kd) por cromatografia en columna XK-26/100
con Sephacril-S300 (23). Se aplic6 1 mL de LPS con una
concentracion de 5 mg/mL y se utiliz un tampodn de elusion
con pH 8,5; compuesto por Tris 20 mM, EDTA 2 mM,
desoxicolato de sodio al 2% (m/v) y azida sodica al 0,2%
(m/v). En cada fraccion se evalu6 la presencia de proteinas y
acidos nucleicos mediante la lectura de absorbancia a
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280 nm y 260 nm respectivamente. Para determinar el
contenido de LPS y polisacaridos cada fraccion fue
precipitada previamente en frio con alcohol como se
describié anteriormente en la etapa final del procedimiento
de purificacion por cromatografia.

Evaluacion de la pureza quimica del LPS: Se realiz6
mediante un sistema de FPLC en Superosa 6 y Sephadex G-
25. Para Superosa 6, las muestras de LPS se disolvieron en
buffer fosfato de sodio 25 mM, EDTA 2,5 mM y SDS 0,75
mM y pH 8,6. Se ajustd la concentracion de la muestra a 2
mg/mL en buffer de elusién y se aplicaron 100 uL con un
flujo de 0,8 cm’/min para lograr su elusion. El LPS fue
detectado a una longitud de onda de 215 nm. Con Sephadex
G 25, las muestras de LPS fueron disueltas a una
concentracion de 2 mg/mL, en buffer de elusion compuesto
por Tris-HCI 50 mM, EDTA 50 mM, DOC-Sodio 1,5%
(m/v), pH de 8,5. Se inyectaron 200 ul y se eluyé con un
fluyjo de 0,8 cm’/min constante durante toda la corrida. El
LPS fue detectado a una longitud de onda de 254 nm y un
indice de refraccion de 32.

Determinacion de inmunotipo del LPS. Se realizd
mediante un ensayo inmunoenzimatico en fase sélida en
placas de poliestireno de alta capacidad de acoplamiento
(Costar) recubiertas con Poly-L Lisina, a la concentracion de
50 pg/mL, en solucién salina tamponada con fosfatos
(SSTF) y LPS a la concentracion de 2 pg/mL en SSTF. Para
la deteccion se utilizaron los anticuerpos monoclonales anti-

L3,7,9 (NIBSC hibridoma stock # 4047), anti-L8 (NIBSC
hibridoma stock # 4048) o anti-L10 (NIBSC hibridoma stock
# 4049) obtenidos a partir de las lineas de hibridoma W.D.
Zollinger 9-2-L379, 2-1-L8 y 14-1-L10, respectivamente, en
diluciones de 1/5000. Los anticuerpos monoclonales fueron
incubados 2 h a temperatura ambiente, al igual que 100 pL
por pocillo de conjugado Proteina A-Peroxidasa
(Amersham) en dilucién de 1/500. Se afiadieron 100 pL de
sustrato ortofenilendiamina (OPD) en tampon citrato mas
peroxido de hidrogeno, se incubd 20 min a temperatura
ambiente y finalmente se detuvo la reaccién con H,SO, 2N.
Se ley6 absorbancia a 492 nm en un lector de microplacas
Multiskan Plus (Labsystem).

Actividad endotdxica. La potencia del LPS se determin6
por el ensayo del lisado de amebocitos de /limulos (LAL),
con el juego de reactivos para determinaciones cuantitativas
cromogénicas, COATEST® Endotoxin (Cromogenix AB)
segun las indicaciones del fabricante. Este ensayo utiliza un
método cinético con un rango de deteccion para la
cuantificacion de endotoxinas de 0,005-50 unidades
endotoxicas por mililitros (UE/mL).

Resultados
Extraccién y semipurificacion de LPS

La Tabla 1 muestra los resultados de la purificacion parcial
de 4 lotes de LPS, a partir del sobrenadante de
ultracentrifugacion de cuatro procesos de obtencion de la
vacuna VA-MENGOC-BC®.

Tabla 1. Control de la calidad del LPS parcialmente purificados por extraccion con fenol.

Parametro/Lote Lote 1 Lote 2 Lote 3 Lote 4
LPS (mg/mL) 3,850 3,469 4,479 2,129
Acidos nucleicos (mg/mL) 0,185 0,193 0,146 0,100
Proteinas. (mg/mL) 0,015 0,030 0,043 0,011
Acido sialico ( mg/mL) 1,986 1,852 2,651 1,096
Acidos nucleicos /LPS (%) 4,82 5,58 3,26 4,69

Proteinas/LPS (%) 0,38 0,86 0,96 0,50

Acido sialico /LPS (%) 38,43 53,38 59,19 51,47

Nota: Los porcentaijes (%) fueron determinados (m/m) *100.

El tratamiento enzimatico pudo degradar gran parte de los
acidos nucleicos hasta oligonucledtidos y redujo de forma
considerable su presencia hasta niveles aceptables para una
purificacion parcial, con un valor promedio de 4,6% respecto
al LPS. Los niveles de proteina fueron inferiores al 1%, lo
que demostr6 la efectividad del método de extraccion con
fenol para eliminar casi en su totalidad las proteinas
contaminantes. El 4cido sialico result6 ser el contaminante
principal, con un valor promedio de 50,6%.
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El analisis comparativo de las fases acuosas de los pasos de
extraccion y reextraccion con fenol (Tabla 2), mostré como
la reextraccion logra recuperar una cantidad elevada de LPS.

La presencia de proteinas fue similar para las dos
recuperaciones, y la reextraccion no aportd contaminacion
adicional importante. Sin embargo, la fase acuosa de la re-
extraccion presentd niveles menores de acido sialico.
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Tabla 2. Control de calidad de LPS obtenidos por extraccion o reextraccion con fenol caliente.

Controles Lote 1 Lote 1 Lote 2 Lote 2
extraccion reextraccion extraccion reextraccion
LPS (mg/mL) 3,484 1,527 4,125 3,623
Proteinas. (mg/mL) 0,016 0,015 0,034 0,025
Acido sialico (mg/mL) 2,375 0,385 2,862 0,679
Purificacion por Cromatografia
En la Figura 1 se muestra el perfil de
Absorbancia elusion cromatografico del lote 1 de
6 LPS obtenido después de Ila
:: extraccion de proteinas con fenol. Se
Y muestran los resultados de la determi-
08 | : zig nm nacion de LPS y de polisacéridos,
0,6 1 nm expresados como  valores de
041 absorbancia a 548 nm y 580 nm,
o': Lol ‘ ‘ roesans respectivamente.
g« m e eTe e gy s 8 5 3 5 § %
0,27
N.de las fracciones

Figura 1. Perfil cromatografico en Sephacryl S-300 del LPS semipurificado (Lote 1). Columna K-
50/100. Evaluacion cualitativa de LPS por KDO (absorbancia a 548 nm) y de polisacarido por 4cido

sidlico (absorbancia a 580 nm).

Se observa interferencia entre ambas técnicas debido a la
naturaleza quimica de ambas moléculas, que estan
constituidas por unidades de monosacaridos con similitud.
Sin embargo, se pudo reconocer en el perfil de elusion
detectado a 548 nm, un primer pico casi en forma de meseta
y un segundo pico mas estrecho y simétrico y mejor
definido. Para poder discernir el pico de interés,
correspondiente al LPS, se recopilaron las fracciones

correspondientes a los dos picos, se centrifugaron y se
purificaron por el método de ultracentrifugacion. Se evalud
el contenido de LPS, polisacaridos y acidos nucleicos; antes
y después de la centrifugacion. Los resultados que aparecen
en la Tabla 3, muestran que el segundo pico corresponde
mayoritariamente al LPS, con presencia minima del resto de
los contaminantes (4cidos nucleicos y polisacaridos
expresados como acido sialico).

Tabla 3. Caracterizacion de picos obtenidos por cromatografia en Sephacril S-300 del LPS después de las

extracciones con fenol.

Parametro/ Pico Pico 1 Pico 2

AUC P SN AUC P SN
LPS (mg/mL) 0,402 0,031 0,388 0,298 1,206 0,075
Acido sialico (mg/mL) 0,228 0,008 0,206 0,041 0,033 0,071
Acidos nucleicos (mg/mL) 0,005 0,003 0,005 0,004 0,005 0,002
Kd 0,08-0,1 - - 0,36-0,4 , B}
Acido sialico/LPS (%) 56,7 25,8 53,0 13,7 2,7 94,6
Acidos nucleicos/LPS (%) 1,2 9,7 1,3 1,3 0,4 2,7

AUC: Antes de la ultracentrifugacion, P: Precipitado, SN: Sobrenadante.
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Purificacion por ultracentrifugacion

En la Tabla 4 se muestran los resultados del control de
calidad de 3 lotes de LPS purificados por ultra-
centrifugacion. Como se puede observar, se obtuvo en todos
los casos cantidades apreciables de LPS, con cantidades
minimas de contaminantes (proteinas y acidos nucleicos <
1% y polisacaridos = 2 %).

Generalmente, para la purificacion de LPS se parte de un
cultivo, y el recobrado se expresa como la cantidad de LPS
purificado a partir de 1g de células de cultivo, en este caso se
expresd la cantidad de material purificado como la cantidad
de LPS obtenida a partir de 1L de sobrenadante de
ultracentrifugacion .En total se obtuvieron 1,069 g de LPS

Tabla 4. Control de LPS purificados por ultracentrifugacion.

Parametros Lote 2 Lote 3 Lote 4
LPS (mg/mL) 3,124 4,090 4,809
Acidos nucleicos (mg/mL) 0,009 0,013 0,012
Proteinas. (mg/mL) 0,015 0,021 0,025
Acido sidlico ( mg/mL) 0,061 0,093 0,113
Acidos nucleicos AN/LPS (%) 0,29 0,32 0,25
Proteinas/LPS (%) 0,48 0,51 0,52
Acido sialico /LPS (%) 1,95 2,27 2,35
Volumen (mL) 78 77 105
Rendimiento (mg/L) 245 319 505

Evaluacion electroforética

En la Figura 2, se muestra el resultado del analisis por SDS-
PAGE de los cuatro lotes de LPS semipurificados y el
material de partida de uno de los lotes. Se pudo observar una
gran contaminacion en el precipitado obtenido del

1 2 3

4 5

Figura 2. Evaluacion electroforética por
SDS-PAGE de LPS semipurificados. 1:
Material de partida, 2: Lote 1; 3: Lote 2, 4:
Lote 3, 5: Lote 4.

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio de los lotes de LPS purificados se muestra en
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sobrenadante de ultra centrifugacion (primera linea) y
préacticamente ausencia de estos contaminantes en los 4 lotes
de LPS semipurificados.

{ |

1 2 3

4 5

Figura 3. Evaluacion electroforética por
SDS-PAGE de LPS purificados. 1, 2 y 3:
Lotes de LPS purificados, 4: Material de
partida, 5: Patrén de pesos moleculares
BioRad.

Figura 3. Se observa homogeneidad en el patron
electroforético de los tres lotes de LPS, con igual peso
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molecular. Se observan dos bandas mayoritarias hacia el
limite inferior de la electroforesis y una banda de menor
intensidad de menor movilidad relativa como igualmente se
observo en la electroforesis de los lotes semipurificados.

La densitometria que se realizd a los tres lotes de LPS
purificados mostrd para estas tres bandas los siguientes
resultados: La banda de mayor expresion electroforética fue
la de mayor movilidad relativa (Rf) con un valor promedio
de 0,90, el porcentaje promedio del area de la banda fue de
58,69% y alcanz6 el mayor valor de IR (190),
correspondiendo al menor valor de talla molecular, que fue
de aproximadamente 7 104,33 Da. El segundo componente
present6 una movilidad relativa de 0,75 el cual correspondid
a un 18,18 % del area de la banda ocupando un volumen
mucho menor que los otros dos componentes y una talla
molecular promedio de 9639,33 Da, con el menor valor de
IR de 100. El tercer componente fue el de menor movilidad,
entre 0,65 y 0,70, con un porcentaje promedio de 23,12%, un
valor medio del peso molecular de 11157 Da y una IR de
140. La densitometria fue homogénea para los tres lotes de
LPS purificados evaluados.

Evaluacion cromatografica

En la Figura 4 se muestra a modo de ejemplo el resultado de
la cromatografia en Sephacril S-300 del lote 2 de LPS
purificado. Por este método se calculé la constante de
distribucion mediante la cual se determind la integridad
molecular de los LPS purificados.

0,5
0,4

0,3

Absorvancia

0,2

0,1

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56

Numero de la fraccion

——KDO —¢—Esp. 260nm —&— Esp. 280nm

Figura 4. Elusién cromatografica del Lote 2 de LPS purificado, en
columna de Sephacryl-S300 (1.6 X 100 cm) en SSTF 1% de
desoxicolato de sodio. Evaluacion de proteinas y acidos nucleicos
contaminantes.

En el perfil cromatografico se obtuvo un pico unico,
simétrico y estrecho, cuyo volumen de elusion fue similar
para todos los lotes purificados y evaluados, con un valor de
117,3 mL que correspondid siempre a la fraccion nimero 34,
lo que denotd resolucion, reproducibilidad y exactitud alta
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para el sistema de evaluacién y por otra parte demostrd
elevada consistencia en el proceso de obtencion y control de
la calidad de los lotes purificados. La constante de
distribucion (Kd) se calculé entre 0,36 y 0,38. Las
mediciones espectrofotométricas a 260 nm y 280 nm de las
fracciones, permitieron evaluar la contaminacién por
proteinas y acidos nucleicos como sustancias en forma de
trazas casi indetectables.

Los resultados de la determinacion de acido sialico
(polisacérido) en las fracciones mostraron un aumento en la
zona del pico correspondiente al LPS, lo cual indica que el
acido sialico podria estar formando parte de su estructura
(Figura 5). Los tres lotes de LPS purificado presentaron un
comportamiento similar.

Absorbancia

1 6

11 16 21 26 31 36 41 46 51 56

Numero de la fraccion

——KDO —e—Sialico

Figura 5. Elusion cromatografica del Lote 2 de LPS purificado, en
columna de Sephacryl-S300 (1.6 X 100 cm) en SSTF 1% de
desoxicolato de sodio. Evaluacion de acido sialico contaminante.

Evaluacion de la pureza quimica del LPS

En la Figura 6, se muestran los resultados de FPLC en
Superosa 6 y Sephadex G-25 del lote 4 de LPS purificado, la
elusion para los otros lotes fue similar. En la cromatografia
con Superosa 6 se observo un pico simétrico, con un tiempo
de retencion de 23,48 min como promedio para todos los
lotes. La elusion fue cercana al volumen total de la columna
debido al bajo peso molecular que presentan los LPS, no se
obtuvo ninguna molécula antes del volumen de elusion del
LPS. En la cromatografia en Sephadex G-25, se pudo
apreciar un comportamiento similar respecto a la elusion del
LPS y no se observo contaminante alguno antes o después.
El tiempo de retencion promedio fue de 8,53 min, similar
para todos los lotes purificados, y no se observo elusion de
contaminantes después de la del LPS, cuyo volumen de
elusion fue cercano al volumen muerto de la columna.
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FPLC del LPS en Superosa 6.

FPLC del LPS en Sephadex G-25.

Figura 6. Perfil de elusion del LPS purificado (lote 4) de FPLC en Superosa 6 y Sephadex G-25

Determinacion de inmunotipo del LPS

Mediante el ensayo inmunoenzimatico se corrobord que el
LPS purificado es fundamentalmente del inmunotipo L3,7,9.
La medicién con el AcM anti-L3,7,9 fue la mayor.

El ensayo fue negativo para el AcM anti-L10, pero se obtuvo
un valor positivo, mas de seis veces el valor del blanco con
el AcM anti-L8, lo cual indica el reconocimiento también de
este inmunotipo aunque en mucha menor cantidad que el
L3,7,9 (Figura 7).

1.5
EE Blanco
= L 3,7,9
E 1.0 =L 8
S [ L 10
g
O .54
a
0.0 - W

Blanco L3,7,9 L8 L10

Figura 7. Reconocimiento del LPS purificado por los AcM, anti
L3,79, L8 y L10 (diluciones 1:5000) en el ensayo
inmunoenzimatico. Se expresa la media y desviacién estandar de
tres réplicas.

Actividad endotéxica
Los lotes de LPS purificados y liofilizados, mostraron una

elevada actividad endotoxica, (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad endotoxica por LAL en lotes de LPS
purificado.

LPS Actividad Endotoxica (UE/pg)
Lote2 21433
Lote3 21381
Lote 4 23 518
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Discusion

Los cuatro principales componentes en la vesicula de
membrana externa son: polisacarido capsular, proteinas,
fosfolipidos y LPS; estos se encuentran en una proporcion
1:5:2:2 (24). El material de partida utilizado en el presente
trabajo difiere de esta proporcion, donde el polisacarido
aparece en una mayor concentracion que las proteinas. Esto
pudiera deberse a que en el paso de ultracentrifugacion se
extraen proteinas que son utilizadas en la produccion de la
vacuna. Los procedimientos para la purificacion de LPS
utilizados al inicio (precipitacion con etanol y extraccion con
fenol caliente), no incluyen ningiin método que permita
eliminar el polisacarido contaminante aunque éste debe
haber sido degradado por el calor, por lo cual el LPS
parcialmente purificado resultante de las extracciones con
fenol tiene una elevada cantidad de polisacaridos.

El paso de reextraccion logra aumentar el porcentaje de
recuperacion del LPS y no aporta contaminacion, incluso el
LPS que se obtiene, tiene un menor contenido de
polisacdrido contaminante en comparaciéon con el de la
primera extraccion; esto se explica por el menor contenido
de polisacarido capsular en la interfase debido a su alta
solubilidad por ser una molécula altamente hidrofilica.

La cromatografia de exclusion molecular no resultd6 un
método adecuado para la purificacion de LPS a partir del
sobrenadante de ultracentrifugacion en las condiciones
empleadas, debido al alto contenido de polisacarido, se
requeriria un paso previo para su eliminacién. En cambio,
mediante la ultracentrifugacion, se logré en buena medida
eliminar el polisacarido, pues redujo el contenido total de
acido sialico en los lotes purificados a un porcentaje entre
1,9- 2,3 % (m/m) respecto al LPS, mientras que el analisis de
las fracciones cromatograficas que se muestran en la
Figura 5, indicé que la mayor parte del acido sidlico se
encontraba probablemente asociado al LPS, es decir
formando parte de su estructura.
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El LPS de la cepa que se utiliza en la produccion de VA-
MENGOC-BC® corresponde al inmunotipo L.3,7,9, como se
comprobd mediante el ensayo inmunoenzimatico con AcM.
Los LPS del inmunotipo L3,7,9 asociados a cepas
provenientes de enfermos se encuentran usualmente
sialilados, mientras que los LPS de cadena corta del los
inmunotipos L1, L8 y L10, que se encuentran asociados a
cepas de portadores, no estan sialilados (25).

Los valores de acido sidlico contaminante pueden ademas
estar sobreestimados debido a la baja especificidad del
método empleado que no permite discriminar entre el AS del
polisacarido y el LPS, ain asi los niveles de AS
contaminante son inferiores a los de otros autores. Se han
informado valores de hasta el 5% (m/m) de acido sialico
cuando se utiliza el método de extraccion con fenol (13, 19).
Por otra parte, otros autores han encontrado valores de
contaminacion de polisacarido que no sobrepasan el 0,3%
(m/m) en un LPS purificado solamente por el método de
extraccion con fenol caliente. Cuando determinaron el
contenido de polisacarido B por un ensayo mucho mas
especifico (marcaje isotdpico de inhibicion de wun
monoclonal contra el polisacarido B) demostraron que el
LPS de N. meningitidis puede contener acido sidlico como
parte de su estructura (26). Esto indica la posibilidad de que
los niveles de polisacaridos contaminantes en los LPS
purificados pudieran ser realmente menores si hubieran sido
estimados por un método mas especifico que la
determinacion de AS.

Igualmente, los niveles de contaminaciéon con proteinas
pudieran estar sobrestimados debido a que las hexosaminas,
lipidos presentes en los LPS, pueden generar interferencia en
la deteccion de proteinas (27,28). No obstante los valores de
concentracion de proteina determinados por Lowry en los
lotes de LPS purificado representan so6lo el 0,5% (m/m) del
contenido de LPS.

Las cromatografias de exclusiéon molecular de los LPS
purificados a baja presion y en FPLC mostraron igualmente
el elevado grado de pureza alcanzado.

Ademas del inmunotipo L3,7,9 que constituye el
mayoritario, los resultados de la medicion obtenida por el
método inmunoenzimatico con el monoclonal anti LS,
indican la posible presencia de algunas cantidades de este
inmunotipo. Andersen (29) obtuvo resultados similares con
el LPS que prepar6 para emplear como antigeno en los
inmunoensayos enzimaticos, ademas del inmunotipo L3,7,9,
contenia otros de cadena corta.

El perfil de bandas observado en el analisis electroforético,
teniendo en cuenta la presencia de diferentes inmunotipos en
el LPS purificado, es similar al obtenido por Tsai, Mocca y
Frasch (15), en LPS de N. meningitidis. Ellos caracterizaron
por SDS-PAGE que los LPS pertenecian a los inmunotipos
L1 a L8 y concluyeron que en general muestran dos bandas
mayoritarias bien separadas hacia el final de la corrida junto
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a otras de menor intensidad con diferencias entre los
inmunotipos, las dos bandas principales pueden aparecer
como dobletes escasamente separados, que son
probablemente la misma molécula con pequefias diferencias
de carga sin embargo, los valores de peso molecular aparente
calculados en la electroforesis para el LPS purificado, son
mayores que los informados por ellos. Las condiciones de
corrida y los patrones de peso molecular utilizados pudieron
influir en estas diferencias.

La evaluacion electroforética se realizd para comparar el
perfil del LPS purificado, mientras que la evaluacion
cromatografica por FPLC tuvo como objetivo la evaluacion
de la pureza. No fue objetivo de este trabajo la
caracterizacion molecular, lo cual seria interesante realizar
en trabajos futuros.

La actividad biologica de los LPS purificados, medida por el
método de LAL, puede considerarse alta, pero resulta dificil
compararla con los resultados de LAL obtenidos por otros
autores. En general, existe una correlacion moderada entre
los métodos cuando el reactivo del LAL es producido por el
mismo fabricante e incluso mejor si pertenece al mismo lote,
mientras que los resultados pueden ser muy diferentes, hasta
para el mismo método, cuando el reactivo proviene de
diferentes fabricantes (30).

Wu, Tsai y Frasch informaron wvalores de actividad
endotoxica 10 veces superiores para los LPS purificados por
cromatografia que para aquellos obtenidos por extraccion
con fenol y ultracentrifugacion, con valores de concentracion
minima para la gelificacion de 0,0lng/mL y 0,10 ng/mL
respectivamente y apuntaron como posible causa, la
diferencia de solubilidad de los LPS purificados por
ultracentrifugacion y por métodos cromatograficos, superior
en estos ultimos debido al uso de detergentes (;jError!
Marcador no definido.). Otros autores refieren valores de
actividad endotoxica para LPS purificados por técnicas de
FPLC que oscilan entre 10 y 17 x 10°UE/ng (31). En nuestro
caso se obtuvo un LPS con una buena solubilidad.

El método de extraccion con fenol brinda la posibilidad de
aprovechar las diferencias de solubilidades de los LPS en
agua y solventes organicos, especialmente para LPS
pequeios e hidrofilicos (;Error! Marcador no definido.).
Continua siendo muy utilizado para la extraccion de LPS
(32), incluso para eliminar la presencia de proteinas
contaminantes con actividad endotoxica de preparaciones de
LPS comerciales (33). La ultracentrifugacion ha sido el
método mas empleado para la eliminacion de contaminantes
(34, 35), aunque se ha descrito un aumento en el rendimiento
de mas del 50% en la purificacion de LPS de N. meningitidis
con el empleo de la cromatografia de exclusion molecular
con respecto a la ultracentrifugacion (13), incluso se ha
empleado la cromatografia por FPLC con estos fines (31).

En nuestro caso al final de la purificacion por el método de
ultracentrifugacion se logran alcanzar buenos rendimientos,
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ya que si se tiene en cuenta un volumen promedio de
sobrenadante por proceso igual a 3,7 L, asi como la
obtencion de 356 mg de LPS como promedio, a partir de un
litro de sobrenadante de ultracentrifugacion, se puede
calcular la obtencion de alrededor de 1,3 g de LPS por
proceso.

Los resultados de pureza obtenidos (proteina < 1% y acidos
nucleicos <1%) son similares a los referidos en LPS de otras
especies que se comercializan (36).

Conclusiones

Se logro6 aislar y purificar con elevado rendimiento LPS, a
partir de una fraccion del proceso de purificacion de vesicula
de membrana externa de N. meningitidis serogrupo B que
habitualmente se desecha. E1 LPS obtenido posee alta pureza
y actividad endotoxica elevada. Los altos rendimientos y
pureza logrados mediante el método de purificacion
empleado permiten recomendar el uso del sobrenadante de
ultracentrifugacion como material de partida para la
obtencion de LPS purificado y demuestran la posibilidad del
escalado de este proceso.
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