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Soy Margarita Rodriguez Quezada. Naci en la comuna de Pudahuel, el 13 de junio
de 1982, primogénita de un matrimonio de origen humilde, comerciantes de ferias libres,
quienes se esforzaban cada dia para que no me faltara nada.

Desde pequeiia tenia inquietud por las ciencias y siempre manifesté mi interés por
llegar a la Universidad. Quizas lo que me diferenci6é de otros nifios, con el mismo origen
que yo, fue que tuve la suerte de que mis padres me apoyaron y me entregaron las
herramientas neccsarias para poder surgir, esto sumado a profesores que veian la capacidad
en mi. No olvido a mi profesora de primer aio de educacion bésica, la Srta. Jaqueline
Quezada, quien incentivé a mi madre para que me diera una buena educacion. Fue asi como
terminé¢ mi ensefianza media en el Liceo Siete de Nifias de Providencia, con el mejor
promedio de notas de mi curso. Luego tuve que tomar una dificil decision, ya que me
gustaban mucho dos profesiones, una muy tradicional (Medicina) y otra cuyo nombre nadie
recordaba (Ingenieria en Biotecnologia Molecular). Elegi la segunda, con la conviccion que
la terminaria e ingresaria al mundo laboral. A lo largo de la carrera conoci a grandes
personas y amigos, también estuvieron los profesores, que me ensefiaron algo mas que solo
biotecnologia.

Pero en el camino me di cuenta que cuando hay dos amores no es facil elegir, asi
que decidi que seria ambas cosas...biotecndloga y médico. Asi que mi vida actualmente se
reparte entre cursar cuarto afio de Medicina, el Laboratorio de Inmunologia de la Agresion
Microbiana y mi nueva empresa, mi matrimonio, cuyo socio me ha apoyado en todas las
decisiones que he tomado y creo que es mi fan nimero uno.

Finalmente s6lo puedo decirles que tengo una vida tranquila y que estoy alcanzando
mis metas y espero pronto poner todo el conocimiento que he acumulado a lo largo de estos
afos a disposicién de mi pais, ya sea como biotecnéloga y/o como médico.
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RESUMEN

Los lipopolisacéridos (LPS) o endotoxinas bacterianas, son contaminantes de muchas
proteinas purificadas, en particular recombinantes derivadas de E. coli. El LPS es
altamente pirogénico, ya que induce la liberacion de TNFa por parte de una variedad de
células, principalmente macrofagos. Para remover LPS de las preparaciones biologicas
se han desarrollado técnicas tales como ultrafiltracién, extracciébn en dos fases,
cromatografia de intercambio anidnico, etc., con efectividad limitada.

Hemos generado sueros de conejos (lapinos) anti-LPS, para montar una columna de
extraccion por inmunoafinidad, junto con un método de deteccion y cuantificacion de LPS
en muestras problemas por ELISA y por IWB. Las inmunoglobulinas G lapinas fueron
precipitadas y purificadas desde los sueros policlonales y mediante ELISA de
competencia fue posible la deteccién de LPS, con una sensibilidad de 31,3 ng/ml, similar
é la obtenida mediante IWB, aungque con un menor costo en ésta.

Con las inmunoglobulinas purificadas se montd una columna cromatografica en Sefarosa
activada con bromuro de cianégeno. En esta columna se ensaydé la capacidad de
remocién de LPS presente en distintas soluciones de concentracién conocida de
endotoxina y en preparaciones de proteinas recombinantes. La eficiencia de extraccion de
LPS fluctud entre total y parcial, dependiendo de la presencia de proteinas. Las pérdidas
de proteinas acompanantes variaron entre 10% y 45%, dependiendo de las
caracteristicas de éstas.

En sintesis, a pesar que la metodologia propuesta dificilmente extraera totalmente el LPS
que pudiera contaminar distintas preparaciones biolégicas, ofrece una alternativa valida
para disminuir significativamente la contaminacion, a niveles compatibles con una

variedad de ensayos in vifro y, presumiblemente, in vivo.
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Abstract

Lypopolysacharides (LPS) are bacterial endotoxins that are frequently present in purified
proteins, particularly recombinant proteins derived from Escherichia coli. LPS is highly
pyrogenic, since it induces tumor necrosis factor (TNF) secretion by many cell types,
especially macrophages. Several techniques have been developed to remove LPS from
biological preparations, such as ultrafiltration, two-phase extraction, and ion-exchange
-chromatography, all of them with limited efficiency.

We obtained anti-LPS sera from rabbits to generate an immunoaffinity extraction column
as well as a method to detect and quantify LPS in protein samples by ELISA and
immunowesternblot (IWB). Polyclonal immunoglobulins (lg) G were precipitated and
purified from rabbit sera. LPS was detected by competitive ELISA, which presented high
sensitivity (31,3 ng/ml), similar to that obtained by IWB, which is less costly.

The purified IgGs were then used to generate a chromatographic column at Sepharose-
activated with cyanogen bromide. The column was tested for its capacity to remove LPS
from a variety of solutions whose endotoxin concentration was previously known, as well
as from recombinant protein preparations. The efficiency of LPS extraction fluctuated
between total and partial, depending on the presence of proteins. The losses of associated
proteins varied between 10% and 45%, according to their characteristics.

In synthesis, even though the proposed methodology would hardly remove completely the
LPS that contaminates distinct biological preparations, it offers a valid alternative to reduce
contamination to such an extent that is compatible with a wide range of in vitro assays,

and, presumably, also in in vivo approaches.
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1. INTRODUCCION

En el siglo XIX Richard Pfeiffer (1858-1910), un colaborador de Robert Koch en
el Instituto para las Enfermedades Infecciosas en Berlin (Alemania), descubrié que
lisados de bacterias Vibrio cholerae, muertas por calor, provocaban una reaccion de
shock toxico en cuyes. El postuld, ademas, que la toxina termoestable era
intrabacteriana, por lo que fue llamada endotoxina, para distinguirlas de las ya
conocidas exotoxinas del Vibrio cholerae (Pfeiffer, 1892; Rietschel & Westphal, 1999).
Aproximadamente al mismo tiempo, William B. Coley (1862-1936), trabajando en el
“Memorial Hospital” en Nueva York, tratd pacientes que sufrian de sarcomas en etapas
avanzadas con inyecciones de mezclas de bacterias Gram-positivas y negativas
muertas por calor (“toxinas de Coley”). Esta terapia, que durd cerca de tres décadas,
frecuentemente causaba remision de los tumores sin que hubiese recaidas en por lo
menos 5 afios. Pero los pacientes al ser tratados con esta terapia mostraban
dramaticos efectos secundarios, como fiebre elevada y reaccidon de shock toxico
(Coley, 1894; Coley-Nauts y col, 1946; Starnes, 1992 y Wiemann & Starnes, 1994).

Hoy sabemos que los efectos biolégicos mostrados por las preparaciones
bacterianas que usd Coley, se deben principalmente a la presencia de una sustancia
denominada Lipopolisacaride (LPS). El LPS es una molécula extremadamente
termoestable, resistente al pH y anfifilica, que estd compuesta de dos regiones
principales, una porcién lipidica y una porcion de poli-oligosacaridos (Holst y col, 1996).
Es un componente integral de la membrana externa de la gran mayoria de las
bacterias Gram-Negativas, las que estan frecuentemente asociadas a humanos, ya sea

como comensales o como patdgenos (Alexander & Rietschel, 2001).



Las endotoxinas bacterianas, como el LPS, muestran fuertes efectos biolégicos
a muy bajas concentraciones, cuando entran al flujo sanguineo de humanos y muchos
animales, por ejemplo, durante una infeccion o por aplicacién intravenosa de un
medicamento. Por esto es necesario removerlo de soluciones de aplicacion parenteral.
El nivel umbral para aplicacion intravenosa es 5 Unidades de Endotoxina (“Endotoxin
Units®, EU) por kg por hora, de acuerdo con las farmacopeas disponibles. El término
EU describe la actividad biolégica de una endotoxina. Por ejemplo, 100pg de Ia
endotoxina estandar EC-5, 200pg de EC-2 y 120pg de la endotoxina de Escherichia
coli O111:B4 tienen una actividad de 1 EU. Sin embargo, se acepta como regla
promedio que 1 EU corresponde a 100pg de endotoxina. Lograr disminuir LPS por
debajo de este nivel umbral siempre ha sido un desafio en investigacion y en la
industria farmacéutica (Petsch & Anspach, 2000).

La remocion de trazas indeseables de endotoxinas, hasta el nivel umbral, se ha
transformado en un problema, principalmente para los avances biotecnologicos, dado
el masivo uso de Escherichia coli como vector para una gran variedad de proteinas
recombinantes. Por ello, se han planteado muchas formas de remocién, como técnicas
de ultrafiltracion, extraccion en dos fases, cromatografia de intercambio anionico, etc.
(Petsch & Anspach, 2000), ninguna de las cuales ha tenido una buena efectividad,
debido principalmente a la heterogeneidad fisica y quimica de las endotoxinas. Esto
hace complicado desarrollar un método de aplicacion general para la remocion de LPS
desde soluciones proteicas.

Un método muy eficiente es la remociéon de endotoxina con polimixina B, no
aplicable a preparaciones de uso animal o humano, debido a la neuro y nefrotoxicidad
del antibidtico (Newton, 1956), ademas de estimular monocitos que liberan interleukina-

1 (IL-1) (Damais y col, 1987). Una alternativa a la remocion de endotoxina con
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productos quimicos es la remocién por cromatografia de inmunoafinidad (Goldbaum y
col, 1994), pero este tipo de tecnologias no han sido muy difundidas, debido a que
muchos de estos procedimientos son motivo de patentes por las grandes empresas
farmacéuticas. Ademas, la generacién de inmunidad humoral experimental contra LPS

tiene complicaciones, que seran detalladas mas adelante.

1.1. Revisién Bibliografica.
1.1.1. Estructura y conformacion del LPS

Las endotoxinas son parte integral de la membrana celular externa de bacterias
Gram-negativas, responsables de su organizacion y estabilidad. Una sola Escherichia
coli puede tener cerca de 3,5 x 10° moléculas de LPS (Roberts, 1996), cubriendo
aproximadamente las tres cuartas partes de la superficie bacteriana (Figura 1, A).
Como estructura dominante de la superficie, también participa en la interaccion de la
bacteria con su ambiente y posibles huéspedes (Vaara & Nikaido, 1984). Aunque el
LPS esta firmemente anclado a la membrana externa, es constantemente liberado
durante la muerte celular, y durante el crecimiento y divisién celular, lo que hace que
grandes concentraciones de LPS compliquen diversos procedimientos cientificos o
bioprocesos (Petsch & Anspach, 2000).

La estructura del LPS varia entre distintas especies de bacterias, incluso es
posible encontrar diferencias entre distintas cepas de una especie. Sin embargo, la
estructura general del LPS resulta comparable para todas ellas. Esta consiste en dos
zonas con composicion quimica claramente definidas; la primera fosfolipidica o lipido
A, esta fuertemente anclada a la membrana externa. La otra, esta constituida por

polisacaridos, covalentemente unidos a la region lipidica (Figura 1, B).
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Figura 1. Arquitectura de la pared celular y estructura quimica general del LPS de
bacterias Gram-negativas. Formacion de la pared celular de bacterias Gram-negativas (A), destaca
la presencia de dos bicapas lipidicas y la presencia de LPS unida a la bicapa externa. Organizacion
quimica general del LPS (B), todas las formas de LPS conocido se caracterizan por la presencia de
una porcién de anclaje, lipido A, y una porcion oligo- o poli-sacérida. (Modificado de Alexander &
Rietschel, 2001). GleN, glucosamina; Kdo, acido 3-desoxi-D-mano-octulosonico; Hep, D-glicero-D-
mano-heptosa.




La gran diversidad del LPS observada en bacterias de especies distintas, se
debe a variaciones en ambas zonas (polisacérida y lipidica), en cambio la diversidad
observada dentro de cepas de una misma especie, se debe a variaciones en la
composicion macromolecular de la porcion polisacéarida (Holst y col, 1996; Rietschel y
col, 19986).

Desde el trabajo de Otto Westphal (Westphal y col, 1952) se han publicado
numerosos estudios sobre la composicién quimica de tres regiones del LPS. Como se
indicd anteriormente, el LPS tiene una estructura caracteristica, construida en blogues
con dos zonas, una lipidica y otra sacarida, ésta se subdivide en dos regiones, cadena
O-especifica y Core, mas proxima al Lipido A. Ademas, las tres regiones tienen
caracteristicas biolégicas, quimicas, genéticas y serolégicas diferentes (Petsch &
Anspach, 2000).

La cadena O-especifica (Antigeno O) (Figura 1, B), consta de mas de 50
unidades de oligosacaridos repetidos, formados por bloques de 2-8 monosacaridos
ordenados de manera altamente especifica para cada especie y cepa (Alexander &
Rietschel, 2001). La pérdida de esta zona se ha asociado con una mayor
patogenicidad (Yamasaki y col, 1994; Risberg y col, 1999).

De acuerdo a los monosacaridos predominantes la region Core se puede dividir
en un Core externo y otro interno, préximo al Lipido A (Figura 1, B). El Core externo
consiste principalmente de hexosas, tales como D-glucosa, D-galactosa, D-
glucosamina, N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina. El Core interno s menos
variado, pero posee monosacaridos especificos, como el acido 3-desoxi-D-mano-
octulosonico (Kdo)y el L- o D-glicero-D-mano-heptosa (L, D-Hep) (Holst y col, 19986).

La region del Lipido A (Figura 1, B) representa el principio inmunoestimulador o

principio endotoxico del LPS, segin planted Westphal y Lideritz en 1954, hipotesis



fundada en el hecho que mutantes con LPS compuesto sélo por Kdo y Lipido A son
activos endotoxicamente. Investigaciones biomédicas han senalado que la toxicidad
del LPS se debe principalmente al Lipido A. Ademas, es en esta zona donde radica
mayormente la pirogenicidad de la endotoxina, si la comparamos con la molécula
completa (Westphal & Luderitz, 1954; Galanos y col, 1985). Esta region consiste de un
disacarido B -1,6 de glucosamina, unido mediante enlaces amida y éster al grupo
hidroxilo de moléculas de 12-16 atomos de carbono. Esta zona hidrofébica se arregla
hexagonalmente, lo que resulta en una estructura mas rigida que el resto de la
molécula. No se conoce cepas bacterianas Gram- negativas sin Lipido A. La regién
Core mas cercana al Lipido A y el mismo Lipido A son fosforilados parcialmente, por lo
que exhiben cargas negativas en soluciones proteicas comunes. El peso molecular de
un monémero de endotoxina es alrededor de 10 kDa, aunque también es posible
encontrar de 15-20 kDa debido a la variabilidad de la cadena oligosacarida (Petsch &

Anspach, 2000).

1.1.2. Aspectos inmunolégicos y clinicos de la intoxicacién con endotoxinas.

Los mecanismos de accion de la endotoxina o el Lipido A afecta indirectamente
a la célula, al mediar respuestas inmunolégicas que son las responsables de los
peligrosos efectos adversos observados. En mamiferos, el blanco primario del LPS son
las células fagociticas del sistema inmune innato, monocitos periféricos, células
dendriticas, macréfagos tisulares y neutréfilos, los que constitutivamente expresan el
“Toll-like receptor 4" (TLR4), molécula de reconocimiento de patégencs, que se une a
MD-2 y a CD14 (Banchereau & Steinman, 1998; Haziot y col, 1988; Kitchens, 2000,
Muzio y col, 2000; Shimazu y col, 1999). El valor umbral para la activacién de

monocitos por LPS, presente en suero de cultivo celular, es de 1-10 pg/ml (Alexander



& Rietschel, 2001). Y la activacion, in vitro, de estas células con LPS o Lipido A,
produce la liberacion de un amplio espectro de mediadores endégenos, la mayoria de
los cuales son citoquinas pro-inflamatorias, tales como TNF-o, factor inhibidor de
migracion de macréfagos (MIF), interleukinas (IL)1, 6, 8, 12, 15 y 18, los factores
estimulantes de colonias M-CSF, G-CSF, y GM-CSF, prostaglandina E, (PGE.),
tromboxano A, (TXA;), también especies reactivas del oxigeno, como anion
superoxido (O;’), radicales hidroxilo ((OH) y éxido nitrico (NO). La estimulaciéon del
sistema inmune, por parte del LPS, produce la activacion de la triada clasica
proinflamatoria, TNF-a, IL-1 e IL-6, las que pueden iniciar reacciones secundarias.
Entre éstas esta estimular a los hepatocitos a producir proteinas de fase aguda, la
activacion de linfocitos, mastocitos, eosindfilos, trombocitos y basdfilos, entre otras.
Ademas, IL-1 e IL-6 son los mediadores primarios en la induccion de fiebre (Blatteis &
Sehic, 1998; Dinarello, 1999; Eskay y col, 1990; Suffredini y col, 1999; Wada y col,
1995; Zeisberger & Roth, 1993).

Aparte del reconocimiento celular por parte de los fagocitos, distintos tipos de
LPS o Lipido A inducen una intensa y rapida activacion especifica de las Rutas Clasica,
Alterna y de las lectinas del Sistema del Complemento (Galanos y col, 1971,
Freudenberg & Galanos, 1978; Cooper & Morrison, 1978; Vukajlovich, 1986; Mold y
col, 1999).

En mamiferos, la activacion del sistema inmune innato, via el reconocimiento
del Lipido A por TLR-4, induce la activacion del Sistema Inmune Adaptativo, a través
de la maduracion y expansién clonal de Linfocitos T y Linfocitos B, creandose de este
modo una respuesta humoral contra todos los antigenos presentes en las bacterias,

incluidos el LPS. Esta respuesta humoral puede mediarse por dos vias alternativas, no



exclusivas. La primera se debe a la presentacion del LPS como un hapteno. Sélo
macromoléculas, casi exclusivamente proteinas, son inmunogénicas, es decir, activan
linfocitos B. Por lo tanto, moléculas como LPS son incapaces por si solas de montar
una respuesta inmune, aunque haya linfocitos B con receptores inmunoglobulinicos
especificos para ellas. Una molécula proteica transportadora, procesada por linfocitos
B con receptores para LPS, sera presentada a linfocitos Th. Estos secretaran
citoguinas que, paracrinamente, proporcionaran segundas sefiales necesarias para la
activacion B y la secrecién de las inmunoglobulinas anti LPS. Esta presentacién seria
del tipo convencional mediado por MHC (Abbas A y col. 2000). La segunda via esta
mediada por el “Cluster” de Diferenciacién 1 (CD1), molécula similar a MHC de clase |,
que permite el reconocimiento de antigenos lipidicos por parte del Receptor de Células
T (TCR) restringidos a CD1, que modulan la activacion de Linfocitos B, los que
producen anticuerpos anti-Lipido A (Brigl & Brener, 2004). La activacion de la
Inmunidad Innata y Adaptativa, inducida por el Lipido A, genera memoria inmunolégica
protectora contra la especie y cepa de bacteria Gram-negativa que infectd (Rietschel y
col, 1996; Holst y col, 1996; Medzhitov & Janeway, 2000).

La principal complicacién en la Unidad de Cuidados Intermedios (UCI)
corresponde a una sepsis severa o a un shock séptico, principalmente en pacientes
politraumatizados, quemados, en recuperacién de cirugia o transplantados recibiendo
altas dosis de inmunosupresores. En distintos estudios realizados durante la década
pasada se encontré un nivel plasmatico de endotoxina elevado en cerca del 70-80% de
los pacientes con sepsis severa y shock séptico (Casey y col, 1993; Danner y col,
1991; Opal y col, 1999). La sepsis se caracteriza por una desbalanceada liberacion de
factores pro- y anti-inflamatorias, inducidos por endotoxinas, y sus manifestaciones

clinicas incluyen fiebre, coagulacion sanguinea intravascular diseminada o hipotension



aguda seqguida de disfuncion o falla multiorganica (Bellingan, 1999; Rietschel y col,
1996; Suffredini & O’'Grady, 1999; Woltmann y col, 1998). En algunos de estos
pacientes se han detectado niveles plasmaticos de LPS superiores a 300 pg/ml (Opal y
col, 1999), se ha demostrado una significativa correlacion entre los niveles plasmaticos
de LPS y la mortalidad en pacientes con infecciones con meningococo (Brandtzaeg y
col, 1989).

En casos de sepsis con una elevada endotoxemia, se ha probado la
combinacion de antibioticos, con la administracion de agentes que neutralicen la accion
de las endotoxinas. En la década pasada distintas estrategias fueron probadas como
aplicacion de anticuerpos especificos que neutralicen el LPS, proteinas recombinantes
de reconocimiento de LPS y técnicas de hemofiltracion extracorporal (Opal & Yu, 1998;

Wyeckoff y col, 1998).

1.1.3. Importancia de la Biotecnologia en la solucién a los problemas de
contaminacion con LPS.

Si vemos la Tabla 1 (modificada de Petsch & Anspach, 2000), los seres
humanos estamos constantemente expuestos a las endotoxinas, por contacto con la
piel y el tracto digestivo, frecuentemente sin consecuencias patoldgicas. Distinto es
cuando estas sustancias estan presentes sistemicamente, como ya vimos en el item
anterior. Es por este motivo que se debe cuidar el proceso de produccion de un
producto de aplicacién parenteral, para disminuir hasta los limites aceptables o eliminar
por completo las endotoxinas que pueden estar presentes. Ademas muchas proteinas
recombinantes o nativas purificadas, con uso farmacolégico, son aplicadas en bajas
dosis, pero incluso trazas de endotoxinas pueden ser causa de rechazo de un

determinado producto, al no cumplir con los estandares exigidos para él. Por ejemplo,



mientras que para la insuiina se permiten 10EU/mg, para el a-interferon se aceptan
hasta 100EU/mg, de acuerdo a la Farmacopea Europea (1997). En cambio la
seroalbumina o los anticuerpos monoclonales son administrados en varios cientos o
miles de miligramos por kg de peso corporal, y es en estos casos donde lo niveles de
endotoxinas dejan de ser un asunto trivial (Petsch & Anspach, 2000). Por lo anterior,
se hace necesario contar con métodos de remocién de trazas de endotoxinas, que
aseguren niveles aceptables en las preparaciones de proteinas purificadas.

La biotecnologia ofrece variados métodos para producir proteinas. Entre éstos
encontramos bioprocesos microbianos, para producir proteinas humanas tales como
hormonas del crecimiento e interferones. También existen técnicas de cultivo con
células animales, levaduras y hongos para producir, por ejemplo, anticuerpos

monoclonales.

Tabla 1
Concentraciones habituales de endotoxinas en preparaciones liquidas ordinarias y soluciones proteicas.

Fuente = ' ~ solucion = _Conc. (EU/mi)
Agua mineral 1-20
Agua de piscina 25.600
Proteinas desde cultivos de E. coli de Sobrenadante después de >2.000.000
alta densidad homogenizacion

IgG1murina desde cuitivo celular Filtrado del cultivo <100
Suero procesado de leche de Scbrenadante después de la =10.000
supermercado precipitacion acida de la leche

Preparacion comercial de BSA 1mg/mi de proteina liofilizada 0,5-50

Moadificado de Petsch & Anspach, 2000.

En la produccién de proteinas recombinantes las endotoxinas son un tema
importante, la concentracién de LPS en estos productos depende del bioproceso

involucrado y de la fuente del producto, y va desde menos que 100 EU/ml en
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sobrenadantes de cultivos celulares hasta mas de 1.000.000 EU/mI en sobrenadantes
de cultivos bacterianos de alta densidad.

La presencia de diversas concentraciones de LPS en preparaciones de
proteinas recombinantes, usadas en investigacion biomédica, puede tener
consecuencias desde irrelevantes a insospechadas. Su remocion hasta niveles
aceptables es esencial en muchos casos. Es predecible que la eficiencia de remocion
sera variable de acuerdo a las caracteristicas de la proteina recombinante. Asi, en
proteinas que posean dominios afines por LPS, la eficiencia del procedimiento podria
ser menor.

Se han desarrollado muchas técnicas para remover LPS presente en muestras
de interés (Tabla 2), pero éstas estén mas relacionadas con la proteina a purificar que
con caracteristicas propias del LPS. Por consecuencia, su uso no es aplicable a
distintas proteinas, sin mencionar el hecho que estos procedimientos han sido
patentados y su uso queda restringido. Es necesario destacar que muchas veces el
LPS queda adsorbido a las proteinas (Petsch & Anspach, 2000) por fuezas de Van der
Waals e interacciones hidrofébicas. Esto deriva en pérdidas importantes de proteinas

0 un enmascaramiento del LPS en la misma.

Tabla 2

Ejemplos de procesos patentados para remover endotoxinas desde soluciones de proteinas.
Producto o Procedimiento

Superdxido dismutasa Ultrafiltracion

Mioglobina

Cu-Zn-superoxide dismutasa Cromatografia de intercambio anionico

Urokinasa
TNF, IL-1 Adsorcion quitosan cuaternario
Antigeno de superficie de hepatitis B Cromatografia de interaccion hidrofébica
Vacuna de Perfussis Centrifugacién en gradiente de sucrosa
Inmunoglobulinas Extraccion con sales biliares

Lipocortina Extraccion con detergentes

Imunoglobulinas Digestion con pepsina remueve endotoxina unida al fragmento

Fc.

Modificado de Petsh & Anspach, 2000.
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En los estados finales de una purificaciéon es posible encontrar a la proteina en
un rango de concentracién de g/l y a las endotoxinas en mg/l. No hay técnicas que
permitan la deteccion directa de LPS en picogramos por ml. Aun hoy conocemos
casos- no publicados- en que una nueva sustancia farmacéutica resultd ser pirogénica,
y que posteriormente se determiné que su pirogenecidad no radicaba en la sustancia
misma, sino en las endotoxinas que contenia (Petsch & Anspach, 2000). Varios
bioensayos estan disponibles para medir endotoxinas, tal como el “test del conejo” el
“ensayo del lisado del amebocito Limulus® (LAL) (Pearson, 1985) y el “ensayo de
letalidad del embrion de pollo” (Galanos y col, 1971). De estos, el ensayo LAL es el
mas sensible, con menores implicancias éticas y el mas econémico, pero aun asi para
la realidad chilena sigue siendo de elevado costo.

El sistema LAL se basa en la reacciéon que induce el LPS al contactar con
proteinas sanguineas de Limulus polyphemus (o especies relacionadas de amebocitos
como Tachypleus tridentatus, T. gigas o T. rotundicauda), activando la coagulacion del
sistema e iniciando la formacion de un gel. Se puede obtener una sensibilidad de 0.02
EU/ml, pero se ha observado que hay muchas sustancias que interfieren con la
cascada de coagulacién, causando falsos positivos 0 negativos. Por esto junto con la
necesidad de encontrar un meétodo de remocion efectiva de LPS, se hace urgente

desarrollar un método que permita determinar endotoxinas en bajas dosis.

1.1.4. Métodos de remocion selectiva de endotoxina.
Durante la purificacion de una proteina recombinante quedan trazas de
endotoxinas, esto independiente de los métodos de clonacién y purificacion. Muchos
investigadores se han enfrentado a esta misma situacion y han desarrollado métodos

de remocion del LPS, pero ninguno ha mostrado la eficiencia requerida, teniendo como
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meta la menor pérdida de proteina blanco. En la Tabla 3 se muestra un resumen de las
técnicas mas usadas para remover LPS, ya sea desde soluciones libres de proteinas,
como puede ser el agua ultrapura o soluciones de antibidticos de aplicacién
endovenosa hasta soluciones con macromoléculas, como DNA y proteinas. Cada
método tiene desventajas (Tabla 3), lo que permitirda hacer una comparaciéon con el

método de cromatografia de inmunoafinidad propuesto en esta Memoria de Titulo.
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Tabla 3

Métodos habituales de remocion de endotoxinas.

‘Metodo

Adsorbente

Sustrato

Desventaja

Referencia

Ultrafiltracion

Extraccion en
dos fases

Cromategrafia
de intercambio
anionico

Adsorcion por
afinidad

Cromatografia
de
inmunoafinidad

Membrana de poro
10kDa

Detergente como
Triton X-114

DEAE o grupos
amino cuaternarios

Polimixina B

Histamina e
histidina

Ligandos
policatidnicos (poli-
etileneimina (PEI),
poli-L-lisina (PLL),
poli-L-histidina
{PLH)}

Anticuerpo anti-
LPS

Agua y soluciones
con moléculas de
tamafio pequerio.

Soluciones proteicas

citocromo ¢, catalasa
y albumina.

GFP

Soluciones libres de
proteinas o
soluciones de
proteinas basicas.

Urogquinasa
Soluciones proteicas

y soluciones de
DNA.

Solucidon de CRT
porcina nativa.

Soluciones de
ribonucledtidos
preferentemente.

Soluciones proieicas

Amplio espectro

No se puede usar en
soluciones proteicas.

Costoso vy es un
proceso en varios
pasos

Varios pasos con una
pérdida de 2% de
proteina por paso.
Proteina fusionada a
surfactante, especifico.

No se puede usar en
proteinas acidas y
pueden verse afectadas
por las variaciones de
pH.

Método patentado

Neuro- y nefrotoxicidad
de polimixina B y
estimulacion de
monocitos a liberar 1L-1.
Ademas hay una
pérdida de alrededor
del 20% de la proteina.

No se hace referencia
al porcentaje de pérdida
de proteina.

Se realiza a pH<5

Sensibilidad de los
adsorbentes al pH, los
adsorbentes pueden
tener elevado precio y
deben estar acordes
con las caracteristicas
de las proteinas.

Poca informacion al
respecto por motivos de
patente. Dificultad de
generar inmunidad
contra LPS

Morrison &
Leive, 1975

Karplus y col,
1987,
Liu y col, 1997.

Aida y Pabst,
1990

Mazzola y col,
2006

Neidhardt y col,
1992.

Green-Cross,
1986.

Karplus y col,
1987,
Anspach &
Hilbeck, 1995.

Reed y col,
2003.

Legailais y col,
1997.

Mitzner y col,
1993, Hirayama
y col, 1999,

Goldbaum y
col, 1994.
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Basada en los antecedentes anteriores propongo la siguiente hipotesis

2. HIPOTESIS

Anticuerpos lapinos policlonales monoespecificos anti-LPS unidos a una matriz

solida removeran LPS desde soluciones proteicas

3. OBJETIVOS

General:
Desarrollar método inmunocromatografico que permita remover endotoxinas
contaminantes de preparaciones bioldgicas, que sea altamente eficiente y de amplio

espectro.

Especificos:

1. Desarrollar y estandarizar ensayo ELISA para cuantificar lipopolisacaridos.
2. Generar una columna de inmunoafinidad para remover lipopolisacaridos.
3. Ensayar la columna estandarizada en su capacidad para remover LPS desde

soluciones de una proteina recombinante y una nativa.
4. Determinar la capacidad de los anticuerpos para reconocer LPS de otras

especies bacterianas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Desarrollar y estandarizar ensayo ELISA para cuantificar LPS.
4.1.1. ELISA directo

Método de Engval y Perlman (Engval y Perlman, 1971). Placas de microtitulacion de
policarbonato (Nunc, USA) fueron sensibilizadas con 1, 0,5 y 0,1 ug de LPS (Sigma-
Aldrich, USA), diluido en Buffer Carbonato (seccion 4.3.1), e incubadas toda la noche a
4°C. Luego de lavar cuatro veces con PBS-Tween 20 (Sigma,USA) (0,05% v/v) (PBS-
T), se blogueé cada pocillo con 200 ul de PBS-T-Proteina de Soya 0,5% p/v (PBS-T-
Soya) o con PBS-T-BSA 1% p/v (PBS-T-BSA). Se incubé con soluciones seriadas del
suero anti-LPS diluido en PBS-T-Soya o PBS-T-BSA, en triplicado, durante 2 horas a
37°C. Nuevamente, se lavaron las placas y se incubaron con 100 pul/pocillo de IgG de
cabra diluida 1:1.500, conjugada a peroxidasa, anti-inmunoglobulinas de conejo
(DAKO, Dinamarca), en PBS-Soya, durante 90 min. a 37°C. Finalmente, y tras lavar las
placas, se agreg6 en cada pocillo 100 pl de solucion sustrato para peroxidasa, acido
2,2' azino bis 3-etil benziltiazonil-6-sulfénico (ABTS) (Sigma-Aldrich, USA)/H;0,
(seccion 4.3.1), se dejo en agitacion orbital a 200 rpm y se determiné la absorbancia a
405 nm (Microplate reader, Bio-Rad), a los 5, 10, 15 y 25 min. Como control positivo de

la inmunosonda se sensibilizd un pocillo con suero normal de conejo.

4.1.2. ELISA de competencia.
Placas de microtitulacion de policarbonato (Nunc, USA) fueron sensibilizadas
con 100ul/pocillo de LPS (5 pg/ml), diluido en Buffer Carbonato (seccién 4.3.1), e

incubadas toda la noche a 4°C. Luego de lavar cuatro veces con PBS-T, se bloqued
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cada pocillo con 200 pl de PBS-T-Soya o PBS-T-BSA. Se incubé 90 min. a 37°C
(Dynamic Incubator, ABBOTT). Luego de lavar, la placa fue incubada con 100 ul/pocillo
del suero inmune diluido 1/3.000 o con 100 ul de IgG purificadas, desde suero inmune,
en dilucién 1/1.500, por 1h a 37°C. Los anticuerpos fueron preincubados durante 2 h a
37°C, con distintas cantidades de LPS (8.000, 2.000, 500, 125, 30 y 0 ng totales). En
seguida, se incubd con 100 pl/pocillo de 1gG de cabra diluida 1:1.500, conjugada a
peroxidasa, anti-inmunoglobulinas de conejo (DAKO, Dinamarca), durante 90 min. a
37°C. Finalmente, y tras lavar la placa, se agregd en cada pocillo 100 pl de solucion
sustrato para peroxidasa, ABTS (Sigma-Aldrich, USA)/ H,0, (seccion 4.3.1), se dejo
en agitacion orbital a 200 rpm y se leyd la absorbancia a 405 nm (Microplate reader,
Bio-Rad), a los 5, 10, 15 y 25 min. Como control negativo y positivo de la inmunosonda
se sensibilizd un pocillo con PBS-BSA y ofro con sueroc normal de conejo,

respectivamente.

4.1.3. Precipitacién y purificaciéon de Inmunoglobulinas desde suero inmune
de conejo.
4.1.3.1. Precipitacion de Inmunoglobulinas. Se coloco en vaso precipitado 5
ml de suero de conejo anti-LPS y 5ml de PBS a 4°C en agitador magnético. Se agrego
muy lentamente 10ml de Sulfato de Amonio saturado, agitandose constantemente. Se
dejé toda la noche a 4°C. Posteriormente se centrifugd (Centra MP4R, IEC) a 3500 ¢
por 30 min., y se recuperé el pellet. Este se lavo en solucién de Sulfato de Amonio al
50% (v/v) en PBS y se centrifugd a 25000 g por 10 min. El pellet fue resuspendido en

2,5ml de PBS, para ser dializado contra PBS-Azida 0,002%. Finalmente, se
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descomplemento la solucidn, a 56°C durante 30 min., se centrifugd a 25000 g por 15
minutos a 4°C y se recupero el sobrenadante.

4.1.3.2. Determinacion de concentracion proteica. (Bradford, 1976) La
concentracion de proteinas se realizé mediante el método de Bradford, modificado por
Spector (1978). Brevemente, a 1 ml de Reactivo de Bradford (Bio-Rad, USA) se agregd
20 ul de muestra. Se mezclé suavemente, se dejo reposar por 5 min. y se leyd la
absorbancia a 595nm. Los valores de concentraciéon se interpolaron desde una curva
de calibracion realizada con BSA (US Biological, USA) de 0,2 a 0,8 mg/ml.

4.1.3.3. Purificacion de Inmunoglobulinas. (Bjorck & Kronvall, 1987). La
purificacion de 1gG desde suero se realizd mediante cromatografia de afinidad en una
columna de Sefarosa—Proteina G (GE Healthcare, Suecia). La muestra, sometida al
procedimiento cromatografico, fue previamente precipitada (seccién 4.1.3.1) y filtrada
(Millipore 0,2 um). La columna, una vez equilibrada con PBS, se cargé con 5,45 mg de
suero. Las 1gG adsorbidas se eluyeron con Buffer Glicina—HCI 0,1 M, pH 2,7. Cada ml
del eluido se neutralizé con 100w/l de Buffer Tris—HCI 0,1M, pH 9,0. Se analizd su
pureza por medio de electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE), en condiciones reductoras y tefiido con Coomassie Blue
R-250 (Bio-Rad, USA) (seccidn 4.1.3.4). Se determind la actividad biologica de las
fracciones eluidas, mediante ELISA. Se combinaron las fracciones con mayor
concentracion de IgGs y se las dializé exhaustivamente contra PBS. Mediante lectura
espectrofotométrica, se determiné la concentracion de 1gG.

4.1.3.4. SDS-PAGE. (Laemmli, 1970): Realizados en condiciones estandares
en camara para electroforesis mini Protean Il (Bio-Rad, USA). Brevemente, se uso

geles separadores al 10% de poliacrilamida, preparados desde una Solucién de

18



Acrilamida 30% T, 1,5% C. La polimerizacién se catalizé6 con 100 ul de persulfato de
amonio (PSA) (Sigma-Aldrich, USA) al 10% p/v y 6 u de N,NN,N'-
Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Bio-Rad, USA). Luego de cargar la mezcla del gel
resolutivo, se cubrid la solucion con 3ml de H,O destilada. Una vez polimerizado, se
cargo una solucion de poliacrilamida al 4% p/v, preparado desde solucion de acrilamida
30% T, 1,5% C (seccién 4.3.1). La polimerizacion se realizd con un separador
discontinuo. Previo a depositar las muestras en el gel, la camara se llend con Buffer de
Corrida, las proteinas fueron denaturadas con Buffer de Carga (seccidn 4.3.1) y
calentamiento a 100°C, durante 5 min y se agreg6 la muestra a cada pocillo del gel. La
separacion se realizé a 70 V durante el recorrido de la muestra por el gel concentrador
y a 100 V a partir del inicio del gel separador, hasta que el marcador de corrida llego al
borde inferior del gel. Como estandar de masa molecular, se utilizé un marcador de
peso molecular de proteina pretefiido (seccion 4.3.2). Las proteinas fueron tefiidas con
Azul de Comassie o transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham, UK).

4.1.3.5. Inmuno Western Blot (IWB). (Towbin y col. 1979) Las proteinas,
separadas por SDS-PAGE, fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Hybond-
ECL, Amersham, UK), utilizando un sistema humedo de transferencia horizontal Bio-
Rad, USA (Mini-PROTEAN II Cell). Se aplicé un potencial de 100 V, a 4°C, durante 1
hora. Luego se bloquearon los sitios libres de la nitrocelulosa con PBS-Leche 5%
durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, las membranas fueron lavadas, con PBS-
T, cada 5 minutos, por 4 veces, agitando constantemente.

Luego, las membranas se incubaron por 1,5 h a temperatura ambiente, con el
anticuerpo de cabra anti-cadena pesada de IgG de conejo, conjugado a fosfatasa

alcalina (Dako, Dinamarca), diluido 1/1000 en PBS-Leche 3%. Finalmente, como
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sustrato de fosfatasa alcalina se utilizd 5-bromo- 4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) /azul
de nitrotetrazolium (NBT) (Sigma-Aldrich, USA) y la reaccion se detuvo con

PBS/EDTA 2 mM.

4.2. Generar una Columna de Inmunoafinidad para Remover LPS.
4.2.1. Montaje de columna.

Se hizo un pool (1,83 mg/ml) con las fracciones mas concentradas de
inmunoglobulinas purificadas (seccién 4.1.3) desde suero de conejo anti-LPS. Se
usaron 4 ml del pool de IgG purificadas para armar una columna con volumen de 1 ml,
se monté y oper6é la columna de Sefarosa activada con Bromuro de Ciandgeno
(seccion 4.3.2) segun las indicaciones del fabricante de la resina (Sigma-Aldrich, USA).

La columna se mantiene a 4°C en una solucion de PBS-Azida 0,005%.

4.2.2. Protocolo de remocion de LPS.

Primero se lavo la columna con 15 ml de PBS, se pasaron 10mi de Buffer
Glicina-Triton (secciéon 4.3.1) y se lavo nuevamente con 15 ml de PBS. Se cargé la
muestra de LPS, diluida en PBS, y se hizo retroalimentacidbn cuatro veces,
recuperandose el frente. La columna se lavé con PBS 15ml y se recuperaron las
fracciones. El LPS unido a la matriz fue eluido usando Buffer Glicina-Tritén (pH 2,5)
(seccion 4.3.1) y las muestras fueron recolectadas en tubos con 0,03 vol de Buffer Tris-
HCI (50mM, pH 9,0) o volumen necesario para neutralizar el pH. La columna se lavo

finalmente con PBS y se mantiene en PBS-Azida 0,005%.
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4.2.3. Analisis de LPS en geles de poliacrilamida-SDS-Tricina.

4.2.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS-Tricina. (Lesse y col,
1990). Realizados en camara para electroforesis mini Protean Il (Bio-Rad, USA).
Brevemente, se usé geles separadores al 14 % (p/v) de poliacrilamida, preparados
desde una solucion de Acrilamida 49,5% T, 6% C (seccién 4.3.1). La polimerizacion se
catalizoé con 100 pul de persulfato de amonio (PSA) (Sigma-Aldrich, USA) al 10% p/vy 6
ul de TEMED (Bio-Rad, USA). La solucion fue cargada entre dos vidrios con
separadores de 1,5mm. El gel concentrador era 4% (p/v) poliacrilamida, preparado a
partir de Acrilamida 49,5% T, 3% C (seccion 4.3.1) La camara de electroforesis se llen
con Solucion Anddica pH 8,9 y Catddica pH 8,25 (seccion 4.3.1). La electroforesis se
realizé a 50 Volts mientras las muestras permanecian en el gel concentrador y a 150
Volts cuando éstas entraron en el gel separador, cuando el marcador de corrida cae,
se corre por 15 minutos mas.

4.2.3.2. Tincion con plata. (Tsai & Frasch 1982). Una vez retirado el gel de la
camara, se fijé durante toda la noche en Solucién de Fijacion (seccion 4.3.1). Luego se
tratd con Solucion de Oxidacion (seccion 4.3.1), por 10 min. Posterior al lavado con
agua destilada, se tifio el gel con Solucion Argéntica (seccion 4.3.1). Luego se lavo 3
veces con agua destilada y se detecté la presencia de LPS con Solucion de Revelado
(seccion 4.3.1). La reaccion se detuvo con agua d.d.

4.2.3.3 Inmuno Western Blot para detectar LPS. Se basa en modificaciones
al método descrito en la seccién 4.1.3.5. La transferencia se hizo a una membrana
PVDF (Amersham Biosciences, UK) en Buffer Transferencia (seccion 4.3.1), la
membrana fue lavada previamente en metanol 100% por 10 segundos y luego en agua

bidestilada por 5min. Se aplicé una corriente de 100 V durante 1 hora 20 minutos. Se
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us6é como anticuerpo primario inmunoglobulinas G purificadas desde suero inmune
anti-LPS, en dilucién 1/1000 y se incub6 por 12 horas. La deteccion se realizé con
anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo, conjugado a fosfatasa alcalina (Sigma Immuno

Chemicals, USA), diluido 1/1000 e incubado por 90 min.

4.2.4. Preparacion de Calreticulina recombinante de T. cruzi.

La proteina recombinante utilizada en el desarrollo de esta tesis fue obtenida de
la expresion de bacterias E. coli del plasmidio pET 28b(+)/TcCRT, el cual porta el gen
de calreticulina de T. cruzi (TcCRT), sin sus secuencias lider y KEDL. El vector pET
28b(+) incorpora a la molécula una secuencia de 6 histidinas en el extremo C terminal
de TcCRT.

4.2.4.1. Expresion de rTcCRT. Brevemente, se cultivd la cepa de E. coli
BL21(DE3) pLysS, transformada con el vector de expresién pET 28b(+)/TcCRT para la
proteina rTcCRT, en 10 ml de medio Luria Bertani (LB) (seccién 4.3.1) en presencia de
los antibi6ticos de seleccion Cloranfenicol (34 mg/ml) y Kanamicina (50 mg/ml) a 37°C,
agitando toda la noche. El pre-in6culo se agregé a 200 ml de LB con los antibioticos de
seleccion, a 200 rpm y 37°C, hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento
(DOe=0.5). Posteriormente, se adicioné Isopropil-B-D-tiogalactdésido (IPTG)
(Invitrogen, USA), a una concentracion final de 1mM y se dej6 agitando por 3 horas.
Las bacterias se centrifugaron a 2300 g, por 20 minutos a 4°C. El precipitado se
resuspendid con 10 ml de Buffer de Unién (seccion 4.3.1) conteniendo un coctel
inhibidor de proteasas (Calbiochem, USA) y Triton X-100 al 0.1% v/v (Sigma-Aldrich,
USA) y se agito, suavemente en vortex. Luego de mezclar, se sonicd con 8 pulsos de

20 segundos, cada vez, a 50 W, alternando cada pulso con 30 segundos de incubacién
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en hielo. Se obtuvo una muestra aproximada de 12 ml. Luego se centrifugé a 10000
rom / 10 minutos / 4°C, se recuperd el sobrenadante y se filtré (poros de 0,2 ym).

4.2.4.2. Purificacién de rTcCRT. La purificacion de rTcCRT se realizo, por
cromatografia, utilizando ia columna “His-Bind Resin” (Novagen, USA), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, la columna, de 2,5 ml, almacenada en
Buffer de Reconstitucion (seccion 4.3.1), fue lavada con 3 volumenes de agua
destilada, cargada con 5 volimenes de NiSO4 50mM, y equilibrada con 7,5 ml de
Buffer de Union (seccion 4.3.1). Se cargo la muestra con Buffer de Union y se lavé con
50 ml de Buffer de Lavado (seccion 4.3.1). Se eluyoé la muestra con 7,5 ml de Buffer de
Elucién (seccién 4.3.1), se recuperaron de 5-6 alicuotas de 1,5 ml. Se ley6 a 280 nm.
Todos los buffer estaban libres de acido etilendiamino-tetra-acético (EDTA) (quelante
de niquel).

La columna fue lavada y recuperada con Buffer de Reconsﬁtucién (seccion
4.3.1) o EDTA 100 mM para eliminar el niquel del Buffer de Carga e imidazol del Buffer
de Elucidbn. Para su almacenamiento, fue regenerada siguiendo el protocolo

recomendado por el fabricante, basado en diferentes soluciones de etanol.

4.2.5. Preparacion de LPS bacteriano.

Se ajustd la D.O. 400 del cultivo bacteriano de interés en 2. Luego se centrifugd a
13000rpm por 2 min. y se resuspendié en 90pl de Buffer de Carga 3x (seccion 4.3.1),
se hirvié por 10 min. y se agregd 10ul de Proteinasa K (Novagen, USA). Finalmente, se

incubé a 60°C por 60 min.
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4.3. Materiales

4.3.1. Soluciones.
ABTS: 500 ml de Buffer citrato-fosfato con 2,74 mg de ABTS, se alicuot6 y guardo a -
20°C. Antes de agregar a la placa de ensayo se agregé 1 ul de H,0, 30% por cada m
de solucion de ABTS.
Acrilamida 30% T, 1,5% C: 29,2gr de acrilamida con 0,8gr de bis-acrilamida, se
completd volumen hasta 100 ml. Luego la solucion se filtré y se guardd en envase
ambar a 4°C.
Acrilamida 49,5% T, 3% C: 48gr de Acrilamida con 1,5gr de bis-acrilamida, se
completo volumen a 100ml con agua d.d., enrasé y guardd en envase ambar a 4°C.
Acrilamida 49,5% T, 6% C: 46,5gr de Acrilamida con 3gr de bis-acrilamida, se
completd volumen hasta 100ml con agua d.d., enrasé y guardd en envase ambar a
4°C.
Buffer Carbonato: Se preparé separadamente una solucion 0,5M de Na,CO; pH 9,5y
una solucion 0,5M de NaHCO3 pH 9,6 en agua bidestilada. Se mezclaron luego 450 pl
de la primera y 1.050 pl de la segunda y se llevd a 15 ml con agua bidestilada.
Buffer de Carga 3x: 1,9 ml de Tris 1M pH 6,8, 3 ml de Glicerol, 1,5 ml de B-
mercaptoetanol, 3 ml de SDS al 20%, 100mg de azul de bromofenol y 600 ul de agua.
Una vez disuelto se alicuoto de 0,5 ml y se almacené a -20°C.
Buffer de Elucion 4x: Imidazol 4M, NaCl 2M y Tris 80mM, pH 7,9.
Buffer de Lavado 8x: Imidazol 480mM, NaCl 4M y Tris 160mM, pH 7,9.
Buffer de Reconstitucion 4x: EDTA 400mM, NaCl 2M y Tris 80mM, pH 7,9.

Buffer de Unién 8x: Imidazol 40mM, NaCl 4M y Tris 160mM, pH 7,9.

24



Buffer Glicina- Triton (pH 2,5): 0,37gr de Glicina, 0,88gr de NaCl, y 100 ul de Triton
X-100 pH 2,5, se completé volumen hasta 100ml con agua bidestilada.

LB (Caldo Luria Bertani): 10 g NaCl, 5 g Extracto de levadura, 10 g Triptona, se
completo volumen hasta 11. Se ajusté eipH a 7,0.

PBS 10x: 3gr de fosfato dihidrégeno de sodio, 29gr de fosfato monohidrogenado
disédico y 90gr de cloruro de sodio, pH 7,2, se completé volumen de 1| con agua
desionizada. Mantencién a temperatura ambiente.

Solucién Anddica: Tris 0,2M pH 8,9.

Solucidn Argéntica: 2,8ml NaOH 1M, 1g AgNO3, 2ml NH3 25%vV/v, enrasar a 150ml.
Solucion Catédica: Tris 0,1M/ Tricina 0,1M con 0,1% SDS, se ajusté pH a 8,25.
Solucion de Fijacion: en agua, 40% v/v de Etanol absoluto, 10% v/v de acido acético
glacial.

Soluciéon de Oxidacion: en agua, 40% v/v de Etanol absoluto, 10% v/v de acido
aceético glacial y 0,7% p/v de acido periédico

Solucion de Revelado: 12,5mg de &cido citrico monohidratado, 125ul de formaldehido

37%. Enrasar a 250ml.

4.3.2. Reactivos comerciales.
Clasificados segun compafiia de origen.

Amersham-Biosciences: marcador pretefiido proteina bajo rango Rainbow® (RPN-755),

membrana nitrocelulosa Hybond®; membrana PVDF Hybond-P®.
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Bio-Rad: B-mercapto etanol; persulfato de amonio; acrilamida; bis-acrilamida; marcador

pretefiido proteina bajo rango (161-0305); Coomasie Blue R-250; azul de bromofenol.

Calbiochem: Caoctel inhibidor de proteasas.

Cambrex: lisado de amebocito limulus Pyrogent® Plus Single Test Kit.

Dako: anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a

fosfatasa alcalina; anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de raton conjugado a

fosfatasa alcalina; anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo conjugado a

peroxidasa.

GE Healthcare: Sefarosa Proteina G 4Fast Flow®.

Immunological Research: anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo

conjugado a biotina.

Invitrogen: IPTG.

Merck: HCI fumante; acido acetico glacial;, metanol p.a.; etanol p.a.; NiSO,; NaCQOj3;

NaHCOg; Tris; Imidazol; Glicina; AgNQ3; acido periédico, formaldehido.

Novagen: His-Bind Resin; Proteinasa K.
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Sigma-Aldrich: Lipopolisacarido de E. coli O26:B6, sefarosa activada con bromuro de
cianogeno; 5-bromo, 4 cloro 3-indolil fosfato; estreptavidina-peroxidasa; Tricina; acido

periddico; Tween-20; Triton X-100.

Sigma_Immuno_Chemicals: anticuerpo de cabra anti-lgG de conejo conjugado a

fosfatasa alcalina.

Spectrum: membrana tubular de dialisis 3,5 kDa.

US Biological: albumina de suero bovino.

Winkler: marcador pretefido proteina amplio espectro (BM-1110); Tris; Glicina; NaCl.

4.3.3. Reactivos LIAM

Anticuerpo anti-BSA, Anticuerpo monoclonal anti-rTcCRT (E2G7), cepa de E. coli

BL21(DE3) pLysS, transformada con el vector de expresion pET 28b(+)/TcCRT para la

proteina rTcCRT.
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5. RESULTADOS

5.1. Desarrollo y Estandarizacion de Ensayo ELISA para Cuantificar
Lipopolisacaridos.
5.1.1. Evaluacion de sueros lapinos anti-LPS.

Se disponia de 35 tubos de sueros lapinos anti-LPS (desarrollados por
Leonardo Paredes, Memoria de Titulo para optar al grado de médico veterinario,
(Paredes, 1995), y se evalud su reactividad frente al antigeno, mediante un ensayo tipo
ELISA (seccion 4.1.1). La Figura 2 muestra 5 sueros con mayor reactividad con LPS.

De estos se selecciono el suero 34 (S-34), por su mayor disponibilidad.
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Figura 2. LPS es inmunogénico en conejos. 35 sueros de distintas sangrias fueron
probados en ELISA directo.

Lo primero fue determinar el titulo del suero seleccionado junto con la cantidad

de LPS minima necesaria para trabajar, de modo de abaratar costos y que otorgase
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una lectura clara. El suero se preparé en diluciones desde 1/4.000 hasta 1/256.000 y
se analizé su reactividad por ELISA (Figura 3), frente a tres concentraciones distintas
de LPS (10, 5y 1 pg/ml). A partir de este experimento se decide sensibilizar las placas
de ELISA con una concentracion de 5 ug/ml de LPS, equivalente a 0,5ug totales de la
endotoxina por pocillo. Asi se determind un titulo de 1/64.000 para este suero, usando
Prueba t de student, para discriminar estadisticamente de la linea base, obtenida a

partir del suero preinmune (p<0,05).
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Figura 3. Titulacion de suero lapino anti-LPS. El suero seleccionado (S-34) se diluyd
serladamente. La flecha indica el titulo {1/64.000). Las barras corresponden a la desviacion estandar
para un n=3.

Luego, verificamos que este reconocimiento es afectado cuando preincubamos
los sueros con LPS en fase fluida. Para esto se realizd un ELISA (seccion 4.1.2),
donde los sueros, diluidos 1/3000, fueron preincubados con distintas cantidades de

LPS (Figura 4). En la curva estandar generada, vemos que la interaccién anticuerpo-
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antigeno en fase solida se ve disminuida en forma dosis dependiente, dado que la
pendiente es significativamente diferente de cero (p < 0,05). Asi, comprobamos que es
posible intervenir la interaccién antigeno-anticuerpo y que, en teoria, seria posible
determinar la presencia de LPS en muestras problemas. Como primera aproximacion,
se determind la sensibilidad de S-34 para la deteccion de LPS en solucién en 0,6

ug/ml, al usar una dilucién del suero de 1/3000.
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Figura 4. La reactividad de anticuerpos con LPS en fase sélida es inhibida por el
antigeno en fase fluida. La inhibicion de la reactividad del suero se determino en ELISA de
competencia, en dilucion 1/3000 con el LPS en fase sdlida. Se realizé usando distintas cantidades de
LPS, en fase fluida. La pendiente de la curva es distinta de cero (p < 0,05) y las barras corresponden
a la desviacion estandar para un n=3.

5.1.2. Purificacion de Inmunoglobulinas totales desde suero policlonal anti-
LPS.

Con el objetivo de mejorar el reconocimiento del LPS y facilitar el desarrollo de

la columna de extraccidn de éste, se precipitaron y purificaron (seccioén 4.1.3) las

inmunoglobulinas de clase G presentes en el suero de conejo (S-34). Las

inmunoglobulinas (Figura 5, A y B) obtenidas, correspondientes a las fracciones 21-25
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de la purificacién, tuvieron una pureza aceptable con escasa contaminacion con IgM y,
como se verificd por IWB, son de clase G, y ademas reconocen LPS en el contexto de

un ELISA (Figura 5C).
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Figura 5. Purificacion de inmunoglobulinas G desde suero inmune anti-LPS. La
deteccion de las fracciones de la cromatografia en Sefarosa Proteina-G, se realizd mediante SDS-
PAGE, tefiido con azul de Coomasie (A) y la presencia de IgG se comprobé realizando IWB, usando
un anticuerpe de cabra, conjugado a fosfatasa alcalina, anti- cadena pesada de IgG de conejo (B). Ei
reconccimiento de LPS por las distintas fracciones de la purificacién se hizo mediante ELISA y las
barras corresponden a la desviacion estandar para un n=3 (C). (1) marcador de proteinas pretefiidas
de amplio rango; (2-10) fracciones 1-4 y 21-25, respectivamente {paneles Ay B).

Las fracciones 1 a 20 se descartaron por su baja cantidad de IgG y alta
contaminacion con otras proteinas (IlgM, alblimina, entre otras). Con las IgGs
purificadas, fracciones 21-25, se desarrolié una columna de remocién de LPS por
inmunoafinidad (seccién 5.3) y un ELISA de competencia (seccion 5.1.3) para detectar

concentraciones desconocidas de LPS en soluciones relevantes.
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5.1.3. Construccion de una curva estandar para deteccion de LPS.

Las IgG purificadas tuvieron un titulo de 1/64.000 (Figura 6A). Para una
intensidad de sefial de 70%, se trabajdé con una dilucion de anticuerpo de 1/1.500.
Luego, se estandariz6 el ELISA de competencia (seccion 4.1.2), con algunas
variaciones, con una sensibilidad de deteccién de LPS en solucion de 62,5 ng/ml
(Figura 6B), usando como anticuerpo secundario inmunoglobulinas conjugadas a
peroxidasa, o de 31,3 ng/ml, al usar anticuerpos conjugados a biotina, detectando con
estreptavidina-peroxidasa (Figura 6C). En ambos casos se obtuvo que la pendiente es

significativamente distinta de cero (p < 0,05)
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Figura 6. La interaccion IgG / LPS en fase sélida es inhibible por el antigeno en fase
fluida. Se determind un titulo para las inmunoglobulinas purificadas de 1/64000 (flecha) (A). La
inhibicién de la reactividad de las IgG con el LPS en fase sélida se realizé usando un anticuerpo de
cabra anti inmunoglobulinas de conejo, conjugado a peroxidasa (sensibilidad 62,5 ng/mt) (B) 0 a
biotina (sensibilidad 31,3 ng/ml) (C), este ultimo seguido de una incubacion con estreptavidina
peroxidasa. Las barras corresponden a la desviacién estandar para un n=3.
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5.2. Deteccion de LPS en Muestras Problemas, usando un Método Alternativo a
ELISA.

Luego, desarrollamos un método cuantitativo para estimar la eficiencia de
nuestro procedimiento para remover LPS. La Figura 7 muestra la deteccién, mediante
IWB, de LPS comercial, en concentraciones conocidas. Se corrieron dos geles en
paralelo (seccién 4.2.3.1). Uno de ellos se tifio con plata (Tsai & Frasch 1982) (Figura
7A) (seccién 4.2.3.2) y el otro, se transfirid por 1 hora a una membrana PVDF (seccion
42.3.3) y la deteccion se realizd mediante IWB (Figura 7B), incubando con las
inmunoglobulinas G lapina purificada, en una dilucién 1/500 por 90 minutos. Luego se
incubé con anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo, conjugados a
fosfatasa alcalina, diluidos 1/1500. El limite de deteccion de LPS para la tincion con
plata fue de 25 ug/ml, equivalentes a 500 ng totales de LPS. Para la deteccion por IWB

el limite alcanzé los 5 ng/ml, equivalentes a 100 ng totales de la endotoxina.
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Figura 7. LPS es detectable mediante tincion con plata e IWB. Se realizd Tricina-SDS-
PAGE, se corrieron dos geles en paralelo, uno fue tefido con plata (A) y en el otro se realizd IWB
(B). Se detecté LPS con Inmunoglebulinas G diluidas 1/500 por 90 min., purificadas desde suero
anti-LPS. (1) marcador de proteinas pretefidas de bajo rango; (2-7) 250, 125, 50, 25, 10 y 5 ng/ml de
LPS, respectivamente.
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En la Figura 8 se observa la curva de calibracién del LPS total presente en los
carriles 2 al 8 del IWB de deteccién del LPS (Figura 7B). Usando el programa
computacional Gel-Pro Analyzer se determiné la densidad promedio de la banda de
aproximadamente 10kDa, representativa del LPS total presente en cada carril, y
detectable cuando la cantidad de LPS es menor, en esta ocasién se dejé fuera el carril
7, ya que la determinacion de la densidad quedd fuera del rango de linealidad. La
concentracion de LPS detectado corresponde a 250, 125, 50, 25 y 10 ug/ml. Por lo
tanto, en este primer esfuerzo, la sensibilidad de este ensayo alcanzo a 200ng totales,

es decir, una concentracion de 10 ug/ml de LPS.
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Figura 8. Curva de calibracion de LPS detectado por IWB. Usando el programa Gel-Pro
Analyzer se determiné ia densidad promedio de banda de menor tamafio de LPS detectado por IWB.
La cantidad de LPS detectado va desde 250 pg/ml a 10 pg/ml. Las barras corresponden a la
desviacion estandar para un n=3. La pendiente es distinta de cero (p<0,05).

Luego, se disefid un nuevo IWB, esta vez usando una cantidad menor de LPS
con el objetivo de mejorar su sensibilidad para usarlo en la deteccion y cuantificacion
de LPS presentes en muestras problemas (Figura 9A). La sensibilidad alcanzé a 37,5

ng/ml, 6 625pg totales de la endotoxina. Al graficar el promedio de la densidad de la
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banda de menor peso molecular (Figura 9B), determinado por el programa
computacional Gel-Pro Analyzer, vemos que hay correlacién lineal entre el logaritmo en

base 10 de la cantidad de LPS medida en ng/ml y la densidad de la banda.
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Figura 9. Determinacién de la sensibilidad de deteccién de LPS en IWB. LPS analizado
mediante SDS-PAGE al 14%, seguido de IWB (A). Para construir la curva de calibracién (B) se
determing la densidad promedio de cada banda de LPS usando el programa computacional Gel-Pro
Analyzer. Se obtuvo una correlacion lineal, indicandose el valor de la pendiente y las barras
corresponden a la desviacion estandar para un n=3, con una sensibilidad de 37,5 ng/ml de
endotoxina, 6 625 pg de LPS, en valor absoluto. (1) marcador de proteinas pretefiidas de bajo rango
Rainbow® ; (2) agua bidestilada; (3)- (7): 9,4, 37,5, 150, 600 y 2400 ng/mi de LPS, respectivamente.

5.3. Remocién de LPS.
5.3.1. Remocion de LPS desde soluciones no proteicas.

Usando las inmunoglobulinas G anti-LPS, purificadas desde el suero policlonal
de conejo, se disefid una columna de remocién por inmunoafinidad. Esta fue probada
usando soluciones con distintas concentraciones de LPS comercial (Sigma, USA). La
cromatografia se realizd usando 2ml de LPS 1 ug/ml y siguiendo el protocolo descrito
en la seccién 4.2.2. La Figura 10 muestra el IWB que se realiz6 como control de la

cromatografia para detectar el LPS presente en la solucion original (carril 1), en las
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fracciones del frente (carriles 3-4), del lavado (carriles 5-6) 6 eluidas con Buffer Glicina-

Triton X-100 (carriles 7-9).
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Figura 10. Deteccién de LP$ removido por columna de inmunoafinidad. La columna fue
cargada con 2mi de LPS 1 pg/ml y se retroalimento 4 veces. Luego la columna se lavé con PBS vy el
LPS fue eluido con Buffer Glicina-Tritén. La deteccion de LPS se hizo con anticuerpos anti-LPS. (1)
solucion de LPS previa a cromatografia; (2) marcador de proteinas pretefiidas de bajo rango
Rainbow® ; (3-4) frente, (5-6) lavado, (7-9) fracciones eluidas con Buffer Glicina-Triton, pH 2,5.

5.3.2. Remocion de LPS desde soluciones proteicas.

5.3.2.1. Remocion de LPS presente en solucion de BSA.

Para realizar este ensayo se prepard 2 ml de PBS 1x conteniendo 0,5mg/mi de
BSA (proteina comercial). La proteina contienes 2EU/m| (<200 pg/ml), de endotoxina
segun indicaciones del fabricante. Ademas, a esta solucién se agreg6 LPS comercial
(Sigma, USA) de modo que su concentracion final fuera de 1 ug/ml. Esta solucién fue
cargada en la columna y retroalimentada 4 veces. La Figura 11 muestra el resultado
del IWB para las fracciones obtenidas de esta cromatografia, se ensayé por separado

la presencia de LPS (Figura 11A) y de BSA (Figura 11B). En ambos casos el carril 1
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corresponde a la solucion de BSA-LPS previa al tratamiento; los carriles 3-4, frente; el

5, lavado y 6-10 a las fracciones eluidas con Buffer Glicina-Triton.
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Figura 11. Remocién de LPS, mediante inmunoafinidad, desde una solucién proteica. Se
cargd en la columna 2ml de una solucién de BSA 0,5mg/ml y LPS 1pg/ml. Para detectar la presencia
de LPS se usé inmunoglobulinas G purificadas desde suerc policlonal anti-LPS (A) y la presencia de
BSA se detectd con suero de conejo anti-BSA (B). Luego ambos antigenos fueron revelados usando
anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a fosfatasa alcalina. (1) Solucién de BSA-LPS
previa a tratamiento; (2) marcador de proteinas pretefiidas de bajo rango Rainbow® en A y marcador
pretefiido proteina bajo rango en B; (3-4) frente; (5) lavado y (6-10) fracciones eluidas con Buffer
Glicina-Tritén.

La determinacion de la concentracion de BSA en el frente se hizo por el método
de Bradford (seccion 4.1.3.2). Las fracciones del frente (Figura 11B, carriles 3 y 4), de
1,25 ml cada una, tenian una concentracion de 0,36 mg BSA/ml. La fraccién 3 (primer
lavado), tuvo una concentracion de proteina bajo la sensibilidad de la técnica (<0,2 mg
BSA/ml) (Figura 11B, carril 5). El total de proteina recuperada fue 0,9 mg BSA.

Para determinar la concentracion remanente de LPS en las fracciones con
mayor concentracion de BSA se usd, como primera aproximacion, el método de IWB
desarrollado en esta Memoria de Titulo, seguido de determinacion por método LAL. La
figura 12 muestra la deteccion de LPS presente en la solucion de BSA/endotoxina
previo al tratamiento (Figura 12, carril 1) y luego de remover el LPS (Figura 12, carril

3), los carriles 4-6 de la misma figura corresponden a 400, 100 y 25 ng de LPS/ml,
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respectivamente. Con estos resultados se verificd que la concentracion de LP3S
presente en la preparacion de BSA disminuy6 desde 1 ug/ml hasta menos de 25 ng/ml
(equivalente a una eficiencia de purificacién de 97,5%). Al analizar la presencia de LPS
en la proteina recuperada, por el método LAL, se determiné para el frente (Figura 11A,
carriles 3 y 4) una concentracion de endotoxina de 250 y 177EU/ml (equivalente a 25 y
17 ng/ml), respectivamente, con esto se comprueba una eficiencia de remocion entre
97,5% vy 98,3%. . El resto de las fracciones no fueron analizadas por LAL, debido al

costo de cada analisis.

Figura 12. Remocién de endotoxina desde una solucién proteica por una columna de
inmunoafinidad anti-LPS. Se analizé por IWB la presencia de endotoxina presente en la solucion
de BSA/LPS previo a la cromatografia, y una de las fracciones del frente. Todas las muestras fueron
tratadas previamente con Proteinasa-K. (1) Solucion de BSA-LPS previa a tratamiento; (2) marcador
de proteinas pretefiidas de bajo rango Rainbow® ; (3) frente y (4-8) soluciones de LPS de 400, 100 y
25 ng/mil.

5.3.2.2. Remocion de LPS presente en solucién de rTcCRT.
Se usOd una solucién de proteina recombinante de interés para nuestro
laboratorio (rTcCRT). La preparacion de esta proteina se describe en la seccion 4.2.4.

El ensayo se realizé usando 2,5 ml de una solucién de 0,87 mg/ml de rTcCRT, con
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concentracion desconocida de endotoxinas. La solucién se cargé en la columna y fue
retroalimentada 4 veces. La Figura 13 muestra el IWB para la deteccién de LPS
(Figura 13A) y la deteccion de rTcCRT (Figura 13B), en las distintas fracciones
obtenidas desde la cromatografia. En Ay B, el carril 1 corresponde a la solucion previa
al tratamiento, los carriles 3-4, al frente; el 5, al lavado y 6-9 a las fracciones eluidas.

El carril 10 corresponde a PBS 1x en A y a Buffer Glicina-Tritdn en B.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 10
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Figura 13. Remocion de LPS presente en solucién de rTcCRT, mediante inmunoafinidad.
Se cargd en la columna 2,5mi de una solucién de rTcCRT ©,87 mg/ml. Para detectar la presencia de
LPS se uso inmunoglobulinas G purificadas desde suerc policional anti-LPS (A). rTcCRT se
determind usando anticuerpo monoclonal (E2G7). {1) rTcCRT previo a tratamiento; (2) marcador de
proteinas pretefiidas de bajo rango Rainbow® en A y marcador de proteinas pretefiidas de amplio
rango en B; (3-4), frente 1 y 2 respectivamente; (5), lavado; (8-9), fracciones eluidas y (10), PBS 1x
en Ay Buffer Glicina-Triton en B.

Se determind por método de Bradford (seccién 4.1.3.2), la concentracion de
rTcCRT en ias fracciones correspondientes al frente 1 (0,43 mg/ml), frente 2 y eluidas
(<0,2 mg/ml) (Figura 13B, carriles 4, 3 y 5-9, respectivamente). El total de proteina
recuperada fue de 0,99 mg.

L.a determinacion de la concentracién remanente de LPS en las fracciones con

mayor concentracion de rTcCRT se hizo con el método de IWB desarrollado en esta
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Memoria de Titulo, seguido de determinacion por método LAL. La figura 14 muestra la
deteccion de LPS presente en la solucidén de rTcCRT previo al tratamiento (Figura 14,
carril 1) y luego de remover el LPS (Figura 14, carril 3), los carriles 4-6 de la misma
figura corresponden a 25, 100 y 400ng/ml de LPS comercial, respectivamente. Con
estos resultados se determiné que la concentracion de endotoxina presente en la
preparacion de rTcCRT disminuyd su concentracion desde 200 ng/ml a menos de 25
ng/ml (equivalente a una eficiencia de 87,5%). Al determinar la concentracion de LPS
por el método LAL, en la proteina recuperada en la fraccion correspondiente al frente 1,
se establecid que correspondia a 350EU/ml (equivalente a 35 ng/ml), con esto la
eficiencia alcanzaria a 82,5%. El resto de las fracciones no fueron analizadas por LAL,
debido al costo de cada analisis y a que poseian una cantidad despreciable de

proteina.

Figura 14. Eficiencia de una columna de inmunoafinidad anti-LPS para remover la
endotoxina desde una solucién proteica. Se analizé por IWB la presencia de endotoxina presente
en la solucion de rTcCRT previo a la cromatografia y una de las fracciones del frente. Todas las
muestras fueron tratadas previamente con Proteinasa-K. (1) Solucion de rTeCRT previa a
tratamiento; (2) marcador de proteinas pretefiidas de bajo rango Rainbow® ; (3) frente y (4-6)
soiuciones de LPS de 25, 100 y 400ng/ml.
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5.4. Reconocimiento de LPS de otras bacterias Gram-negativas.

Finalmente, se determiné la capacidad de las Inmunogiobulinas G, purificadas
desde un suero de conejo anti-LPS, de reconocer LPS de otras bacterias Gram-
negativas. Es necesario indicar que la inoculacién de los conejos para la generacion
del suero anti-LPS se realizé usando como antigeno LPS comercial de Escherichia coli
(026:B6, Sigma, St Louis, MO, USA). La Figura 15 muestra el resultado para el IWB
de deteccion de LPS presente en cultivos O.N. de 3 bacterias Gram-Negativas
distintas. El reconocimiento es positivo para las 3 bacterias estudiadas: Salmonella

typhi en carril 2, Salmonella typhimurium en carril 3 y Shigella flexneri en carril 4.
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Figura 15. Anticuerpos lapinos anti-endotoxina reconocen LPS en otras tres especies
bacterianas. Se estudié el reconocimiento de endotoxina proveniente de otras bacterias Gram-
Negativas: (1) marcador pretefido proteina de bajo rango Rainbow™; (2) Salmonella typhi (3)
Salmonella typhimurium vy (4)Shigella flexneri. Las proteinas fueron digeridas usando Proteinasa K.
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6. DISCUSION

Las endotoxinas han demostrado ser contaminantes frecuentes en
preparaciones de proteinas recombinantes producidas en bacterias asi como las
provenientes de otras fuentes. La Biotecnologia nos ha otorgado la capacidad de
buscar nuevos tratamientos para enfermedades, y la eficacia de sus técnicas nos
permite que estos tengan la pureza requerida y estén libres de agentes que puedan

provocar efectos no deseados o toxicos.

Con este plan en mente hemos propuesto desarrollar un método que nos
permita remover el LPS presente en soluciones proteicas, con las menores pérdidas
posibles. Para esto, la inmunoafinidad ofrece posibilidades interesantes, por su relativa
simplicidad y bajo costo. También, hemos propuesto usar los mismos anticuerpos para
desarrollar un método que permita la deteccién de picogramos por ml de LPS de
manera cualitativa y cuantitativa, y que sea mas conveniente que el ensayo LAL, el

mas usado en la actualidad, a pesar de su elevado costo.

En primer lugar, fue necesario titular los sueros lapinos anti-LPS, en ensayos
tipo ELISA directo (Figura 2), se probaron todos los sueros disponibles en idénticas
diluciones. Se obtuvo un mejor reconocimiento del LPS con el suero 34, representado

por una mayor absorbancia (405nm), ademas que teniamos més volumen disponible.

En este trabajo definiremos, como titulo de un suero inmune, aquella dilucidn

que genera una sefal estadisticamente superior a aquella generada por su contraparte
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preinmune, probada en la misma dilucion. Se determino el titulo del suero seleccionado
en 1/64.000 (Figura 3). La reactividad del suero con una concentracion de 10ug/ml de
LPS fue similar a aquella obtenida con 5ug/ml de la endotoxina, mientras que con
1ug/ml las sefiales obtenidas fueron marginales. Por ello, se decidié trabajar con

5ug/ml de LPS, para no afectar la sensibilidad y rendimiento de los ensayos. Para los
objetivos deseados, se probo en ELISA de competencia (Figura 4) que es posible
suprimir el reconocimiento del LPS presente en fase sélida al incubar los anticuerpos

previamente con LPS en fase fluida.

Para evitar alteraciones mediadas por otras proteinas existentes en el suero
(principalmente complemento), se purificé las inmunoglobulinas G. Para verificar que
las inmunoglobulinas purificadas conservaron su funcionalidad, se realizé un ELISA
directo contra LPS (Figura 5). Asi se obtuvo IgG total con pureza superior al 90%
(Figura 5, A y B) y con reactividad frente a LPS de fase sdlida (Figura 5C). Las Ig G
purificadas tuvieron un titulo de 1/64000 (Figura 6A) y la dilucién para realizar los
ensayos de inhibicion se estandarizd en 1/1500, suficiente para generar el 70% de la
reactividad maxima. Se determind |la presencia de la endotoxina en preparaciones con
concentraciones conocidas y se obtuvo linealidad entre 1ug/ml y 62,5 ng/ml, cuando se
uséd un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa (Figura 6B). Con la purificacion
de las IgG se mejoré la sensibilidad en un orden de magnitud, ya que en la primera
aproximacion con el suero completo se obtuvo una sensibilidad de deteccién de LPS
de 0,6ug/ml. Aunque los valores de la curva estandar son aplicables a soluciones con
concentraciones de LPS superiores a lo recomendado por las farmacopeas

disponibles, son utiles para cuantificar importantes remociones de la endotoxina.
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Con el fin de mejorar la sensibilidad de la técnica se decidid usar el mismo
ensayo, pero usando un anticuerpo secundario conjugado a biotina, seguido de una
incubacion con estreptavidina-peroxidasa. Asi, esperabamos aumentar la sensibilidad
por lo menos en un orden de magnitud, pero la linealidad solo se obtuvo entre 1ug/ml
y 31,3ng/ml. Este aumento no permite cumplir con las metas propuestas pero, sin
duda, este sistema se puede usar como una primera aproximacion de la concentracion

de LPS en muestras problemas.

Como consecuencia de la sensibilidad limitada del ELISA desarrollado,
recurrimos a la tincién de LPS con plata en los geles o transferencia a membrana de
PVDF, la que tiene la capacidad de unir sitios hidrofébicos de proteinas y otras
moléculas. Al revelar la membrana por IWB es posible detectar el LPS (Figura 7) vy,
mediante el uso de un programa computacional (Gel-Pro Analyzer), se verificé la
correlacion entre la concentracion de LPS y la densidad promedio de banda (Figura 8),
obteniéndose en este caso linealidad entre 250pg/ml y 10ug/ml, como una primera
aproximacion. En un segundo ensayo se consiguid linealidad entre 2,4pug/ml y
37.,5ng/mi (Figura 9). Este ultimo valor corresponde a la sensibilidad obtenida, similar a
la obtenida por ELISA (62,5ng/ml), pero este procedimiento tiene un costo econémico
inferior al ensayo inmunomeétrico y al LAL, y la visualizacién del LPS no es interferida

por proteinas.

Para verificar que las inmunoglobulinas purificadas remueven LPS de E. coli,

desde distintas soluciones, se monté una columna de extraccién por inmunoafinidad
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con un volumen de 1ml. Las Inmunoglobulinas G, previamente purificadas desde suero
policlonal anti-LPS, fueron conjugadas a Sefarosa activada con Bromuro de
Cianogeno. La columna fue ensayada en diversos protocolos de extraccion de LPS.
La mayor eficiencia se obtuvo retroalimentando la columna cuatro veces con la fase
movil obtenida.

La cromatografia removid aproximadamente 2ug totales de LPS. Si
consideramos el limite de sensibilidad de nuestro sistema de deteccion de endotoxina
(37,5 ng/ml), podemos asegurar que la eficiencia de remocién fue de al menos un 96%
(Figura 10, carril 1 versus 3). La columna fue adecuadamente regenerada tratandola
con Buffer Glicina-Tritén (seccion 4.3.1) y verificando la presencia de la endotoxina

eluida mediante IWB (Figura 10, carril 7).

En vista de los resultados positivos obtenidos, se procedid a probar el
comportamiento de la columna de inmunoafinidad en presencia de proteina (BSA 0,5
mg/ml y LPS 1 ug/ml). En estas condiciones, la columna mostrd una eficiencia de
remocion inferior a la obtenida en ausencia de proteinas (Figura 11A, carril 4). Una
parte del LPS no se retuvo en la columna, por saturacion de ésta y/o por interacciones
hidrofébicas entre la endotoxina y el BSA. La proteina no mostrd afinidad por la fase
estacionaria (Figura 11B, carriles 6-8). La recuperacién medible de la proteina fue
cercana al 90%, incluso superior a lo descrito (Anspach & Hilbeck, 1995). En cuanto a
la cantidad de LPS remanente en la solucién proteica, ésta se cuantificd en una
primera instancia por el método desarrollado en esta Memoria de Titulo (Figura 12) y
posteriormente por ensayo LAL. La primera aproximacion, usando IWB, para el frente,

determiné una concentracion de LPS <25 ng/ml (< 250 EU/mI). La determinacion de
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LPS en esta misma muestra, pero por método LAL, arrojé 25y 17 ng/ml de LPS para el
frente 1y 2 (Figura 11, carril 3 y 4), que corresponde a 250 y 170 EU/ml. De este modo
verificamos que el método desarrollado en esta Memoria de Titulo se aproxima

bastante bien al método convencional, con algunas ventajas de costo.

Nuestro Laboratorio de Inmunologia de la Agresién Microbiana (LIAM) investiga
los términos celulares y moleculares mediante los cuales la proteina chaperona
calreticulina (TcCRT) participa en la relacion Trypanosoma cruzi / hospedero mamifero.
Se han descrito variadas funciones para CRT de mamiferos (Eggleton & Michalak,
2003), caracteristicas compartidas por TcCRT (Ferreira y col, 2004). En estos trabajos
se utiliza principalmente la versién recombinante de la proteina parasitaria (rTcCRT),
generada en E. coli. Al ensayar la efectividad de remocion de LPS desde una solucién
de rTcCRT (Figura 13), ésta fue reconocida o interactué no especificamente con las
Inmunoglobulinas conjugadas a la fase estacionaria, desde la cual se eluyeron
multiples fragmentos de rTcCRT, incluida una banda de 19kDa (Figura 13A), muy
probablemente derivada de la proteina recombinante, dada su sensibilidad a
proteinasa K. La columna también removi6 una proporcion menor de una proteina de
54kDa, posiblemente correspondiente a la proteina no degradada (Figura 13B). En
esta cromatografia la pérdida de rTcCRT fue de un 45%. Una posible explicacion para
este hecho esta fundamentada en las caracteristicas de TcCRT, principalmente en su
capacidad de chaperona (Michalak y col, 1999), lo que podria provocar que se
adhieran a inmunoglobulinas de la columna, quedando retenidas en esta fase.
Tambiéen, se puede explicar por un fenémeno visto para algunas chaperonas las que
son capaces de unir especificamente LPS (Reed y col, 2003), de este modo parte del

LPS que se observa en las soluciones proteicas se explicaria por su unién a rTcCRT y
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las proteinas que quedaron retenidas a la matriz se deberia presumiblemente a su
interacciéon con el LPS adsorbido o a la unién a las proteinas presentes en la matriz.
Alternativa o concomitantemente, los anticuerpos anti-LPS reconocerian epitopos
presentes en rTcCRT. Finalmente, se ha descrito que LPS, por ser electronegativo,
establece puentes de Ca™ con “calcium-binding proteins” (Petsch & Anspach, 2000).
La concentracion de LPS remanente en la solucion proteica recombinante fue
<25ng/ml (<250 EU/mI) (IWB, Figura 14, desarrollado en el contexto de esta Memoria
de Titulo). La determinacion de la concentracion remanente por LAL sefiald, sin
embargo, que ésta alcanza a 35ng/ml (350EU/mI). Aparte de las variaciones
experimentales esperables, en esta diferencia podria participar también la conversion
de unidades, ya que mientras el método LAL determina concentraciones en EU/m, el
método de IWB lo hace en ng/ml, los que luego son convertidos a EU/mI, usando un
valor estandar convencional de 1EU/ml = 100pg/ml de endotoxina. Por otra parte, como
fue sefalado en un principio, la actividad endotoxica del LPS varia de una cepa
bacteriana a otra, y en este caso se ensay6 una cepa distinta a la del estandar LAL.
Cuando la proteina recombinante es recién purificada alcanza una concentracién de
hasta 2.500EU/mg de TcCRT. En este caso particular, la concentracién de LPS previo
al tratamiento era de 200ng/ml y disminuyé a 35ng/ml, por lo que se consigue una

disminucién cercana al 80% del LPS.

Dadas las diferentes eficiencias de remocién de endotoxina, dependientes de la
proteina acompafnante, es recomendable probar cada proteina, en un experimento
analitico piloto. Los resultados presentados aqui sefialan una medida de cautela para
extrapolar el procedimiento inmunocromatografico de remocién de endotoxina a otras

proteinas.
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Los anticuerpos anti-LPS de E. coli, generados en nuestro laboratorio, detectan
tambieén LPS de otras especies bacterianas Gram negativas (Figura 15), lo que amplia

el potencial uso de la tecnologia propuesta aqui.

Finalmente y en sintesis, en esta Memoria de Titulo, he propuesto la
estandarizacion de un sistema cromatografico de inmunoafinidad, para remover
endotoxina desde soluciones proteicas, en particular recombinantes. Se obtuvo
eficiencias de remocion cercanas al 90%, dependiendo de las propiedades de la
proteina que acompafia al LPS. Obviamente, el método sera de mayor utilidad cuanto
mayor sea la actividad biolégica de la proteina, pues permitira trabajar con ella a altas
diluciones, situacién en que el LPS remanente post-cromatografia puede ser
irrelevante e incluso estar en los niveles aceptables por la farmacopea internacional.
Mas aun, es probable que en soluciones de baja concentracién de LPS se alcance
niveles porcentuales de purificacién superiores, dada la posibilidad que, a

concentraciones altas, la columna se sature.
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