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DESCRIPCION
Procedimiento de aislamiento de endotoxinas

La invencion tiene como objeto un nuevo procedimiento de extraccién de endotoxinas a partir de bacterias, en
particular de bacterias Gram negativas, asi como el uso de este procedimiento para preparar composiciones que
comprenden las endotoxinas o sus derivados y destinadas al uso humano o animal (uso cientifico, médico...).

Las endotoxinas son potentes estimuladores del sistema inmunitario (induccion de interleuquinas, TNF, NO...). Son
los constituyentes principales de las membranas externas de las bacterias Gram negativas. Las endotoxinas son
mezclas de lipopolisacaridos o LPS.

Entre las colonias bacterianas se distinguen principalmente dos categorias: las llamadas de tipo S, por “smooth”
(lisas), que se refiere al aspecto liso de la colonia; las llamadas de tipo R, por “rough” (rugosas), cuyo término se
refiere a la morfologia rugosa de la colonia. Existe también una tercera categoria llamada SR por “semirough”
(semirrugosa).

La estructura de los LPS que constituyen las endotoxinas bacterianas es diferente segun se trate de bacterias de
tipo R 0 S. Los LPS estan constituidos por un dominio lipidico, llamado lipido A y una cadena de polisacérido,
llamada nucleo, unida al lipido A.

Los LPS de tipo S constan ademas de una cadena antigénica llamada de tipo O. Los LPS de tipo R no constan de
esta cadena antigénica de tipo O. Los LPS de tipo SR constan de una sola unidad de la cadena antigénica de tipo O.

La presente invencién se refiere méas en particular al aislamiento de endotoxinas a partir de un cultivo bacteriano de
tipo R, y en su caso, de tipo S-R. Sin embargo, también se puede aplicar a cultivos bacterianos de tipo S.

En los procedimientos de la técnica anterior, las endotoxinas bacterianas se aislaban por extraccion mediante una
mezcla de disolventes que podia ser una mezcla de fenol y agua o una mezcla de cloroformo, éter de petréleo y
fenol. Estos procedimientos presentan el grave inconveniente de usar disolventes toxicos y por lo tanto conllevan
riesgos sanitarios para las personas que los manejan. También existe un procedimiento de extraccion con &cido
tricloroacético, sin embargo, este procedimiento implica demasiada contaminacion para ser considerado
satisfactorio.

Ademas, los restos de disolventes toxicos en los extractos bacterianos de endotoxinas hacen que no sean
adecuados para la administracion humana o animal asi como para el uso en experimentos cientificos. Por dltimo, la
eliminacion de estos residuos de disolventes tdxicos constituye una etapa dificil y costosa del procedimiento de la
técnica anterior.

El documento de Caroff, M. y Karibian, D. “Several uses for Isobutyric Acid-Ammonium Hydroxide solvant in
endotoxin analysis” Applied and Env. Microbiol. 56: 1957-1959 (1990), describe el uso de una mezcla de disolventes
de acido isobutirico y NHsOH molar (5:3), para determinar la pureza de endotoxinas bacterianas por cromatografia,
asi como para diferenciar las endotoxinas bacterianas procedentes de diferentes cepas.

Este documento describe también un procedimiento de purificacién de endotoxinas naturales a partir de endotoxinas
aisladas siguiendo uno de los procedimientos tradicionales de extraccion con fenol en una primera etapa. En la
segunda etapa de este procedimiento, las endotoxinas se purifican por extracciéon con una mezcla de disolventes de
acido isobutirico / NH4OH molar (5:3).

El extracto se centrifuga y se recupera el liquido sobrenadante.

Se evaporan los disolventes. La endotoxina se recupera por trituracion con etanol.

Por la lectura de este documento, el experto en la materia comprendera que la extraccion con fenol constituye la
primera etapa ineludible de cualquier procedimiento de aislamiento de endotoxinas bacterianas.

El documento de Thérisod, H., Labas, V. y Caroff, M. “Direct microextraction and analysis of rough-type

lipopolysaccharides by combined thin-layer chromatography and MALDI mass spectrometry”. Anal. Chem. 73: 3804-
3807 (2001), describe un procedimiento de aislamiento de endotoxinas bacterianas, directamente a partir de
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bacterias, por cromatografia en placa de silice, usandose como eluyente la mezcla de disolventes de acido
isobutirico / NHsOH (5:3).

Sin embargo, la cromatografia en placa de silice y la extraccion con disolventes, son dos técnicas de separacion
muy distintas y no existe una correlacion entre los resultados obtenidos por estas dos técnicas.

Ademas, los autores de la invencion han descubierto sorprendentemente un procedimiento nuevo de aislamiento de
endotoxinas (o lipopolisacaridos) bacterianas directamente a partir de bacterias.

El procedimiento de acuerdo con la invencion se caracteriza porque:
- el producto de partida es un conjunto de células bacterianas, o un liquido sobrenadante de cultivo;

- en una primera etapa, las células bacterianas o el liquido sobrenadante de cultivo, se suspenden en una mezcla de
disolventes constituida por:

- de 10 a 90%, preferiblemente de 30 a 70%, de un disolvente elegido de: acidos alifaticos lineales o
ramificados que comprenden de 3 a 6 atomos de carbono,

- de 90 a 10%, preferiblemente de 70 a 30%, de una disolucion acuosa basica de una amina alifatica
que comprende de 0 a 12 atomos de carbono,

- y el conjunto se agita para dar una disolucién en la que las particulas estan en suspension,

- en una segunda etapa, las particulas en suspension se separan de la disolucién:

- sea por filtracién de la composicion,
- sea por centrifugacién y recuperacion del liquido sobrenadante,
- sea por centrifugacion seguida de filtracién del liquido sobrenadante;

- en una tercera etapa, los disolventes se eliminan del liquido sobrenadante o del filtrado por cualquier medio
conocido por el experto en la materia tal como, en particular: didlisis, filtracion/lavado, precipitaciéon de los LPS, por
ejemplo, por adicién de etanol.

El procedimiento de acuerdo con la presente invencidén, presenta numerosas ventajas en relacion con los
procedimientos de la técnica anterior. Es rapido: la extraccién de las endotoxinas se hace en 12 a 24 horas o menos,
mientras que en los procedimientos de extraccion con fenol, la etapa de extraccion duraba al menos una semana.
Este método no usa silice, es méas sencillo llevar a cabo, en particular a escala industrial.

Este método no usa disolventes toxicos, por lo tanto no es peligroso para las personas que lo llevan a cabo.

Es muy selectivo.

Los rendimientos son de 2 a 10 veces mayores que los obtenidos por los métodos de la técnica anterior para las
bacterias ya ensayadas.

Los tratamientos enzimaticos habituales con ADNasa, ARNasa y proteasa, usados normalmente para eliminar los
contaminantes de ADN, ARN, péptidos y proteinas residuales, en general no son necesarios.

Ademas, la ausencia de disolventes tdxicos, la rapidez y los buenos rendimientos del procedimiento de la invencién
permiten contemplar su extrapolacién a la escala industrial.

Por dltimo, numerosos articulos recientes demuestran que algunos LPS comercializados actualmente y obtenidos
por extraccién en un sistema de fenol/agua, son portadores de contaminantes que los convierten en inutilizables en
experimentos cientificos. Los LPS obtenidos por el procedimiento de la invencion presentan la ventaja de no ser
portadores de contaminantes.

Entre los acidos alifaticos que se pueden usar en la presente invencion, se elige preferiblemente un acido

ramificado. Se prefieren los acidos alifaticos que comprenden 4 atomos de carbono, tales como los acidos butirico e
isobutirico. El acido alifatico usado preferiblemente en la presente invencion es el acido isobutirico.
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Entre las aminas alifaticas que se pueden usar en la presente invencion, se pueden citar en particular: amoniaco,
diisopropiletilamina, trietilamina. Se elige preferiblemente amoniaco o trietilamina. Las aminas alifaticas se usan en
disolucién acuosa en una concentracion de 5 a 20%, preferiblemente, una concentracién de aproximadamente 10%.

La composicién que resulta de la primera etapa es una composicion heterogénea que consta por una parte de
particulas de restos celulares en suspension, por otra parte de las endotoxinas bacterianas en disolucién en la
mezcla de disolventes.

La eliminacion de las particulas de restos celulares por filtracién y/o centrifugacién permite aislar las endotoxinas.

Si se desea purificar las endotoxinas de posibles restos contaminantes, se puede extraer la composicion procedente
de la tercera etapa del procedimiento de la invencion (dializado o precipitado de LPS que se vuelve a recoger en
agua) mediante metanol o una mezcla de cloroformo y metanol para eliminar, en particular, los restos fosfolipidicos o
lipoproteicos contaminantes.

Segun el uso que se desee, se pueden conservar las endotoxinas procedentes del procedimiento de la invencién en
disolucién acuosa, o liofilizarlas con el fin de almacenarlas en forma de polvo, teniendo la ventaja esta ultima
solucion de facilitar su manipulacién y su dosificacion.

Las células bacterianas usadas como producto de partida son preferiblemente células Gram negativas. Sin embargo,
se puede considerar igualmente el uso del procedimiento de acuerdo con la invencién para purificar otros
fosfoglicanos o lipoglicanos aislados de otros tipos de bacterias, en particular con fines de vacunas.

Las células usadas preferiblemente en el procedimiento de la invencién son: Bordetella pertussis, Escherichia Coli,
Bordetella parapertussis, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus.

Las células bacterianas en general se obtienen por centrifugacién de un medio de cultivo y recuperacion del
sedimento bacteriano. Sin embargo, durante esta operacion de centrifugacion se puede recuperar un liquido
sobrenadante que puede ser rico en lipopolisacaridos y puede constituir un producto de partida para la aplicacion del
procedimiento de la invencion.

Las mezclas de disolventes usadas preferiblemente son: acido isobutirico y amoniaco en disolucion acuosa molar o
trietilamina en disolucion acuosa al 10% (porcentaje en volumen).

Preferiblemente, se usa una mezcla de acido isobutirico y amoniaco en disolucién acuosa molar en una relaciéon en
volumen de 5/3, o una mezcla de acido isobutirico y trietilamina en disolucién acuosa al 10% en una relacion
volumétrica de 5/3.

Ventajosamente, la agitacion correspondiente a la primera etapa del procedimiento de la invenciéon dura de 5 a 15
min. Todavia mas ventajosamente de 10 a 15 min.

Preferiblemente, la filtracion se hace sobre un soporte con una porosidad de 0,1 a 2 um.
Todavia més preferiblemente, de 0,2 a 0,45 um.

Cuando se centrifuga la mezcla procedente de la primera etapa, esta centrifugacion se hace preferiblemente en las
siguientes condiciones: de 1500 a 3000 g, durante 10 a 20 min a temperatura ambiente. Preferiblemente 2000 g
durante aproximadamente 15 min.

El procedimiento de acuerdo con la presente invencion permite obtener las endotoxinas de forma rapida, con
rendimientos muy buenos y sensiblemente exentas de contaminantes biolégicos o de disolventes. Todas estas
propiedades permiten considerar aplicaciones que hasta ahora dificilmente se podian llevar a cabo.

En concreto, la preparacion de composiciones destinadas a la administracion humana o animal. Debido a la
toxicidad de los disolventes usados en la técnica anterior y a las dificultades de purificacién que conllevan, dichas
aplicaciones no eran factibles. Gracias al procedimiento de la invencién, ahora se pueden preparar composiciones,
en particular composiciones terapéuticas, que se pueden administrar a seres humanos o animales (siempre que las
propias moléculas no sean téxicas) por cualquier via: oral, inyeccion, aplicacion sobre la piel o las mucosas.
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En particular, gracias a este procedimiento, se pueden preparar composiciones de vacuna que comprenden
endotoxinas o derivados de endotoxinas, a escala industrial.

Entre los derivados de endotoxinas se pueden citar, en concreto, endotoxinas detoxificadas, fragmentos de
endotoxinas, endotoxinas conjugadas con otras moléculas, en particular con proteinas.

El uso de endotoxinas para preparar composiciones de vacunas se cita en particular en el documento EP-976402.

Por lo tanto, la invencion tiene también como objeto un procedimiento para preparar una composicién que
comprende una o varias endotoxinas o derivados de endotoxinas, tales como, en concreto, fragmentos de
endotoxinas, endotoxinas detoxificadas, destinadas a la administracion humana o animal, caracterizado porque
comprende una etapa de aislamiento de las endotoxinas como la descrita anteriormente. En un segundo paso, las
endotoxinas aisladas se incorporan a un vehiculo adecuado, en particular un vehiculo farmacéutico adecuado. Se
pueden acondicionar también directamente en vistas a una preparacién extemporanea de la composicién destinada
a la administracién humana o animal.

Las endotoxinas pueden también comercializarse directamente para uso cientifico.
Parte experimental:

Se ponen células en cultivo siguiendo un método descrito por Di Fabio, J.L.; Caroff, M., Karibian, D.; Richards, J. C.
y Perry, M. B. FEMS Microbiol. Lett. 1992, 76: 275-281.

El experto en la materia sabe adaptar las condiciones de cultivo en funcién del tipo celular implicado.

Se suspende 1 gramo de células liofilizadas (o el equivalente de sedimento bacteriano humedo) en 50 ml de una
mezcla de acido isobutirico y NHsOH molar (5:3) y se agita suavemente mediante agitacion magnética durante 5
min. La mezcla se centrifuga a 2000 g durante 15 min a temperatura ambiente. El liquido sobrenadante clarificado
que contiene la endotoxina se filtra sobre filtro de fibra de vidrio (Whatman GF/D), y se diluye con 3 volimenes de
agua destilada y dializada. Si es necesario, se puede realizar una segunda extraccion del sedimento. El retenido de
la didlisis se filtra sobre filtro de fibra de vidrio en las mismas condiciones que antes, después se liofiliza, y se extrae
con una mezcla de cloroformo y metanol (1:2) para eliminar los posibles contaminantes de fosfolipidos. Después se
liofiliza el residuo de la extraccion. Las dos etapas de filtracién se pueden realizar sobre vidrio sinterizado (16-40 um)
recubierto de filtro de fibra de vidrio y se puede aplicar un vacio parcial para acelerar el procedimiento siempre que
se controle la calidad del filtrado por CCF.

El rendimiento es de 2 a 10% segun las bacterias.

La extraccién se realiza en 24 h. Esta duracién se puede reducir a algunas horas mediante procedimientos de
dialisis por filtracion, aplicables a escala industrial.

Estos ensayos se han realizado con éxito con bacterias del género Bordetella (B. pertussis, agente de la tos ferina, y
otras bacterias del mismo género bacteriano responsables de infecciones respiratorias). Este método también se ha
ensayado con células de Escherichia coli K 12 y de Neisseria meningitidis.

Cuando las bacterias constan de polisacéridos capsulares en gran cantidad, puede ser ventajoso eliminarlos por
lavado de las células antes de proceder a la extraccion.

En la figura 1 se ilustra una comparacién de las endotoxinas obtenidas a partir de Bordetella pertussis por el
presente método (es decir, isobutirico) y el método con fenol-agua, que representa una cromatografia en capa fina
comparativa de las endotoxinas aisladas por estos dos procedimientos. Una comparacién por SDS-PAGE, CCF y
espectrometria de masas, ha permitido verificar la eficacia del método y la integridad de las endotoxinas.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de aislamiento de lipopolisacaridos caracterizado porque:
- el producto de partida es un conjunto de células bacterianas, o un liquido sobrenadante de cultivo;

- en una primera etapa, las células bacterianas o el liquido sobrenadante del cultivo, se suspenden en una mezcla
de disolventes constituida por:

- un disolvente elegido entre: &cidos alifaticos lineales o ramificados que comprenden de 3 a 6 atomos
de carbono,

- una disolucién acuosa basica de una amina alifatica que comprende de 0 a 12 4&tomos de carbono,
en una relacién volumétrica de 1/9 a 9/1,

- y el conjunto se agita para dar una disolucion en la que las particulas estan en suspension,

- en una segunda etapa, las particulas en suspension se separan de la disolucién
- sea por filtracion de la composicion,
- sea por centrifugacion y recuperacion del liquido sobrenadante,
- sea por centrifugacion seguida de filtracién del liquido sobrenadante;
- en una tercera etapa, los disolventes se eliminan del liquido sobrenadante o del filtrado.

2. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque las células bacterianas se
eligen entre las bacterias Gram negativas.

3. Procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque las células bacterianas se
eligen entre las bacterias Gram negativas de tipo Ry S-R.
4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque las

células se eligen entre: Bordetella pertussis, Escherichia Coli, Bordetella parapertussis, Salmonella, Shigella,
Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus.

5. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque los
disolventes se eliminan del liquido sobrenadante o del filtrado por un procedimiento elegido entre: didlisis,
filtracion/lavado, precipitacion.

6. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque se
extrae la composicion procedente de la tercera etapa del procedimiento mediante una mezcla de cloroformo y
metanol.

7. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque la
mezcla de disolventes consta de:

- un disolvente elegido entre: acidos alifaticos lineales o ramificados que comprenden de 3 a 6 atomos de carbono,
- una disolucion acuosa basica de una amina alifatica que comprende de 0 a 12 a&tomos de carbono, en una relacién
volumétrica de 3/7 a 7/3.

8. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la
mezcla de disolvente se elige entre: acido isobutirico y trietilamina en disolucién acuosa al 10% con una relacion
volumétrica 5/3.

9. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la
mezcla de disolventes es una mezcla de acido isobutirico y amoniaco en disolucién acuosa molar con una relacion
volumétrica 5/3.

10. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado porque la
agitacion en la primera etapa del procedimiento dura de 5 a 15 min.
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11. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado porque la
filtracion se hace sobre un soporte que tiene una porosidad de 0,1 a 2 um.

12. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado porque la
centrifugacién se hace en las siguientes condiciones: de 1500 a 3000 g, durante 10 a 20 min a temperatura
ambiente.

13. Procedimiento para preparar una composicion que comprende uno o varios lipopolisacaridos o
derivados de lipopolisacaridos, destinada a la administracion humana o animal, caracterizado porque comprende
un procedimiento de aislamiento de lipopolisacaridos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 13, caracterizado porque la composicion es una composicion
terapéutica.
15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, caracterizado porque la composicion es una composicién
de vacuna.
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Cromatografia en capa fina comparativa dallu endotoxinas aisladas por el método antiguo
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