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RESUMEN

La Leishmaniasis es una enfermedad, provocada por parasitos del género Leishmania y
transmitida por medio de mosquitos, ésta se trata de combatir por medio de vacunas ya quesu
incidencia va en aumento. El avance tecnolégico en la ciencia permitié el desarrollo de
mejores vacunas como las de ADN que dependen de plasmidoscon un gen insertado dentro de
su estructura polinucleotidica, para codificar una proteina contra cierta enfermedad, en este
caso la Leishmaniasis; el pldsmido utilizado para esta vacuna es el pVAXI-NH36; éste
esinsertado en células de Escherichia coli y se reproduce por medio de una fermentacion,
recuperacion primaria o lisis, una recuperacion secundaria y purificacién. El método de
recuperacion primaria mas utilizado es el de lisis alcalina, para el cual es necesario establecer
un protocolo de tiempo de lisis y concentracion de NaOH dptimos. Se trabajé con una cinética
de rompimiento celular de tres molaridades de NaOH a seis tiempos de incubacién celular,
que permitié encontrar las condiciones de Optima recuperacion de pVAXI-NH36. Se
determinoé la cinética de liberacion de Proteina Total (PT) en las muestras obteniendo como
resultado que el tiempo y la molaridad del buffer no determinan la cantidad de PT liberada; se
analizé cualitativamente la cinética de recuperacion del plésmido en electroforesis en gel de
agarosa, presentando en el segundo estudio experimental mayor concentracion de pVAX1-
NH36 en lisados trabajados con alta molaridad de NaOH. Se cuantificaron las concentraciones
del plasmido por medio de HPLC con columna de interaccién hidrofébica obteniendo, en el
mismo experimental, mayor concentracion de pVAX1-NH36 a quince minutos de incubacion
con la molaridad maés alta, distinto a lo publicado por algunos autores. La cinética de
recuperacion primaria nos indica que el mejor tiempo de incubacién celular con el buffer es de

quince minutos, y la mejor molaridad de NaOH para éste es de 0.2.
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L. INTRODUCCION

La Leishmaniasis es una enfermedad causada por la infeccion de un protozoario perteneciente
al género Leishmania.Dado que el parisito se puede transmitir de insectos a mamiferos,
incluyendo el hombre; la Leishmaniasis es muy comun, sobre todo en lugares tropicales.
Varias especies de este género llegan a afectar al humano, ya sea con lesiones cutdneas que
sanansolas,hasta lesiones viscerales que resultan fatales. En el 2011 la Organizacion Mundial
de la Salud reporté una incidencia anual de 1 a 1,5 millones de casos de Leishmaniasis cutinea
y 500.000 de Leishmaniasis visceral; siendo esta Gltima la causa de muerte de un gran niimero
de personas. Gracias a la globalizacion, los constantes viajes, y la dificultad de mantener a los
mosquitos contenidos en una sola drea, el riesgo de que ésta parasitologia se siga expandiendo
cada vez mayor, por lo que se deben buscar nuevos y mejores medios para atacar y prevenir
la infeccion de estos parasitos. (Palatnik de Sousa, 2008; Berman, 1996).

Como principal medio de prevencion contra enfermedades tenemos a la vacunacion; las
vacunas sirven como agentes de baja virulencia que ayudan a preparar a nuesiro sistema
inmune contra una enfermedad especifica, generando una memoria en el sistema
inmunolégico que ayudard al mismo a reaccionar de manera vasta y oportuna si se llega a
exponer de nuevo al agente patogeno (Mota, 2009).

Tanto la terapia génica como las vacunas de ADN se han convertido muy populares en los
tratamientos para enfermedades, lo mismo en animales como humanos ya que utilizan
materiales que estin basados en genes. Esto disminuye el riesgo de infeccion para los
productores y los costos de fabricacion, son muy estables a temperatura ambiente por lo que
facilita el almacenamiento y transporte. La respuesta que generan en el organismo permite la
memoria inmunolégica.(Mota, 2009; Cames y Williams, 2007; Williams et al., 2009).

Dentro de los materiales que se utilizan en la fabricacion de vacunas de ADN encontramos a
los plasmidos, que trabajan como vectores no virales y son faciles de modificar por medio de
la ingenieria genética. (Eon-Duval et al., 2002;Diogo et al., 2005; Biombo yDoly, 1979;Fynan,
1993).

Para la produccion de ADN plasmidico (ADNp) se deben llevar a cabo varios pasos: una
fermentacién de un cultivo celular, cominmente de Escherichia coli, 1a recuperacion primaria

o lisis alcalina, la recuperacién intermedia y parcialmente purificada de ADNp y la



purificacion final por medio de cromatografia. Cada uno de estos pasos se deben llevar a cabo
de manera rigurosa y con extremo cuidado cuando se busca la produccién de plasmidos para
fines terapéuticos, ya que en este caso debemos aseguramos que éstos se encuentre libre de
proteinas de la célula hueésped, asi como de ADN cromosémico, ARN y endotoxinas. (Freitas
yPrazeres, 2008:Eon-Duval et al., 2002).

Uno de los pasos mas criticos en el proceso de produccién de ADNp es la lisis ya que
determina la concentracién de plasmido que se seguird procesando y la dificultad de
purificacion como consecuencia de la mezcla de componentes celulares que se dan durante
este proceso, ya que la bacteria se rompe liberando todo su contenido intracelular, incluyendo
el ADNp.

En la actualidad existen varios métodospara la extraccién de plasmidos: lisis por medio de
calor, agitacion mecénica, alcalina, etc. El método mas utilizado es el de la lisis alcalina que
resulta de varias modificaciones de la técnica propuesta por Brinboim y Doly en 1979. En
ésta, se resuspende a las células en buffer TE enriquecido con glucosa, se realiza la lisis con
un concentrado de NaOH y SDS para finalizar con una neutralizacion utilizando acetato de
Potasio y recuperar el ADNp por medio de centrifugaciéon para posteriormente purificarlo.
(Birnboim y Doly, 1979;Chamsart yKarnjanasorn, 2006;0'Mahony et al.. 2005).

Existe una gran diversidad de versiones de la misma técnica para la lisis alcalina originada por
Bimboim y Doly en 1979. Hay quienes usan concentraciones de NaOH de 0.1M, y hay
quienes usan concentraciones de (.2M; también existe un debate en cuanto al tiempo de
exposicion que se le deben de dar a las células con este mismo buffer con rangos desde 40
segundos (Prazeres et al., 2001), hasta 4 horas (Freitas et al., 2007), por lo que en esta
investigacién se tiene como principal objetivo encontrar una combinacién de tiempo de
exposicion y concentracion de NaOH que permita minimizar los contaminantes derivados de

la lisis, sin perjudicar la concentracién de ADNp.



II. ANTECEDENTES

IL1. Terapia Génica y Vacunas de ADN

La terapia génica consiste en la introducciéon de uno o mas genes funcionales a receptores
humanos o no humanos; constituye una gran alternativa para la prevencién, tratamiento,
diagnostico o cura contra distintos padecimientos (Prazeres et al., 2001). Inicialmente el
propésito de la terapia génica radicaba en el tratamiento de enfermedades genéticas; sin
embargo, se estd estudiando su uso contra otras enfermedades, como son los desordenes
neurodegenerativos, artritis, enfermedades vasculares, SIDA, entre otras. La terapia génica ha
tenido mayor auge en el tratamiento contra el cancer (Mhashilkar et al., 2001).

Otra manera de preparar al sistema inmune es por medio de vacunas, a fin de que su
respuestaresulte vasta y oportuna cuando el individuo sea invadido por el agente patégeno
correspondienteo sus respectivas toxinas.El disefio de mejores vacunas requiere de la
aplicacion de nuevas herramientas cientificas, porque la mayoria de los métodos tradicionales
han venido resultando poco eficientes desde hace varias décadas.Desde el punto de vista
inmunolégico, una vacuna ideal es aquella que imita a la infeccién y/o a la intoxicacion
natural, desencadenando una respuesta inmune especifica, eficiente, humoral y celular, asi
como de muy largo plazo, sin la necesidad de acompafiarla con adyuvantes o de administrar
refuerzos (Garza et al., 2007).

En el presente, las vacunas de ADN representan una alternativa para el control de varias
enfermedades, incluyendo las infecciosas (Dumonteil, 2000). Una vacuna de ADN consiste en
un polinucledtido que acarrea una secuencia que codifica un gen de interés, éste expresa una
proteina cuindo se introduce a la célula huésped; este tipo de vacuna solo presenta
componentes seleccionados de un patdgeno al sistema inmune, lo que lo hace altamente
especifico (Schalk et al., 2001).

Las vacunas de ADN pueden llegar a conferir una proteccion a largo plazo para enfermedades
infecciosas dado a que el antigeno es producido constantemente por el gen en cuestién, sin
necesidad de estarlos inyectando constantemente. La proteina expresada no solo codifica para

la respuesta inmune primaria, sino también a la respuesta inmune secundaria,




permitiendo la memoria inmunitaria (Kelly, 2003), propiedad que comparten con las vacunas
de microorganismos vivos atenuados, pero sin el riesgo de contagio al productor, ni el de
mutacion o reversion patogena (Schalk et al.,2001).

La mayor preocupacion respecto a este tipo de vacunas, es la integracién del ADN inyectado
al genoma del paciente, sin embargo se han realizado muchos estudios que demuestran que es
muy raro o casi improbable que esto suceda, el mismo caso para la generacién de
enfermedades autoinmunes (Dumonteil, 2007).

Estas vacunas son faciles de producir y de bajo costo ya que se utiliza un proceso genérico
para su produccién. También, son muy estables, lo que facilita el almacenamiento y
distribucion de estas vacunas. Por todas estas ventajas y propiedades, se esté investigando este
tipo de vacunacion para enfermedades como tuberculosis, malaria, SIDA, influenza, virus de
papiloma, Leishmaniasis, algunos canceres, etc. (Dumonteil, 2000).

IL.2. Plismidos

Las vacunas de ADN necesitan de vectores que transporten los genes terapéuticos que se desea
introducir al organismo, para esto existen vectores virales y no virales. Dentro de los virales se
encuentran los retrovirus, adenovirus y otros sistemas que presentan algunos problemas, sobre
todo de seguridad tanto al productor como al paciente. Los vectores no virales, como los
plasmidos, son mucho mds seguros y faciles de producir a gran escala, la inyeccién de este
agente no viral genera una respuesta humoral y celular en el sistema inmune del paciente,
caracteristicas deseadas en la vacunacién (Prazeres et al., 2001).

I1.2.1 Caracteristicas

Los plasmidos son anillos pequefios formados por dobles cadenas de ADN, cada una de éstas
es un polimero lineal de desoxirribonucleétidos ligados entre si por enlaces fosfodiester. A
pH>4 los grupos fosfatos son ionizados y cada nucledtido contribuye con una carga negativa a

la carga total de la molécula. Por lo tanto, los écidos nucléicos son moléculas polianidnicas




con una carga neta igual al nimero de nucleétidos (Ferreira, 2005). Las bases aromaticas de
los nucledtidos en el ADN, que tienen caracter hidrofébico, estin orientadas a la parte interna
de la molécula, perpendiculares a la cadena de aziicar y fosfato, y apiladas una sobre la otra en
el eje de la hélice.

Los plasmidos son replicones que son heredados establemente en un estado extracromosomal
Yy se encuentran regularmente en una gran variedad de bacterias (Primrose et al., 2002). El
ADNp es altamente isomorfico (Fig. 1), sus diferentes formas aisladas corresponden a
estructuras moleculares distintivas e interconvertibles (Ferreira, 2005). La mayoria de los
plasmidos existen como moléculas circulares de ADN de doble cadena.

Si ambas cadenas de ADN son circulos intactos, las moléculas son descritas como circulos
covalentemente cerrados o ccc pDNA. Si solamente una cadena estd intacta, entonces las
moléculas se describen como circulos abiertos ocpDNA (de sus siglas en inglés). Cuando son
aislados de las células, los plasmidos covalentemente cerrados, presentan frecuentemente una
deficiencia de giros en la doble hélice, y su configuracién es super-enrollada. No todos los
plasmidos existen como moléculas circulares, pueden presentarse como moléculas lineales
(Primrose et al., 2002).

Figura 1. Isoformas de los plasmidos: circular abierto (OC), super-enrollado (SC) y lineal (L).
(Adaptado de Molloy et al., 2004)




Los genes codificados en estos plasmidos se encuentran bajo el control de promotores, casi
siempre de origen viral. Los promotores son secuencias cortas de ADN, a las cuales se le unen
diversos factores de transcripcién que ayudan a guiar y activar a las polimerasas que se
encuentran en la mayor parte de las células eucariotas. Seguido de los promotores
encontramos las secuencias de ADN que codifican para la sintesis del antigeno de interés (Fig.
2)estas secuencias son insertadas en el denominado “sitio de clonacién” que se localiza
generalmente corriente arriba del promotor (Mota, 2009).Los plasmidos tienen ademas
diversos genes de resistencia a antibidticos, como lo son la ampicilina o kanamicina.
Posteriormente podemos encontrar las secuencias inmunoestimuladoras o motivos CpG que
estan altamente conservados en las bacterias y el sistema inmune de los Organismos
eucaridticos ha evolucionado para reconocerlos como sefiales de peligro. Finalmente
encontramos las secuencias de poliadenilacion (poli A) que son las que finalizan la
transcripeion, garantizando que el ARN mensajero sea terminado apropiadamente, aportando a

su vezestabilidad a los transcritos de ARN. (Garza et al., 2007; Kelly, 2003; Mota, 2009.
Prazeres et al., 2001; Schalk et al., 2001).

Figura 2. Representacion esquemética de un ADNp usado para vacunas de ADN, con la region
promotora seguida del gen de interés (GI), posteriormente se encuentra la secuencia poli A,
incluye la secuencia inmunoestimuladora (CpG) y el gen de resistencia a antibiéticos
(Adaptada de Mota et al., 2009).




El ADNplasmidico (ADNp) est4 teniendo una mayor importancia en la experimentacién con
terapia génica (Williams et al., 2009), ya que debido a sus caracteristicas los califican como
vectores o unidades funcionales de las vacunas de ADN, Estos vectores con los genes que
codifican a las proteinas de interés, son administrados al paciente ya sea por medio de una
pistola de genes, inyeccién intramuscular, electroporacién, etc. (Mota, 2009. Prazeres et al.,
2001).El1 ADNp entraré a una célula en particular donde el gen serd transcrito. E] ARN se
transcribe y traduce dando origen a una proteina modificada, por ejemplo en un antigeno, que
posteriormente saldré de la célula (Kelly, 2003).

Las soluciones de plasmido purificadas que se pretenden usar en humanos deben estar libres
de ADN gendmico, ARN, endotoxinas y proteinas de la célula hospedera. El ADNp debera
estar, preferentemente, en la forma super-enrollada, puesto que este isémero es un mejor

agente de transfeccion que las formas circular abierta o lineal. (O’Mahony et al., 2005).

I1.2.2, Plismido pVAX1-NH36 para Leishmaniasis

La Leishmaniasis es una enfermedad que puede afectar a la piel o a los érganos, producida por
parasitos del género Leishmania. Esta considerada dentro de la lista de las enfermedades mas
importantes de la organizacion mundial de la salud (OMS) que persiste mucho en las regiones
tropicales y se estd expandiendo gracias a la globalizacion (Berman, 1996). Por estos motivos
se ha disefiado un plasmido que ayude a la prevencion de esta enfermedad por medio de las
vacunas de ADN. Uno de los plasmidos que se utilizan para este fin es el pVAX1 que se ha
construido bajo los reglamentos establecidos por la FDA (Food and DrugAdministration). Este
vector permite un alto nimero de copias en Escherichia coli y permite una gran expresion de
proteina de interés en células de mamiferos. El vector presenta los siguientes elementos que se
muestran en la Figura 3: el origen de replicacién (pUC ori), un promotor proveniente del
citomegalovirus humano (pCMYV), una sefial de poliadenilacion de la hormona bovina del
crecimiento (BGH pA), un gen de resistencia a la kanamicina que permite la seleccion de E.
coli como célula hospedadora para la replicacion del vector, y finalmente el gen de interés (en
este caso el gen NH36) (Invitrogen, 2012).



El plaismido pVAXI-NH36 estd constituido por 4000 pares de bases (pb), 3000 pb
corresponden al plasmido pVAXI y 1000 pb al gen NH36 que codifica para la glicoproteina
Nucleosido Hidrolasa que es expresada por la mayoria de las especies del género Leishmania
(Aguilar-Be, 2005).

I1.3. Produccion de Plismidos

La produccion de ADNp se lleva a cabo a través de 4 pasos basicos: fermentacion,

recuperacion primaria, recuperacion intermedia y purificacion (Schalk et al., 2001).
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Figura 3. Esquema del plasmido pVAX1-NH36 y sus componentes. (Adaptado de Invitrogen,
2012).



I1.3.1. Fermentacion por lote de la cepa hospedera.

Después de la construccion del plasmido por medio de ingenieria genética, v la transferencia a
la cepa hospedera, se procede a una fermentacién para que la bacteria transformada con el
plasmido (comtinmente Escherichia coli) se reproduzca y genere una gran cantidad de células
con el ADNp de interés.

Los requerimientos a escala laboratorio de pequefias cantidades de plasmido purificado puede
ser satisfecho por el cultivo de E. coli en matraces agitados. Para mayores requerimientos se
utilizan biorreactores controlados para aliviar las limitaciones del cultivo en matraces agitados.
En particular, el uso de biorreactores con control de oxigeno disuelto y pH, en modo de
fermentacion por lote alimentado, permite incrementos significativos en la produccién de
biomasa, frecuentemente relacionada con un alto rendimiento de plasmido (Listner et al.,
2006).

La formulacion del medio de cultivo afecta sustancialmente el comportamiento y la naturaleza
de los procesos microbianos. Esto implica, que el tipo y la fuente de los nutrientes disponibles
en el medio de cultivo pueden tener un profundo efecto en los rendimientos de la fermentacién
(Danquah y Forde, 2007).

Las fermentaciones realizadas con el objeto de producir una alta densidad celular requieren de
un medio balanceado que suministre cantidades adecuadas de nutrientes necesarios para
energia, biomasa y mantenimiento celular. (Carnes, 2005). El crecimiento de E. coli vy la
replicacion de plasmido requiere de nutrientes como el carbono, nitrogeno y una fuente de
minerales (Wang et al., 2001).

Una fermentacion por lote consiste en la propagacion celular con un medio de cultivo. La
principal ventaja de la fermentacion por lotes (Fig. 4) es su simplicidad. Todos los nutrientes
para el crecimiento de la célula estin presentes al momento de la inoculacion. En este tipo de
fermentacion se recomienda el uso de un inéculo de entre 1 y el 5 % del volumen de cultivo
para acortar la fase lag. Durante la fase de crecimiento exponencial, todos los nutrientes estin
en exceso; entonces la velocidad especifica de crecimiento serd la maxima (4 mq,) tal como se
predice en el modelo de Monod (Carnes, 2005).



IL.3.2. Recuperacién primaria

El aislamiento o recuperacion primaria consiste en separar las células del medio de cultivo,
este proceso es llamado también cosecha celular. Para realizar esta separacion, las operaciones
utilizadas con mayor frecuencia son la centrifugacion y la microfiltracién. Como producto de
estas operaciones se obtiene el paquete celular. Esta etapa consta generalmente de las

operaciones de cosecha celular y lisis (Prazeres y Ferreira, 2004;Prather et al., 2003).

I1.3.2.1. Lisis

La lisis celular es una operacion durante la cual se rompe la membrana celular de la bacteria
permitiendo la liberacion de los componentes intracelulares (O’Mahony et al., 2005). La
forma en que se lleva a cabo ésta reviste una gran importancia debido a que impacta las

operaciones de purificacion posteriores.
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Figura 4. Fermentacion por lote (Adaptado de Carnes, 2005)
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La ruptura celular puede ser llevada a cabo por varios métodos, pero éstos se pueden clasificar
en dos categorias: la fisico-mecénica, que incluye la ruptura celular por agitacién asi como por
calor, entre otras; y la ruptura celular quimica, ya sea por tratamiento alcalino, por detergentes,
entre otros. Se deben considerar la posible desnaturalizacién del ADNp al elegir el método de
lisis que se aplicard, sea cual sea, se debe optar por el que dafie menos el ADNp (Carnes y
Williams, 2007). En la Tabla I se muestran los componentes celulares que resultan de la
ruptura celular.

El método de lisis mds utilizado es el alcalino. La lisis alcalina consta de una mezcla de
detergentes alcalinos, generalmente NaOH 0.2 M mezclado con 1% de dodecil sulfato de
sodio (SDS) para poder solubilizar las membranas celulares, el cual actia eliminando las
interacciones no-covalentes entre lipidos y proteinas. Durante este proceso se eleva el pH, lo
que permite la desnaturalizacién del ADN gendmico, donde se separan las cadenas de ADN y
las bases hidrofébicas son expuestas. En este procedimiento la desnaturalizacién del plasmido
es reversible (Prazeres et al., 2001). Después del rompimiento celular y degradacién del ADN
genomico, se realiza una precipitacion de SDS con el ADN gendmico y proteinas (Fig. 5), por
medio de una solucién de acetato de potasio (O'Mahony et al., 2005; Diogo et al., 2005). El
método de extraccion de lisis alcalina fue disefiado para prevenir la “desnaturalizacion
irreversible™ del plasmido, pero al mismo tiempo los extractos deben ser lo suficientemente

alcalinos para que la desnaturalizacién del ADN genémico ocurra (Bimboim v Doly, 1979).
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Tabla I. Caracterizacion de acidos nucleicos y otros componentes de una célula de Escherichia
coli (Adaptada de Diogo et al., 2005)

" Moléculas de pDNA con tamafio promedio de 5 a 20 kbp.

® Las células de E. coli en crecimiento rapido tienen, en promedio 4 moléculas de gDNA.

Especies Peso molecular
Especies diferent promedio, PM[ x Observaciones
es/célula 107

Agua 1 0.018 =

Acidos nucléicos

DNA plasmidico 1 3300° Polianidnico, doble
cadena, isoformas
compactas

DNA gendmico ly 2.8 x 10 Polianiénico, altamente
fragmenta-do, cadena
doble o sencilla

RNA de transferencia 40 28 Polianionico, cadena
sencilla

RNA ribosdémico 3 500-1000 Polianiénico, cadena
sencilla

RNA mensajero 400-800 660-90 Polianidnico, cadena
sencilla

Proteinas 1100 8-200 Aniodnica, cationico,
neutral, hidrofobico,
hidrofilico

Endotoxinas 10 Anionica, parte lipidica

lones y moléculas 800- <1 -

pequefias 2000
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Muchos autores utilizan concentraciones distintas de NaOH vy distintos tiempos de exposicion
celular a éste buffer, sin embargo se han realizado estudios como el de Meacle et al.,(2004),
donde comprobaron que al utilizar concentraciones de NaOH mayores a 0.15 M, se llega a
desnaturalizar e] ADNp super-enrollado de manera irreversible, mencionan que este fenémeno
también se presenta al aumentar el tiempo de exposicién celular con el buffer (normalmente
10 minutos). Sin embargo, muchos autores manejan molaridades que pueden superar
concentraciones de NaOH mayores de 0.2 M del buffer de lisis. (Tabla II), incluso en un
estudio realizado por Freitas et al., (2007), menciona que puedes extender el tiempo de lisis
hasta 4 horas para reducir significativamente la cantidad de ARN presente, sin comprometer la
calidad del plasmido super-enrollado.

Escherichia
coll

: =
TrieHCI Snise

EDTA

glucosa

Aretato de
Potzso

Cenmfugacion

Figura 5. Ejemplo del proceso de lisis. Primeramente se realiza una resuspension con EDTA y
glucosa, después se procede a lisar las células con NaOH y SDS para neutralizar con una
solucion de acetato de potasio.
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Tabla II. Uso de molaridades y tiempo de exposicién de NaOH por diferentes autores

<0.1M 0.15M 0.2M
Meacle et al., 2004  Varley et al., 1998 Bimboim y Doly,
(10 min) (10 min) 1979 (5 min)
Freitas et al., 2007 Chamsart et al., O'Kennedy et al.,
(hasta 4 horas) 2006 1999
Diogo et al., 2000

Prazeres et al., 2001
(40 seg)

Eon et al., 2002
(30 min)
O'Mahony et al., 2005
(5 min)
Freitas et al., 2007
(10 min)

IL.4. Ansilisis de Comparacion
11.4.1. Cuantificacion de proteinas totales (PT) por método de BCA

Para cuantificar proteina total, existen diversos métodos colorimétricos conocidos, como
Biuret, Lowry y el dcido bicinconinico BCA (por sus siglas en inglés), siendo este tltimo el
que se distingue por su sensibilidad. La reaccion se da en dos pasos, primeramente cualquier
péptido compuesto de tres 0 mas aminodcidos (cisteina, cistina, tirosina triptéfano) lleva a
cabo la reduccién del el ion cuproso (Cu®") a ciiprico (Cu'") en un medio alcalino, dando como
resultado un color azul claro, esta reaccion es conocida como de Biuret. Posteriormente el

acido bicinconinico, sal sodica, es capaz de formar un complejo pirpura intenso con inones
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Cu'* en medio alcalino. Este complejo es soluble en agua y expone gran absorbancia a 562nm.
Se puede obtener una cuantificacién de la concentracién de proteina en muestra por medio de
una curva de calibracién construida con diluciones de suero de alblimina bovina (BSA) por
medio de una lectura de absorbancia a 562nm (Walker, 1996; Smith et al.. 1985).

11.4.2. Electroforesis en Gel de Agarosa

Es uno de los métodos analiticos mas répidos y por lo tanto mas usados para la comparacion
de varias muestras que corren de manera paralela (Stadler, et al., 2004). El gel se comporta
como un tamiz molecular y permite separar moléculas cargadas en funcién de su tamafio y
forma, permitiendo que las isoformas de ADNp se puedan separar y comparar con la ayuda de

marcadores de peso molecular que son fragmentos de ADN de tamafio conocido (Arce, 2011).

IL4.3. Cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con columna de interaccién
hidrofébica para cuantificar ADNp.

HPLC es una técnica utilizada en muchos laboratorios de investigacién e industriales, y en
muchos de ¢stos se usa para medir la masa de pldsmido. HPLC se usa cominmente como
parte de procesos de purificacién para ADNp de uso terapéutico. Una técnica de HPLC de
Interaccion Hidrofébica se ha desarrollado para la cuantificacién de ADNp v permite conocer
la pureza del mismo ya que una columna de Polietileno-divinil-benceno, permite la separacion
del ADNp de las moléculas que son més hidrofébicas, que en este caso se consideran
impurezas, como el ADN gendmico, el ARN, proteinas, entre otros. Esta metodologia es ideal
para purificar yconocer la concentracion de ADNp en lisados clarificados. (Diogo, et al.,
2003).
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111, JUSTIFICACION

Los plasmidos tienen un gran potencial para usarse en vacunas, por lo que es necesario contar
con protocolos bien establecidos para su produccion, recuperacién primaria y purificacién. La
lisis alcalina deEscherichia coli DH5a, que hospeda al pldsmido, es una parte importante en
la recuperacién primaria del plismido pVAX1-NH36 que codifica una proteina contra la
Leishmaniasis, por lo que en esta investigacién se estudiaré la cinética de la lisis alcalina para
la recuperacion primaria del plasmido pVAX1-NH36.
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IV. HIPOTESIS

El estudio de la cinética de lisis alcalina de Escherichia coli DH50 permitira encontrar las

condiciones de optima recuperacion del pldsmido pVAX1-NH36.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo General

Determinar la cinética de la lisis en la recuperacién primaria de pVAX1-NH36 mediante el
uso de tres molaridades de NaOH a seis tiempos de incubacion, para encontrar las condiciones

optimas de lisis.

V.2. Objetivos Particulares

Determinar la cinética de liberacién de proteina total en los lisados.

Determinar cualitativamente la cinética de recuperacién de pVAXI1-NH36 utilizando el
metodo de electroforesis en gel de agarosa.

Cuantificar el pVAXI1-NH36 obtenido mediante el método de HPLC con columna de

interaccion hidrofébica.
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VI. METODOLOGIA

VI.1. Materiales

Se utilizaron células de Escherichia coli DH5a transformadas con pVAX1-NH36, donadas por
el Dr. Jaime Ortega Lopez del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN.

Para la cosecha celular se utilizé un Buffer de Resuspensién compuesto por glucosa a una
concentracion de 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH=8, EDTA 10 mM.

Para el inéculo se prepararon 200mL de medio de cultivo Luria Bertani (LB) compuesto por
Triptona 2g, Extracto de Levadura 1g yNaCl 1 g.

Para la fermentacion por lote se prepararon 2L de medio de cultivo TerrificBroth (TB)
enriquecido con glicerol compuesto de Extracto de Levadura 48g, Triptona 24g, KH,PO,
4.62g, K;HPO,25.08¢ y 60 mL de glicerol.

Para la lisis celular alcalina se utilizaron 3 Buffers distintos de lisis que se denominaron A),

B), C), cada uno a concentraciones diferentes de NaOH:

A) NaOH 0.1M = 100mM, 1% SDS.
B) NaOH 0.15M = 150mM, 1% SDS.
C) NaOH 0.2M =200 mM, 1% SDS.

Para poder detener la reaccion de lisis se utilizé un Buffer de Neutralizacién compuesto por de
Acetato de Potasio 500 mM con acido acético glacial.

El llenado de la camara de electroforesis re realiza con un buffer TAE 1X compuesto por Tris
base 1.9M, Acido acético glacial 57.1%, EDTA 0.05M. Las muestras se mezclaron con un
Buffer de Carga 6 X compuesto por Azul de Bromofenol al 0.25%, Xylenecyanol FF al
0.25%, glicerol en agua al 30%, y 65% de agua desionizada.

Se realizo una prueba de Proteina Total (PT) utilizando el BCA ProteinAssay Kit de Pierce.
Los lisados fueron filtrados con membranas de celulosa de 0.45 pm marca MILIPORE, para
las pruebas de cuantificacion del pVAX1-NH36.
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V1.2. Equipo

Para el crecimiento de los indculos se utilizo una incubadora de la marca VWR™,

Se utilizé un fermentador de la marca Applikon®, que cuenta con una consola ez-Control en
la cual se controlan los parametros de pH. oxigeno disuelto OD, temperatura, agitacién y
nivel de volumen.

Para alimentacion de indculos se utilizd una bomba peristatica marca MASTERFLEX® L/S.
La recuperacién del pVAXI-NH36 se llevo a cabo con la ayuda de una centrifuga refrigerada
marca ThermoScientificSorvallBiofugeStratos, las muestras fueron colocadas en tubos para
centrifuga NALGENE de 50 mL.

La lectura de absorbancia para la prueba de PT se llevo a cabo en un espectrofotémetro marca
PERKIN ELMER UV/VIS Lambda 28.

Se utilizo un documentador de imagenes MultiDoc-It Digital ImagingSystem UVP para captar
las fotos de la electroforesis.

Para filtrar los lisados se utilizé una bomba de vacio marca MILIPORE.

La cuantificacion de pVAXI-NH36 se llevé a cabo en un cromatdgrafo HPLC marca GE

PharmaciaAktaPurifier con columna de Interaccion Hidrofébica.

VI1.3. Métodos

VI1.3.1 Preparacion de inoculos

Setomaron 3 mL de una solucién estéril conteniendo células de Escherichia coli transformadas
con el plasmido pVAX1-NH36 (conservadas en glicerol al 15% y a una temperatura de -40°C)
y se inocularon en un volumen de 200mL de medio LB con kanamicina a una concentracion
de 50pg/mL, el inoculo fue incubado en un matraz de 2 L a 30°C y 250 rpm. La incubacion se

detuvo cuando el indculo alcanzo una absorbancia = 1.

20



V1.3.2. Fermentacion por Lote

Se siguieron los protocolos de armado, esterilizado y de conexion del Biorreactor antes de
iniciar el cultivo celular. Se realizaron dos fermentaciones por lote. En cada una de ellas se
utilizé un volumen de 30 mL del inoéculo en un volumen total de 2L de medio TB enriquecido
con glicerol vy kanamicina a una concentracion de 50ug/mL; el proceso se llevé a cabo en un

fermentador de 3.0 L marca Applikon equipado con un software de control (Fig. 6) a una

temperatura de 37°C y una agitacion de 250-1000 rpm segin la demanda de DO,.
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Figura 6. Fermentador de 3 L marca Applikon, con su equipo de software ezControl.
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Se controlé el pH para mantenerlo a 7 y el oxigeno disuelto estableciendo un punto de
referencia de 30% de saturacién con aire. Se detuvo la fermentacién hasta que el cultivo
alcanz6 una absorbancia de 13.56. Para monitorear el cultivo se utilizé el software BioXpert
Lite 1.01 el cual registré los datos cada minuto durante toda la corrida.

V1.4. Diseiio Experimental

Con el objeto de cuantificar la recuperacién del plasmido y la PT mediante el estudio de la
cinética de rompimiento celular, se disefi6 un experimento factorial en el cual se estudi6 el
efecto de los factores molaridad de NaOH y tiempo de exposicién de las células a esta
solucién. El factor molaridad fue estudiado en tres niveles vy el factor tiempo en seis. Para
realizar el andlisis se utilizo el paquete estadistico SPSS (para una a = 0.005). Las muestras
fueron procesadas en forma aleatoria. Los estudios se realizaron a temperatura ambiente v los

factores con sus respectivos niveles se muestranen la Tabla I1T:

Tabla III. Tiempos de incubacion y concentraciones del buffer de lisis.

TIEMPO CONCENTRACION DE NaOH
0.1 M 0.15M 0.2 M

1 minuto Muestra 1 Muestra 7 Muestra 13
2.5 minutos Muestra 2 Muestra 8 Muestra 14
5 minutos Muestra 3 Muestra 9 Muestra 15
10 minutos Muestra 4 Muestra 10 Muestra 16
15 minutos Muestra 5 Muestra 11 Muestra 17
20 minutos Muestra 6 Muestra 12 Muestra 18
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V1.4.1. Recuperacion primaria

Se realizo una cosecha celular donde se trabajo con el volumen necesario de caldo,
proveniente de la fermentacion, para 18 muestras de modo tal que cada una tuviera el mismo
indice de masa. Se eliminé el exceso de medio de cultivo por medio de centrifugacion (4,400 g
por un periodo de tiempo de 10 a 15 minutos a una temperatura de 4°C). Se determino el peso
de las células himedas para resuspenderlas con el buffer de resuspension, agregando 8mL de
éste por gramo de célula humeda.

VI1.4.1.1. Lisis

Para llevar a cabo el rompimiento celular a cada muestrase le afiadio un volumen de Buffer de
Lisis, con la molaridad correspondiente, igualando el mismo wvolumen del Buffer de
resuspension agregado. Posteriormente se mezcld suavemente para evitar la desnaturalizacion
el ADNp super-enrollado. Se dejo correr la lisis el iempo correspondiente de cada muestra.

Para neutralizar el lisado se agregd un volumen de Buffer de Neutralizacién igualando el
volumen afiadido del buffer de lisis. La mezcla se dejo reposar por 10 minutos en un bafio de
agua con hielo. Posteriormente el lisado se centrifugd a 19,080 g por 30 minutos a 4°C (Fig. 7)
para separar los restos celulares, las proteinas junto con el ADN genomico y ARN que se
lograron desnaturalizar con la lisis. Se colectéel sobrenadante y éste se sometio de nuevo a
otra centrifugacién de 15 minutos en las mismas condiciones hasta obtener un lisado

clarificado.

V1.4.2. Determinacién de PTcon kit BCA (dcido bicinconinico)

Se construyé una curva estindar con concentraciones conocidas de suero de albumina de
bovino que se trataron con los reactivos de trabajo del Kit de BCA(Fig. 8), se utilizé como
diluyente de la albimina una combinacion de buffer de lisis de NaOH 0.15M con buffer de

neutralizacion para simularlas condiciones de concentracién de NaOH y pH del medio en el
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que se encontraban los lisados. Se realizaron lecturas de absorbancia por espectrofotometria a
562 nm, de cada muestra (0.1mL) especificada en el disefio experimental para conocer la

concentracion de proteina total.

Figura 7. Centrifuga refrigerada ThermoScientific, utilizada en los procedimientos de cosecha

celular y después de la neutralizacion de la lisis.
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V1.4.3. Electroforesis de agarosa

Los lisados clarificados se filtraron con un equipo milipore y membranas de celulosa de 0.45
um; posteriormente se realizo una separacion de los componentes del lisado por la técnica de
electroforesis para comparar el efecto de la concentracion de NaOH en sus distintos tiempo
sobre la liberacion del plasmido. La separacion se llevo a cabo por medio de un gel de agarosa
al 0.8% en buffer TAE 1X pH= 7.6, mismo buffer que se utiliz6 para llenar la camara de
electroforesis; se colocd un volumen de la muestra de 4 pl. y 1pl de marcador de Peso
Molecular (Supercolied DNA Ladder, de Invitrogen), cada uno mezclado en 0.8uL de buffer
de carga 6X. Se llevo a cabo la electroforesis durante 50 minutos a 80 Volts, 70 Amperes. Se

revelo el gel dentro de un recipiente con bromuro de etidio 0.5 pL/mL durante 40 minutos.

—

=
=
——

Figura 8. BCA ProteinAssay Kit de Pierce.
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V1.4.4. HPLC con columna de interaccién hidrofébica para cuantificacion de ADNp.

La separacion del plasmido se llevd a cabo en una Columna de Interaccion
HidrofobicaTricom, SOURCE 15 PHE de GE Healthcare de 0.46 x 10 cm, acoplada sistema
AktaPurifier de GE (Fig. 9). La matriz esta compuesta por poliestireno/divinilbenceno y el
ligando fenil. La particula es rigida, esférica, porosa, monodispersa con diametro de 15 pm. Se

trabajé con un flujo de 1mL/min a una presion de 1.3MPa.

Figura 9. HPLC AktaPurifier de GE con la columna de Interaccién Hidrofébica instalada,
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Para instalar la columna al sistema, se programé el equipo y se le pas6 un flujo de agua
desionizada a la columna para instalarla al detector de UV. Una vez que la columna
estuvoinstalada, se le sigui6 pasando agua para equilibrar la columna con un programa ya
predeterminado. Después de le pasa el buffer de adsorcién de Sulfato de Amonio 1.5M en
Tris-HCI 10 mM pH=8 hasta que quedé equilibrada.

Se tomaron 10 mL de los lisados clarificados filtrados y se realizaron diluciones 1-5 con
Sulfato de Amonio. Se utilizé como buffer de adsorcién el mismo Sulfato de Amonio y un
buffer de elucion Tris-HCI 10 mM pH=8. La seiial del pico de concentracién del plasmido fue
detectada por un detector de UV a una longitud de onda de 260nm con un tiempo de retencién
de 0.74-0.75 minutos. Se trabaj6 con el software Unicorn 5.11 en donde se registraron los
cromatogramas y se aprecia la separacion del pico de pVAX1-NH36 de los contaminantes del
lisado.Las dreas de los picos correspondientes al pVAXI-NH36 fueron analizadas y
cuantificadas por medio de una curva de calibracion realizada previamente con
concentraciones conocidas del plasmido puro, para conocer la concentracion de éste en cada

lisado y ver los efectos de la molaridad v tiempo de buffer de lisis.
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VII. RESULTADOS

VIIL.1. Determinacion de PT con Kit BCA

El estudio de la cinética de PT se muestra en la Figura 10. En ésta se presentan las
concentraciones obtenidas de PT para cada lisado de ambos experimentales donde no se
observa un comportamiento lineal entre las molaridades de NaOH ni los tiempos de lisis.

Las concentraciones obtenidas fueron analizadas en el paquete estadistico SPSS mediante un
disefio factorial en donde se obtuvo que el p valor para el factor tiempo es de 0.364 y el p
valor para el factormolaridad de NaOH es de 0.157, por lo que a los tiempos y molaridades de
buffer de lisis utilizados en las muestras no existe una diferencia significativa en la

concentracion de PT liberada en la reaccion.
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Figura 10. Gréfica de dispersion de las concentraciones de PT para cada lisado de ambos
experimentos, a diferentes concentraciones de NaOH: 4 = NaOH 0.1M, ® = NaOH 0.15M y
A =NaOH 0.2M.
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VI1.2. Electroforesis

En la Figura 11 se presentan las muestras pertenecientes al primer estudio experimental que
comprenden los 18 lisados a las molaridades de NaOH vy los tiempos manejados. El carril 1
corresponde al marcador de peso molecular (Supercolied DNA Ladder, de Invitrogen), el
carril 2 corresponde al pVAXI1-NH36 purificado con Kit Sigma Maxi-Prep para utilizarlo
como referencia; y los carriles del 3-20 corresponden a los lisados. En esta figura se observa
una buena separacion del plasmido en los distintos lisados y una buena separacion de

contaminantes. También se observa una buena concentracién de pldsmido en los carriles del
15-20.

28'9 10 1112 13 14/15 16 1718 19 20

P FolopaLe [ - B3 { : C. 1: marcador de
Peso molecular
C. 2: pVAXI-NH36
Purificado Kit sigma
C. 3: (1 min, 0.1M)
"o 42 (2.5 min, 0.1M)
. 5: {5 min, 0.1M)
, 62 (10 min, 0.1M)
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Figura 11. Electroforesis correspondiente al Primer estudio experimental.En los carriles 3-20
depositaron los lisados, las lineas dividen las molaridades de NaOH utilizadas (0. 1M, 0.15M,
0.2M) cada una va de izquierda a derecha de 1 minuto a 20 minutos de acuerdo a los tiempos

manejados de lisis.
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La Figura 12 comprende al resultado del analisis de electroforesisde las muestras
correspondientes al segundo estudio experimental de los otros 18 lisados que se trataron bajo
las mismas condiciones que los anteriores.En los lisados se observa una buena separacion del
plasmido y sus contaminantes, es notoria una mayor concentracion de pVAXI1.NH36 en
lisados trabajados con 0.2M de NaOH en el buffer de lisis; también result6 una mayor

presencia de contaminantes en tiempos de incubacion mayores a 10 minutos.
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Figura 12. Electroforesis correspondiente al Segundo estudio experimental.
En los carriles 3-20 se depositaron los lisados, las lineas dividen las molaridades de NaOH
utilizadas (0.1M, 0.15M, 0.2M) cada una va de izquierda a derecha de 1 minuto a 20 minutos

de acuerdo a los tiempos manejados de lisis.

VIL3. Cromatogramas Obtenidos por HPLC con Columna de Interaccion Hidrofobica

En la Figura 13.A (primer estudio experimental) y 13.B (segundo estudio experimental) se
muestran 3 cromatogramas para las 3 molaridades de NaOH utilizadas cada una al mismo
tiempo (10 minutos). Las muestras fueron diluidas 1:5 con sulfato de amonio 1.5M en

Tris/HC1 10 mM pH=S.
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Figura 13. Cromatogramas comparativos, 13.A para el primer estudio experimental y 13.B

para el segundo estudio experimental, el primer pico corresponde al pVAX1-NH36, los picos

2, 3 y 4 son atribuidos a contaminantes, siendo el pico 5 el de ARN de alto peso molecular.
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El pico niimero uno es el correspondiente al ADNp, ya que su estructura super-enrollada,
con las bases aromaticas de los nucledtidos orientadas a la parte interna de la molécula, no
permite que ésta se adsorba por la columna siendo la primer molécula en salir tardando entre
0.74-0.75 minutos.La concentracion de pVAXI-NH36 se obtuvo a través del drea
correspondiente en los cromatogramas, utilizando la ecuacion de la recta de la curva estandar
obtenida para este plésmido. La Tabla IV muestra los p valores arrojados por el paquete
estadistico SPSS para los factores: tiempo y molaridad de NaOH obtenidos con las
concentraciones de pVAXI1-NH36 para cada experimental, en éste se obtuvo que para el
primer estudio experimental el factor tiempo es significativo. Para el segundo estudio
experimental se obtuvo que tanto el factor tiempo como el factor molaridad fueron

significativos.

Tabla IV. p Valores para las concentraciones obtenidas de pVAXI1-NH36 para ambos

experimentales.
p Valor
Primer experimental Segundo experimental
FACTORES
Tiempo 00 0.001 00 0.001
Molaridad 0.737 00 0.001

Los picos 2, 3, 4 y 5, corresponden a contaminantes los cuales se esperan sean eliminados en
las operaciones posteriores a la lisis alcalina. Las dreas de estos picos fueron analizadas en el
paquete estadistico SPSS, mediante el disefic factorial mencionado antes, los resultados
indican que no hay diferencia significativa en el factor tiempo ni en el factor molaridad de
NaOH para los niveles estudiados en los contaminantes liberados en la reaccion.

La Figura 14 muestra la cinética de recuperacion de pVAX1-NH36 para el primer estudio
experimental, en éstase observa que la concentracion de plasmido tiende a disminuir del
minuto 1 al 5, mientras que de los 10 a los 15 minutos se observa un incremento de la

concentracion del plasmido al utilizar las concentraciones de NaOH de 0.1 y 0.2M v a los 20
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minutos de lisis la concentracion decrece para las tres concentraciones de NaOH utilizadas, lo
cual es apoyado por el andlisis estadistico.

En la Figura 15 correspondiente al segundo estudio experimental en donde se observa que la
concentracion de plasmido se incrementa en forma lineal del minuto 1 a los 15 minutos de
incubacion al utilizar NaOH 0.1 y 0.2 M, la mayor concentracion de plasmido se obtuvo al
utilizar la concentracion de NaOH de 0.2 M, al igual que en el primer experimento se puede
observar que la concentracion del plasmido disminuyé a los 20 minutos de incubaci6n para los
tres buffers de lisis utilizados.Si no se considera este punto se obtiene una cinética lineal (Fig.
15). La Figura 15 muestra una clara diferencia en la concentracion del plasmido obtenida tanto

en las diferentes molaridades como también en los diferentes tiempos.
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Figura 14. Primer estudio Experimental. Cinética de recuperacion de pVAX1-NH36 para cada
lisado (por duplicado) a diferentes concentraciones de NaOH:* = NaOH 0.1M, m= NaOH
0.15My =NaOH 0.2M.
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En la Figura 15 se puede observar que el tiempo de lisis en donde se alcanza la mayor

concentracion de pVAX1-NH36(35ug/mL) es a los 15 minutos de incubacién con la més alta
molaridad de buffer de lisis trabajada.Al utilizar NaOH 0.2M en el buffer de lisis la

concentracion obtenida es 1.5 veces mayor que cuando se utilizé NaOH 0.1M vya que la

maxima concentracion para esta molaridad fue de 23.15pg/mL.
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Figura 15. Segundo estudio Experimental. Cinética de recuperacion de pVAXI-NH36 para

cada lisado (por duplicado) a diferentes concentraciones de NaOH:* = NaOH 0.1M, m= NaOH

0.15M y

= NaOH 0.2M.
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VIIL DISCUSION

El método de cuantificacién de PT no sirvié como indicativo del rompimiento celular para la
recuperacion de pVAXI1-NH36, ya que a las diferentes molaridades de NaOH y tiempos
empleados para el estudio de la cinética de Lisis Alcalina, no presentan un patrén especifico
(Fig. 10), y los resultados arrojados por el paquete estadistico nos dicen que la concentracién
de PT no depende de la molaridad de NaOH en el buffer de lisis ni del tiempo de incubacién
que tienen las células en éste.

Al analizar los resultados,de la recuperacion del plasmido, mostrados en la imagen del gel de
electroforesis (Figs. 11 y 12), se observa una mayor amplitud de la banda de pVAX1-NH36 en
los lisados procesados con 0.2M de NaOH. Asi mismo, se observa una mayor presencia de
contaminantes en los tiempos de 10, 15 y 20 minutos, siendo mas notorio en la Figura 8
correspondiente al segundo estudio experimental; esto puede deberse a que en los ribosomas
se lleva a cabo la sintesis de proteina y es aqui donde se encuentra una buena concentracion de
ARN (Tabla I), puede ser que al incrementar el tiempo de incubacion con el buffer de lisis se
llegue a desnaturalizar al ribosoma y se liberen los fragmentos de ARN que se encuentran
dentro del mismo.

En el pnmero y segundo estudio experimental hay diferencias significativas en la
concentracion del plasmido en lo correspondiente al factor tiempo. Se observa en las figuras
14 y 15, que a los 20 minutos de incubacion en cualquier molaridad hay una disminucion en la
concentracion de pVAXI-NH36. Freitas et al, (2007) analizé lisados con NaOH 0.1M a 4
horas de incubacién, donde observo que el rendimiento de los plasmidos que €l trabajé se
reducia de un 12 a 19% después de 20 a 30 minutos.

Para el primer estudio experimental se muestra un patrén aleatorio en las concentraciones de
pVAXI1.NH36; esto puede deberse a que los lisados estuvieron congelados (4°C) durante
varias semanas antes de ser cuantificados, y durante este periodo hubo un fallo de energia
eléctrica en el edificio. Freitas et al. (2007) establece que los lisados clarificados deben
almacenarse solo unos cuantos dias a 4°C para evitar la degradacion de la isoforma super-
enrollada del ADNp.

Para el segundo estudio experimental se encontrd una diferencia significativa en las

concentraciones del plasmido tanto en el tiempo de incubacién como en la molaridad utilizada
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en la lisis.El resultado obtenido en la cinética de recuperacién de pVAX1-NH36 para este
experimental es consistente con la electroforesis y con la comparacién de los cromatogramas
presentados en la Figura 13.B; los resultados obtenidos en estos estudios son distintos a lo
establecido por Meacle et al. (2004) y quienes afirman que a molaridades de NaOH entre
0.075 y 0.1 se obtiene la mayor cantidad de plasmido con los mejores concentraciones (de 1.6
a 1.9ug/mL).

En la Figura 15 se observa que el cambio de la concentracion de plasmido en el tiempo es
mayor para 0.1M de NaOH en el buffer de lisis que para 0.2M; esto sugiere que a 0.2M y un
minuto de incubacion podria llevarse a cabo el rompimiento celular como lo ha sugerido
Prazeres et al.(2001).

El tiempode incubacion de las células con el buffer de lisis que es utilizado por la mayoria de
los autores es de 10 minutos, sin embargo los que resultados que hemos obtenido nos indican
que a los 15 minutos se obtiene una mayor concentracién de pVAX1-NH36, difiriendo de lo
establecido por Meacle et al. (2004) que recomienda usar 0.09M de NaOH por 10 minutos
donde obtuvieron una concentracion de 1.9ug/mL.La mayor concentracién de plasmido
obtenida en esta investigacion fue de 35 pg/ml utilizando NaOH 0.2M y 15 minutos de lisis,
dicha concentracion es 18.42 veces mayor que la que obtuvo Meacle et al. (2004), por lo que
se obtuvo un gran rendimiento de plasmido bajo las condiciones a las que se procest esta

muestra.
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IX. CONCLUSIONES

Para los tiempos de exposicion y molaridades del buffer de lisis estudiados, no se observa que
estos influyan en la cantidad de PT liberada.

Al aumentar la molaridad de NaOH de 0.1 a 0.2 en el buffer de lisis, no se afecta la integridad
denuestro plasmido, al contrario se obtiene una mayor concentracién de pVAXI1-NH36; lo
mismo para los tiempos de exposicién de las células al buffer, resultando con una mayor
concentracion a los 15 minutos en vez de a 10,

La electroforesis en gel de agarosa indica que la mayor cantidad de plasmido se obtienen
utilizando 0.2M de NaOH en el buffer de lisis.

La determinacion cuantitativa del pldsmido muestra una cinética lineal para la recuperacién
del pVAX1-NH36 para un tiempo Optimo de 15 minutos de incubacién. Encontrandose una
mayor concentracion del plasmido recuperado con el buffer de lisis preparado con 0.2 M de
NaOH y 15 minutos de incubacién y la concentracién obtenida fue 18.42 veces superior a la
obtenida por Meacle et al. (2004). Esto estd en concordancia con el andlisis de electroforesis
realizado.
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Apéndice 1

Curva estandar de BCA para la cuantificacion de PT. Se utiliz6 como diluyente, de la

albimina de suero de bovino, una combinacion de buffer de lisis de 0.15M de NaOH con

buffer de neutralizacion para imitar el medio en el que se encontraban los lisados.
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Apéndice 11

Curva patrén para la cuantificacion de pVAX1-NH36.
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