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Introduccion. La leishmaniasis es una infeccion causada
por parasitos del género leishmania que puede ser
incapacitante o mortal y en nuestro pais es un problema
de salud publica. Su tratamiento actual es ineficiente,
largo y costoso, por lo que una alternativa son las
vacunas de DNA. Estas vacunas inducen una respuesta
inmune a nivel celular y humoral, no contienen patégenos
y no requieren de la “cadena fria” para su trasporte y
almacenamiento (1). En estudios recientes se demostré
que la vacuna VR1012-NH36 contra leishmaniasis
basada en el antigeno NH36 es inmunoterapeltica e
inmunoprotectora contra L. donovani, L. chagasi y L.
mexicana en ratones (2). Sin embargo, para avanzar a la
siguiente fase de experimentacion y su posible aplicacion
se requiere DNA plasmidico superenrollado (sc-pDNA)
en cantidades que no es viable obtenerlas por métodos
convencionales utilizados en el laboratorio (2 mg/L de
cultivo). Para mejorar la produccién de esta vacuna de
DNA contra leishmaniasis, en el presente trabajo se
determiné la influencia del tamafio de plasmido y el
medio de cultivo en la produccion de sc-pDNA.

Metodologia. Se cloné el fragmento correspondiente a
NH36 en el vector pVAX1 (pVAX-NH36) con un tamafo
menor a 1 Kb de la vacuna VR1012-NH36 se comparo la
producciéon en el medio ZMY505. Para determinar la
influencia del medio de cultivo en la produccion de pVAX-
NH36 se disefio una matriz de Plackett-Burman. Cultivos
de E. coli DH5¢a se crecieron a 37 °C y 100rpm, se
determind el crecimiento celular y el DNA plasmidico se
analizo por electroforesis en geles de agarosa al 0.8%.

Resultados y discusion. Al comparar la produccién de
VR1012-NH36 y pVAX-NH36 se observa un aumento del
30% (16.2 mg/L pVAX-NH36 y 12.2 mg/L VR1012-NH36)
en la produccion de DNA plasmidico al disminuir el
tamafio del plasmido en 1 Kb (Fig 1 A). Adicionalmente,
el analisis electroforético (Figl B) muestra que
aproximadamente  80% del pVAX-NH36 esta
superenrollado contra solo el 50% en el caso del
VR1012-NH36. A partir de estos resultados se seleccioné
pVAX-NH36 para determinar el efecto de los
componentes del medio de cultivo en la produccion de
pVAX-NH36. En la Figura 1 C se muestran los resultados
de rendimiento volumétrico (mg/L) de DNA plasmidico
para el medio control (ZYM505 (C1)) y los 12
experimentos de la matriz Plackett-Burman. En tres de
los doce medios probados se obtuvieron rendimientos
(22.3, 16.6 y 18.8 mg/L) mayores al control de (15 mg/L).
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Figura 1. Produccion de una vacuna de DNA contra

leishmaniasis basada en el antigeno NH36. Influencia del
tamafio del plasmido, A) medio de cultivo ZMY505 B) VR1012-
NH36( carril 1) y pVAX-NH36 (carril 2) y marcadores (m). C)
Produccion de pVAX-NH36, los numeros corresponden a los 12
experimentos del disefio experimental Plackett-Burman.

Conclusiones. Se mejor6 la produccién de la vacuna
contra leishmaniasis basada en el antigeno NH36,
disminuyendo el tamafio del plasmido y modificando el
medio de cultivo.
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