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Introduccion. El éxito de la terapia génica y las vacunas
de DNA utilizando DNA plasmidico (pDNA) como vector,
depende del desarrollo apropiado de procesos de
produccion de pDNA a gran escala. En estos procesos,
la produccidén y rendimiento de plasmido esta
determinadas por la fermentacion y las operaciones
cromatogréficas de purificacion [1].

El objetivo de este trabajo fue investigar la produccion de
pVax1-NH36 (4000 pb), para su uso en vacunas contra la
leishmaniasis, en un cultivo por lotes y su purificacién
mediante operaciones cromatograficas HIC-SEC.

Metodologia. Se utiliz6 el plasmido pVax1-NH36
hospedado en E.coli DH5a. El cultivo se realiz6 en 150
mL de medio Terrific Broth. Se inoculé para obtener un
indice de masa inicial de 25 y se agreg6 kanamicina
para alcanzar 50 pg/mL. La recuperacién primaria e
intermedia del plasmido se realiz6 por medio de lisis
alcalina, precipitacion con isopropanol, resuspension vy
precipitacion con sulfato de amonio, de acuerdo a lo
reportado [2]. La solucién de pDNA se purific6 en una
columna HIC empacada Phenyl Sepharose 6 fast flow
(Sigma) y se desal6é por SEC. Se tomaron muestras a lo
largo de todo el proceso para su analisis electroforético.

Resultados y discusién. La Figura 1 muestra la curva
de crecimiento del sistema y el modelo de crecimiento
ajustado con una p= 0.4 h™ y una Xmax = 3 mg/mL en
peso seco. Estos valores se encuentran dentro de lo
reportado en la literatura [3].
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Fig. 1. Curva de crecimiento de E. coli transformada con

pVax1-NH36 expresada en peso seco de células: (¢), puntos
experimentales; linea continua, modelo.
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Fig. 2. Andlisis electroforético de la purificacion de pVax1-
NH36.

En la Figura 2 se presenta los resultados del andlisis por
electroforesis. Puede observarse que el plasmido se
ubica a la altura del marcador de 3990 pb. El lisado
presenta una gran cantidad de RNA. Una vez purificada
la muestra se observa sélo el plamido.

Conclusiones. La células de E. coli-pVax1-NH36 crecen
apropiadamente en el medio Terrific Broth. La velocidad
especifica de crecimiento y peso seco obtenidos fue
similar a los reportados en la literatura. Mediante
cromatografia HIC y SEC se logré purificar el plasmido
pVax1-NH36. Se requieren realizar estudios a nivel piloto
para determinar la productividad real del sistema.
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