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Introduccioén.

La purificacion de DNA plasmidico para uso de
laboratorio, como reactivo en biologia molecular
esta compuesta por una serie de técnicas
surgidas en la década del 70, obteniéndose un
DNA de gran calidad. El surgimiento de la terapia
génica y la generalizacion al empleo de
moléculas de DNA plasmidico con fines
terapéuticos o como vacunas (terapéuticas o
preventivas) hacen que los conceptos de pureza
que se tenian se ampliaran. Ademas, la
necesidad de contar con cantidades de producto
que satisfagan un mercado potencial de
dimensiones similares al existente para proteinas
de uso farmacéutico y como vacunas, hace que
los procesos de obtencién utilizados puedan ser
escalados con facilidad y garanticen el
cumplimiento de las GMP y GLP.

Los procesos establecidos utilizan operaciones
como ultracentrifugacién con gradiente de CsCl,
extraccion  liquido-liquido con  solventes
organicos, concentracion utilizando solventes, y
la precipitacion ®mo via de concentracion y
purificacién. La mayor parte de estos procesos
son de dificil escalado, ademés son operaciones
abiertas pocas sanitarias.

En este trabajo nosotros reportamos un
procedimiento para la obtencion a gran escala
del ADN plasmidico puro, para uso terapéutico y
vacunar, siguiendo la filtracion de flujo tangencial
en lugar de precipitaciones con solventes
organicos.

Metodologia: La ruptura se lleva a cabo en
solucion de NaOH y SDS, seguida por una
neutralizacion con KAc. La concentracion,
diafiltracion y purificacién, se lleva a cabo,
usando tres filtros de polyethersulfone de 0.1 nm.

Resultados y Discusion.

Realizando la concentracién vy diafiltracion
tangencial, mediante filtros amicén de 0.1 nm,
resulta de gran utilidad, siendo el paso mas
importante en el proceso de purificacion, ya que
se obtiene un plasmido puro libre de RNA y otras
proteinas contaminantes. El RNA resulta el
contaminante mas representado en esta
fraccion, el cual se logra eliminar totalmente
en el efluente de la diafiltracién. ( Fig 1)
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Fig. 1. Efluentes de la diafiltracion

Despues de diafiitrado y concentrado se filtra con

filtros de 0.2 mm quedando este material puro.
(Fig 2).
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Fig 2. Obtencién del ADN plasmidico puro

Conclusiones:

La FFT, con cartuchos amicon de 0.1 mm permite
obtener un ADN plasmidico puro, eliminando el
uso de solventes organicos y pasos de
precipitacion, reduciendo ademas el tiempo de
purificacién. Este método produce un ADN 30 mg
de plasmido/L de cultivo el cual es mayor que lo
reportado (1), libre de contaminantes como
gDNA, RNA, nucleasas, endotoxinas y proteinas
inespecificas, alcanzandose mas de un 95% de
ADN superenrollado puro, (Fig 2), acorde a lo
reportado. (2y 3).
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