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RESUMEN

RESUMEN

La terapia génica y la vacunacién se han colocado entre los avances biotecnoldgicos mds
inquietantes y prometedores, ademads de la comprensién cada vez mayor, del papel de varios
genes relacionados a ciertas enfermedades. Ambas técnicas estan basadas en los mismos
principios, en la introduccidon de genes en células humanas que codifican para una proteina
ausente o defectuosa (en el caso de terapia génica) o para una proteina antigénica (en el caso
de vacunas de ADN. Estos genes son transportados por medio de un vector que es el ADN
plasmidico (ADNp). Sin embargo, debido a su eficacia, se requieren de dosis relativamente
grandes de ADNp. Por lo tanto, es de suma importancia tener un proceso eficaz y eficiente a
escala industrial con el fin de cubrir esta demanda. Un proceso estandar sigue las etapas de
propagacion celular, recuperacidon primaria, captura y purificacion final del ADNp. La
cromatografia es la operacion unitaria ampliamente utilizada para ésta ultima etapa del
proceso, debido a que proporciona alta resolucién, utiliza productos quimicos que
generalmente se consideran seguros y son facilmente escalables. Entre estas técnicas se
encuentra la cromatografia por intercambio idnico, que se basa en la interaccién electrostatica

entre los grupos cargados del soluto y los grupos cargados de los adsorbentes utilizados.

En el presente trabajo, se utilizé como macromolécula modelo el plasmido pVAX1 con el gen
insertado LipL-32. La purificacidn se logré con un sistema de cromatografia de flujo frontal en
membranas de intercambio ionico mustang Q coin seleccionando las condiciones de operacién
adecuadas: Se obtuvo que alimentando la solucién de retenido a 0.5 M se incrementd la
capacidad de carga de la columna. El lavado se realizé con buffer TE con la misma molaridad y
la elucidn primero isocrdtica y luego con gradiente hasta 2.4 M se consiguié la remocion de
ARN del retenido obtenido de la etapa previa de pre-purificacion llevada a cabo por medio de

ultrafiltracion de flujo tangencial.
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CAPITULO . INTRODUCCION Y OBJETIVOS

CAPITULO I

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

Los virus inactivados han sido por muchos afios el vector para transportar la informacion
genética a las células, en las vacunas tradicionales. En este sentido los vectores no-virales han
sido considerados una alternativa a los vectores virales desde los estudios pioneros
describiendo la inyeccion directa de ADN plasmidico (ADNp) en ratones, seguida por la
expresion del gen asociado in vivo [1], a partir de esos estudios se ha producido un rapido
avance en la terapia génica basada en plasmidos y en el desarrollo de vacunas de ADN [2-4]. La
terapiacon ADN plasmidico ha demostrado serrelativamente barata y segurade
administrar. Ademads, el ADNp posee estabilidad a temperatura ambiente, lo que hace que las
vacunas de ADNp, comparadas con las vacunas virales posean una ventaja importante durante
almacenamiento a largo plazo [4,5]. Sin embargo, debido a su eficiencia, se requieren de dosis
relativamente grandes de ADN plasmido [6,7] por lo general en el orden de miligramos para el

tratamiento completo de un paciente [5,8].

Las vacunas basadas en DNA que transportan genes, pueden producir inmunidad para
enfermedades contagiosas para las cuales no existen vacunas aun, o su costo es muy elevado,
como la malaria, hepatitis B, influenza y SIDA. Mientras que la terapia génica consiste en la
introduccidon de uno o mas genes funcionales, como una forma de prevencién, tratamiento o
cura de defectos genéticos tales como la hemofilia y la fibrosis quistica, o enfermedades
adquiridas como el cancer, problemas vasculares y desérdenes neuroldgicos [9]. Por lo tanto, es
de suma importancia tener un proceso eficaz y eficiente a escala industrial con el fin de cubrir la
demanda de ADNp. Entre los numerosos métodos disponibles para la purificacidon de plasmidos,
las técnicas cromatograficas son ampliamente adoptadas debido a que proporcionan alta

resolucion, manejan productos quimicos que generalmente se consideran seguros y son
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facilmente escalables [4,5,7]. El método mdas comun es la cromatografia de intercambio idnico
gue se basa en la interaccidon electrostatica entre los grupos cargados del soluto y los grupos

cargados de los adsorbentes utilizados en esta [5,9,10].

1.2 Objetivo General

Estudiar y determinar las condiciones de operacién de la etapa de purificacién final basada en
cromatografia en membranas de intercambio idnico, a partir de las etapas de fermentacion,
recuperacién primaria y recuperacién intermedia de un bioproceso para la produccién de DNA

plasmidico de cultivos de E. coli.

1.3 Objetivos Especificos

e Establecer las condiciones de operaciéon (fuerza idnica de la solucién alimentada,
tiempo) de la etapa de adsorcién en la cromatografia frontal en membranas de
intercambio idnico.

e Establecer las condiciones de operacion de la etapa de lavado (concentracién de buffer
de lavado, tiempo y caracteristicas de lavado) en la cromatografia frontal en membranas
de intercambio idnico.

e Establecer las condiciones de operacion la etapa de elucidn (concentracién de buffer de
elucidn, tiempo y caracteristicas de elucion) en la cromatografia frontal en membranas

de intercambio idnico.
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CAPITULO II

ANTECEDENTES

El surgimiento de la terapia génica a finales de la década del setenta y el hallazgo que evidencio
la factibilidad del empleo de ADN plasmidico para transfectar directamente células animales in
vivo [1], a principio de los aios noventa, constituyeron el punto de partida para el desarrollo de
una nueva tecnologia: la inmunizacion con ADN desnudo. El empleo de moléculas de ADN
plasmidico con fines terapéuticos o como vacunas hacen que los conceptos de pureza que se
tenian se ampliaran. Ademads, la necesidad de contar con cantidades de producto que
satisfagan un mercado potencial hace que los procesos de obtencidn utilizados deban lograr ser
escalados con facilidad y garanticen el cumplimiento de las buenas practicas de manufactura y

las buenas practicas de laboratorio o GMP y GLP respectivamente por sus siglas en ingles.

La terapia génica es la insercidn de genes, que son transportados por ADNp, en células de los
tejidos biolégicos de un individuo con el fin de tratar cierta enfermedad, por ejemplo algun tipo
de cdncer donde alelos mutantes nocivos son sustituidos por otros funcionales. Este tipo de
terapia puede ser utilizada de muchas maneras por ejemplo [11]:

e Reemplazar los genes faltantes o defectuosos.

e Introducir genes que aceleran la destruccién de células cancerosas.

e Suministro de genes para que las células de cancer puedan volver a la normalidad.

e Proporcionar genes que promuevan o impidan el crecimiento de nuevo tejido.

e Introducir genes que estimulan la curacién del tejido dafiado.
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Tabla 1. Sistemas de administracion para vacunas de ADN. [11]

Intramuscular

Pistola de Genes

Complejos de ADN

Electroporacion

Sistemas de Entrega Viral

Inyeccion directa de ADN desnudo en el musculo.
El ADN es captado por las células musculares.

Impulsa plasmido revestido en oro dentro de las células.
Algunos plasmidos son absorbidos por el nucleo.

Se realiza un complejo de ADN con liposomas.

Protege al ADN de la degradacion.

Utiliza pulsos cortos de corriente eléctrica para mejorar la
distribucién del ADN.

Permite a los plasmidos entrar pasiva y directamente en el
citoplasma de la célula.

ADN que codifica para el antigeno se clona en un vector

del virus, él huésped se infecta con muestra atenuada.

2.1 Caracteristicas Fisicas y Quimicas de los Plasmidos

Los plasmidos son fragmentos extracromosémicos de acidos nucleicos (ADN o ARN) que aparecen

en el citoplasma de algunos procariotas. Son de tamafio variable aunque menor que el

cromosoma principal. El tamafio del plasmido varia de dos a mds de 200 kilopares de bases, es

de gran peso molecular (»10° Dalton) y tamafio (0.1 — 0.3 pm), muestra un alto contenido de

carga negativa, el fosfato es su columna vertebral ya que presenta enlaces fosfodiester. En la

Tabla 2 se puede observar un concentrado de las propiedades biofisicas del ADNp.

Tabla 2. Propiedades Biofisicas del ADNp. [11].

Caracteristica Plasmido
Bloques de Construccion Nucleétidos
Masa Molecular (Da) 10° - 10°
Radio de Stokes 100-300nm
Carga Negativa
Coeficiente de Difusion Bajo
Viscosidad Alta
Sensibilidad a la Fuerza de Corte Alta
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Los plasmidos pueden aparecer en cinco conformaciones espaciales:

a)

b)

c)

d)

Lineal: Tiene terminales libres, resulta del rompimiento quimico de los enlaces
fosfodiester de cadenas de ADN opuestas.

Circular abierto o relajado: Rompimiento de una cadena.

Superenrollado: Se forma cuando el eje de la hélice del ADNp se encuentra enrollado en
el espacio, formando una estructura de alto orden, es la isoforma mds compacta y se
considera que es mas activa. Esta estructura es mas estable y efectiva en transfeccién
celular que las otras, por lo que en una preparacién de ADNp para aplicacién
terapéutica debe contener al menos el 95 % de esta isoforma.

Dimero (Oligomérico): Este plasmido es consecuencia de recombinacién homoéloga.
Desnaturalizado: Conformacién donde el enlace de hidrégeno entre cadenas
complementarias con cierta ubicacidn ha sido interrumpido. La desnaturalizacidn resulta
de arreglos en la estructura de la hélice del ADN, la cual generalmente depende del

ambiente que lo rodea (pH, fuerza idnica y temperatura), por ejemplo a pH mayores de

13, el ADNp se desnaturaliza. [11, 12].

5 C

a) Linear b) Circular Abierto

¢) superenrollado

d) Oligomérico e) Desnaturalizado

Figura 1. Representacion esquematica del ADN plasmidico. a) plasmido lineal, b) plasmido circular abierto,

c) plasmido superenrollado, d) Dimero u oligomérico, e) plasmido desnaturalizado (Adaptado
de Prazeres et al., 2001).
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2.2 Especificaciones de calidad del plasmido

El proceso de producciéon de ADN para vacunas en seres humanos, debe disefiarse de manera
gue se obtenga un pldsmido con las especificaciones de calidad establecidas para este tipo de
producto. La pureza, identidad, eficacia, resistencia y seguridad son aspectos fundamentales
gue se deben tener en cuenta. Al igual que en otros productos, la potencia y la seguridad se
relacionan con la pureza, debido a que los contaminantes pueden inducir efectos no deseados
o no especificos del producto. Si bien algunos de estos requerimientos no pueden ser
establecidos a priori, como las dosis y la ruta en que debe aplicarse el ADN plasmidico, existen
regulaciones que se deben observar y cumplir [13]. Los ensayos de actividad biolégica se deben
realizar con el objetivo de comparar, in vitro, el producto del gen producido por el vector de
expresion con el producto natural. Si es posible, se debe disponer de un modelo animal que
permita esta prueba in vivo. El estudio de los contaminantes debe estar enfocado hacia la
presencia de pirégenos, trazas de proteinas, ADN y ARN celulares, contaminacién microbiana y

otros [13]

2.3 Caracteristicas del pVAX1-LipL32

El gen LipL-32 fue clonado en el plasmido pVAX1 (Figura 2), con el cual se transformé
Escherichia coli DH5 c. Esta disefiado para atacar la enfermedad conocida como leptospirosis. El
agente infeccioso de leptospirosis es una bacteria Gram negativa que pertenece al género
Leptospira. Esta bacteria es totalmente dependiente de oxigeno y tiene una temperatura

dptima de crecimiento entre 29°Cy 30°C a un pH de 7.2-7.6 [14].
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CMV promotor

pVAX1/LipL32
3819 bp

Kanamycin

Figura 2. Representacidén esquematica del vector pVAX1-LipL32. El pldsmido contiene una regidn promotor (CMV).
El vector incluye las regiones que corresponden al gen de resistencia a antibidticos, en este ejemplo a la
kanamicina vy al origen de replicacién en bacterias (Adaptado de Feng et al, 2009).

La leptospirosis es una enfermedad que afecta tanto a animales como al ser humano. Los
mecanismos de infeccion son a través de la piel erosionada, mucosa ocular y nasal, al estar en
contacto con agua, suelos humedos y vegetacidon contaminada con orina, o por manipular fetos,
placentas y visceras de animales infectados. Las manifestaciones clinicas por lo general son
temperatura elevada, cefalea, escalofrios, diaforesis, disnea de esfuerzo, derrame y hemorragia

conjuntival, naduseas, vomito y diarrea.

2.4 Descripcion del Proceso de Produccion y Purificacion de ADNp

El bioproceso para la produccién de plasmido comprende todas las operaciones que requiere el
caldo de cultivo para la obtencién del producto en las condiciones de pureza y actividad
deseadas. El proceso consta de cuatro pasos principales: Fermentacién, Recuperacién Primaria,
Recuperacién Intermedia y Purificacién Final, los cuales se describen brevemente a

continuacion.

2.4.1 Fermentacion

La fermentacidn de la bacteria hospedera puede realizarse en diferentes medios de cultivo,
dependiendo del objetivo que se haya fijado. Generalmente, se emplean medios simples
disponibles comercialmente como el Luria Broth (LB) y Terrific Broth (TB). El requerimiento de

7
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pequefias cantidades de plasmido purificado se puede realizar a escala laboratorio en cultivos
en matraces agitados. Para mayor produccién de cultivos celulares se utilizan biorreactores
controlados (control de oxigeno disuelto y pH) en distintos modos de operacion. La
cuantificacién de la concentracion celular en un medio de cultivo es necesaria para la
determinaciéon de la cinética y estequiometria del crecimiento celular. Componentes
intracelulares como el ARN, ADN y proteinas se pueden medir indirectamente con el

crecimiento celular [16].
Fermentacién por Lotes

La fermentaciéon por lotes se conoce por su simplicidad. Todos los nutrientes para el
crecimiento de la célula estdn presentes al momento de la inoculaciéon. Durante un cultivo por
lote, la concentracién de estos componentes intracelulares cambia con el tiempo. Al graficar
datos de concentracidn celular contra tiempo se forma la curva tipica de crecimiento. Esta
curva incluye una fase lag, fase de crecimiento exponencial o logaritmica, fase estacionaria y
fase de muerte (Figura 3). La cinética puede describirse con la ecuacién logistica:

X (t) = X, *e

_1—%(1—&‘) (1)

©

donde: X(t) es la concentracion celular (g peso seco celular/L), X, es la concentracidn inicial de
la biomasa (g peso seco celular/L), X.. es la concentracién de la biomasa cuando el tiempo

tiende a infinito (g peso seco celular/ L) y u es la velocidad especifica de crecimiento [15].
Fermentacion por Lote Alimentado

La fermentacidn por lote alimentado inicia con una fase por lotes. La alimentacién controlada
de sustrato empieza cuando las células han consumido la cantidad inicial de nutrientes. [16].
Las estrategias de alimentacién pueden ser por control retroalimentado, basado en OD, pH,
actividad metabdlica de biomasa y concentracion de sustrato. También por alimentacion
constante, lineal, escalonada, exponencial (Control predeterminado). En la Figura 3 se muestra

una curva tipica de crecimiento por lote y por lote alimentado.
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Figura 3. a) Curva tipica de crecimiento de una Fermentacién por lotes; b) Fermentacion por lote alimentado.

2.4.2 Recuperacion Primaria

Las células obtenidas del caldo después de la etapa de fermentacién deben de pasar por un
proceso de rompimiento celular para poder dejar libre el contenido celular. Esta etapa consta
de las operaciones de cosecha celular y lisis. El método de rompimiento varia con el tipo de
célula y naturaleza de los productos intracelulares. Los métodos de rompimiento celular

pueden ser divididos en métodos mecanicos y métodos quimicos [15].

Métodos de Rompimiento Celular

Métodos Mecanicos

a) Molienda humeda en molinos de perlas agitados a alta velocidad. Las células son
prensadas entre perlas de vidrio. Generalmente se utiliza en tratamiento de suspensiones
celulares a gran escala [17].

b) Homogenizacion a alta presidn. Las células son forzadas a pasar a través de un pequefio
orificio lo que produce que se rompan por el esfuerzo de corte. Se utiliza en tratamiento
de suspensiones celulares a gran escala [15].

c) Ultrasonificacion. Este método utiliza un generador eléctrico para romper la pared
celular. Este generador produce ondas de ultrasonido y un transductor convierte las

ondas en oscilaciones mecanicas. La densidad de onda es generalmente alrededor de 20
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d)

kc/s. Este método se utiliza para medios liquidos y no es recomendable para células muy
sensibles [15].

Homogenizador de cuchillos. las células son rotas en un mezclador. El esfuerzo cortante
es moderado. Generalmente se utiliza para el rompimiento de tejidos y células animales

[17].

Métodos Quimicos

a)

b)

d)

Choque Osmoético. El rompimiento celular consiste en la carga de un volumen dado de
células dentro de agua pura. La célula se expande debido a que contiene solutos que
ocasionan un flujo osmdtico del agua hacia su interior. Esta expansién puede conducir
hacia su lisis o rompimiento. La factibilidad de este método depende de la resistencia
mecanica de las células de interés. [15]

Disolucidn lipidica. Se afiade a la suspensién celular un volumen de tolueno igual al de
10% de la biomasa. El tolueno es absorbido dentro de los lipidos de la pared celular, lo
gue produce la expansién de la pared y la ruptura de esta. El contenido es liberado y
entonces puede ser separado el producto de interés.

Digestidn Enzimatica. Consiste en el empleo de enzimas que atacan la pared celular y
provocan el rompimiento celular. Una de las enzimas mds utilizadas en la digestion
enzimatica de bacterias es la lisozima. [17].

Tratamiento Alcalino. Se basa en la solubilizacién de membranas por saponificacion de
lipidos pequefios. Un método utilizado cominmente es el rompimiento celular con
hidroxido de sodio, (NaOH) y dodecilsulfato de sodio (SDC) a un pH controlado. Esto
permite la desnaturalizacion selectiva de ADN cromosdmico mientras que el ADN

superenrollado mantiene su estructura de doble cadena [18].

Aunque se pueden utilizar varias técnicas en la ruptura de las células de E. coli para liberar las

moléculas de ADNp, el dafio es generalmente significativo [19,20]. El método mas ampliamente

usado es la lisis alcalina, originalmente descrito por Birnboim y Doly, 1979.

10
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2.4.3. Recuperacion Intermedia

El objetivo de la etapa de recuperacion intermedia es actuar sobre el lisado clarificado de las
células de E. coli para concentrar el ADN plasmidico y reducir la mayor cantidad posible de
impurezas o contaminantes (ARN, proteinas), las cuales estdn presentes en un 90% de la masa
total del soluto [21]. Existen varias técnicas que se utilizan para la recuperacidn intermedia del

pldsmido. A continuacion se describe brevemente cada una de ellas.

Precipitacion (PP): Es un método muy popular que se utiliza para concentrar ADN plasmidico
por medio de agentes quimicos como el isopropanol, polietilenglicol (PEG). Tiene como ventajas
la remocion de acidos nucleicos de bajo peso molecular, separacién de las isoformas del
plasmido lineal y superenrollado, remociéon de gran cantidad de impurezas como proteinas,
endotoxinas y ARN utilizando sulfato de amonio, acetato de amonio y cloruro de calcio. La
desventaja de esta técnica es que tiene limitaciones de escalamiento y un costo elevado de

instalacion. [22]

Sistema de Extraccidon en dos Fases Acuosas (ATPS): Es una alternativa para la recuperacion
intermedia del plasmido. Se utiliza PEG el cual se acumula en la fase superior y un segundo
polimero o sal se enriquece en la fase inferior del sistema. En ambos casos las moléculas de
pldasmido se trasladan a la fase enriquecida de sal (parte inferior), mientras que la mayoria de
las impurezas se mueven a la fase superior enriquecida de PEG 600. Se logra remover el 98% de
ARN y proteinas, el 68% de endotoxinas. Tiene ventaja esta técnica si se quiere pasar la soluciéon
por una columna de cromatografia de interaccién hidrofébica ya que el plasmido fue

recuperado en una fase enriquecida de sal. [23]

Sistema Combinado de ATPS y Membranas: Es una técnica propuesta para la separacién y
purificacién del plasmido sin necesidad de utilizar una columna de cromatografia como etapa
final. Es un sistema de dos fases PEG 800/solucién salina. El plasmido se recupera en la fase
inferior enriquecida de sal y pasa por una segunda extraccién para remover las impurezas e
isoformas circular abierto restantes. En estudios realizados se obtuvo un rendimiento de

plasmido de 95% (3% plasmido circular abierto) en un proceso de escala piloto [21].

11
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Ultrafiltracidon con Flujo Tangencial (TFF): Es una técnica de separacion que se caracteriza por
una circulacion rdpida del liquido a filtrar en direccién tangencial a la membrana. Toma
ventaja en el tamafio grande de la molécula de plasmido (3.3 — 13.2 X 10° kDa), permitiendo
concentrar y eliminar moléculas mds pequefias y permeables (sales, proteinas, endotoxinas,
ARN pequeio). Se utilizan membranas porosas de diferente material y tamafio de poro. Se
agrega una solucién de lavado que permite que la membrana se esté limpiando
constantemente. En general, la recuperacion del plasmido es alta (80-100%) si se ha realizado

un pre tratamiento a la solucion de lisado [10, 17].

2.4.4 Purificacion Final

Como procedimiento de purificacion de plasmido, la cromatografia es la operacién mas
utilizada. Diferentes métodos de cromatografia incluyendo, exclusion por tamafio, intercambio
idnico, interaccion hidrofébica y afinidad se han integrado en el proceso de purificaciéon de

pldsmido.

Las formas de operar una columna de cromatografia son: por eluciéon y frontal. La
cromatografia por elucién es un método para separar en sus componentes (resolver) una
mezcla de solutos y es empleada con el propésito de purificar productos de interés. Esta se
efectia en columnas empacadas con adsorbentes que pueden ser sélidos, sélidos porosos o

geles. El adsorbente constituye la fase estacionaria de la columna.

En esta operacidon se aplica a la columna empacada una pequeiia cantidad de muestra en la
parte superior. Una vez colocada la mezcla se hace pasar un liquido que favorezca la desorcidn
llamado eluyente (fase movil). Conforme avanzan los solutos sobre la columna estos se separan

permitiendo su purificacion.

En la cromatografia por elucién isocratica la composiciéon de eluyente se mantiene constante
durante el proceso. En la elucidon por gradiente la composicion del eluyente se varia

gradualmente.

12
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La operacion de una columna de cromatografia es similar a la de una columna de adsorcion. Sin
embargo, en la cromatografia por elucién la columna no se satura completamente con soluto,

sino que solo se carga en forma controlada una porcién de ésta.

La decision entre emplear adsorcion frontal o cromatografia por elucién en una separacion,
radica principalmente en la dilucién del soluto. En la cromatografia por elucién el soluto se
purifica a expensas de cierto grado de dilucién, mientras que en la adsorcién el soluto se

retiene en la columna y posteriormente se eluye concentrado. [17]

Fundamentos
Existen varias técnicas cromatograficas basadas en la interaccién de una fase moévil liquida y
una fase estacionaria. Cinco aspectos fundamentales permiten distinguir las semejanzas y

diferencias entre ellas:

1.- El tipo de principio de separaciéon que emplea cada una de ellas.
2.- Las caracteristicas de las matrices que utilizan.

3.- La presion a la que se desarrollan.

4.-La relacién de equilibrio.

5.- La cinética de la adsorcidn.

Tipos de cromatografia Liquida segun el Principio de Separacién

De acuerdo al principio utilizado para la separacion se pueden distinguir tres tipos basicos de

cromatografia por elucion:

1.- Cromatografia Liquido-Liquido: En la cromatografia liquido-liquido se utiliza un adsorbente
solido impregnado con un liquido que funciona como fase estacionaria. La separacién de los
solutos es resultado de las diferencias en los coeficientes de participacién de cada uno de los

solutos de la mezcla entre las fases liquidas (estacionaria y movil).

2.- Cromatografia por Filtracion en Gel.-La cromatografia por filtracion en gel utiliza particulas

fabricadas de geles porosas que actian como mallas moleculares que permiten separar

13
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moléculas en funcion de su tamafio. Este tipo de cromatografia es comunmente empleada en

las ultimas etapas de los procesos de obtencién de biomoléculas.

3.-Cromatografia por Adsorcién.- La cromatografia por adsorcidn emplea adsorbentes en los
gue los solutos a separar presentan diferentes grados de retencion. Existen varias modalidades
caracterizadas basicamente por el tipo de adsorbente que emplea, llamadas cromatografia de
adsorcion:

e Fisica.

e Porintercambio idnico.

e Deinteraccion hidrofobica.
e De faseinversa.

e De afinidad.

Tabla 3.Principios de separacién en cromatografia por adsorcién [11].

Propiedad Técnica
Carga Cromatografia de Intercambio Idnico
- Filtracion en gel también llamada
Tamafio iy
exclusiéon
Hidrofobicidad Cromatografia de interaccidn hidrofobia
Bioreconocimiento Cromatografia de afinidad

En la Figura 4 se muestra la representacion grafica de los mecanismos de operacidn de las

cromatografias por adsorcién.

14
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iltracion en gel Interaccion hidrofobica Intercambio idnico Afinidad Fase Inversa

Figura 4. Esquema representativo de la separacién en los distintos métodos de cromatografia por adsorcién

Cromatografia por adsorcion fisica o adsorcion simple.- Se caracteriza por la unién del soluto al
adsorbente por fuerzas débiles del tipo de Van Der Waals. Este tipo de cromatografia es poco
selectiva entonces se utiliza poco a nivel analitico, pero por su bajo costo es utilizada a nivel

industrial.

Cromatografia de interaccion hidrofobica y cromatografia de fase inversa.- Tanto la
cromatografia de interaccién hidrofébica como la de fase inversa, se basan en la interacciéon
entre las regiones hidrofdbicas de moléculas como las proteinas y los grupos hidrofobicos de los

adsorbentes empleados.

Cromatografia por afinidad.-La cromatografia por afinidad estd basada en interacciones
altamente especificas entre el soluto de interés y el adsorbente. Este tipo de cromatografia es
muy empleada en la purificacidn de proteinas. Los adsorbentes utilizados en esta cromatografia
presentan grupos quimicos llamados ligandos que son altamente especificos para la unién con

los solutos.

Cromatografia por intercambio ionico.-La cromatografia por intercambio idnico se basa en la
interaccidon electrostatica entre los grupos cargados del soluto y los grupos cargados de los
adsorbentes utilizados en ésta. La cromatografia de intercambio idnico para la separacion de

biomoléculas se introdujo en la década de 1960 y continla jugando un papel importante tanto
15
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en la separacion como en la purificacion de las mismas. Hoy en dia, la cromatografia de
intercambio idnico es una de las técnicas mads utilizadas para la purificacién de proteinas,
péptidos, dcidos nucleicos y otras biomoléculas, ofrece una alta resolucién y separaciones de
grupo con alta capacidad de carga. Estas caracteristicas hacen que la cromatografia de
intercambio idénico sea muy adecuada para la captura, la purificacién intermedia o etapa de

acabado en un protocolo de purificacién.

Ligando en el intercambio ionico

+

+*
® Cascara de iones (iones contrarios) formando

LY } capas en la superficie de la matriz, v los iones
7 libres en el bufer

~ Particulas unidas

~ Particula sin unir

Figura 5.Principios de Separacién en Cromatografia de Intercambio I6nico
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Etapas de la cromatografia por intercambio idnico

En la Figura 6 se muestra la etapa de equilibrio, donde la fase estacionaria de la columna de

cromatografia de intercambio idnico se equilibra con buffer de baja fuerza idnica.

Matriz . 0w Buffer de
baja fuerza & Adsorcion
d .
- ionica
- -
Grupos .
ionicos
. @
con carga
positiva " e — -
.
Tiempo,/Velumen

Figura 6.Etapa 1, equilibrio en la columna empacada.

En la etapa de adsorcion (Figura 7), las particulas con carga opuesta a los grupos idnicos del
medio, son concentradas en la columna, mientras que las particulas sin carga, o las que tienen

la misma carga que los grupos ionicos, se eluyen poco después de la aplicacion de la muestra.

Particulas
con carga
negativa

& Adsorcion

Particulas
COn carga
neutra o
positiva

-

Tiempo,/ Volumen

Figura 7. Etapa 2, aplicacion de la muestra a la columna.
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En las Figuras 8, 9 y 10 se observa la etapa de elucidon. En esta etapa se alimenta un buffer para
incrementar la fuerza idnica (usando gradiente), de esta forma se desplazan las particulas

idnicamente unidas, y los iones contenidos en el buffer compiten por los sitios de union.

L Adsorcion

Tiempo,/ Velumen

Figura 8. Etapa 3, primera elucion

Un incremento en la fuerza iénica desplaza a las particulas que estan mas fuertemente unidas.

A Adsorcien |

-

J\ i

Tiempo,/Velumen

Figura 9. Etapa 3, segunda elucion
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A Adsorcion

o
-

Tiempeo,/Volumen

Figura 10. Etapa 3, tercera elucion

Finalmente un incremento mayor en la fuerza idnica, por el gradiente, elimina cualquier

particula idnicamente unida antes del re-equilibrio.

A Adsorcion

-
L

Tiempo,/ Volumen

Figura 11. Etapa 4, lavado de la columna.

De esta manera, después de la adsorcidon se usa un gradiente de sal para desplazar los
diferentes acidos nucleicos, los cuales eluyen incrementando la carga neta, en funcién de la
longitud de la cadena y conformacion [9, 24]. La forma y tamaino de las moléculas juegan un
papel importante, ya que en algunas matrices de intercambio idnico, la forma mas compacta
superenrollada, que tiene una alta densidad de carga, eluye después que la forma circular

abierta, la cual tiene menor densidad de carga total [11, 25].

Los plasmidos son moléculas muy grandes (PM >3 X 10 ® didmetro hidrodinamico de 200 nm)

gue no pueden penetrar en los poros de la mayoria de las matrices cromatograficas de
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intercambio idnico comerciales (particulas de diametro de poro < 200 nm), originalmente
disefiadas para la separacién de proteinas. Esto significa que sélo la superficie externa y una
capa delgada estan disponibles para adsorber, por lo que el fendmeno sélo ocurre en la
superficie [9, 26]. Esto representa una limitacion en el proceso cromatografico con particulas
de intercambio idnico, que presentan Unicamente poros difusivos (Fig. 12) [25, 27]. En
investigaciones realizadas por Teeters [28] se reportan capacidades de membranas perfusivas
de un orden de magnitud mayor que las capacidades tipicas reportadas para plasmidos en
particulas porosas. La cromatografia de membranas basada en el uso de poros perfusivos
(poros de 800 a 1000 nm), permite el flujo convectivo del soluto al sitio de adsorcién, en
consecuencia disminuye el tiempo de residencia en la columna y se obtiene una mayor
productividad en los procesos (Figura 12) [26, 28 — 30]. La cromatografia de intercambio idnico
se ha utilizado para capturar ADNp de lisado crudo o de soluciones conteniendo ADNp obtenido

después de la pre-purificacién en operaciones como TFF, ATPS o HIC [10].

La cromatografia de interaccidn hidrofébica, generalmente, se aplica como una operacién de
remocion de impurezas, aprovechando el hecho de que las mayores impurezas como el ARN y
gDNA son mas hidrofébicas que el ADNp [31]. La HIC se beneficia de la alta hidrofobicidad de
las cadenas sencillas de los acidos nucleicos que muestran una alta exposicién de las bases
aromaticas comparada con los acidos nucleicos de doble cadena. Las moléculas de plasmido de
doble cadena tienen las bases hidrofébicas empacadas dentro de la hélice, por lo que la
interaccion con el soporte hidrofébico es minimo [32]. Dado que las soluciones alimentadas a
una columna de interaccion hidrofébica deben acondicionarse con alta concentracion de sal,
este tipo de cromatografia es especialmente conveniente si se aplica después de las etapas de

precipitacion con sulfato de amonio [31].

20



CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

Membrana de
intercambio idnico
porosde 800 nm

Columna empacada con
particulas de 20 um
porosde 100 nm

Poros
convectivos
grandes

Canales
difusivos
estrechos

[[JSuperficie activa (verde) en la matriz (blanco)
M Canales convectivos
MCanales difusivos

Figura 12. Comparacidén de los sitios de adsorcion en las particulas y
membranas de intercambio idnico.
La cromatografia de afinidad se basa en el reconocimiento de una estructura particular en la
molécula de plasmido por un ligando inmovilizado a una matriz disponible basada en la
formacidn de la hélice triple o interaccién proteina-DNA. La formacién de hélice triple entre un
oligonucleétido inmovilizado a una secuencia especifica insertada en el plasmido, se ha
reportado como un método altamente especifico, sin embargo esta limitada por la formacion
lenta del enlace [25]. En estudios mads recientes, se investiga la interaccién del ADNp con una
matriz de agarosa-histidina basada en interaccién hidrofébica y de pseudo-afinidad, como una
estrategia para capturar especificamente ADNp-SC de lisados de E. coli parcialmente purificados

[33].

2.4.5 Electroforesis Convencional

La electroforesis convencional ha sido utilizada durante muchos afios para separar especies
complejas de elevado peso molecular de interés bioldgico y bioquimico. Las separaciones se
llevan a cabo sobre una capa delgada y plana o placa de un gel semisélido y poroso que
contiene un tampdn acuoso en el interior de sus poros. Esta sera la sustancia encargada de
ofrecer resistencia al movimiento de las moléculas, controlando de manera uniforme su

migracion.
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Mediante esta técnica se pueden separar varias muestras simultdneamente. Dichas muestras se
depositan sobre el gel, se aplica un potencial de corriente continua a través del mismo durante
un tiempo fijo. Cuando las separaciones se han completado se interrumpe el paso de corriente

y las especies separadas se tifien para visualizarse.

La electroforesis en gel es muy utilizada en la deteccién, control de pureza, caracterizacion,
cuantificacién (por comparaciéon con controles) asi como preparacién y purificacion (por
extraccion de bandas desde el gel) de moléculas y fragmentos de ADN y RNA.
Los geles que se emplean son geles tridimensionales de polimeros ramificados que tienen los
espacios entre ramificacidon rellenos de liquido. Las redes de polimeros no solo reprimen la
conveccién sino que también actian como cribas que pueden retardar y hasta bloquear la
migracion de los analitos poliméricos mas grandes. En cambio los iones pequeiios pueden
moverse libremente a través de la estructura porosa del gel. De este modo la electroforesis en
gel tiene dos mecanismos de separacion: electroforesis, que separa por la relacion
carga/tamafo y tamizado, que separa mayormente por tamafio. Los geles mas comunes son

agarosa y poliacrilamida.

La agarosa es un polimero derivado de un polisacarido neutro, que gracias a su poder de
gelificacion y propiedades fisico-quimicas, lo han convertido en el soporte mas comun para
electroforesis en el area de Biologia Molecular. La poiliacrilamida es un polimero formado a
partir de acrilamida y N,N” metilenbisacrilamida. La concentracion de ambos reactivos define el

grado de reticulacion del gel.

Ambos geles tienen en comun que adquieren la misma forma y estan practicamente libres de
cargas idnicas. Esto es importante para evitar que la disolucion tampdn se desplace por el gel
cuando se active el campo eléctrico. Existen otros tipos de electroforesis en gel como son la
electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa, electroforesis en campo pulsado y la
electroforesis preparativa. Estas técnicas no son de aplicacién tan general pero no por ello

dejan de ser importantes [34].
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2.4.6 Espectrofotometria

La espectrofotometria es el método de analisis dptico mas usado en las investigaciones
guimicas y bioldgicas. El espectrofotometro es un instrumento que permite comparar la
radiacion absorbida o transmitida por una soluciéon que contiene una cantidad desconocida de
soluto, y una que contiene una cantidad conocida de la misma sustancia, mediciones de
absorbancia hechas en un espectrofotémetro Thermo ScientificNanoDrop incluye la absorciéon
de todas las moléculas de la muestra a la longitud de onda de interés. Dado que los nucledtidos,
ARN y ADN de cadena simple se absorben a 260 nm todos contribuiran a la absorcion total de la
muestra, por lo tanto para asegurar resultados precisos cuando se utiliza un
espectrofotdmetro, las muestras de acidos nucleicos requieren una purificacién previa a la
medicidn. La relacién de la absorbancia a 260 nm y 280 nm (OD260/0D280) se espera sea
dentro de 1.7 a 1.9 para indicar pADN purificado. Una proporcion de 1.8 para de pADN es
generalmente aceptado como "puro", mientras que una proporciéon de 2.0 es generalmente
aceptado como "puro" para ARN. Si la proporcién es sensiblemente menor en cualquiera de los
casos, puede indicar la presencia de proteinas u otros contaminantes que absorben

fuertemente en o cerca de 280 nm [35,36].
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

Durante la investigacion se utilizd como macromolécula modelo el plasmido pVAX1 con el gen
insertado LipL-32. Es una molécula con peso molecular aproximadamente de 4000 pares de
bases. En la produccidon de plasmidos se utilizaron cepas de Escherichia Coli (E.Coli) con el

plasmido pVAX1- LipL32 hospedado.

En la fermentacién en matraz se utilizd el medio de cultivo Luria Broth y Kanamicina para

prevenir el crecimiento de otra cepa y dar resistencia a las células

Para la recuperacion primaria se prepararon las siguientes soluciones: Soluciéon de
resuspensién, llamada solucién P1, compuesta por 50 mM glucosa, Tris- HCl 25 mM
(Hidroximetil Amino Metano, P.M.=121.14), EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 10 mM
(PM 292.25); solucién de lisis, llamada solucidn P2, conteniendo NaOH 0.2M, SDS 1% (m/v) y
solucién de neutralizacién, llamada solucién P3, compuesta por Acetato de Potasio 3M en Acido
Acético Glacial y agua desionizada. Estas soluciones fueron pasadas a través de un microfiltro,

Millipore 0.45 um.

En la recuperacion intermedia y en la concentracidn se utilizaron membranas de fibra hueca de
polisulfona (cartuchos) con tamaiio de corte de 500 kDa y 300 kDa respectivamente. El Buffer
de lavado que se utilizé en los experimentos fue 10 mM Tris y 1.0 mM EDTA (PM 292.25) a pH
8.0 (Buffer TE). Para realizar la limpieza de los cartuchos de ultrafiltracién, después de cada
experimento se realizd un lavado con una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCl) 100 ppm,
seguido de otro lavado con hidréxido de sodio 0.1N y finalmente para guardar la membrana se
utiliza etanol al 30%. Las membranas se acondicionaron de acuerdo con el protocolo del
fabricante. En los estudios electroforéticos se utilizd agarosa 0.8% en buffer 1X, Tris-Acetato-
EDTA (buffer TAE) el marcador Supercoiled DNA Ladder, Invitrogen. La solucién para teiiir el gel

fue bromuro de etidio 1X (Ver Anexos Ay B).
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El empaque de las columnas de cromatografia fue realizado con membranas de intercambio
idbnico mustang Q marca Pall (ver anexo C) previamente acondicionadas segun las

especificaciones del fabricante.

Figura 13.Membrana Mustang Q coin en el empaque del fabricante

3.2. Equipo

En los cultivos en matraz se utilizé una incubadora, Orbital Shaker Incubator, VWR (Figura 14).
Para el control del crecimiento celular se midié la absorbancia del cultivo a una longitud de una

de 600 nm en un espectrofotdmetro Perkin Elmer.

Figura 14. Incubadora, Orbital Shaker Incubator, VWR.
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En la etapa de recuperacién primaria se utilizé una centrifuga Allegra X-22, Beckmam Coulter

(Figura 15). En la clarificacidn se pasé a vacio por un filtro Millipore de 0.45 um.

Figura 15.Centrifuga Allegra X-22, Beckmam Coulter.

El equipo usado para llevar a cabo la etapa de pre-purificacién asi como la concentracién del
ADN plasmidico tanto en la primera como en la segunda etapa de la purificacién consistié en un
sistema de ultrafiltracion con flujo tangencial MidJet Benchtop System, GE Healthcare acoplado
a un equipo BioRad Biological LP Chromatography con monitor de computadora para medir
absorbancia y conductividad durante el experimento (Figura 16). El software donde se
registraron los datos fue LPData View acoplado al equipo Biologic Bio-Rad. Los cartuchos
contienen dos membranas de fibra hueca de polisulfona (1 mm de diametro interno, 30 cm de
longitud con un &rea total de filtracion de 16 cm?). La longitud de las tuberias se redujo lo mas
posible y la calibracién del flujo volumétrico de alimentacién se verificé antes de todos los

experimentos.
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Figura 16. Sistema de ultrafiltracion con flujo tangencial MidJet Benchtop System, GE.

Durante la etapa de purificacién se manejé una columna con didmetro interior de 0.5 cm marca
Pharmacia Biotech de flujo frontal (Figura 17) adaptada al cromatografo BioRad BioLogic HR en
conjunto con el colector de fracciones BioRad modelo 2128 todo acoplado a un sistema de

computo por medio del software BioLogic HR (Figura 18).

Figura 17. Columna Pharmacia Biotech
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Figura 18. A: Sistema de computo con el software BioLogic HR; B: Cromatografo BioRad BioLogic HR; C:Colector de
fracciones BioRad modelo 2128

En los estudios electroforéticos se utilizé una cdmara horizontal de electroforesis GT mini gel

casting system de Biorad (Figura 19) y para la fotografia del gel de agarosa se utilizé el equipo

Multi —Doc, Digital Imaging System, Trans UV de BioRad (Figura 20).

Figura 19. Cdmara horizontal de electroforesis y Equipo Multi —Doc, Digital Imaging System, Trans UV de BioRad
para fotografia.
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Figura 20. EquipoMulti —Doc, Digital Imaging System, Trans UV de BioRad

En los estudios de espectrofotometria se utilizd el espectrofotémetro Uv-Vis NanoDrop ND-
1000 que permite analisis altamente precisos de muestras de acidos nucleicos (ADN, RNA),
marcadores de acidos nucleicos, proteinas, marcadores de proteinas y cultivos celulares. Este
sistema elimina la necesidad de utilizar cubetas y capilares, disminuyendo el tiempo de
obtencién de resultados de las muestras. Su alta capacidad de absorbancia, asi como su alta
reproducibilidad, elimina la necesidad de diluir en la mayoria de los casos [34]. Este equipo fue

adaptado a un sistema de computo y operado por medio del software ND-1000 V3.7.1
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3.3 Metodologia

Durante la investigacidon se trabajo con cultivos por lotes en matraz de cepas bacterianas que
contenian el plasmido de interés pVAX1-LipL32. En la Figura 21, se presentan las etapas
utilizadas en el proceso de produccidn, pre-purificacidn y purificacion final de plasmidos a partir

de la cepa hospedera.

*Preparacion de Inoculo.

Fermentacion *Propagacion celular.

.. . . *Cosecha celular.
Recuperacion Primaria [T «(isis Alcalina.

*Clarificacion.

A 4

« “Ultrafiltracion con flujo Tangencial.

Recuperacion Intermedia v

A 4
Purificacion

|

Plasmido Purificado

Figura 21. Proceso de purificacién de plasmidos a partir de la cepa hospedera.

L5 “Cromatografia de Intercambio
ionico.

3.3.1 Fermentacion

La produccion de plasmido para esta investigacién se realizé utilizando la cepa E. coli DH5a con
el pldasmido pVAX1- LipL32. Se utilizd el medio Luria Broth en la fermentacién en matraz y

Kanamicina para dar resistencia a las células.

Crecimiento de indculo en matraz. Se realizaron fermentaciones en matraz a una temperatura
de 37°Cy a 250 rpm durante 12 horas. El inéculo se prepard con 30 mL de medio de cultivo LB
de concentracion 20 g/L en matraces de 100 mL. Al medio estéril se afiadieron 30 pL de una
solucién de Kanamicina de 30 mg/mL de concentracién, previamente filtrada. El medio fue
inoculado utilizando un tubo eppendor con 100 pL (80 uL de cultivo + 20 uL de glicerol,
congelado a -40°C) de E. coli DH5a conteniendo pVAX1-LipL32. El cultivo se realizd en la
incubadora a temperatura de 37 °C y agitacién de 250 rpm, de 8 a 10 h, hasta alcanzar una

densidad éptica, de aproximadamente 1.2 (DOggo~ 1.2), a 600 nm.
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Propagacion celular en matraz. La obtencion de la biomasa se realizé mediante cultivos en
matraces de 2 L con 220 mL de medio LB estéril (20 g/L). Se afiadié los 30 mL de indculo y 250
uL de Kanamicina de 30 mg/mL, previamente filtrada. El cultivo se desarrollé en una incubadora

a37°Cy 250 rpm, por un periodo aproximado de 12 h, hasta alcanzar una DOgyo~ 3.8.

3.3.2 Recuperacion Primaria

Al finalizar el cultivo, las células fueron cosechadas por medio de centrifugaciéon a 3500 g, 4°C
por 20 minutos. Se recolectd el sélido (biomasa) y se desechd el sobrenadante. Se determiné el

peso de las células humedas.

A la biomasa se le agregaron 8 mL de la solucion P1 por gramo de células himedas y se agitd
hasta resuspender el paquete celular. Inmediatamente se agregd un volumen igual de la
soluciéon P2 para realizar la lisis celular y se agitd suavemente y se dejé 10 minutos a
temperatura ambiente. En ultimo lugar, se neutralizé agregando un volumen igual de la
soluciéon P3 a una temperatura aproximada de 4°C, se agitd suavemente y se incubd por 10

minutos en hielo.

El lisado conteniendo el plasmido se clarificd mediante la extraccion del precipitado formado
durante la etapa de lisis (restos celulares, ADN gendmico y proteinas) por centrifugacion a
12000 g por 30 min a 4°C en dos pasos. (Se separd el sobrenadante y se volvié a centrifugar
bajo las mismas condiciones). El lisado clarificado se filtré a vacio con un filtro de 0.45 um para

asegurar la remocion completa de particulas suspendidas.

3.3.3 Recuperacion Intermedia

La recuperacion intermedia del pldasmido se realizé en un sistema de ultrafiltracion con flujo
tangencial (Midlet Benchtop System, GE Healthcare) utilizando una membrana de fibra hueca

de polisulfona con tamafio de corte de 500 kDa.

Se manejo el sistema a un flujo de alimentacién de 50 mL/min. La membrana, en el cartucho de

ultrafiltracion, fue acondicionada de acuerdo al procedimiento establecido por el fabricante.
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Antes de empezar se introdujo al sistema el buffer TE por 10 minutos para lograr humedecer y

homogenizar todas las areas del sistema.

La recuperacion de los plasmidos se inicié introduciendo una solucién de lisado clarificado a la
membrana con el flujo establecido. Al tanque de alimentacién se agregd constantemente una

solucion de buffer TE con el mismo flujo de filtrado, para lavar la solucién de retenido.

3.3.4 Purificacion

En la figura 22 se presenta el procedimiento que se siguié con el ADNp durante la etapa de

purificacién.

Retenido —

h 4

Ultrafiltracion de flujo tangencial

Concentrado
y

Cromatografia de Intercambio iénico [ [> Electroforesis

v
Ultrafiltracion de flujo tangencial

l Concentrado

Cromatografia de Intercambio i6nico 1 > Electroforesis

|

Plasmido purificado

Figura 22. Diagrama de flujo de la etapa de purificacion del ADNp

Con el fin de concentrar la solucidon de retenido derivado de la etapa de pre-purificacidon con
membrana de 500 kDa, se procesd nuevamente en el sistema de ultrafiltraciéon con flujo
tangencial MidJet Benchtop System, GE Healthcare utilizando ahora una membrana de fibra
hueca de polisulfona con tamafio de corte de 300 kDa. Manejando el sistema a un flujo de
alimentacion de 50 mL/min, en esta ocasion sin alimentacion de buffer TE, con el objetivo de

concentrar la cantidad de ADNp en el volumen final.

Durante el desarrollo de la purificacién por cromatografia frontal, se utilizaron membranas de

intercambio iénico Mustang Q coin marca Pall BioPharmaceuticals con un tamafio de poro
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nominal de 800 nm asi como soportes de polipropileno. Las membranas y los soportes fueron
reutilizados acondicionandose después de cada corrida experimental segun las especificaciones
del fabricante. Tanto las membranas Mustang Q coin como los soportes se cortaron a un

didmetro de 0.5 cm utilizando un sacabocados de acero inoxidable (Ver Figura 23).

Figura 23. A:Membranas Mustang Q Coins desempacadas; B: Soporte de polipropileno; C: Sacabocados de 0.5 cm
de diametro; D: Corte de membranas por medio del sacabocados.

Posteriormente se sumergieron en 1.0 M NaOH por 5 min, agitando suavemente. Al terminar el
tiempo se retiré el NaOH y se enjuagaron con 1.0 M NaCl por 5 min, con agitado suave. Al final
de este tiempo se retird la solucion de NaCl y se enjuagaron dos veces con buffer TE. Por
ultimo, las membranas y los soportes se dejaron reposar por aproximadamente 12 horas en el

mismo buffer, para que se equilibraran previamente a su uso. (ver anexo A).

Una vez que se acondicionaron las membranas y los soportes se procedid a empacar la
columna y posteriormente a la colocacion de la columna ya empacada en la parte superior del

cromatografo BioRad BiolLogic HR como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. A: Columna Pharmacia Biotech B: Columna empacada con las membranas mustang Q y los soportes de
polipropileno; C: Columna empacada acoplada al cromatografo BioRad BioLogic HR

Antes de iniciar las conexiones del cromatografo con la columna, las bombas fueron calibradas
por medio del software BiolLogic HR, posteriormente se procedié a hacer todas las conexiones
guedando el arreglo de la siguiente manera: conexién de las bombas a la parte superior de la
columna por medio de manguera rigida de diametro nominal de 1/16 de pulgada, de la parte
inferior de la columna se conectd al equipo detector UV con la ayuda de un conector Econo-Pac
Cartridge para unién de manguera rigida con manguera flexible, del equipo detector de UV al
medidor de conductividad nuevamente se utilizd un conector Econo-Pac Cartridge para cambiar
de manguera flexible a manguera rigida y finalmente se conecté el medidor de conductividad al

colector de fracciones BioRad 2128 por medio de manguera rigida.

Ya instalado el equipo se procedid con la realizacién de distintos programas evaluando y
mejorando cada uno después de un cauteloso andlisis; en la Tabla 4 se muestra un resumen de
dichos programas. Todas las corridas se realizaron con un flujo constante e igual a 0.5 mL/min.
La etapa de adsorcién se llevd a cabo alimentando el volumen de la solucién de retenido, que
se indica en la Tabla 4. En el método A y B, se alimenté el retenido sin NaCl, en los restantes
métodos se acondiciond con 0.5 M NaCl. La etapa de lavado se llevé a cabo con buffer TE, en
todos los métodos, variando el volumen utilizado en cada uno, como se indica en la Tabla,

ademas en los programas C al G se utilizé buffer TE acondicionado con 0.5 M NaCl.
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Tabla 4. Descripcion de los Programas de Cromatografia de intercambio idnico

Método Adsorcidn Lavado Elucién
| Il ]|
Vol Molaridad Vol Molaridad Vol Molaridad Vol Molaridad Vol Molaridad

(mL) (NaCl) (mL) (NaCl) (mL) (NaCl) (mL) (NaCl) (mL) (NacCl)

A 5 0 5 0 8 0.5 ;405 L
als
B 4 0 3 0 6 0.5 4 0.6 5 de 0.6
alb
C 5 0.5 3 05 ok ok * ko * 4k %k .
D 15 05 15 05 2 06 g de06 L
als
de 0.6 de 0.7 - e
E 1.5 0.5 2 0.5 5 0 5 s
F 4 0.5 2 0.5 * %k * %k % * %k % * % % * K% * % %
de 0.6 de 0.7 . e
G 4 0.5 2 0.5 6 407 10 a24

La etapa de elucién fue realizada en forma isocratica o por gradiente, seglin se indica en cada
programa de la Tabla. Para realizar la elucidn se preparé una solucion de NaCl 2M en buffer TE

y se mezcld con buffer TE sin sal.

En el programa A se realizaron 2 eluciones, una isocratica y otra por gradiente. Cuando se
realizd elucidn isocratica se programé la bomba que alimentaba el buffer TE (bomba A) al 75% vy
la bomba del NaCl 2M en buffer TE (bomba B) al 25%, (ambas en modo isocratico en el sistema)
durante 16 min, para que la mezcla resultante fuera NaCl al 0.5M en buffer TE. En el caso de la
elucion por gradiente se programé la bomba A para que alimentara el buffer TE de 75% al 25%
y la bomba B para que alimentara el NaCl 2M en buffer TE del 25% al 75% (ambas en modo
gradiente en el sistema) durante 14 min, para que la mezcla alimentada fuera NaCl en TE con

concentracion variable de 0.5 a 1.5 M en 14 min.

El modo de operar las bombas en los siguientes programas fue semejante, para obtener los

cambios en la molaridad del buffer de elucion.

En la Figura 25 se muestra el diagrama de bloques seguido en la etapa de purificacion; en el

lado izquierdo se sigue etapa de purificacidn del retenido obtenido directamente de la etapa de
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pre-purificacion sin acondicionarlo; del lado derecho se observa la etapa de purificacion
realizando el acondicionamiento del retenido: concentracion por medio de ultrafiltracion
utilizando una membrana de 300 kDa previamente a la cromatografia, asi como modificar su

molaridad por medio de adicién de NaCl para lograr su purificacion de una forma mas eficiente.

Retenido
500kDA
Purificar por Cromatografia Concentrar por Ultrafiltracion 300kDA
Programa B Curva de Ruptura
Volumen acondicionado a 0.5 M NaCl ProgramaC
l Purificar por primer Cromatografia
ProgramaE
Plasmido g
Purificado

Concentrar por Ultrafiltracion 300kDA

Curvade Ruptura
ProgramaF

Volumen acondicionado a 0.5 M NaCl

A 4
Purificar por segunda Cromatografia
Programa G

l

Plasmido
Purificado

Figura 25. Diagrama de bloques de la etapa experimental para la purificacién final del ADNp, por medio de
cromatografia frontal en membranas de intercambio idnico.

3.3.5 Control de calidad del ADN plasmidico

Se realizaron estudios de electroforesis en gel de agarosa para evaluar el estado del plasmido.
Se prepard gel de agarosa al 0.8% en buffer Tris 40 mM-Acido acético 20 mM-EDTA 1mM, pH 8
(buffer TAE 1X) y se colocé en la cdmara de electroforesis. Después se vertié el buffer TAE en la
camara hasta el nivel indicado. Se inyectaron las muestras de interés en el gel sumergido en
buffer y se dejo correr a 80 volts por cerca de 1h. Se utilizé como marcador 1uL de Supercoiled

Ladder DNA y 9 uL de cada muestra. Todas las muestras fueron mezcladas con 1 ulL de buffer de
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carga. Se tino el gel en una solucidon 1x de bromuro de etidio, agitandolo a 65 rpm durante 30
minutos. Finalmente, el gel de agarosa se lavé con agua desionizada y se utilizé el equipo

MultiDoc-It, Digital System para tomar la fotografia de los geles.

Una vez realizada la prueba de electroforesis se procedié a efectuar la prueba de
espectrofotometria en el equipo Uv-Vis NanoDrop ND-1000, se colocd 1 ul de muestra de las
fracciones de interés y por medio del software ND 1000 V3.7.1 se recolectaban los datos, antes
de iniciar con las mediciones se colocé una muestra de buffer TE 0.5 M NaCl como blanco, y

después de cada muestra se pasaba agua desionizada para efectos de limpieza.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Fermentacion

En la propagacién celular en matraz de 100 mL, con 30 mL de medio LB inoculado, se alcanzé
una DOgpo~ 1.7, en 7 horas. Con este indculo se realizé el crecimiento celular en matraz de 2 L

con 250 mL de medio LB inoculado, alcanzando una DOgpo~ 3.2, en 12 horas.

4.2 Recuperacion Primaria

Después de la cosecha celular, realizada por centrifugacién, que se obtuvo en promedio 8.0 g
de células humedas/Litro de cultivo y se desechd el sobrenadante. Inmediatamente se llevéd a
cabo la resuspension de La biomasa, para continuar con la lisis alcalina y neutralizacién, se
obtuvieron en promedio 85 mL de lisado/Litro de cultivo. Finalmente el lisado se clarifico por

microfiltracién y agregando un volumen de buffer TE.

Se realizé un estudio electroforético del lisado clarificado para verificar el estado del plasmido,
se muestra en la Figura 26 el gel correspondiente. Se puede observar en las lineas 4 — 8 las
muestras de lisados, donde se aprecia la banda del ADN plasmidico y una gran cantidad de ARN,

lo que hace evidente la cantidad de contaminante que se debe eliminar.
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Carril Contenido
1 Marcador
2 Vacio
3 ADNp purificado con Kit Bp
4 Lisado
5 Lisado 323'2’
6 Lisado 2067
7 Lisado
8 Lisado

Figura 26. Gel de electroforesis de muestras de lisado.

4.3 Recuperacion Intermedia

Para obtener la mejor recuperacién de plasmido y remocién de impurezas, se realizd un
experimento con lavado continuo con buffer TE del lisado clarificado, utilizando una membrana
de fibra hueca con un tamano de corte de 500 kDa. Las condiciones de operacion durante la
corrida fue: flujo de alimentacion de 50 mL/min, que de acuerdo a las especificaciones del
fabricante de la membrana corresponde a un diferencial de presiéon (AP) de 0.75 psig. El
volumen del tanque de alimentacién se mantuvo constante, debido a que el volumen de
filtrado, era reemplazado por un volumen igual de solucién de lavado (buffer TE). La
ultrafiltracion se realizd a partir de un volumen de lisado clarificado de 100 mL con 1.88
Unidades de Absorbancia (AU) a una longitud de onda de 260 nm y conductividad de 26.6
mS/cm. La absorbancia de la solucién de retenido se disminuyd hasta un valor de 0.59 AU y una
conductividad de 0.09 mS/cm, lo cual indica la remocidn del 68 % de contaminantes durante la
ultrafiltraciéon. Se utilizaron 350 mL de solucion de lavado para alcanzar dicha absorbancia en

184 minutos, que equivale a 3.5 volumenes de lavado. La figura 27 muestra el perfil de
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absorbancia y conductividad del filtrado durante el tiempo de proceso utilizando una

membrana con tamafio de corte de 500 kDa.

18 25
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14 - 20
2
N12 S
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S 1- g
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Figura 27. Perfil de absorbancia y conductividad del filtrado utilizando una membrana con tamafio de corte de 500
KDa y flujo 50 mL/min y AP de 1.5 psig. ==== Absorbancia, === Conductividad.

Se realizé un estudio de electroforesis en gel de agarosa de las muestras recolectadas durante
el experimento. En la figura 28, se puede observar la disminucion de los contaminantes del
retenido durante la operacién del sistema de ultrafiltracién tangencial con la membrana de 500
kDa (lineas 2, 3, 6, 8, 10, 12), sin embargo, se detecté una pequeia pérdida de plasmido a
través de la membrana durante los primeros minutos de filtracion. Esto puede deberse a la
caracteristica de elongacién que tiene el plasmido [37]. A pesar de ello, se logra mantener una

buena calidad del plasmido en la solucidn final y una remocién notoria de ARN (Linea 12).
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Carril Contenido
Marcador
ADNp purificado con Kit 0 1 2

Lisado
Bp

Lisado Clarificado

Filtrado 2
3990
2972
2067

Retenido 500kDa
Filtrado
Retenido 500 kDa

O 00 N O U B W N R

Filtrado

=
o

Retenido 500 kDa

[y
[N

Filtrado

[E
N

Retenido 500 KDa

Figura 28.Gel de electroforesis de muestras de filtrado y

retenido utilizando una membrana de 500 kDa
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4.3 Purificacion Final
Programa A

El Método A se realizé de acuerdo a los pardmetros descritos en la Tabla 4 a un flujo de

alimentacion constaste de 0.5mL/min.

En el cromatograma (Figura 29) se puede observar el comportamiento de la absorbancia
medida en unidades de absorbancia (AU, escala izquierda) y de la conductividad medida en
miliSiems por centimetro (mS/cm, escala derecha), en el comportamiento de la absorbancia del
retenido a lo largo de la cromatografia son evidentes tres partes importantes, la primera
(adsorcidn) en el periodo de tiempo de 10 minutos iniciales, tiempo en el cual la columna es
cargada, el segundo del minuto 10 al 20, fase de lavado, realizada con buffer TE para eliminar
las especies débilmente unidad a la membrana vy la tercera, del minuto 20 al 50 es la fase de

elucion.

La elucidn se realizé en dos partes, la primera realizada en forma isocratica con NaCl 0.5 M en
buffer TE, durante 10 min en ésta se desprenden de la columna principalmente ARN vy la
segunda parte de la elucidn, realizada por gradiente para aumentar la fuerza idnica con NaCl en
buffer TE de 0.5 a 1.5 M. En esta ultima parte se desorbe de la columna el ADNp concentrado

con una cantidad menor de contaminantes en comparacién a la solucién alimentada.
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Fracciones
AU mS/cm
1,2,3,4,5,6,7.8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,23,24,25,
. 5.00
2.00
100.0% Buffer B [ 450
1.75 7
I - 4.00
1.50 |
F 3.50
1.25 | ' 3.00
1.00 1 At e
50.0 //» 2.50
;’/, L "
0.75 2.00
L e f
| 1.50
0.50 1 ~ T A
f/ Y [ 1.00
0.25 1 /
] . F 0.50
- | S ’,-' — —
0.00 OO F 0.00
4 r -0.50
-0.25
00:00:00 00:10:00 00:20:00 00:30:00 00:40:00 00:50:00

Tiempo ,min.
Figura 29. Perfiles de adsorcion, lavado y elucién de 5 mL de soluciéon de retenido, utilizando el Programa A.

En la Figura 30 podemos observar la electroforesis realizada a las fracciones representativas del
cromatograma de la Figura 29. En el carril 4 se observa que la formacién del segundo pico del
cromatograma es resultado de la remocién de contaminantes, principalmente ARN, por efecto
de la elucion con NaCl 0.5 M en buffer TE. Al aumentar la fuerza idnica de 0.5 a 1.5 M, en el
buffer de elucion se forma un segundo pico, que es analizado en los carriles 5, 6 y 7 del gel de
electroforesis, en estos se puede ver que existe una mezcla de plasmido y contaminantes, ya
gue aunque en los carriles 5 y 6 hay solo contaminantes en el carril 7 aparece plasmido, sin
embargo por la misma accion de colectar muestras cada minuto dio como resultado una
separacion fortuita del plasmido de los demds contaminantes, ya que si comparamos el carril 7
gue corresponde a la parte final del segundo pico con el carril 8 podemos ver que el plasmido
se encuentra con una minima cantidad de contaminantes en comparacion al retenido que se

obtuvo de la ultrafiltracion.
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Carril

Contenido
Marcador
Fraccion 6
Fraccion 12
Fraccion 14
Fraccion 20
Fraccion 21

Fraccion 22

Retenido alimentado

CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

=23 au55677"8

con el Programa A.

Bp

- 3990

2972
2067

Figura 30. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
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|

Programa B

El programa B se basé en los parametros descritos en la Tabla 4 a un flujo de alimentacidn

constante de 0.5 mL/min.

Con el fin de lograr un mayor grado de resolucién se modificaron los parametros del método A
para asi realizar una tercer elucidn y lograr separar el ADNp del ARN que se obtenia en el
segundo pico utilizando el programa A. Se muestra en el cromatograma utilizando programa B
(Figura 31), que se realizaron dos eluciones isocraticas con NaCl 0.5 M y 0.6 M respectivamente,
dando por resultado dos picos separados. Después se realiza la tercera elucién, ahora con

gradiente aumentando la fuerza iénica de 0.6 a 1.5 M, en 10 min, obteniéndose un tercer pico.

Fracciones
AU mS/cm
togrlte2.3.4,5,6.7.8,9.10,11,12,13 14,15,16,17,18,19,20 21,22, __
- 7 s )
T00.0% Bulfler 1_/
0.90
I/
0.80 7 - 2.00
0.707
0.60 7 r 1.50
L = ,,//
0.501 L T
50.0 1 -/
0.40 ] \ A /./'/ - 1.00
]
/ 1 /
0.30 ] // \ “ \ E—
" / \ ] I.‘"I
0.20 / \ /a \ r 0.50
A ;-' \\
0.10 / \ /_ A
[ \\, |/ B _/;‘ \.,‘17_/\\‘¥7—_/ \kf_,_,
O.OO‘TTU’L. - r 0.00
-0.10
00:00:00 00:10:00 00:20:00 00:30:00 00:40:00

Tiempo ,min

Figura 31. Perfiles de adsorcidn, lavado y elucién de 4 mL de solucidon de retenido, utilizando el Programa B.

Una vez concluida la corrida con programa B se procedio a realizar una electroforesis con el fin
de identificar la naturaleza de la formacién de los picos antes discutidos. En la figura 32 se

muestra el gel de electroforesis con las fracciones representativas del programa B.
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El primer y segundo pico del cromatograma, (fracciones 11 y 15), se pueden identificar en los
carriles 3y 4 de la Figura 31, estos muestran que contienen ARN y son producto de la elucién
isocratica con NaCl 0.5 M y 0.6 M. El ultimo pico (fracciones 19, 20 y 21), se identifican en los
carriles 5, 6 y 7 de la Figura 32, solo contiene ADNp con una minima cantidad de contaminantes

en comparacién al retenido alimentado que aparece en el carril 8.

Carril  Contenido

1 Marcador 1 2334 56 78
2 Fracciéon 5

3 Fraccion 11

4 Fraccidén 15

5 Fraccion 19

6 Fraccion 20

7 Fraccidén 21

8 Retenido alimentado

Figura 32. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
con el Programa B

En base a este resultado, se puede ver que resulta favorable la elucidn isocratica con NaCl 0.5
M en buffet TE, para eliminar ARN. Por esta razén se procedera a alimentar la solucién de
retenido con presencia de sal (NaCl 0.5 M) para favorecer a que el ARN no se adsorba en las

membranas y no ocupe sitios activos, esperando mejorar la adsorcién de ADNp.
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Programa C

El programa C se basé en los parametros descritos en la Tabla 4 a un flujo de alimentacién
constante de 0.5 mL/min, este programa se realizé con el fin de identificar y optimizar la etapa
de adsorcion de las nuevas corridas de cromatografias debido a que el retenido es alimentado

a una molaridad de 0.5 de NaCl.

En la Figura 33 se aprecia el perfil de adsorcién del retenido con NaCl 0.5M utilizando
programa C. Esta corrida fue realizada para determinar el tiempo de adsorcién del retenido
salado, que se utilizd en las corridas de cromatografias posteriores para evitar desperdicio de

solucién que sale de la columna cuando ésta se equilibra con la solucién alimentada.

AU Fracciones msS/cm
1.00 1 : 2 : 3 : 4 ' 5 6 : 7 : 8 T 5.00
TOU0.0% Buffer B
0.90 | - 4.50
0.80 | - 4.00
070 T — N\ - 350
0.60 / M\\»\ - 3.00
| ) ™, |
0.50 1.0 4 " - 2.50
0.40 1 / I S wq’\n - 2.00
[ — X :

I #j ™~ \L z
0.30 1 /, *r-‘i_‘,_ik_ - 1.50
0.20 1 / - 1.00
0.10 T / 050
0.00 T— - T 0.00
010 1 - -0.50
00:00:00 00:05:00 00:10:00 00:15:00

Figura 33. Perfil de adsorcion del retenido con 0.5M NacCl, utilizando el Programa C.

En la Figura 34 se puede observar la electroforesis realizada con las fracciones colectadas
durante la corrida con el programa C. Se identifica en el primer carril el marcador del pldsmido;
en el carril 2 se encuentra la muestra obtenida de la fraccion 2, en esta se detecta presencia de

la solucién alimentada. En los carriles posteriores se puede observar que la solucién alimentada
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se encuentra completamente a la salida de la columna, lo que indica que la columna ha sido
cargada y equilibrada. Este resultado es utilizado como referencia para el disefo del programa

D que se describe a continuacion.

Carril Contenido
1 Marcador
2 Fraccion 2
3 Fraccion 3
4 Fraccién 4 . Bp
5 Fraccion 5 —;
6 Fraccion 6 : 3990
7 Fraccion 7 — 2972
___ 2067
8 Fraccion 8

Figura 34. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
con el Programa C
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Programa D

El programa D se basd en los pardmetros descritos en la Tabla 4 a un flujo de alimentacidn
constante de 0.5mL/min, este programa se realizd a partir de los resultados obtenidos en los
programas A y B, tanto la etapa de adsorcion y lavado parten de una molaridad de 0.5 M de

NaCl mientras que las fases de elucion parten de una molaridad de 0.6 M de NacCl.

La adsorcién de la solucion de retenido se realizé en presencia de 0.5 M de NaCl para favorecer
la no adsorcidon de ARN, y utilizando Unicamente 1.5 mL, ya que en la corrida anterior se
determind que con este volumen es suficiente para equilibrar la columna vy asi evitar pérdidas

de solucion alimentada.

En el cromatograma que se muestra en la Figura 35 se puede observar una reduccién
considerable de tiempo de operacién, en comparacién a la corrida con el programa B

(aproximadamente 24 minutos menos).

Fracciones
AU msS/cm
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1.00 7 F 5.00
0.90 1 100.02% Buffer B L 450
0.80 7 [ 4.00
0.70 1 r 3.50
0.60 7 /\ F 3.00
| / e
0.50 10, / \\ g 2.50
0.40 ] \ 7 F 2.00
\
0.30 ] / P d [ 1.50
I — jfe/-""" [ — —
0.20 7 / r 1.00
/ /V\
0.10 7 - — \ r 0.50
,,,-/ —
0.00 TO0O T 0.00
-0.10 7 r-0.50
00:00:00 00:05:00 00:10:00 00:15:00

Tiempo ,min

Figura 35. Perfiles de adsorcion, lavado y elucién de 1.5 mL de solucién de retenido, utilizando el Programa D.
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Durante la elucidn isocratica se aprecia un incremento en la absorbancia, sin formarse un pico
definido y en la elucién por gradiente de 0.6 a 1.5 M en 10 min, se forman 2 picos unidos, lo

gue podria indicar una mala resolucién entre el ADNp y el ARN.

Se analizan las fracciones obtenidas a la salida de la columna, por medio de una electroforesis
para corroborar su naturaleza. En la Figura 36 se encuentra el gel de electroforesis, en el carril 3
de la figura, se observa una muestra de la fase de lavado, indica que durante esta fase no se
desorbid ninguna especie de la columna. Los carriles 4 y 5 corresponden a muestras de la fase
elucién isocratica con NaCl 0.6 M, aqui se aprecia que existe una eliminacién de ARN, al parecer
poca cantidad, por la razén que se adsorbidé poco ARN por la forma de alimentar el retenido con
NaCl. En los carriles 6 y 7 de la Figura 36 se observan las fracciones 7 y 8, correspondientes a los
2 picos formados durante la elucion isocrdtica. En las fracciones se observa la presencia del
pldsmido y de una cantidad de ARN. En la corrida con este programa se reduce
significativamente la cantidad de impurezas en comparacion al retenido alimentado (carril 2),

sin embargo, no se obtiene una buena resolucién entre las fracciones.

Carril Contenido
1 Marcador
2 Retenido alimentado
3 Fraccion 5 — Bp
4 Fraccion 6
5 Fraccion 7 3990
. 2972
6 Fraccion 8 2067
7 Fraccion 9

Figura 36. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
con el Programa D.
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Programa E

El programa E se basd en los pardmetros descritos en la Tabla 4 a un flujo de alimentacidn
constante de 0.5mL/min. Con el propdsito de obtener una mejor resolucion entre las especies
eluidas de la columna y conseguir el pldsmido en un solo pico, se aumentd el tiempo de lavado,

asi como también se modificé la fuerza idnica en la fase de elucidn.

En la Figura 37 se muestra el cromatograma correspondiente a la corrida con el programa E. Al
aumentar el tiempo de lavado (en comparacion a la corrida con el programa D), se logra bajar la
absorbancia y eliminar especies débilmente adsorbidas. Ahora la primera elucién, en lugar de
ser isocratica, se aumenté la fuerza iénica con NaCl de 0.6 a 0.7 M en 10 min y la segunda
elucion con NaCl de 0.7 a 1.1 M en 10 min, consiguiéndose dos picos separados en el perfil de

absorbancia.

Fracciones
AU 1 2 3 .4 S5 | 6 7 g 9 10 11 12 13 14 msS/cm
1.00 5-00
0.90 |100.0% Buffer B F 4.50
- F 4.00
0.70 1 :
: F 3.00
0.50 7 ) :
'50.0 / 77“*7-

0.30 ]

0.20

0.10

0.00
-0.10 E

00:00:00 00:10:00 00:20:00

Tiempo ,min

Figura 37. Perfiles de adsorcidn, lavado y elucién de 1.5 mL de solucién de retenido, utilizando el
Programa E
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En la Figura 38 se muestra el gel de electroforesis de las fracciones obtenidas con el programa
E. Las muestras de la fase de lavado se encuentran en los carriles 5 y 6, en estas se observa la
eliminacién de ARN. Los carriles 7, 8 y 11, 12 y 13 contienen muestras de la primera elucién con
gradiente, en ellas casi no se observa la eliminacidn de ARN, sin embargo si se logra separa los
picos que se encontraban sobrepuestos en la corrida anterior. Las fracciones correspondientes
a la segunda elucién con gradiente, se encuentran en los carriles 14, 15 y 16. En particular, en
los carriles 15 y 16 aparece ADNp sin presencia aparente de contaminantes (ARN). Al comparar
el carril 15 con el carril 2, donde se encuentra la solucidon de retenido alimentado a la columna,

en ambos se observa el plasmido de interés con una diferencia significativa en la cantidad de

ARN.
Carril  Contenido - = = 5 ———
oy . My
1 M d 1 Y o' i . . -
arcador 1232 56 78ff 9101112131

2 Retenido
3 Fraccion 1
4 Fraccion 2 Bp
5 Fraccion 3
6 Fraccion 4
7 Fraccion 5 3990
8 Fraccion 6 ;g/f

o/
9 Marcador
10 Retenido
11 Fraccion 7
12 Fraccion 8

., Figura 38. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
13 Fraccion 9
con el Programa E

14 Fraccion 10
15 Fraccion 11
16 Fraccion 12
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Programa E multiples corridas

Ya que se obtuvo la corrida con el programa E, donde existen buenos resultados de
recuperacién de ADNP, como se muestra en el gel de electroforesis anterior, se realizaron
corridas con el mismo programa, con el fin de comprobar la reproducibilidad y obtener un

volumen suficiente para realizar la segunda cromatografia para purificar la solucién.

En la Figura 39 se observa que el programa E cumple con la propiedad de reproducibilidad
experimental. Se observa en la figura los cromatogramas superpuestos, las curvas azules,
(absorbancia) bajo las mismas condiciones de operacion tiene el mismo comportamiento,

obteniéndose al final, en la fraccién 11, el pico conteniendo el pldasmido que se desea.

Fracciones
AU 1 2 3 4 5 6 7 g 9 10 11 12 13 14 mMS/cm

1.00 5.00

0.90 1100.0% Buffer B L 450

0.80 7 r 4.00
0.70 ] 3.50
0.60
0.50
0.40

0.30 1

0.20

0.10

0.00

-0.10 F -0.50

00:00:00 00:10:00 00:20:00
Tiempo ,min

Figura 39. Cromatograma programa E mutiples corridas

53



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Programa F

Al realizar la repeticion de la corrida con el programa E, se colectaron los volumenes de las
fracciones conteniendo el ADNp y se reunieron en un solo volumen. Este volumen de plasmido
recuperado se procesé en una segunda ultrafiltracion con membrana de 300 kDa, con el fin de
concentrar la solucidn, siguiendo el proceso que se muestra en la Figura 25. A la solucion
concentrada se le agregd NaCl, hasta de obtener 0.5 M, ya que con esta molaridad se alimenta

y adsorbe en la columna.

Una vez que se obtuvo la solucidn concentrada y acondicionada de plasmido recuperado, se
realizd una corrida con el programa F el cual se basé en los parametros descritos en la Tabla 4, a
un flujo de alimentacion constante de 0.5 mL/min. Esta corrida se realizd con el fin de
identificar y optimizar la etapa de adsorcidon de la corrida de purificacién final para evitar
desperdicio de solucién que sale de la columna cuando ésta se equilibra con la solucién

alimentada.

En la Figura 40 se muestra el cromatograma del programa F en el cual vemos el
comportamiento en la etapa de adsorcion y lavado de la columna alimentando la solucién
concentrada de pldsmido recuperado. En comparacidon a los cromatogramas anteriores se
puede apreciar que los niveles de absorbancia son menores, debido a que la solucién
practicamente se encuentra libre de contaminantes (ARN) y a las diluciones que se han

realizado debido a la metodologia del proceso.

En la Figura 41 se puede observar la electroforesis realizada con las fracciones colectadas
durante la corrida con el programa F. Hasta en el carril 5, que corresponde a la fraccién 6, se
detecta presencia de la solucidén alimentada a la salida de la columna. En los carriles posteriores
también se observa el mismo comportamiento que la solucién alimentada se encuentra
completamente a la salida de la columna, lo que indica que la columna ha sido cargada y
equilibrada. Este resultado es utilizado como referencia para el disefio del programa G, en el
cual el volumen en la etapa de adsorcidn debe ser igual o menor de 4 mL para evitar

desperdicios de la solucion.
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Fracciones
AU 1 1 L 2 L 3 L 4 L 5 L 6 L 7 L 8 9 I 10 L 11 12 _llIS/Clll
1 100.0% Buffer B I

0.0907 /6 Buffer - 4.50
0.080] F4.00
0.0707 F3.50
0.060 ] F3.00

=0 For
0.050 E, 50.0 E 2.50
0.040 ] - 2.00
0.030] - 1.50
0.020 ] - 1.00
0.010] F0.50
0.000T0.0 = 0.00
-0.010 ] F-0.50

00:00:00 00:05:00 00:10:00

Tiempo, min

Figura 40. Perfiles de adsorcidn y lavado de solucion concentrada y acondicionada de plasmido recuperado,
utilizando el Programa F.

Carril  Contenido
1 Fraccion 2
Fraccién 3 1 2 345 6 7 8
Fraccion 4
Fracciéon 5
Fraccion 6

Fraccion 7

LT

Fraccion 8
- 2972

0O N O U B~ W N

Fraccion 9

Figura 41. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
con el Programa F.
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Programa G

Para realizar la purificacién final del ADNp se realizé una segunda cromatografia para la cual se
tomaron como base los resultados del programa F para realizar el programa G. Los pardmetros

de este programa se presentan en la Tabla 4, todos los flujos fueron constantes a 0.5 mL/min.

En la Figura 42 se muestra el cromatograma de la corrida con programa G. A diferencia de las
corridas anteriores, donde las fracciones colectadas eran de 1 mL, en este caso se tomaron
fracciones de 0.5 mL con el fin de tener un analisis mas preciso cada una de ellas. El perfil de la
absorbancia tuvo el mismo patrén del programa E mostrandose la fase de adsorcién y de lavado
hasta bajar la absorbancia. Durante la primera elucién, se aumentd la fuerza idnica con NaCl de
0.6 a 0.7 M en 12 min, no se observa cambio en la absorbancia debido a que la solucién
alimentada contenia muy poco ARN, y la segunda elucién con NaCl de 0.7 a 2.4 M en 24 min,

consiguiéndose dos picos separados en el perfil de absorbancia.

Fracciones )
1;‘:}’ 1,2 3,4,5.6,7.891011121314151617181920212223242526272829303 1.32.33.3435.36”f';;m
0.90 1 100.0% Buffer B ;4.50
0.80 1 - 1.00
0.70 7 * 3.50
0.60 7 ‘ 3.00
0.50 L =0.0 ’ 2.50
0.40 F 2.00
0.30 7 : 1.50
0.20 _f—7 B _ 1.00
0.10 ] - 0.50
0.00 ‘LOII/ 0.00
-0.10 | L -0.50
00:00:00 ' " 00:10:00 ' ' 00:20:00 ' " 00:30:00

Tiempo ,min

Figura 42. Perfiles de adsorcién, lavado y elucion de 4 mL de solucién concentrada y acondicionada de
plasmido recuperado, utilizando el Programa G
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En la Figura 43 se muestra el gel de electroforesis de las fracciones obtenidas con el programa
G. Una muestra de la fase de lavado se encuentra en los carriles 3, en esta no se detecta la
presencia de alguna especie eliminada de la columna. En los carriles 4 — 8 se encuentran las
fracciones correspondientes a la segunda elucién con gradiente. En particular, en los carriles 7 y
8 aparece ADNp sin presencia de contaminantes (ARN). Al comparar el carril 15 con el carril 2,
donde se encuentra la solucidn de retenido acondicionado alimentado a la columna, en ambos

se observa el plasmido de interés con una diferencia significativa en la cantidad de ARN.

Carril Contenido

1 Marcador
Solucién alimentada

Fraccién 10 Bp

Fraccion 27

3990
2972
2067

Fraccion 29

2

3

4

5 Fraccion 28
6

7 Fraccion 30
8

Fraccion 31

Figura 43. Gel de Electroforesis de las fracciones obtenidas
con el Programa G.
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4.3 Control de Calidad del ADN plasmidico

En la Tabla 5 se presentan los resultados obtenidos en el equipo NanoDrop 1000. Como se
puede observar la relacién de 0D260/0D280 del retenido inicial es alta mientras que en la
solucion de plasmido recuperado en la primera operacion de cromatografia es 1.7. En la
soluciéon de pldasmido obtenida en la segunda operacién de cromatografia, se logré un valor en
promedio de 19 y de acuerdo a lIsaaq, 2001 y Technical Bulletin, NanoDrop

Spectrophotometers, 2009 se considera purificado.

Tabla 5. Resultados espectrofotometria

Muestra A260 A280 260/280

Retenido 6.080 2.985 2.04
solucién de plasmido recuperado 0.520 0.294 1.7
solucién de plasmido purificado 0.575 0.305 1.9
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones
A continuacién se presentan las conclusiones obtenidas en el desarrollo de esta investigacion:

e La etapa de purificacion final del pVAX1-LipL32 es viable a nivel laboratorio por medio
de la operacién de cromatografia en membranas de intercambio idnico.

e La molaridad igual a 0.5 M utilizada en las muestras juega un papel importante en el
desarrollo de las cromatografias ya que ayuda a la optimizacion de los tiempos de
equilibrio y lavado.

e Se obtienen resultados satisfactorios cargando la columna con la solucién de retenido
original sin ninguna modificacidn.

e Al aumentar la molaridad de la solucién de retenido alimentado, aumenta los sitios
activos para la adsorcién de ADNp, ya que el ARN contenido en la solucién alimentada
no se adsorbe en la columna, esto reduce el tiempo de operacién de la operacién de
cromatografia, por lo que es mas viable y representaria un ahorro significativo al
momento de escalar el proceso.

e Es necesario realizar dos corridas de cromatografias para obtener una relacion

0D260/0D280 de 1.9 la cual es considerada como un resultado éptimo de purificacion.
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5.2 Recomendaciones

Segun los resultados y conclusiones obtenidos en esta investigacion, se puede recomendar
proceder con la siguiente etapa de investigacion con el fin de escalar el proceso, si por algln
motivo se presenta un contratiempo por el procedimiento realizado, seria pertinente regresar a
la etapa experimental de purificacidn final y evaluar distintos pardmetros como flujos, longitud
de empaque de la columna, didmetros de las membranas asi como la naturaleza de las mismas.
Una recomendacién para optimizar el proceso es realizar todas las conexiones con el mismo
tipo de tuberia (flexible o rigida) con el fin de no utilizar conectores que pueden perturbar el

desarrollo del experimento creando caidas de presion o turbulencia en el flujo.

Una manera mas practica de conseguir el tiempo de equilibrio de la columna seria tomando
una muestra inicial del retenido analizarla en el equipo NanoDrop y posteriormente recolectar
muestras cada determinado tiempo analizando cada una de ellas en el NanoDrop hasta que
las relaciones sean las mismas y asi poder continuar con las siguientes etapas de la

cromatografia.

Debido a la naturaleza de la experimentacion de este proceso, el cual debe llevarse de una
forma continua es pertinente tener todos los equipos conectados a una fuente alternativa de
energia con el fin de evitar sufrir interrupciones por fallas eléctricas, ya sea en el desarrollo de

la fermentacidn, ultrafiltracion, la cromatografia, o electroforesis.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO A. Preparacion de Soluciones

Buffer 10 mM Tris/ 1.0 mM EDTA a pH= 8.0.Se pesaron 1.2114 g de tris base y 0.2923 g de
EDTA vy se disolvieron en 900 ml de agua desionizada. A continuacién se ajusto el pH a 8 con
gotas de HCI. Cuando la solucién tuvo el pH indicado se aford a un litro con agua desionizada.

Posteriormente se filtro a 0.45 um.

Buffer 1x Tris-Acetato-EDTA (TAE).Se prepard una solucién stock 50X, para esto se pesaron
242.28 g de tris base y se agregaron junto con 57.1 ml de 4cido acético glacial a 100 ml de una
solucién 0.5 M EDTA (pH 8). La solucion de trabajo se obtuvo diluyendo en agua desionizada el

stock preparado a1 X.

Gel de agarosa al 0.8%. Se pesaron 8 g de agarosa y se disolvieron en 200 ml de buffer TAE.

Después se aforo a un litro, se calentd un poco y por ultimo se dejo enfriar.

Buffer de carga. Para preparar buffer de carga 6x (solucion de trabajo), se pesaron 2.5 mg de
azul de bromofenol, 2.5 mg de xilene cyanol FF y 400 mg de sucrosa y se disolvieron en un

mililitro de agua desionizada.

Bromuro de Etidio. Para preparar Bromuro de Etidio 1 x, se tomaron .2 mililitros de la solucién

stock de Bromuro de Etidio 1000 X y se disolvieron en 200 mililitros de agua desionizada.
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ANEXO B. Informacion de seguridad: Bromuro de etidio

El bromuro de etidio es un agente intercalante de ADN. Se utiliza ampliamente en tecnicas de
biologia molecular en los laboratorios. Tiene la particularidad de emitir fluorescenciua cuando

se irradia con luz ultravioleta.

Debido a su particular incorporacion al material genetico se sospecha que representa
propiedades mutagenicas porque puede interferir en los procesos normales de replicacion del

ADN.

El uso de esta sustancia debe llevarse a cabo respetando unas estrictas normas de seguridad.
Incompatibilidades quimicas

Esta sustancia no debe ponerse en contacto con oxidantes fuertes.

Efectos adversos contra la salud

Por inhalacién puede causar irritacion del tracto respiratorio. Puede causar
metahemoglobinemia que se caracteriza por mareos, somnolencia, dolor de cabeza, dificultad
respiratoria, cianosis (coloracion azulada de la piel debido a la deficiencia de oxigenacién de la

sangre), frecuencia cadiaca rapida.Nocivo si se inhala.
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ANEXO C. Informacion técnica de membranas de Intercambio idonico

Descripcidn

La Unidad desechable Mustang Q Coin es el producto que acompafia a las capsulas de Mustang
y las membranas cartridges. Las membranas Mustang son un soporte innovador de intercambio
idnico con grupos de amina cuaternaria y grupos funcionales orsulfonic en un recubrimiento de
polimero reticulado. Los poros en las membranas de Mustang son lo suficientemente grandes
para permitir que moléculas tan grandes como las de ADN tengan acceso a todos los sitios de
unién por conveccién directa de fluidos. Este producto cuenta con una alta capacidad de enlace
dinamico en comparacién con las esferas con poros de difusion. Combinando esta membrana
de alta capacidad con un disefio plisado Unico resulta la linea altamente eficiente de los
productos Mustang. Cada unidad Mustang Q Coin contiene 16 capas de membranas. Las
Capsulas y los cartuchos de Mustang son especificamente disefiados para ser desechables para
eliminar la limpieza, validacion de la limpieza, y la contaminaciéon cruzada. La membrana
Mustang Q Coin es la herramienta ideal para la purificacion de ADN.

Caracteristicas y ventajas:

Desechables: no requieren validacién de la limpieza.

Eficiencia: Las biomoléculas son unidas en una sola pasada.

Velocidad: Altos flujos permiten el rapido procesamiento de grandes volumenes.

Escalabilidad: Lineales, del laboratorio a la escala de proceso.

Temperatura maxima de operacion: 38 ° C

Condiciones maximas de saneamiento: 1 N NaOH durante 30 minutos (un ciclo Unico)

Caudal nominal: 3.2 ml / min a 0.5 bar

Didmetro exterior: 18 mm (0.7 pulgadas)
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