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RESUMEN

RESUMEN

La terapia génica y vacunas basadas en DNA son técnicas promisorias para el tratamiento de
enfermedades genéticas o adquiridas, asi como para la prevencion de enfermedades infecciosas.
El éxito de estas técnicas utilizando DNA plasmidico (pDNA) como vector, depende del desarrollo
de procesos de produccién de pDNA a gran escala sustentables y, técnica y econémicamente

viables.

Los procesos de produccion de plasmidos, en general, constan de las etapas de fermentacién,
recuperacidon primaria, recuperacion intermedia, y purificacion final del pldsmido. La etapa
limitante del proceso generalmente es la purificacién debido a las estrictas especificaciones para
este tipo de productos. Esta etapa consta frecuentemente de mas de una operacién
cromatografica, ya que son eficientes, reproducibles y completamente escalables, ademas son

obligatorias de acuerdo a las guias de produccidn emitidas por las agencias reguladoras.

En esta investigacion se realizaron estudios de modelacion y simulacién del proceso
cromatografico, tanto en sistemas por lotes como en columna. En ambos casos se utilizaron
modelos de transporte para describir y analizar el comportamiento de cada sistema. El sistema de
ecuaciones diferenciales del modelo de cada caso fue resuelto utilizando el método numérico de
lineas (MOL) en una plataforma MATLAB. Con la finalidad de validar la solucién numérica que se
obtuvo en cada caso se utilizaron datos experimentales de la literatura como sistemas modelo. En

la cromatografia por lotes el sistema modelo fue la adsorcion de f-galactosidasa en anti-4
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galactosidasa inmovilizada en particulas de silice porosa, y en la cromatografia en columna se
utilizé la adsorcién por intercambio idnico de pCI-DNA en membranas. Se realizaron analisis
paramétricos para estudiar la influencia de los principales parametros de operacién en ambos
sistemas. Este enfoque resultd ser una forma util para predecir el comportamiento de los procesos
cromatograficos, asi como para lograr un mejor entendimiento de los mecanismos fundamentales

responsables de las bioseparaciones.

Parte esencial de esta investigacidn fue el desarrollo dos nuevos bioprocesos para la produccién
de pDNA, utilizando E. coli, como célula hospedera del pldsmido pVAX1-LacZ, que fue propagada

tanto a nivel matraz como a nivel de bioreactor utilizando medio de cultivo semisintético.

El primer bioproceso por cromatografia frontal de intercambio iénico en membranas (FAEMC por
sus siglas en inglés) desarrollado utiliza sélo operaciones de membrana en las etapas de
recuperacion intermedia y purificacion final. En la recuperacion intermedia, la separacién del DNA
plasmidico del RNA en el lisado se efectudé por medio de una filtracidon de flujo tangencial en
membrana hueca, en serie con una operacidon cromatografica en membranas de intercambio
ionico operando en modo frontal. La purificacion final fue realizada por medio de una segunda
operacién de cromatografia en membranas de intercambio idnico también operada en modo
frontal. A través de este proceso de logré incrementar 28 veces la pureza del pldsmido en solucién
y remover mas del 97 % del RNA presente en el lisado, incrementando la concentracion de

plasmido presente en el lisado inicial 1.3 veces.

El segundo bioproceso proceso FAEMC combinado con cromatografia de interaccion hidrofébica
(FAEMC-HIC por sus siglas en inglés) se llevd a cabo utilizando operaciones de membrana en la
recuperacion intermedia y una operacion de cromatografia de interaccion hidrofdbica por elucidn

en la purificacién final. A través de este proceso de logré incrementar 30 veces la pureza del

ii
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pldsmido en solucién y remover mas del 99 % del RNA presente en el lisado. Sin embargo, la

concentracién de DNA plasmidico que habia en el lisado inicial disminuyd 3 veces.

Considerando los resultados obtenidos, se puede establecer que tanto el grado de purificacién
como la remocidn de impurezas logrados mediante ambos procesos son similares. El bioproceso
FAEMC ofrece las ventajas de no utilizar agentes precipitantes, que para la produccién a gran

escala resultan caros y problematicos desde el punto de vista ambiental.

El uso de membranas ofrece muchos beneficios incluyendo que son desechables, mayor capacidad
dinamica de adsorcidon y procesos linealmente escalables. Para incrementar la capacidad de
produccidn, ademas del uso de membranas grandes, es posible el uso de unidades multiples en
una combinacion de flujo en paralelo y en serie. Este enfoque puede permitir una pre-purificacion

eficiente para el pDNA en escala de kilogramos operando a altas velocidades de flujo.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The gene therapy and DNA vaccination are promising approaches for the treatment of genetic or
acquired diseases and for the prevention infectious diseases. The success of these techniques of
using plasmid DNA vector (pDNA), depends on the development of large scale pDNA production

processes sustainable and, technical and economically viable.

In general, plasmid production processes include fermentation, primary recovery, intermediate
recuperation and final purification stages. The bottle neck processes stage is the final purification
due to the strict specifications for this product type. This stage often include more than one
chromatographic operation, since they are efficient reproducible and complete scalable,
furthermore they are required according to the production guides released by the regulatory

agencies.

In this research, modeling and simulation studies of the chromatographic process were made in
batch and column systems. Transport models were used to describe the performance of both
systems. The system of differential equations of model for each case was solved using the
numerical method of lines (MOL) in a MATLAB platform. The numerical solutions were validated
using experimental data from literature. The adsorption of fgalactosidase onto antif
galactosidase immobilized on porous silica was used as the batch model system. The frontal

adsorption of pCI-DNA on ion-exchange membranes was used for the column studies.
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Parametric analyses were made to show the influence of the main operation parameters on both
processes. This approach was useful to predict the performance of the chromatography processes
and to get better understanding of the fundamental mechanisms responsible for the bio-

separations.

An essential achievement of this research was the development of two new bioprocesses for the
production of pDNA, using E. coli as host of pVAX1-LacZ, cultured in shake flask and bioreactor

using semisynthetic culture medium.

The first developed bioprocess (FAEMC) uses only membrane operations in the intermediate
recovery and final purification stages. In the intermediate recovery, the separation of the pDNA
from RNA in the lysate was conducted using hollow-fiber tangential flow filtration in series with an
anion-exchange membrane column operating in frontal mode. The final purification stage was
conducted using a second anion-exchange membrane column also operated in frontal mode. At
the end of the processes plasmid purity was increased 28-fold and more than 97 % of de RNA in

the lysate was removed.

The second bioprocess (FAEMC-HIC) was conducted using membrane operations in the
intermediate recovery stage and a hydrophobic interaction chromatography operation in the final
purification stage. At the end of the processes plasmid purity was increased 30-fold and more than

99 % of de RNA in the lysate was removed. However, pDNA concentration decreased 3 times.

In view of the above results, it may state that both purity degree and impurity removed were
similar for the two processes. The bioprocesses FEAMC offers advantages since it does not uses

precipitant agents, which are expensive and troublesome for the environment.

Membrane device offers many benefits, including disposability, an increased binding capacity and

scale-up linearly. In order to increase production capacity in addition to using a larger membrane
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device it is possible to use multiple units in a combination of parallel and series flow patterns. This

approach may allow an efficient capture step for pDNA on the kilogram scale with high

throughputs.
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CAPIiTULO 1

INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

En afios recientes la purificacién de las moléculas de DNA plasmidico (pDNA de sus siglas en inglés)
se ha convertido en un procedimiento comun en laboratorios e industria. Inicialmente, como una
herramienta de biologia molecular, debido a la introduccién y expansién de la tecnologia de DNA
recombinante, incrementando asi la demanda de las técnicas para el aislamiento pDNA a escala
laboratorio. Ademas, los desarrollos mas recientes en investigaciones terapéuticas tales como el
uso de la terapia génica y vacunas de DNA han fomentado el desarrollo de los procesos novedosos
para la purificacién de pDNA a gran escala (Diogo et al., 2005; Stadler et al., 2004; Prather et al,,

2003).

Las vacunas basadas en 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
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y desérdenes neuroldgicos (Stadler et al., 2004). Se considera que las vacunas de esta nueva

generacion seran mas baratas, faciles de producir y administrar que las vacunas convencionales.

Para satisfacer las estrictas regulaciones clinicas de estos productos, el material debe estar
disponible como solucion homogénea de pDNA altamente purificado en forma circular cerrada

covalentemente unida y siperenrollado (Diogo et al., 2005).

El proceso de purificaciéon del pDNA incluye, generalmente la etapa de cultivo de la célula
hospedera, Escherichia coli, seguido por la lisis alcalina de la biomasa, continuando con las etapas
de clarificacion y concentracion, (Freitas et al., 2008; Gomes et al., 2008) y finalmente uno o varios
pasos de la cromatografia para su purificacion (Diogo et al., 2005). Existen varios protocolos y kits
comerciales para la purificacién de plasmido a escala laboratorio. Sin embargo no son adecuados
para purificacién a gran escala, debido a que utilizan materiales toxicos y/o procesos dificiles de

escalar (Duarte et al., 2007).

Un pre-requisito para el éxito de terapias basadas en el uso de pDNA es el desarrollo de procesos
productivos genéricos y costo-efectivos (Freitas et al., 2006; Stadler et al., 2004). En la sintesis de
procesos, las etapas de alta resolucion como la cromatografia son consideradas esenciales para
alcanzar los requerimientos de alta pureza para este tipo de productos. De las diferentes formas
de cromatografia disponibles (Diogo et al., 2005), la cromatografia de intercambio idnico puede
considerarse de las mas ampliamente utilizadas (Tiainen et al., 2007) y la cromatografia por
interaccion hidrofdbica también se ha utilizado con éxito a escala laboratorio (Diogo et al., 2001;

2000).
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1.2 Justificacién

Actualmente existe un interés real de investigar el desarrollo de los procesos de recuperacion y
purificacién del pDNA por la demanda proyectada para sus aplicaciones terapéuticas y por la
oportunidad que implica que mas del 90% de los procesos en desarrollo se encuentran en las Fase

I/1l de pruebas clinicas de laboratorio.

1.3 Objetivos

Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo es investigar los aspectos fundamentales y de aplicacién
de los procesos para la purificacidon de plasmido por medio de cromatografia de intercambio idnico
(AEC de sus siglas en inglés) en columna de membranas perfusivas y cromatografia por interaccion

hidrofdbica (HIC de sus siglas en inglés).
Objetivos particulares
Los objetivos particulares de este trabajo son:

1. Realizar estudios de simulacién y andlisis paramétrico de sistemas de adsorcion en lotes y

cromatografia en columna mediante Método de Lineas, en una plataforma de MATLAB.

2. Establecer el Proceso Base determinado en la literatura, para la obtencidon de plasmido

purificado a escala laboratorio.

3. Establecer un proceso para la produccion de plasmido purificado por medio de cromatografia

de intercambio idnico en columna de membranas perfusivas.

4. Establecer un proceso para la produccion de plasmido purificado por medio de cromatografia

por interaccién hidrofébica.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

El conocimiento completo del genoma humano, combinado con el entendimiento cada vez mayor
del papel de varios genes relacionados a ciertas enfermedades, ha colocado a la terapia génica y
la vacunacién entre los avances biotecnoldgicos mas inquietantes y prometedores (Manthorpe et
al., 2005; Prazeres y Ferrerira, 2004). Ambos métodos estan basados en los mismos principios, en
la introduccion 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

DNA) (Duarte et al., 2007; Kelly, 2003; Prazeres et al., 2001).

La terapia génica se puede ver como una forma de producir proteinas usando las propias células
del paciente como mini-biorreactores. La terapia génica promete substituir un gene faltante o
defectuoso dentro de las células del paciente y complementar el organismo, con la produccion de
las proteinas que pueden prevenir o tratar la enfermedad (Manthorpe et al., 2005; Prazeres y

Ferrerira, 2004).
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Los genes terapéuticos pueden ser transportados por varios tipos de vectores virales, sin embargo
los vectores pDNA son considerados mas seguros, simples de usar y faciles de producir a gran
escala (Prazeres et al., 2001). Consecuentemente el uso de vectores pDNA en tratamientos
preclinicos y clinicos de terapia génica y vacunas de DNA ha incrementado la necesidad de
produccion de grandes cantidades de pDNA, altamente puro, es decir con grado terapéutico o

farmacéutico (Diogo et al., 2005).

2.1 Terapia Génicay Vacunacion

Por muchos afios los virus inactivados fueron el vehiculo ideal para transportar el material
genético a las células, sin embargo los efectos secundarios como reacciones inmunogénicas y

activacion de oncogenes han puesto en discusidon seriamente esta opcion (Sun et al., 2003).

En este contexto, los vectores no-virales han sido considerados una alternativa a los vectores
virales desde los primeros estudios describiendo la inyeccién directa de DNA plasmidico (pDNA) en
ratones, seguida por la expresion del gen asociado in vivo (Wolff et al., 1990, Yang et al., 1990). En
1993 fue demostrado por primera vez que los ratones inyectados con un pDNA que codificaba un
antigeno viral podrian desarrollar las respuestas humorales y celulares (Ulmer et al.,, 1993). Este

descubrimiento encamind al desarrollo de vacunas basadas en DNA.

Las vacunas basadas en DNA, aunque son mas seguras y mas faciles de producir, carecen de la
eficacia y la especificidad de sus contrapartes virales. Esto significa que para obtener el mismo
efecto terapéutico, se requiere una gran cantidad de material genético para ser administrado al

paciente, en el orden de varios miligramos por dosis (Duarte et al., 2007, Listner et al., 2006).

Como una forma de incrementar la eficiencia de la transfeccién, los pldsmidos pueden usarse
“desnudos” o asociados con agentes como lipidos catidnicos (lipofeccidn), péptidos, dendrimeros,

polimeros o a una superficie celular receptora (Sun et al., 2006). La administracién al paciente
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————————————— ——————————————————————————]
puede hacerse por varios métodos fisicos, tales como: a) inyeccion del DNA “desnudo”, el
pldsmido en una solucidn salina se inyecta directamente (intramuscular o intratumoral); b) pistola
de genes, microparticulas de oro o tungsteno recubren el pldsmido y se inyecta en la piel por
medio de una corriente de helio de alta presidn; c) co-adyuvacion, el plasmido se combina con
agentes de transfeccion que amplifica sus propiedades y se inyecta; d) electroporaciéon o choque
osmotico, acoplando una corriente eléctrica se facilita la administracidn del plasmido directo a una
abertura pequefia en las capas exteriores de la piel o mucosa (Schleef y Schmidt, 2004; Prazeres et

al., 2001; Mountain, 2000; Wagner, 1999; Ledley et al., 1995).
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2.2 Caracteristicas Fisicoquimicas del DNA Plasmidico

Los plasmidos son biosintetizados por replicacion auténoma de estirpes de Escherichia coli (E. coli)
(por ejemplo DH5a) hospedando el plasmido deseado. E. coli es una bacteria con una historia de
uso seguro en la bio-industria como productora de muchas proteinas recombinantes. Las
caracteristicas peculiares de las moléculas de pDNA tales como su forma (no-globular y enrollada),
flexibilidad y alto peso molecular causan problemas especificos para el desarrollo de procesos de

produccion del plasmido (Prazeres et al., 1999; 2001).

Los pldsmidos son moléculas de DNA de doble cadena, unidas covalentemente por puentes de
hidrégeno, que pueden existir con diferentes conformaciones topoldgicas (Sinden, 1994). Son
distintas del genoma bacterial normal y no esenciales para la sobrevivencia de la célula bajo
condiciones no selectivas. Una sola célula bacterial podria replicar una sola copia (en el caso de
pldsmidos grandes) o mas de 500 copias por célula (en el caso de plasmidos de alto nimero de

copias como los miembros de la serie pUC) (Manthorpe et al., 2005).

Cada cadena de una molécula de pDNA es un polimero lineal de desoxiribonucledtidos unidos por
enlaces fosfodiester. Los grupos fosfato de la cadena estan negativamente cargados a pH > 4
(Prazeres et al., 2001). El giro de las dos cadenas antiparalelas de DNA alrededor una de otra y
alrededor de un eje comun origina la clasica estructura de doble hélice derecha, establecida por
Watson-Crick. Esta doble hélice esta constituida por los puentes de hidréogeno entre los pares de
bases AT (Adenina — Tiamina) y GC (Guanidina — Citocina) y minimamente por las fuerzas de
empaquetamiento (Sinden, 1994). La terminacion de las dos cadenas de DNA estdn unidas
covalentemente, formando un anillo cerrado. Los grupos aromaticos de las bases nitrogenadas

estan empaquetados dentro de la doble hélice, lo cual provee un cardcter hidrofdbico (Diogo et
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al., 2000). Estas caracteristicas del plasmido son importantes cuando se seleccionan las técnicas

mas apropiadas para promover su recuperacion y purificacion.

Los plasmidos son moléculas grandes, comparadas con las proteinas, el peso molecular es igual al
numero de pares de bases multiplicado por 660 Da, que es peso molecular promedio de un par de
bases. El tamano varia en el rango de dos a cientos de kilopares de bases (kbp por sus siglas en
inglés) (Schleef y Schmidt, 2004), en el caso de aplicaciones para terapia génica, los plasmidos son

del orden de 4 a 20 kbp (Summers, 1996).

El eje de la hélice del pDNA puede estar enrollado en el espacio, formando una estructura de alto
orden llamada pDNA superenrollado (SC-pDNA), (Summers, 1996), que es la estructura topoldgica

mas compacta y se supone que es mas activa (Schleef y Schmidt, 2004).

Cuando se extrae el DNA plasmidico de un cultivo bacterial, y se aplican las operaciones para su
purificacién, habitualmente habrd una fraccién de la poblacion de pDNA de la forma no-
superenrollada o circular abierta (OC-pDNA), es la forma relajada sin superenrollamiento en la
doble hélice (Prazeres et al., 2001). Esta forma resulta cuando una cadena se rompe, causado
naturalmente en el proceso de produccién del pldasmido dentro de la bacteria, o por mecanismos
quimicos (oxidacion de radicales libres) o enzimaticos (accion de endonucleasas), mientras se
procesa la biomasa y también por esfuerzos cortantes durante el proceso de purificacidn (Smith et
al., 2007; Schleef y Schmidt, 2004; Stadler et al., 2004). El SC-pDNA es la isoforma mas estable y
efectiva en transfeccién celular que las otras, por lo que en una preparacion de pDNA para
aplicacion terapéutica debe contener al menos el 95 % de pDNA superenrollado, comparado con

el total (Prazeres y Ferrerira, 2004).

También pueden estar presentes en el lisado otras variantes del plasmido, tales como la lineal (L-

pDNA), la desnaturalizada y los oligémericos. El L-pDNA se genera cuando los enlaces fosfodiéster
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de ambas cadenas se rompen (quimica o enzimaticamente) aproximadamente en la misma
posicién. Esta forma de longitud completa es indeseable para propdsitos clinicos debido a que se
han detectado riesgos de eventos de recombinacidn e integraciéon dentro del DNA gendmico

(sDNA) (Smith, et al., 2007).

En una preparacién de pDNA que contiene las diferentes formas topoldgicas, todas tienen el
mismo numero de pares de bases (pb) o “longitud” de la molécula, pero dada su forma diferente,
ocupan un volumen efectivo distinto, (Smith et al., 2007; Stadler et al., 2004) en consecuencia en
el andlisis por electroforesis en gel de agarosa, se observa que avanzan a través del gel a distinta
velocidad, como se muestra en la Figura 1, siendo la forma de SC-pDNA mas compacta, que avanza
a mayor velocidad, siendo la forma lineal de longitud completa, la que indica el tamafno del

plasmido (6 050 kb para el plasmido pVAX-LacZ).

Figura 1. (a) Gel de electroforesis en agarosa al 0.8 % experimental, linea 1: marcador
Hyperladder 1; linea 2: una muestra de pVAX-LacZ (6 050 kb) purificado por
el método base conteniendo tres isoformas. (b) esquema de las isoformas
de pDNA, OC = circular abierto, L = lineal de longitud completa y SC =
superenrollado.
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El término de plasmido desnaturalizado, se refiere a conformaciones donde los puentes de
hidrégeno entre las cadenas complementarias se han roto irreversiblemente, en ciertos lugares.
Las condiciones ambientales (pH, fuerza idnica y temperatura entre otros) del proceso de
extraccién y purificaciéon del pDNA provocan que las dos cadenas se separen a cadenas sencillas
como un estado de desnaturalizacidn. Para alcanzar la renaturalizacién se debe eliminar la
condicion de desnaturalizacién rapidamente, en caso contrario el dafo es irreversible (Prazeres et

al., 2001).

El pDNA oligomérico es consecuencia de la recombinacién de homdlogos. Este proceso depende
de la presencia de cierta secuencia recombinogénica en el pDNA y la existencia de una ruta de
recombinacion en la célula hospedera (Summers, 1996). Los oligédmeros pueden existir como
concatémeros y catenarios, que podrian estar presentes en preparaciones de lisado crudo (Smith,
et al., 2007; Schmidt et al., 1999). En consecuencia, cualquier método usado para evaluar la
pureza del DNA plasmidico grado clinico, para propdsitos de calidad y seguridad, debe enfocar la
resolucidn no sélo a los topoisdmeros usualmente presentes en el lisado, (circular abierto, lineal y
superenrollado) sino también al tamafio de ellos, debido a la presencia potencial de multimeros
(Smith et al., 2007; Schmidt et.al., 1999). En la Figura 2 se muestran micrografias de transmision

de electrones de multimeros de pldsmidos.

10
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0.2 um

Figura 2. Micrografias de transmision de electrones de multimeros de plasmidos: (A)
Concatémeros dimérico y trimérico en la forma circular abierta; (B) Catenarios con
una forma superenrollada y una circular abierta; (C) Catenarios relajados y (D)
concatémeros superenrollados. Fuente Smith et. al., (2007).

Los plasmidos para aplicaciones terapéuticas tipicamente presentan: un origen de replicacion
procaridtico para la amplificacion y propagacién del plasmido en la bacteria (p. ej. pUC), un
promotor eucaridtico fuerte que garantice altos niveles de transcripcion del gen de interés en la
célula eucariota (se han empleado exitosamente promotores virales como el promotor inmediato
temprano del citomegalovirus humano CMV), sitios de multiple clonaje inmediatamente después
del promotor para insertar la secuencia de interés, gen reportero (por ejemplo LacZ), la proteina
de interés (por ejemplo el gen patdgeno), una secuencia de terminacion de la transcripcién y
secuencia estabilizadora del RNA mensajero transcrito, dada por una cola de poliadenina (por
ejemplo del gen que codifica para la hormona de crecimiento bovino BGH), un gen de resistencia a

antibioticos (por ejemplo kan en el caso de kanamicina), como marcador de seleccién del vector

11
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en las células de E. coli (Wolf et al., 1990; Prather et al., 2003), ejemplificado en la Figura 3, por el

mapa del plasmido pVAX1-LacZ.
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«—— eucariético
gl cuy
’,
. |
Gende @ 1
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~—
- 4537 1512
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%‘ 3025
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O pColE1 04 frag (5288-5436)

Figura 3. Mapa del pldsmido comercial pVAX1l-LacZ (6050 pares de bases),
presentando las secuencias regulatorias y genes mas importantes.
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2.3 Produccion de DNA Plasmidico

El proceso de produccién del plasmido, en general, es una secuencia de las etapas de
fermentacién, recuperacién primaria, recuperacion intermedia, y purificacion final del plasmido,

como se muestra en la Figura 4.

2.3.1 Fermentacion

En la etapa cultivo de células o fermentacién, la eleccidon del medio de cultivo (complejo, semi-
definido o definido) y el modo de operacién (por lotes o lotes alimentado), son factores
importantes para mejorar la produccion de plasmido (Prather et al., 2003). Otros factores como el
tiempo de fermentacién también debe considerarse para minimizar el contenido de impurezas
(Passarinha et al., 2006). Generalmente en los procesos a escala laboratorio se usa un medio
complejo obtenido comercialmente, como Luria Bertani (LB). Estos procesos se realizan por lo
general en matraz debido a la simplicidad, aunque tipicamente presentan bajo rendimiento de

masa celular (1 a7 g /L, peso seco) (Prather et al., 2003).

Para la interpretacién de crecimiento celular frecuentemente se utiliza el modelo logistico (Shuler

y Kargi, 2001).

) 1—)):0(1—e‘") @)

donde

X(t) = concentracioén celular

Xy = concentracion inicial de la biomasa

X,, = concentraciéon de la biomasa cuando t — «©
u = velocidad especifica de crecimiento

13
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' Fermentacion '

Preparacién
deinéculo /|

Propagacién
celular

' Recuperacion primaria '

]

Clarificacion,
por ejemplo
Cosechacelular centrifugacion

Lisisy
neutralizacion

l Recuperacidonintermedia

Diafitracién, por ejemplo
filtracion tangencial

Purificacion final

Cromatografia,
por ejemplo
intercambio idnico

Figura 4. Proceso de produccién genérico de pDNA.
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2.3.2 Recuperacion primaria

La etapa de recuperacion primaria del proceso comprende las operaciones de cosecha celular,
lisis, neutralizacidn y clarificacién. La cosecha celular, generalmente se realiza por centrifugacion o
microfiltracion. Enseguida la biomasa se resuspende en un buffer adecuado para la siguiente

operacién (Prazeres et al., 2001).

La lisis celular es una operacion crucial del proceso (Meacle et al., 2004; Prazeres et al., 1999). En
esta etapa se deben liberar altas cantidades de DNA plasmidico de las células hacia el seno de Ia
solucién para garantizar altos rendimientos. Sin embargo, otros componentes celulares también
son liberados, como RNA, DNA gendmico (gDNA) y proteinas, los cuales se deben eliminar en las

etapas siguientes en el proceso.

Aunque se pueden usar varias técnicas en la ruptura de las células de E. coli, tales como
sonicacidn, lisis térmica, molienda con particulas y homogenizacién, para liberar las moléculas de
pDNA, el dafio es generalmente significativo (Zhu et al., 2005; Prazeres et al., 1999; Carlson et al.,
1995). El método mds ampliamente usado es la lisis alcalina, originalmente descrito por Birnboim y
Doly, (1979). Esta consiste en la desintegracién de las membranas celulares a un pH alto con un
agente alcalino, (v.g. hidroxido de sodio, NaOH) en presencia de un detergente (v.g. dodecil

sulfato de sodio, SDS).

El papel del detergente es solubilizar la membrana celular, eliminando las interacciones
interfaciales no-covalentes entre proteinas y lipidos, lo que provoca la liberacion de todos los
componentes intracelulares y ademas promueve la desnaturalizacién de proteinas y acidos
nucleicos. Dado que el pDNA se desnaturaliza durante la lisis, algo de SC-pDNA se convierte en
formas alternativas (pDNA denaturalizado, multimérico, circular abierto y lineal). También se

puede causar la fragmentacion del gDNA, durante la lisis, lo cual hace mas dificil su remocién en
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las etapas posteriores (Prather et al., 2003). En esta operacion al agregar la solucion de lisis se

debe mezclar, en forma de evitar gradientes de pH y procurando que éste no sea mayor de 12.5,

ya que causaria la desnaturalizacién irreversible del plasmido (Prazeres et al., 2001; 1998).

En la siguiente operacion, la neutralizacién, el pH de la solucién se reduce a cerca de 5.5 por la
adicién de una solucidn, (generalmente acetato de potasio 3.0 M, pH 5.0), lo que provoca la re-
naturalizacién del plasmido y la formacion de agregados de gDNA, asi como la precipitacién de los
complejos proteinas-SDS y restos celulares (Meacle et al., 2004). La lisis alcalina y la neutralizacién,
generalmente se realizan en el mismo contenedor, secuencialmente, de 5 a al0 minutos cada

operacion.

La composicién tipica del lisado alcalino clarificado se muestra en la Tabla 1, es una solucidon

compleja que contiene menos del 3% de pDNA, alta concentracién de sal y pH alrededor de 5.5.

Tabla 1. Composicidn tipica de lisado de células bacterianas y caracteristicas fisicoquimicas de los
principales componentes. Adaptado de Diogo et al., (2005), Prazeres y Ferrerira, (2004) y
Stadler et al., (2004).

Especies Contenido en el Peso molecular
Molécula diferentes lisado (PM) Observaciones
por célula (%) en peso seco (kDa)
Acidos nucleicos
pDNA 1 <3 3.3-13.2X 10%° Polianiénico, cadena doble
RNA 21 28 -1000 Polianidnico, cadena sencilla
tRNA 40 28
rRNA 3 500 -1 000
MRNA 400 - 800 660 — 990
gDNA 1° 3 2.8X10° Polianidnico, altamente
fragmentado, cadena
doble o sencilla
Proteinas 1100 55 8-200 Anionica, cationica, neutra,
hidrofébica, hidrofilica
Endotoxinas 3 10 Anidnica, parte lipidica
lones y moléculas 800 - 2000 15 <1

pequenas

® Las células de E. coli en crecimiento rapido tienen, en promedio, 4 moléculas de gDNA.
® Moléculas de pDNA con tamafio promedio de 5 a 20 kbp.
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Durante la operacién de lisis alcalina, deben estar bajo control tres pardmetros: a) el mezclado,
que debera ser homogéneo para evitar valores locales extremos de pH; b) el manejo del lisado,
debe ser suavemente para evitar la fragmentaciéon de gDNA y c) el tiempo de contacto a pH alto, el
cual puede afectar la cantidad y calidad de pDNA (Meacle et al., 2004). Para sobrellevar estas
limitaciones, se ha reportado recientemente la operacion en modo continuo, en la cual se evita el
uso de agentes toxicos o derivados de animales y es facil de escalar (Urthler et al., 2007; Li et al.,

2007).

Las operaciones como centrifugacién, filtracién (Theodossiou et al., 1999; Horn et al., 1995) y
flotacién (Theodossiou et al., 1999) se han usado solas o combinadas para remover los sélidos del
lisado. Aunque la centrifugacion es ampliamente usada a escala laboratorio, (Diogo et al., 2000a),
ya que ahorra tiempo y previene la degradacién del plasmido por las nucleasas que se encuentran
en el lisado celular, no es una operacidén muy atractiva por el alto esfuerzo de corte generado, y
puede ser dificil sedimentar los fléculos de baja densidad aun con tiempo prolongado a altas
velocidades. También se ha reportado el uso de filtracidon en cuatro capas de tela para remover el
precipitado de la lisis alcalina, seguida de una microfiltracidon en filtro de papel analitico para

remover las particulas pequefias (Prazeres et al., 1998).

2.3.3 Recuperacion Intermedia

El objetivo de la etapa de recuperacién intermedia del proceso es reducir el contenido de sales del

lisado clarificado y concentrar la solucién de pDNA, ademads eliminar algunas impurezas.

La reduccion de volumen o concentracidén, generalmente se acompafia de precipitacién con
agentes como isopropanol (Freitas et al., 2006; Diogo et al., 2001; 2000a) o polietilenglicol (PEG)

(Trindade et al., 2005; Horn et al., 1995). También se pueden utilizar técnicas mas escalables como
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filtracion de flujo tangencial (TFF, por sus siglas en inglés) para desalinizar y reducir el volumen

(Eon-Duval et al., 2004; Prazeres y Ferrerira, 2004).

Después de la reduccion de volumen de la solucién conteniendo el pldasmido, todavia permanecen
grandes cantidades de impurezas, siendo necesarios operaciones adicionales en el proceso. Una
técnica comun es remover el gDNA, proteinas, endotoxinas y RNA con un paso adicional de
precipitacidn, usando sales aglutinantes como sulfato de amonio (Freitas et al., 2006; Diogo et al.,
2000), acetato de amonio (Zhang et al., 2003), cloruro de calcio (Tseng et al., 2004; Eon-Duval et

al., 2003; Bhikhabhai, 2002) o citrato de sodio (Freitas et al., 2008).

Los sistemas acuosos en dos fases (ATPS por sus siglas en inglés) también han surgido como una
alternativa de recuperacidn, porque es un proceso potencialmente robusto, facil de escalar y
econdmicamente viable, que combina dos etapas (concentracion y purificacion) en una sola
operacion. La extraccidon de pldasmido usando ATPS se ha desarrollado usando sistemas formados
por PEG/sa (Rahimpour et al., 2006; Trindade et al., 2005; Ribeiro et al., 2004). La remocién de
impurezas de un lisado alcalino, usando ATPS es notoria, 98 % de remocién de proteinasy 68 % de
remocidn de proteinas en un sistema PEG600/(NH,4),SO, en la relacion de fases éptima y condicién

de lisado cargado (Trindade et al., 2005; Gomes et al., 2008).

También se ha aplicado la TFF en las etapas de recuperacién de plasmido, pre-purificacion y
concentracién (Eon-Duval et al., 2004, 2003a; Kendall et al., 2002; Khan et al., 2000). Las
investigaciones mencionadas coinciden que la TFF es escalable, reproducible, de bajo costo y no
implica el uso de agentes precipitantes, que son las principales ventajas desde el punto de vista de
produccién a gran escala. El uso de la TFF con membranas de polisulfona con tamafio de corte de
1 000 y 500 kDa han reportado que remueven mas del 90 % de RNA y 95% de proteina de lisados

clarificado obtenidos después una lisis alcalina extendida (24 h) (Khan et al., 2000). La lisis
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extendida produce una diminucién significativa en el tamafio total y cantidad de RNA, el cual es

facilmente removido en la corriente de permeado, mientras el plasmido es retenido.

2.3.4 Purificacion final

Las técnicas cromatograficas se utilizan, en general, para realizar la purificacién final, ya que se
conoce que son eficientes, reproducibles y completamente escalables en el contexto de
purificacién de plasmidos. Su papel es remover impurezas como RNA, fragmentos de gDNA,

endotoxinas y variantes de plasmido no-SC, que son similares al SC-pDNA.

El proceso debe generar un producto pDNA que cumpla con las especificaciones de calidad
recomendadas por las agencias reguladoras, como son la Administracién de Medicamentos y
Alimentos (FDA por sus siglas en inglés) y la Agencia Europea para la Evaluacion de Medicamentos
(EMEA por sus siglas en inglés). Las especificaciones del DNA plasmidico para aplicaciones
terapéuticas son las siguientes: apariencia clara (sin color); proteinas no detectable, < 5 ug/mL por
el ensayo de Acido Bicinconinico, (BCA, por sus siglas en inglés); RNA no detectable por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%; gDNA < 5 ug/ug de pDNA, por el ensayo de Reaccién en
Cadena de Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y endotoxinas < 0.1 EU/ug pDNA, por el
ensayo para detectar endotoxinas asociadas con bacterias gram-negativas, (LAL, Limulus
Amebocyte Lysate) (Prazeres et al., 2001; Horn et al., 1995). Asimismo, mds del 95% del pDNA
debera estar en forma superenrollada ya que ésta isoforma es mas efectiva para la expresion del
gen de interés (Smith et al., 2007; Schleef y Schmidt, 2004; Prazeres et al., 2001). Particularmente,
es importante la remocién de endotoxinas de la solucién, ya que pueden producir sintomas como
el del sindrome de choque toxico si estan presente en cantidades nocivas en las dosis aplicadas

(Stadler et al., 2004).
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Las modalidades cromatograficas tales como exclusién por tamafio (SEC) (Li L. et al., 2007,
Ferrerira et al., 1997), intercambio aniénico (AEC) (Zhang et al., 2003; Ferreira et al., 1999;
Prazeres et al., 1998), interaccion hidrofébica (HIC) (Diogo et al., 2000; Li et al., 2005), fase reversa
(RPLC) (Ferrerira et al., 2000) y afinidad (AC) (Ghose et al., 2004; Schluep y Cooney 1998), se
utilizan solas o combinadas para la purificacion de DNA plasmidico. Cada una de estas
modalidades de la cromatografia presenta ventajas y desventajas, y para hacer una buena eleccién
para un proceso especifico se debe tomar en consideracion sus principales caracteristicas (Tabla 2)

y la integracion de ellas al proceso de purificacion especifico.

Tabla 2. Caracteristicas de las técnicas cromatograficas mas usada en purificacion de plasmido.
Adaptado de Diogo et al. (2005).

L, Molécula Condicién de Selectividad
Fuerza de separacion . Etapa del proceso
capturada recuperacion por SC-pDNA
AEC electrostatica pDNA Alta concentracion Recuperacion +++
de sal intermedia o
después de pre-
purificacion
HIC Hidrofdébica RNAy Alta concentracién después de pre- +
Endotoxinas de sal aglutinante purificacion
AC Secuencia de pDNA Baja concentracién  Después de desalar ++
nucledtidos de sal, pH alcalino el lisado
SEC Diferencia de tamafio Depende de la aplicacién Acabado, ++
intercambio de
buffer

Abreviaturas: AEC = Cromatografia de intercambio idnico; HIC = Cromatografia de interaccién hidrofdbica;
AC = Cromatografia de afinidad; SEC = Cromatografia de exclusion de tamafio.
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————————————— ——————————————————————————]
La cromatografia de intercambio idnico se basa en la interaccidn entre los grupos fosfato del DNA,
cargados negativamente y los ligandos de la matriz del adsorbente, cargados positivamente, que
constituye la fase estacionaria. Después de la adsorcién 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 conformacién (Stadler et al., 2004; Grunwald y Shields, 2001). La forma y
tamarfio 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 (Prazeres et al.,

2001; 1998).

Los plasmidos son moléculas muy grandes (PM >3 X 10 ¢, didmetro hidrodindmico de 200 nm) que
no pueden penetrar en los poros de la mayoria de las matrices cromatograficas de intercambio
idnico comerciales (particulas de didmetro de poro < 200 nm), originalmente disefiadas para la
separacion de proteinas. Esto significa que sdlo la superficie externa y una capa delgada estan
disponibles para adsorber, por lo que el fendmeno sélo ocurre en la superficie (Stadler et al,
2004; Enders et al., 2003; Levy et al., 2000; Ferreira et al., 2000a; Ljunglof et al., 1999). Esto
representa una limitacion en el proceso cromatografico con particulas de intercambio idnico, que

presentan Unicamente poros difusivos (Fig. 5) (Ljunglof et al., 1999; Prazeres et al., 1998).

En investigaciones realizadas por Teeters et al., (2003) 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 adsorcion, en
consecuencia disminuye el tiempo de residencia en la columna y se obtiene una mayor
productividad en los procesos (Fig. 5) (Montesinos-Cisneros et al., 2007; Enders et al., 2003;

Teeters et al., 2003; Zhang et al., 2003). La cromatografia de intercambio idnico se ha utilizado
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para capturar pDNA de lisado crudo o de soluciones conteniendo pDNA obtenido después de la

pre-purificacién en operaciones como TFF, ATPS o HIC (Eon-Duval et al., 2004).

La cromatografia de interaccidon hidrofébica, generalmente, se aplica como una operacién de
remocion de impurezas, aprovechando el hecho de que las mayores impurezas como el RNA y
gDNA son mas hidrofdbicas que el pDNA (Diogo et al., 2005). La HIC se beneficia de la alta
hidrofobicidad de las cadenas sencillas de los acidos nucleicos que muestran una alta exposicion
de las bases aromaticas comparada con los dcidos nucleicos de doble cadena. Las moléculas de
pldsmido de doble cadena tienen las bases hidrofébicas empacadas dentro de la hélice, por lo que
la interaccidn con el soporte hidrofébico es minimo (Diogo et al., 2000). Dado que las soluciones
alimentadas a una columna de interaccion hidrofébica deben acondicionarse con alta
concentracién de sal, este tipo de cromatografia es especialmente conveniente si se aplica
después de las etapas de precipitacion con sulfato de amonio (Diogo et al., 2000, 2000a) o

después de la extraccidon PEG/sal en los ATPS (Trindade et al., 2005).

Membrana de
intercambio idnico
poros de 800 nm

Columna empacada con
particulasde 20 um
porosde 100 nm

-

Canales Poros
difusivos convectivos
estrechos grandes

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

Figura 5. Comparacién de los sitios de adsorcion en las particulas y
membranas de intercambio idnico.
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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 interaccion proteina-DNA. La formacidon de hélice triple entre un
oligonucledtido 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 (Schluep y Cooney, 1998). En estudios mas recientes, se investiga la interaccién del pDNA
con una matriz de agarosa-histidina basada en interaccién hidrofébica y de pseudo-afinidad, como
una estrategia para capturar especificamente SC-pDNA de lisados de E. coli parcialmente

purificados (Sousa et al., 2006, 2005).
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2.4 Simulacion de Procesos

Cuando se aplica una operacion cromatografica a un sistema nuevo, o cuando se escala el proceso,
es comun desarrollar numerosos experimentos y con frecuencia los productos son valiosos y se
encuentran en pequefias cantidades (Montesinos et al., 2005a). Esto hace importante el poder
predecir el funcionamiento del proceso por medio de una modelacién matematica y simulacidon
por computadora para reducir al minimo el numero de los experimentos requeridos. El desarrollo
de modelos matematicos para describir el comportamiento de estas operaciones, es un enfoque
que puede ayudar a desarrollar modelos realistas basados en principios fisicos y quimico (Tejeda

et al.,, 2001).

Gran parte de la informacién necesaria para evaluar el comportamiento de los procesos
cromatograficos, esta contenida en las curvas tipicas de concentracion de soluto vs tiempo. Estas
curvas pueden ser utilizadas para determinar: 1) la capacidad del adsorbente que ha sido utilizado,
2) la cantidad de soluto que no se adsorbe al final de la operacién y 3) el tiempo de proceso. Un
modelo matematico que pueda ser utilizado para predecir apropiadamente este comportamiento
dindmico, proporciona una forma practica de obviar muchos experimentos para el disefio y

escalamiento de procesos de adsorcién (Tejeda et al., 1995).

Los balances de masa, energia y momento en un proceso cromatografico producen ecuaciones
diferenciales parciales (EDP) que generalmente describen las variaciones en el tiempo y espacio,
gue suceden por varias razones, como por ejemplo, condiciones de mezclado no ideal, reacciones,
difusion y conveccién en la transferencia de masa y/o calor. Muchos de estos procesos son
sistemas de pardmetros distribuidos, es decir, sistemas en los cuales las variables de estado

dependen de varias variables independientes (como tiempo y espacio) y se describen por un
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sistema de ecuaciones diferenciales parciales (EDPs) (Wouwer et al., 2004). Tales ecuaciones

pueden ser lineales, con una solucién analitica disponible.

Sin embargo muchos EDPs son sistemas de ecuaciones no-lineales y requieren una simulacién
numeérica para su solucion. Uno de los métodos mds populares para resolver EDPs es el Método de
Lineas (MOL por siglas en inglés). La solucion MOL procede en dos etapas basicas (asumido que el
espacio y el tiempo son las dos variables independientes bajo consideracion): i) primero las
derivadas parciales son aproximadas en su variable espacial, usando métodos de diferencia finita,
elemento o volumen finito; ii) el sistema resultante de ecuaciones semidiscretas (discretas en el
espacio y continuas en el tiempo) se integra con respecto al tiempo (Wouwer et al., 2004). MOL es
un método nuevo que utiliza algoritmos robustos para la solucién de ecuaciones diferenciales

ordinarias de tipo duro (stiff), de valor inicial (Wouwer et al., 2004; Schiesser y Silebi, 1997).

En la solucion MOL se utiliza una malla espacial para representar el valor de las variables
dependientes, es decir, f(x, t) y f(x, t), con respecto a la variable de posicion. El éxito de la solucidn
MOL se origina en la disponibilidad de integradores de tiempo eficientes para resolver un rango
amplio de problemas, incluyendo ecuaciones diferenciales ordinarias (EDOs). Esta metodologia
también puede ser empleada para resolver sistemas mezclados de ecuaciones algebraicas (EAs) y

EDOs, llamados sistemas de ecuaciones algebraicas-diferenciales (EADs) (Wouwer et al., 2004).

Muchas de las ecuaciones de transporte son similares en estructura, incluso para modelos con dos
o tres dimensiones en el espacio. Este es el caso de los modelos de los procesos de adsorcién por
lotes y en columna, de tal manera que pueden resolverse en una forma similar en una plataforma

de MATLAB, usando la solucién MOL.

Tanto a nivel de laboratorio como a escala industrial, se utiliza la adsorcién por lotes y en

columnas de lecho fijo Para llevar a cabo una operacién cromatografica.
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2.4.1 Procesos de adsorcion por lotes

El formato convencional de las separaciones cromatograficas es una columna empacada con un
adsorbente poroso. Sin embargo, en algunos casos, puede ser conveniente el desarrollo de una
etapa de adsorcidn en operacion por lotes usando tanques bien agitados, por ejemplo, cuando se
purifican lisados crudos, para evitar taponamientos en la columna (Sridhar, 1996; Persson et al.,

2005; Tscheliessniga et al., 2005).

Existen varios trabajos reportados sobre la modelacién y simulacion de procesos de adsorcion por
lotes. Chase, (1984) usé un modelo simplificado conocido como modelo de parametros agrupados.
Arnold et al., (1985) derivaron un modelo de transporte, asumiendo que la difusién en el poro es
la resistencia controlante del proceso y presentaron su solucion analitica. Arve y Liapis, (1987)
consideraron que la adsorcién de un soluto sobre la superficie del adsorbente desde el seno del
liquido, involucra tres pasos que contribuye a la transferencia de masa: difusion en la pelicula,
difusién en el poro y cinética de reaccidon. Hortsmann y Chase, (1989) utilizaron el modelo de dos
resistencias con la suposicion de una reaccidn infinitamente rapida. La solucidn numérica se
obtuvo por diferencias finitas usando una aproximacion de segundo orden para las derivadas
espaciales. Sin embargo como mencionan los autores, el método es impractico para resolver
sistemas mds complejos. Se requiere el uso de métodos numéricos avanzados para resolver este

tipo de modelos.

2.4.2 Procesos cromatograficos en columna de membranas de intercambio idnico

El formato convencional para las separaciones en membrana de intercambio iénico es una
columna operada en modo frontal (también llamada de lecho fijo). En este modo de operacidn se
involucran 4 etapas: adsorcidn, lavado, elucion y regeneracion. Después de la etapa de adsorcion,

el material no adsorbido es lavado con buffer de adsorcidn, y posteriormente los solutos
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adsorbidos son eluidos. La recuperacion generalmente se efectla cambiando la fuerza idnica del
buffer (Montesinos et al., 2005a). El criterio clave de funcionamiento para un proceso de
adsorcion frontal son la forma de la curva de ruptura (BTC de sus siglas en inglés) y el tiempo de

residencia en la etapa de adsorcion (Liapis 1989; Arnold et al., 1985).

Las columnas con membranas de intercambio iénico pueden operarse en modo convectivo, lo cual
puede reducir significativamente las limitaciones de difusidon encontradas en procesos comerciales
usando particulas. Ademads de las aplicaciones a escala laboratorio, también se han reportado
varios sistemas modulares de membranas adsorbentes para una escala técnica en procesos

farmacéuticos (Fischer-Friihholz, 2005; Zhang et al., 2003; Demmer y Nussbaumer, 1999).
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se presentan los materiales, equipos y la metodologia utilizados en la presente
investigacion. Se describen los modelos de transporte utilizados en los estudios de simulacion en
sistemas por lotes y en columna. Particularmente, se presentan las metodologias asociadas a los
procesos para la produccion de pldsmido pVAX1-LacZ a partir de la célula hospedera E. coli: el
proceso base o de laboratorio, el proceso por cromatografia frontal de intercambio idnico en
membranas (FAEMC por sus siglas en inglés) y el proceso combinado de FAEMC con cromatografia
de interaccion hidrofébica (FAEMC-HIC por sus siglas en inglés). Adicionalmente se describen las
metodologias para el andlisis de las muestras obtenidas en las diferentes etapas de Ia

experimentacion.

3.1 Materiales

Como cepa hospedera del plasmido pVAX1-LacZ (6050 bp) se utilizd la cepa E. coli DH5aq,
proporcionada por el Instituto Técnico de Lisboa. Para la preparacion del medio de cultivo se

utilizé triptona y extracto de levadura de BD (Franklin Lakes, NJ, EUA) y glucosa de Sigma (St. Louis,
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MO. EUA). En los cultivos en matraz se usé medio de cultivo Luria Bertani (LB) de Sigma (St. Louis,

MO. EUA).

En los procesos purificacion de pldsmido mediante cromatografia de interaccién hidrofébica y de
exclusién por tamafio (Proceso base), se utilizaron columnas empacadas con gel de Phenyl
Sepharosa 6 fast flow de GE Healthcare (Uppsala, Suecia). En los estudios de cromatografia por
intercambio idnico, se utilizaron membranas de intercambio idnico Mustang Q de Pall
BioPharmaceuticals (Mich. EUA) con un tamafio de poro nominal de 800 nm, las cuales se cortaron
a 0.5 cm de diametro, (igual al didmetro interior de la columna), se acondicionaron de acuerdo con

las instrucciones del proveedor y se utilizaron una vez en cada estudio.

En la preparaciéon de buffers, se empled tris-(hidroximetil)Jaminometano (Tris) (PM 121.14) y acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (PM 292.25), de Panreac Quimica (Barcelona, Espafia), sulfato de
amonio (PM 132.14) de Scharlau (Barcelona, Espaia). Todos los buffers fueron filtrados a vacio a
través de un microfiltro Gelman Science (Mich. EUA) de 0.45 um y se desgasificaron antes de su

uso. Todos los demas reactivos utilizados fueron grado analitico.

En los analisis por electroforesis se usé agarosa de Hoefer HE99X (Uppsala, Suecia) y como
marcador de peso molecular HyperLadder 1 (HL1) de Bioline (Randolph, MA. USA). La purificacién
de plasmido control se realizé utilizando un kit High Pure Plasmid Isolation de Roche (Manheim,

Alemania).
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3.2 Equipo

En los cultivos en matraz de E. Coli DH5a conteniendo el plasmido pVAX1-LacZ, se utilizd una
incubadora Orbital shaker incubator de Shel Lab, (Orlando, Fl., USA). En la produccion de la cepa
en fermentador se utilizd un biorreactor de 3.5 litros, Biostat MD Fermenter de B. Braun Biotech,
(Melsungen, Alemania). La densidad éptica de las muestras de cultivo se determind a 600 nm en
un espectrofotometro Hitachi (San José, Ca., USA). En la cosecha de biomasa se utilizéd una
centrifuga Sorvall RC 6 (Milford, Ma, USA). La clarificacion de lisado se hizo en la centrifuga Sorvall
RC 6 y filtrando a vacio con una unidad de filtrado y microfiltro Gelman Science (Mich. EUA) de
0.45 um. En la etapa de purificacién de plasmido en el Proceso base, se usé una columna

cromatografica Econo Pac de Bio-Rad (Ca., USA).

El lisado clarificado se diafiltr6 en una unidad de filtracién de flujo tangencial (TFF) utilizando un
cartucho con dos fibras huecas de polisulfona de 1 mm de diametro interior, 30 cm de largo y 300
kDa de tamafio de corte molecular de GE Healthcare, (Suecia), acoplado a una bomba peristiltica
MidJet Benchtop System, de GE Healthcare, (Suecia). Se midié la conductividad de las muestras de

lisado retenido apropiadamente diluidas, con un conductivimetro PCE-CM 41.

En los estudios de cromatografia de intercambio idnico (AEC) se usé una columna (0.5 x 5 cm) de
Pharmacia Amersham Biosciences, empacada con 30 membranas de intercambio idnico Mustang
Q. En la cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) se utilizé una columna (0.7 x 2.5 cm) de GE
Healthcare (Suecia) pre-empacada con 1 mlL de resina Phenyl Sepharosa 6 fast flow (high

substitution).

El plasmido fue cuantificado por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) usando una
columna de cromatografia de interacciéon hidrofébica (HIC) Source 15 PHE (fenil-poliestireno) (0.46

x 10 cm) de GE Healthcare, (Suecia). Todos los experimentos cromatograficos se realizaron en un
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sistema Akta Purifier FPLC de GE Healthcare (Suecia) provisto con el software Unicorn 5.10 para

registro y procesamiento de datos.

Las muestras colectadas durante el proceso fueron analizadas en una cdmara de electroforesis
horizontal en gel de agarosa, acoplada a una fuente de poder EPS 500/400 de Pharmacia
Amersham Biosciences. Los geles obtenidos en los estudios fueron visualizados utilizando luz UV
en un sistema de registro de imagen Strategene Eagle Eye Il de Stratagene (La Jolla, Ca, EUA). Las
muestras conteniendo pldsmido en solucion en sulfato de amonio fueron desalinizadas
centrifugando en unidades de Microcon Centrifugal Filter (10 000 NMWL) obtenidos de Millipore

(Bedford, Ma, EUA), en una Centrifuga 5417 C de Eppendor (Ham., Alemania).
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3.3 Simulacion de Procesos

En esta seccion se describen los modelos de adsorcidn por lotes y de cromatografia en columna de
membranas, asi como la solucion numérica implementada para los estudios de simulacion

realizados en este trabajo.

3.3.1 Descripcion del modelo de transporte de adsorcion por lotes

En la simulacién del comportamiento de la adsorcidon en procesos por lotes, se utilizé un modelo
de transporte que considera tres resistencias consecutivas a una separacion de equilibrio ideal:
resistencia en la pelicula externa del adsorbente, difusidn interna en los poros del adsorbente y
cinética de adsorcion finita. El modelo se basa en la adsorcidn isotérmica de un soluto sobre
particulas esféricas de adsorbente de radio promedio, r,, y porosidad, &. Se supone que la
operacion se conduce en un tanque bien agitado con un volumen de sistema Vs y con una razén
de volumen de liquido a volumen de sistema, &. El volumen de liquido externo a la matriz de
adsorbente es V= gVs vy el volumen de adsorbente es v = (1- &)Vs. La concentracion inicial y
transiente de la biomolécula en el seno del liquido son ¢, y c(t), respectivamente. La concentracion
de la biomolécula en el liquido de los poros y en la superficie del adsorbente son ¢; y g,

respectivamente (Fig. 6).

.c(t)

el - v\q,(rt)
s 4 /

il - -----------------------=Tf== Interaccién cinética
soluto-ligando

ci(rt)

Pelicula

OC - estancada Difusidn
intraparticula

Figura 6. Modelo fisico del sistema de cromatografia en un tanque agitado.
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Se considera que el movimiento de soluto involucra su transporte interfacial desde el seno del
liqguido hasta la superficie del adsorbente a través de una pelicula estancada que rodea al
adsorbente caracterizada por un coeficiente de transferencia de masa, ks la difusidn efectiva
dentro del liquido del poro del adsorbente descrita por un coeficiente, D;, y el paso de adsorcidn
del soluto en los sitios activos sobre la superficie del adsorbente. La velocidad de adsorcion
intrinseca puede ser descrita por diferentes tipos de modelos. En este trabajo se utiliza un modelo
de adsorcién-desorcidn tipo Langmuir. Generalmente se supone que la difusiéon en la superficie
puede ser despreciable en los procesos de cromatografia, debido a la fuerte interaccién entre el

ligando y el soluto, que se desarrolla en estos sistemas (Liapis, 1989).

Debido al equilibrio no lineal que caracteriza a la cromatografia, el comportamiento de la
adsorcion se describe mds apropiadamente mediante teorias cinéticas. Este enfoque ingenieril
para la obtencidon de modelos, involucra el uso de ecuaciones de conservacién, leyes de equilibrio
en interfases y leyes cinéticas de transporte y adsorcidn, conjuntamente con condiciones iniciales

y de frontera.

La descripcién del cambio de concentracion de la biomolécula con el tiempo, se puede derivar

mediante un balance de soluto en el seno del liquido,

dc_3[1-g,

dt r &,

m

ki (c-c) (2)

r=r,

El cambio de concentracion de soluto en el liquido de los poros del adsorbente puede obtenerse

mediante un balance de soluto en la particula:

2
%:giDi(a Gi +£% (3)

or* ror

Generalmente se utilizan modelos simplificados para describir las complejas interacciones entre el

soluto y el adsorbente (Hortsmann y Chase, 1989; Arnold el al., 1985; Chase, 1984). En estos
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modelos se utiliza una expresién cinética reversible de segundo orden, donde se supone que el

soluto interacciona en forma monovalente con el adsorbente,

P+ST2PS

-1
donde: P es el soluto en la solucidn, S es el sitio de adsorcion y PS es el complejo soluto-ligando.

La velocidad de adsorcion de este tipo de interaccion se representa frecuentemente por la

expresion de Langmuir,

aq.
%:klci(qm _qi)_k—lqi (4)

donde: g,, es la capacidad maxima de adsorcién del adsorbente; k; y ki son las constantes

cinéticas de adsorcidn y desorcidn, respectivamente.

Al inicio de la operacion la concentracion de la biomolécula en el seno del liquido es ¢, y el sistema

se encuentra libre de soluto, por tanto se utilizan las condiciones iniciales siguientes:

en t=0, c=c, (5)
en t=0, ¢, =0, 0<r<r, (6)
en t=0, q,=0, 0<r<r, (7)

Debido a la simetria de la particula, se considera la condicion de frontera siguiente:

%
or

en r=0, =0 t>0 (8)

r=0

Mediante un balance de soluto en la boca de un poro de la particula, se obtiene una segunda

condicién de frontera,

en r=rp, kf(c—ci)
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3.3.1.1 Modelo de pardmetros agrupados

El modelo de parametros agrupados (Skidmore et al., 1990) utiliza un enfoque empirico sencillo
para describir el proceso de adsorcidn, donde se supone que todos los procesos que limitan la
velocidad de adsorcién del soluto pueden ser representados por constantes cinéticas. En este
enfoque, la velocidad de transferencia de masa de soluto al adsorbente es descrita por la ec. (4).
En un proceso de cromatografia en un tanque bien agitado, la concentracion de soluto en solucion

a un cierto tiempo, t, estd dada por la siguiente solucién analitica del modelo:

(b+a)|1- exp{—za(l_gb)kalt]

c 1-¢, €y
— =1 , 2a(l-e)) (10)
c €,C a(l-e¢
° oo ( +a)—exp ] i
b-a g,
donde:
ot =bt—| g (11)
(1-¢,)
K
b:l ﬂ_{_q _{_d—gb (12)

3.3.2 Descripcion del modelo de transporte de cromatografia en columna de

membranas

Para describir el comportamiento de la cromatografia en sistemas de columna de membrana (Fig.
7) se usa con frecuencia un método simple, que involucra el acoplamiento en serie del sistema de
la curva de ruptura (BTC) y el sistema de la curva de dispersion (SDC de sus siglas en inglés) (Yang y
Etzel, 2003; Yang et al., 1999; Sarfert y Etzel, 1997). En este andlisis la concentracidon de la

alimentacion de pDNA es ¢, en el sistema la solucién tiene una concentracion transitoria, c(zt) y
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una velocidad de flujo intersticial constante v, a través de la columna, con longitud Ly porosidad
del lecho & La concentracion del pDNA adsorbido en la fase sélida es q(zt). La dispersidn
convectiva de Fick en la columna se caracteriza por el coeficiente de dispersion axial, D,,. Para
describir el sistema cinético se utiliza el modelo de adsorcién y desorcidn de tipo Langmuir con k;
y k1 constantes cinéticas de adsorcidn y desorcidn respectivamente, y g, es la capacidad maxima

de adsorcion del adsorbente.

CS col= Cecstr

Figura 7. Sistema conceptual para el desarrollo del modelo: A) columna de
membranas; B) reactor tipo tanque agitado (CSTR); C) reactor de flujo
tapon (PFR).
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3.3.2.1 Modelo de la curva de ruptura (BTC)

La adsorcion de pDNA en columna fue descrita usando el modelo de cromatografia en membrana
(Sarfert y Etzel, 1997; Liu y Fried, 1994; Suen y Etzel, 1992), el cual esta constituido por el balance

de masa en la fase liquida y la expresion cinética de tipo Langmuir,

2
1_
@:Daxa_f_v@——( ¢)oq (13)
ot 0z 0z g Ot

%q _

P k,c(a, —a)—k,q (14)

Dado que la membrana se encuentra libre de soluto al inicio de la operacién, las condiciones

iniciales son:
en t=0, c=0, 0<z<lL (15)
en t=0, g=0, 0<Lz<L (16)

Se usan las condiciones de frontera de Danckwerts (Danckwerts, 1953) para considerar la
dispersion en la superficie de la membrana (entrada de la columna) y mezclado completo solo por

conveccion a la salida de la columna, de acuerdo a las siguientes expresiones:

oc

en z=0, evc-eD, —=¢vc,, t>0 (17)
0z
oc

en z=1, —=0, t>0 (18)
0z

3.3.2.2 Modelo del sistema de dispersion (SDC)

El modelo SDC se utilizé para describir los efectos de flujo no ideal, como mezclado y volumen
muerto. El modelo explica el sistema de flujo completo, de esta forma el volumen del sistema Vi;
requiere, ademas del volumen de la porosidad de la membrana €V, el volumen externo V., que

consiste del volumen de tuberia, conexiones, distribuidor de flujo y celda de deteccién de UV. Para
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describir el comportamiento del flujo en el sistema se usa una combinacion en serie de un reactor
tipo tanque agitado (CSTR de sus siglas en inglés) y un reactor tipo tapdén (PFR de sus siglas en
inglés):

Viis = €V + V. =Vigrp + Vg (19)

donde Vs es el volumen del CSTR Ve es el volumen del PFR.
El balance de masa en el CSTR produce:

o [ol e F

= (CecsrR —CS¢str ) (20)
dt Vestr

donde F representa el flujo volumétrico en el CSTR, cecstrr Y CScstr son las concentraciones de
entrada y salida al CSTR, respectivamente. La cecsrg, €s igual a la concentracidon a la salida de la

columna, c. Al inicio de la operacidn se tiene la siguiente condicion:

en t=0, CSesrp =0 (21)
El tiempo de retardo (t.) en la respuesta a la salida de la columna estd representado por el

modelo del PFR:

CSprr =0 t<t,, (22)

CScstr (t) =C€prp (t)

Ceprr (t) = CSprr (t) t>t,,

donde ceprr Y CSprr SON las concentraciones a la entrada y salida del PRF. La cspr representa la

(23)

concentracién a la salida del sistema, y t,.;: el tiempo de retardo.

V., —&V
tret = % (24)
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3.3.3 Solucién numérica de los modelos

La solucion numérica de los modelos de transporte de adsorcién por lotes y de cromatografia en
columna de membranas, se obtuvo por el Método de Lineas (MOL) vy la discretizacién se hizo por
el método de diferencia finita. Se aproximd una solucién del sistema de EDP por iteraciones,
usando un integrador de la plataforma MATLAB (v.7.1), de acuerdo al diagrama de bloques

mostrado en la Figura 8.

En el programa principal llamado, MOD, se incorporaron el sistema de datos de entrada, el

dominio espacial, el integrador de MATLAB, odel5s vy la salida de soluciones.

El sistema de EDP del modelo de transporte (en lotes o columna) se puede visualizar como un

problema de valores en la frontera de la forma:

x, = f(tzxx,x,) zeD, t>0 (25)
0 = b(tz,xXx,) zeS, t>0 (26)
x(t=0,z) = X,(z) zeDUS, t=0 (27)

donde: X es el vector de las variables dependientes (concentracidn), z = [z1]" es el vector de las
variables independientes espaciales y t es la variable independiente temporal. Las derivadas

parciales se describen mediante notacion de subindice, es decir,

X, =0x/ot, X,=0x/0z, X, =0°%/d7"

Las ecs. (25 — 27) representan un sistema de EDP definidas en un dominio espacial D, sus
condiciones frontera asociadas definidas en la superficie limite S de D, y las condiciones iniciales
definidas en el dominio espacial completo. La solucién MOL se realizd6 en dos etapas en serie:

discretizacion espacial e integracion.
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Discretizacion espacial: las derivadas espaciales en las ecs. (25) y (27) fueron reemplazadas por
aproximaciones de diferencia finita, de tal forma que las ecs. (25 — 27) se transformaron en

sistemas de EADs:

x = f(t,x) (28)
0=b(t,x) (29)
x(t=0)=xo (30)

donde: X es un vector de variables dependientes discretizadas (los valores de X en una malla

espacial cubriendo el dominio DUS)y f y b son los vectores de las funciones no lineales

aproximadas a las ecuaciones originales (25) y (27) respectivamente.

Integracion: el sistema resultante de ecuaciones semidiscretas, ecs. (28 — 30) se integré en el
tiempo usando un integrador de EADs (Wouwer et al., 2004). Dado que el problema es del tipo
rigido, es necesario utilizar un integrador apropiado, por lo que seleccioné para esta simulacion el
integrador odel5s de MATLAB. El cédigo odel5s es un integrador de tamafo de paso y orden
variable. Estd basado en férmulas de diferenciacion numérica y calcula la solucién en cada

intervalo de tiempo (Ashino et al., 2000; Shampine et al., 1999; Shampine y Reichelt, 1997).

La funcion MOD_ODE (Fig. 8) produce el sistema de EADs, llamando a las funciones dss004 y
dss044 para calcular la primera y segunda derivadas espaciales (¢; /dr y &°c; /Er* en el caso de
adsorcion por lotes, 0 9¢/8z y J*c/Ez° enel caso de cromatografia en columna de membranas)
usando aproximaciones por diferencia finita centrada de cinco puntos, cuarto orden (Ask et al.,
2006; Silebi y Schiesser, 1992). El resultado de EADs se organiza en matrices dispersas. El
integrador odel5s calcula la solucién en cada intervalo de tiempo. Este integrador llama a la

funcion MOD_ODE repetidas veces durante el calculo de la solucidn por integracién numérica.
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Parametros
deinicio

Programa
Principal

MOD

i

Y
Integrador EDO

odel5s
~—__

A
/—Lﬁ
Sistema de EADs

>  mob_ope [*
-

Salidade
soluciones

Dominio
espacial

Derivada espacial
de 22 orden

dss044

Derivada espacial
de 12 orden

A4

dss004

Figura 8. Diagrama de la solucién por el método de lineas (MOL) para los modelos de
transporte en una plataforma MATLAB.

3.3.3.1 Solucion del modelo de transporte de adsorcién por lotes

Como sistema modelo se utilizaron datos experimentales de la literatura que describen la
adsorcién de f-galactosidasa en anti-fgalactosidasa inmovilizada en particulas de silice porosa
(Arve y Liapis, 1987). El modelo de transporte, dado por las ecs. (2 — 9) fue resuelto utilizando el
método de lineas (MOL) por medio de la secuencia descrita en la Figura 8, en una plataforma
MATLAB, en una computadora personal con procesador Pentium®4. Los valores de los pardmetros
utilizados para conducir los estudios de la simulacién se presentan en la Tabla 3. Esta solucién fue
comparada con la solucién analitica del modelo de pardmetros agrupados por lotes, dado por las

ecs. (10—12) y con los datos experimentales.

En la solucidon numérica del modelo, la particula adsorbente se subdividid, se discretizé, usando un
nimero n de puntos en la malla de 10 a 100, con los parametros del integrador odel5s de

MATLAB, ajustados a AbsTol = 10°y RelTol = 107>, Se hizo un analisis de malla para comparar las
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diferentes soluciones. No se observd una diferencia significativa al incrementar los puntos de

discretizacion. La solucién resultante con 50 nodos se encontré robusta y estable numéricamente.

Tabla 3. Valores de los parametros utilizados en los estudios de simulacion del sistema de
adsorcién de [3-galactosidasa sobre anti-f3-galactosidasa inmovilizada en silice porosa (Arve
y Liapis, 1987).

Parametro Valor

Conc. inicial de proteina en el tanque ¢, =0.0158 mg/mL

Capacidad de adsorciéon maxima Qma = 2.2 mg/mL de absorbente
Porosidad de particula §=0.5

Capacidad de adsorcidon maxima Gm = 4.4 mg/mL de sélido

Constante de desorcién de equilibrio Ky =0.00022 mg/mL

Constante cinética agrupada ko1 =0.0055 mL/mg —s
Constante de adsorcidn intrinseca k,=0.0235 mL/mg—s
Radio de la particula rm=75um

Coef. de transf. de masa en pelicula kf=5.84 x 10° m/s
Difusividad de proteina en el poro D;=6.9x 10" m*/s
Volumen de solucidn inicial V=100 mL

Volumen de absorbente afiadido v=15mlL

Volumen solucién / Volumen total & =100/101.5

Estimacion de parametros. Los parametros que caracterizan el equilibrio del sistema: la capacidad

maxima de adsorcién, g, y la constante de disociaciéon de equilibrio, K|, =k_1/k1,pueden ser

estimadas a partir de datos del sistema de adsorcién por lotes en equilibrio. El pardmetro cinético
ki, puede ser calculado de datos dindmicos obtenidos en sistemas por lotes o en columnas

(Horstmann y Chase, 1989; Chase, 1984).

La difusividad efectiva D; puede estimarse mediante experimentos de adsorcidon en lotes o en
columna de acuerdo a los procedimientos detallados reportados en la literatura (Liapis, 1990).
Este parametro también ha sido estimado en forma precisa utilizando modelos generados para
adsorbentes de estructura porosa obtenidos mediante la teoria de redes. Esta teoria representa

en forma apropiada la naturaleza discreta de las estructuras porosas de los medios
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cromatograficos y sirve para describir la difusidn restringida en el poro y efectos de adsorcién
dinamica dentro de la particula por conveccién y difusion (Meyers et al., 2001, 2001a). En algunos
trabajos la difusividad efectiva dentro del poro ha sido estimada combinando el método
experimental de la microscopia laser de escaneo confocal con los modelos matematicos de

cromatografia (Ljunglof et al., 1999, 1998).

La difusividad molecular de la fgalactosidasa en solucién acuosa, Das puede estimarse usando la

siguiente ecuacion semi-empirica (Guichon et al., 1994).

T
-15
D, =94x10" ———~ (31)

H(MA )5
donde M, es el peso molecular promedio de la sustancia A. Tomando 464,000 g/mol como peso
molecular promedio de la #galactosidasa, la temperatura absoluta, T =298 °K, vy la viscosidad del
liquido, u =1 x 103 kg/m-s, el valor del coeficiente de difusion molecular es Dyg = 3.62 x 10 m?/s.
La difusividad efectiva en el poro esta dada por la relacidon entre la difusividad molecular y la

tortuosidad. De acuerdo a Arve y Liapis (1987) la tortuosidad experimental del sistema es 5.23, de

esta forma D, = 6.9 x 10> m?/s.

La correlacion usada para estimar el coeficiente de transferencia de masa en la pelicula liquida, ky,
de proteina en particulas adsorbentes en experimentos en tanque agitado puede ser estimada

mediante correlaciones empiricas (Geankoplis, 1998):

2 1
3 3
kf:wim_s{ H J (Ap‘;g) (32)
dp pcDAB pc

donde p, :1000Kg/m3 es la densidad del agua, Ap=402Kg/m3 es la diferencia de densidad

entre la particula adsorbente y el liquido y g =9.8m/s2 es la aceleracion de la gravedad. Para un
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didmetro de particula d, =150x10°m, el valor del coeficiente de transferencia de masa es

k; =5.84x10°m/s.

Analisis paramétrico. Para describir en forma mas detallada cémo la solucién del modelo de
transporte es Gtil para considerar las variaciones en las condiciones de operacion, se desarrollé un

analisis paramétrico.
3.3.3.2 Solucién del modelo de transporte de cromatografia en columna de membranas

Como sistema modelo se utilizaron los datos experimentales obtenidos por Montesinos-Cisneros
et al., (2007), describiendo la cromatografia frontal de pCl DNA en una columna de membranas de
intercambio idnico. El modelo de transporte para la cromatografia en columna de membranas,
dado por las ecs. (13 — 18) y (20 — 23) fue resuelto utilizando el método de lineas (MOL) por medio
de la secuencia descrita en la Figura 8, en una plataforma MATLAB, en una computadora personal
con procesador Pentium®4. Los valores de los parametros fisicos y de proceso para realizar los
estudios de simulacion se presentan en la Tabla 4. Esta solucién fue comparada con los datos

experimentales.

En la solucién MOL, la columna fue discretizada en n nimero de nodos de 101 a 1001, con los
parametros del integrador odel5s de MATLAB, ajustados a AbsTol = 102y RelTol = 10™. Se hizo
un analisis de malla para comparar la forma de la curva de ruptura (BTC) usando diferente nimero
de nodos de discretizacion. Se observd un significativo incremento en la dispersion de la curva
cuando se disminuyd el nimero de puntos de discretizacién. La solucidn resultante con 401 nodos

se encontré robusta y estable numéricamente.

Estimacion de parametros. La estimacion de los pardmetros g, K, y ki del modelo de
cromatografia en columna de membranas presentado en las ecs. (13 — 18) y (20 — 23) se hizo en un
modo iterativo. En cada iteracion el modelo de columna de membranas se resolvid usando un
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conjunto de pardmetros estimados y la salida se comparé con los datos experimentales, por medio
de la suma de los cuadrados residuales. Sélo la regidn para c¢/c, < 0.8 de cada BTC se seleccioné

para comparar el modelo de columna con membranas con los datos experimentales.

Tabla 4. Valores de los pardmetros utilizados en los estudios de simulacién de cromatografia
frontal de pCl DNA en una columna de membranas de intercambio idnico (Montesinos-
Cisneros et al., 2007).

Parametro Valor

Conc. de entrada de pCI-DNA ¢ =0.1,0.2y 0.5 mg/mL
Capacidad de adsorcién maxima gm=16.19 mg/mL
Constante de equilibrio experimental Ky=0.11 mg/mL
Constante de vel. de adsorcidn ki=0.5mlL/mg-s

Flujo F=0.13,0.26 y 0.32 mL/min
Velocidad intersticial x 10? v=1.58, 3.15, 6.3 cm/s
Porosidad de membrana =07

Longitud de la columna L=0.45cm

Didmetro de la membrana D=0.5cm

Volumen de lecho v=0.088 mL

Coeficiente de dispersion axial estimado Doy = 4.56 x 108 cm*/s

Tiempo de residencia en el sistema de cromatografia t= 3-12min
Volumen PFR 0.75-0.90 mL
Volumen CSTR 0.6 —0.90 mL

La funcién para ser minimizada usando la rutina de optimizacidon Nelder-Mead simplex es:

n

Z(Cexpi -Csimi)z (33)

2 i=
O.:Il

n-K

En la ecuacion anterior Cep i ¥ C sim i SON los valores de la concentracion adimensional de pDNA,
experimentales y simulados en el tiempo i; n es el nimero de datos en el experimento y K es el
nimero de parametros estimado. Al final de cada iteracién, los pardmetros optimizados son
alimentados a las ecuaciones del modelo, el cual se resuelve otra vez. Este algoritmo iterativo se

termina cuando se obtiene el conjunto de parametros globales dptimos. La caracteristica de
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“global” de los parametros se prueba empezando este algoritmo con diferentes valores de los

pardmetros iniciales y alcanzando el mismo conjunto éptimo (Avci et al., 2000).

Considerando que en el sistema de membranas el coeficiente de dispersién axial puede ser
aproximado por la difusividad del soluto (Suen y Etzel, 1992), este coeficiente se estimo usando la

correlacion de He-Niemeyer (He y Niemeyer, 2003),

-8
_6:85x10°7 (34)

donde p es la viscosidad en cp; T la temperatura en °K; M = 660 x N el peso molecular en g/mol y

D

Ry = 1.59 x 107 cm el radio de giro (Montesinos-Cisneros et al., 2007). El coeficiente de dipersién

axial fue D, = 4.56 x 1078 cm?/s.

Una vez que los valores de los pardmetros que caracterizan los mecanismos de transferencia de
masa y de adsorcién en el sistema han sido determinados, los modelos matematicos
correspondientes pueden ser utilizados para predecir y estudiar el comportamiento dindmico del

sistema bajo diferentes condiciones de disefio y operacién.
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3.4 Proceso Base de Produccion de Plasmido

En esta seccidn se describe el proceso base establecido previamente (Diogo et al., 2001) para
producir plasmido purificado (Fig. 9). El plasmido obtenido por medio de este proceso se uso la
preparacion de muestras para construir la curva estandar para pVAX-LacZ. El proceso consta de
las etapas de fermentacion, recuperacién primaria, recuperacion intermedia, y purificacion final

del plasmido.

Fermentacion
* preparaciondel indculo

* cultivoen matraz

Recuperacmn primaria
* cosecha celular

* lisis
* clarificacion

Recuperacién intermedia
* precipitaciéonl
* lavado
* resuspension
* precipitacion 2
* clarificacion

* HIC

PurlflcaC|on final
. SEC

PIasmido

Figura 9. Diagrama de bloques del Proceso Base para la produccién de plasmido.
Adaptado de Diogo et al., (2001).
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3.4.1 Fermentacion de E. coli DH5a (pVAX1-LacZ)

La etapa de fermentacion del proceso base comprende las operaciones de preparacion de inéculo

y cultivo en matraz.

Preparacion del indculo. Se prepararon 30 mL de medio de cultivo LB de concentracion 20 g/L en
matraces de 100 mL, que se sometieron a esterilizacién a 120 °C por 20 min. Al medio se
afiadieron 30 uL de una solucién de kanamicina de 30 mg/mL, previamente filtrada con un filtro de
jeringa estéril 0.2 um. El medio fue inoculado utilizando un vial con 100 uL (80 uL de cultivo + 20
ul de glicerol, congelado a -80°C) de E. coli DH5a conteniendo pVAX1-LacZ. El cultivo se realizd en
la incubadora a temperatura de 37 °C y agitacién de 250 rpm, de 6 a 8 h, hasta alcanzar una

densidad dptica, de aproximadamente 1.2 (DOgyo ~ 1.2), a 600 nm.

Cultivo en matraz. La obtencidn de la biomasa se realizé mediante cultivos en matraces de 2 L con
250 mL de medio LB estéril (20 g/L). Se calculd el volumen de indculo (Vi) necesario para que al
inicio del cultivo el indice de masa fuera de 25 (DOgy X Vi = 25). El volumen de inéculo se
centrifugé a 4500 g por 2 min, para obtener el pellet de células. Para iniciar el crecimiento celular,
se anadieron al medio de cultivo el pellet de células y 250 uL de una solucidon kanamicina de 30
mg/mlL, previamente filtrada. El cultivo se desarrollé en una incubadora a 37 °Cy 250 rpm, por un

periodo de 12 a 14 h, hasta alcanzar una DOgy = 3.8.

3.4.2 Recuperacion primaria

La recuperacion primaria en el proceso base comprende las operaciones de cosecha celular, lisis y

clarificacion.

Cosecha celular. Al finalizar el cultivo las células fueron cosechadas a 3500 g, 4 °C por 20 min, en

una centrifuga Sorvall RC 6 equipada con rotor SLA 3000.
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Lisis. La biomasa cosechada de 250 mL de cultivo, se resuspendié en 8 mL de buffer Tris 25 mM,
EDTA 10 mM vy glucosa 50 mM, pH 8.0 (proporcién 32 uL/mL de cultivo). Para realizar la lisis
alcalina se agregd un volumen igual de buffer de lisis (NaOH 0.2 M y 1% SDS). Posteriormente se
incubd por 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se neutralizé el lisado con 8 mL de una
solucidn de acetato de potasio 3.0 M a pH 5.5y 4 °C (32 uL/mL de cultivo), se agita suavemente y

se incuba en hielo por 10 minutos.

Clarificacidn. El lisado conteniendo el plasmido fue clarificado mediante la remocién del
precipitado formado durante la etapa de lisis (restos celulares, DNA gendmico y proteinas) por
centrifugacién a 12 000 g por 30 min, a 4 °C en una centrifuga Sorvall equipada con rotor SS 34, en
2 pasos. Para control del proceso se toman muestras de cultivo lisado para su andlisis por

electroforesis para determinar las condiciones del plasmido contenido en el lisado clarificado.

3.4.3 Recuperacion intermedia

La etapa de recuperacién intermedia consta de las operaciones de precipitacién 1, lavado,

resuspension, precipitacién 2 y clarificacion.

Precipitacion 1. Para iniciar la purificacion del plasmido el lisado clarificado se mezcld con
isopropanol en proporcién 0.7 (v/v), se incubd por 2 h a -20 °C. El precipitado formado se
recuperd por centrifugacion en una centrifuga Sorvall RC 6 equipada con rotor SS 34 a 12 000 g

por 15 min a4 °C.

Lavado. Al pellet obtenido se le adicionaron 2 mL (8 uL/ mL de cultivo) de etanol al 70% (v/v) y

posteriormente se centrifugd a 12 000 g por 15 min a 4 °C.

Resuspension. El pellet fue secado al aire durante 5 a 10 min invertido sobre papel. Una vez seco

se resuspendié en 500 uL (2 uL/mL de cultivo) de buffer Tris 10 mM/HCI pH 8.0.
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Precipitacion 2. El plasmido se pre-purificd a partir de la solucién anterior, mediante la adiciéon de
0.16 g de sulfato de amonio sdlido, para alcanzar en la solucidon una concentracion 2.5 M. Se

homogenizé bien y se dejo reposar en hielo por 15 min.

Clarificacién. Se remueven las impurezas precipitadas mediante centrifugaciéon a 12 000 g por 15
min, a 4 °C en una Centrifuga 5417 C de Eppendor para obtener una solucién concentrada de

plasmido.

3.4.4 Purificacion final

La etapa de purificacion final del proceso base comprende las operaciones cromatograficas de

interaccion hidrofébica (HIC) y de exclusidén por tamaiio (SEC).

Purificacion HIC. En la purificacién del plasmido se utilizé6 una columna cromatografica Econo Pac
desechable, de 20 mL fue empacada con 10 mL Phenyl Sepharose 6 fast flow (Fig. 10). Los pasos de
la operacion de la columna se muestran en la Figura 11. Inicialmente, se equilibré la columna por
flujo por gravedad con 20 mL de una solucién de sulfato de amonio 1.5 M en Tris 10 mM /HCI,
pH 8. Seguidamente, se cargd directamente a la columna 0.5 mL de solucién concentrada de
pldsmido. Después de que la solucién alimentada entré a la columna, se hizo una elucidn isocratica
con 3 mL una solucién de sulfato de amonio 1.5 M en Tris 10 mM /HCI pH 8. Después de descartar
el primer volumen eluido de 3 mlL, se adicionan 2 mL de la solucién de sulfato de amonio,
colectdndose simultdaneamente este mismo volumen con el plasmido purificado. Después de la
elucion de las especies no adsorbidas (pDNA), se redujo la fuerza idnica del buffer pasando 20 mL
de solucién Tris 10 mM /HCI, pH 8.0 para eluir las especies retenidas. Finalmente la columna se

reequilibré con 20 mL de sulfato de amonio 1.5 M en Tris 10 mM /HCI pH 8.
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Figura 10. Arreglo experimental de columnas cromatograficas empacadas con Phenyl
Sepharose 6 fast flow, operadas por gravedad.

500 uL 20 mL Tris
sobrenadante
con pDNA 2mLSAm
3mLSAm .,
Elucién
Elucion
20mLSAm —
Lavado
Carga H
Equilibrar
descartar
N j
. 2 mL eluente
é descartar pDNA en SAm
U
descartar
descartar

Figura 11. Proceso HIC para purificacion de pDNA. SAm = sulfato de amonio 1.5 M en
Tris 10 mM /HCI pH8. Tris = Tris 10 mM /HCI pH 8.
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Purificacion SEC. La fraccidon de 2 mL colectada en la purificacién por HIC conteniendo el plasmido
en buffer salino, fue desalada en una columna cromatografica de exclusion por tamafio (SEC). En
la Figura 12 se describen pasos que comprenden esta operacion. Inicialmente la columna
cromatografica Econo Pac de 20 mL utilizada, fue empacada con 10 mL Phenyl Sepharose 6 fast
flow y equilibrada por flujo por gravedad con 20 mL de Tris 10 mM/HCI pH 8.0. A continuacién se
cargé directamente a la columna los 2 mL de la solucién de plasmido y se descarta el volumen
eluido. Seguidamente, se efectud una elucidn isocratica con 1.5 mL de una solucién Tris 10
mM/HCI pH 8. Las especies de mayor peso molecular fueron excluidas de los poros de la matriz y
se descarté el primer volumen eluido de 1.5 mL. Para recolectar el pldsmido purificado, se
alimentaron a la columna 3 mL de buffer Tris 10 mM/HCI para eluir y colectar la fraccidn
conteniendo pDNA (3 mL). Para eluir las especies de menor peso molecular contenidas aun en la
columna, se alimentaron 20 mL de buffer Tris. Finalmente se reequilibra la columna con 20 mL de

buffer Tris 10 mM/HCI.

Para almacenar las columnas HIC y SEC temporalmente, se lavaron con 2 volimenes de una
solucién NaOH 1.0 M, seguido de 3 volumenes de agua destilada y 2 volimenes de etanol al 70%.

Se guardan en etanol al 20%. Para su uso de nuevo se lavan con 5 volumenes de agua destilada.

Con el propésito de establecer un patrén de comparacion del pldsmido purificado por el método
base, se prepard un estandar de plasmido purificado usando un kit comercial, (High Pure Plasmid

Isolation), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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20mL Tris

3mlL Tris |

] | Elucion }

Elucion |
u
4 descartar
3mLeluente
pPDNA purificado

Figura 12. Proceso SEC para purificacion de pDNA. SAm = sulfato de amonio 1.5 M en
Tris 10 mM /HCI pH 8. Tris = Tris 10 mM /HCIl pH 8.
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3.5 Proceso de Produccion de Plasmido por Cromatografia Frontal de
Intercambio Ié6nico en Membranas
El proceso de produccidon de plasmido por Cromatografia Frontal de Intercambio Idnico en

Membranas (FAEMC) se desarrollé de acuerdo a la Figura 13. El proceso consta de las etapas de

fermentacién, recuperacidn primaria, recuperacion intermedia, y purificacién final del plasmido.

3.5.1 Fermentacion de E. coli DH5a (pVAX1-LacZ)

La etapa de fermentacién del proceso comprende las operaciones de preparacion del inéculo y

propagacion celular.

Fermentacion
* Preparaciéndel indculo
* Propagacién celular

Y
Recuperacion primaria
* Cosecha celular
* Lisis
« Clarificacion

* microfiltracién

A
( Recuperacion intermedia
* Diafiltracion-1
* Pre-purificacién por FAECM-1
\_* Diafiltracié-2 J

~N

y

Purificacion final
* FAECM-2

l

Plasmido

Figura 13. Diagrama de bloques del Proceso FAEMC para la produccidn de plasmido.
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Propagacion celular. Esta operacién se realizé en un fermentador de 3.5 L (Fig. 14), con 2 L de
medio complejo (1% triptona, 2% extracto de levadura, 1% cloruro de sodio y 2% glucosa
monohidratada) esterilizado en el fermentador a 120°C por 20 min. Antes de inocular el medio se
le afadieron 2 mL de una solucion de kanamicina de 30 mg/mL. La inoculacion se realizd con 200
mL de cultivo en matraz de E. coli DH5a conteniendo pVAX1-LacZ en un medio similar, incubado
de 10 a 12 h, con DOgyy de aproximadamente 3. La fermentacion se realizé a 37°C. El oxigeno
disuelto se mantuvo al 30% (2.04 mg/L) utilizando una agitacién de 650 rpm y una aireacion 1.5
vvm. El pH se mantuvo a un valor de 7 mediante la adicién controlada de soluciones de NaOH 1.0

Ny H,SO, 1.0 N.

Para dar seguimiento al crecimiento celular y efectuar determinaciones de contenido plasmidico
se tomaron muestras al inicio y a cada hora durante la fermentacion, a las cuales se les determiné

Su DOsoo.

Figura 14. Fermentador de 3.5 litros Biostat MD.

Para determinar la concentracidon y pureza de pldsmido, las muestras fueron sometidas a un
proceso de lisis y clarificacion. Se calculé el volumen de cultivo (Vc) necesario para el indice de

masa fuera de 25 (DOgy X Vc = 25), para obtener la misma masa celular en cada una de las
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muestras (Passarinha et al.,, 2006). Las muestras de lisado clarificado fueron analizadas por
electroforesis en gel de agarosa para visualizar el estado del plasmido y por HIC-HPLC (Diogo et al.,

2003).

Una muestra de la fermentacién a las 24 h con DOgy = 8.32 fue purificada utilizando un kit
comercial, (High Pure Plasmid lIsolation) para visualizar el estado del plasmido purificado

proveniente de la fermentacion.

3.5.2 Recuperacion primaria

La etapa de recuperacién primaria del proceso comprende las operaciones de cosecha celular, lisis
y clarificacién. Estas se realizaron conforme al procedimiento para el proceso base, sélo que en la
operacion de clarificacién del lisado alcalino, ademas de centrifugacidn, también se usé un paso
adicional de microfiltracion. El lisado se diluyé con buffer Tris 10 mM/EDTA 1 mM/HCI, pH 8. 0
(buffer TE) en relacidon de 1:2 y se hizo pasar por un filtro de 0.45 um a vacio para eliminar

particulas en suspension remanentes.

3.5.3 Recuperacion intermedia

La etapa de recuperacién intermedia consta de la operacidon de diafiltracién-1, pre-purificacién por

AEC en membranas y diafiltracién-2.

Diafiltracidn-1. Esta operacion se realizé en una membrana de fibra hueca por filtracion de flujo
tangencial (TFF), usando el buffer TE para el lavado, operado en modo de diafiltracién para
desalinizar el lisado. El sistema experimental utilizado se presenta en la Figura 15. La parte central
del sistema es la unidad de filtracion de membranas de fibras huecas (Fig. 15a). El sistema
integrado consta, ademas la membrana, de una bomba peristéltica y un sistema de medicion de
presidn. Este sistema se utiliza para monitorear la presion de los flujos mediante transductores
conectados a una unidad digital (Fig. 15b). Antes de operar el sistema se verificd el
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comportamiento hidrodinamico, utilizando buffer TE como fluido de prueba. El diagrama de flujo

del sistema de diafiltracién TFF se muestra en la Figura 16.

(a) (b)
Figura 15. (a) cartucho de fibras huecas con membranas de polisulfona. (b) Sistema experimental (Midjet
benchtop) para filtracién de flujo tangencial.

Adicion de
buffer Recirculacién
de retenido
filtrado
\ [ —
] 6
lisado . valvula
clarificado desecho valvula
bomba
peristaltica
i -
Alimentacion Retenido

cartuchode fibra hueca

Figura 16. Diagrama de flujo del sistema de diafiltracién de flujo tangencial.
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Para preparar la solucién llamada retenido-1, se conecto la linea de entrada y salida del sistema a
un recipiente conteniendo 33 mL de lisado y un volumen de buffer TE. Se puso en marcha la
bomba de alimentaciéon, manteniendo el flujo de recirculacion a 30 mL/min en promedio,
mediante el control de la vdlvula de recirculacién, de tal manera que la presidon de entrada y
salida de lisado fue de 50 a 150 kPa. Una vez que el volumen del lisado concentrado se redujo a 33
mL, se agregd un volumen de buffer TE igual al volumen de filtrado colectado (33 mL) y se empezd
un ciclo de diafiltracidn. La operacién se continud repitiendo 3 veces mas el ciclo de diafiltracién, y
finalmente se concentrd hasta un volumen de 26.0 mL (1.27 veces). Como control del proceso se

midié la conductividad del lisado retenido al final de cada ciclo.

El sistema se lavd corriendo 2 L de agua destilada y con recirculaciéon de una solucién de NaOH 0.2
M por 1 h. Finalmente para remover el NaOH se lavé con 2 L de agua destilada, y después se

recirculé etanol al 20% para guardar la membrana.

Pre-purificacidon. Todos los estudios cromatograficos del presente trabajo se realizaron en un
sistema Akta Purifier de GE Healthcare equipado con un software Unicorn 5.1 para el registro y
procesamiento de datos (Fig. 17). La corriente de salida de la columna cromatografica fue

monitoreada continuamente para determinar su conductividad y absorbancia a 260 nm (UV).

En los experimentos de cromatografia por intercambio idnico se usé una columna (0.5 x 5 cm) de
Pharmacia Amersham Biosciences, Figura 18a, empacada con 30 membranas de intercambio

idnico Mustang Q, acondicionadas de acuerdo a las instrucciones del proveedor (Anexo A).

Antes de iniciar una corrida se verificd el correcto funcionamiento del sistema hidraulico y se
conecto al sistema la columna empacada en buffer de adsorcién, Tris 10 mM/EDTA 1 mM/HCI, pH

8.0, (buffer TE), Figura 18b.
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Operando el sistema en modo manual, se llenaron las lineas que corresponden a los buffers de

adsorcién y de elucidn. El buffer de elucion utilizado fue una solucién de NaCl 2.0 M en buffer TE.

Para acondicionar la columna, se alimentd buffer de adsorcién a un flujo a 0.5 mL/min por un
periodo aproximado de 10 min (10 volumenes de lecho, VL), hasta obtener valores de

absorbancia, conductividad y presién constantes. Todos los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente.

Figura 17. Sistema Akta Purifier acoplado a una computadora para registro y
procesamiento de datos.

(a) (b)
Figura 18. (a) Columna de Pharmacia Amersham Biosciences, empacada con 30 membranas de

intercambio i6nico Mustang Q; (b) Columna de cromatografia de intercambio idnico
conectada al sistema Akta Purifier.
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La solucidon obtenida en la operacidon de diafiltracion-1 (retenido-1), se pre-purific6 mediante
cromatografia frontal en membranas de intercambio idnico (FAEMC-1) en la columna conectada al
sistema Akta Purifier. Al inicio de cada corrida, durante la fase de adsorcion, se alimentd el
retenido-1 con flujo de 0.5 mL/min por un periodo entre 10 y 30 min. Una vez transcurrido este
periodo, durante la fase de lavado, se alimentd a la columna una solucién de NaCl 0.6 M en TE. Al
terminar esta fase se realizo la elucion de la columna incrementando la salinidad del buffer de 0.6

a 2.0 M, de acuerdo al programa previamente seleccionado.

Se realizaron 7 corridas (A, B, C, D, E, F y G), las tres primeras con el propdsito de estudiar el
tiempo de lavado y el gradiente de elucién. Durante los estudios cromatograficos se colectaron
muestras de 1.5 mL de la solucién de salida de la columna durante las fases de adsorcién, lavado
y elucién, y se analizaron por electroforesis. Con base a estos resultados, se selecciond el

programa para la pre-purificacidon por cromatografia frontal.

La corrida D se realizé para probar el programa seleccionado. Las tres restantes (corridas E, Fy G)
se realizaron a las mismas condiciones de la corrida D, con el propésito de producir mas volumen
de elucidn utilizando el programa seleccionado, también analizadas electroforéticamente. En estos
estudios el volumen de las fracciones colectadas en la elucidn se redujo a 1 mL. El volumen total
de las muestras seleccionadas fue 16 mL, y se utiliz6 para realizar las siguientes operaciones del
proceso. De las fracciones seleccionadas de la corrida D se tomaron muestra de 200 uL para su

analisis por HIC-HPLC.

Diafiltracidn-2. Con el propdsito de acondicionar la soluciéon pre-purificada para la etapa de
purificacion final, se sometid a un proceso de diafiltracion por TFF siguiendo el protocolo descrito
en la diafiltracidn-1. A la operacién se le dio seguimiento midiendo la conductividad del retenido.

Para alcanzar la conductividad del buffer TE se emplearon 4 volimenes de buffer TE (64 mL). Al

60



Capitulo 3. MATERIALES Y METODOS

final de este periodo la solucién se concentrd 1.6 veces (10 mL). Se hizo el andlisis electroforético y

por HIC-HPLC del volumen retenido-2.

3.5.4 Purificacion final

La etapa de purificacién final del pldsmido, se realizd6 mediante cromatografia frontal en
membranas de intercambio idénico (FAEMC-2). Para realizar la purificacion final de plasmido, se
utilizaron 5 mL de la solucidn de retenido-2. Este volumen fue alimentado en modo frontal a una
columna empacada con 30 membranas de intercambio idnico, a un flujo de 0.5 mL/min, utilizando
el programa seleccionado en los estudios de pre-purificacion. Durante la corrida se colectaron
muestras a la salida de la columna de 1.5 mL en las fases de adsorcién y lavado y de 0.5 mL en la
fase de elucion. Estas muestras se analizaron por electroforesis. De la fase de elucion se

seleccionaron 2 fracciones, de las cuales se tomaron 200 uL para su analisis HIC-HPLC.
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3.6 Proceso de Produccion de Plasmido por Cromatografia de

Interaccion Hidrofobica

La produccién de plasmido por el proceso combinado de FAEMC con cromatografia de interaccion
hidrofébica (FAEMC-HIC) se desarrollé de acuerdo al diagrama de la Figura 19. El proceso consta
de las etapas de fermentacidn, recuperacién primaria, recuperacion intermedia, y purificacién

final del plasmido.

Fermentacion
* Preparaciondel indéculo
* Propagacion celular

A

Recuperaciéon Primaria
* Cosecha Celular

* Lisis

* Clarificacién

* microfiltracion

Y
Recuperacion intermedia }

* Diafiltracién-1
* Pre-purificacién por FAECM-1
* Diafiltracion-2

Y

{ Purificacion final

* Precipitacion
* Clarificacion
. HICpor elucion

PIasmldo

Figura 19. Diagrama de bloques del Proceso FAEMC-HIC para la produccion de
Plasmido.
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3.6.1 Fermentacion de E. coli DH5a (pVAX1-LacZ), recuperacion primaria y
recuperacion intermedia
En este proceso, las etapas de fermentacion, recuperacién primaria y recuperacion intermedia son

iguales a las del proceso anteriormente descrito.

3.6.2 Purificacion final

La etapa de purificacion final en este proceso consta de las operaciones de precipitacién,

clarificacion y cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC) por elucién.

Precipitacion. Esta operacion se realizd para eliminar parte del gDNA, endotoxinas y proteinas en
la muestra conteniendo plasmido (retenido-2), asi como para su acondicionamiento para la
operacion HIC. A 5 mL de retenido-2 se les adicioné sulfato de amonio sdlido hasta obtener una

concentracién de 1.5 M y se incubd en hielo por 15 min.

Clarificacidn. El precipitado formado fue removido por centrifugacién a 7 000 g por 5 min a 10°C
en unidades de microconos UF de Millipore, con membrana de 10 kDa en Centrifuga 5417 C de

Eppendor.

Cromatografia por elucion en HIC. En la cromatografia por eluciéon de interaccion hidrofébica se
utilizé una columna (0.7 x 2.5 cm) de GE Healthcare pre-empacada con 1 mL de resina Phenyl

Sepharose 6 fast flow conectada al sistema Akta Purifier (Fig. 20).

La columna se equilibré previamente con 20 mL de buffer de sulfato de amonio 1.5 M en Tris 10
mM, pH 8, utilizando un flujo de 0.5 mL/min. Se utilizé 1 mL del sobrenadante obtenido en la
operacion de clarificacion (retenido-2 acondicionado), que fue cargado a la columna, utilizando un
loop de 0.5 mL. Una vez cargada la muestra, se lava la columna con buffer de sulfato de amonio
1.5 M en Tris 10 mM, pH 8, para recuperar el plasmido. Después del lavado, se realizé una elucién

isocratica alimentando buffer Tris 10 mM, pH 8, para eluir las impurezas. Durante el estudio se
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colectaron muestras de 0.5 mL de la solucion a la salida de la columna. Estas muestras se

analizaron por electroforesis asi como por HIC-HPLC.

Figura 20. Columna de interaccion hidrofébica, pre-empacada con 1 mL de resina
Phenyl Sepharose 6 fast flow.
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3.7 Analisis de Muestras

3.7.1 Electroforesis en gel de agarosa

Las muestras de solucion conteniendo plasmido se analizaron por electroforesis horizontal en gel
de agarosa al 0.8%, Figura 21a. El buffer utilizado fue Tris 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1
mM a pH 8 (buffer TAE), como marcador de peso molecular se usé Hyperladder 1 de Bioline,
Figura 21b. Los geles se corrieron por 3 h aproximadamente a 60 V, se tifieron con bromuro de
etidio (0.5 ug/mL) y fueron visualizados bajo luz UV en un sistema de registro de imagen

Stratagene Eagle Eye Il

Las muestras conteniendo plasmido en solucién con sulfato de amonio se desalaron antes de
analizarse en gel de electroforesis. Se utilizaron unidades de microconos UF de Millipore, con
membrana de 10 kDa y centrifugando a 3000 rpm por 15 min, a 4 °C en Centrifuga 5417 C de

Eppendor.

HyperLadder |

BAND SIZTE (bp) | ng/MAND

=TF=
10,000 100
B.00D 80
8.000 80
6,000 50
4,000 40

3.000 30
2600 -2
2,000 20

1600 15

1,000

(b)

Figura 21. (a)Camara de electroforesis acoplada a la fuente de poder (b) Certificado del marcador de
peso molecular Hyperladder 1 (HL1).
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3.7.2 Purezay concentracion de plasmido por HIC-HPLC

La concentracién y pureza del plasmido en las muestras obtenidas en las diferentes etapas de los
procesos se determinaron HIC-HPLC de acuerdo a la metodologia propuesta por Diogo et al.,,
(2003). Se utilizé una columna HIC Source 15 PHE de 0.46 x 10 cm se acoplada sistema Akta
Purifier. Inicialmente la columna se equilibré con una solucién de sulfato de amonio 1.5 M en Tris
10 mM/HCI, pH 8. Se inyectd un volumen de 30 ul de muestra diluida en el buffer de equilibrio.
Después de la inyeccién de la muestra, la columna fue eluida por 1.4 min con el mismo buffer de
equilibrio a un flujo de 1 mL/min. Todas las isoformas de pDNA (superenrollado, circular abierto y
lineal) los cuales son las especies no adsorbidas, eluyen como un solo pico. Una vez que se obtiene
este pico la concentracion de sulfato de amonio es disminuida a cero, eluyendo la columna con
buffer Tris 10 mM/HCL, pH 8, durante los siguientes 0.9 min, para eluir las especies adsorbidas.
Después de este periodo la concentracion de sulfato de amonio fue incrementada al valor inicial
para re-equilibrar la columna y eluir el RNA, durante los siguientes 5.5 min. En los cromatogramas
de muestras de lisados, en general, se obtuvieron 4 picos como se muestra en la Figura 22: el pico
a los 0.68 min corresponde a pDNA total; el pico a los 3.58 min corresponde a RNA de alto peso
molecular y gDNA vy los otros picos (1.28 y 1.75 min) se atribuyen a RNA de bajo peso molecular y
proteinas remanentes, de acuerdo al estudio hecho por Diogo et al., (2003). La concentracion de
pDNA en una muestra se determind por medio de la ec. 36 (Anexo B), asociando el area del pico

de pDNA.
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Figura 22. Cromatograma tipico de analisis HIC-HPLC (muestra analizada lisado alcalino).

El grado de pureza HIC-HPLC del plasmido en una muestra, se definié como la razén porcentual del
area del pico de plasmido, entre la suma de las dreas de todos los picos en el cromatograma
(Diogo et al. 2003). El area total en los cromatogramas de las muestras se corrigié restando el area
total de los correspondientes blancos (buffers), preparados igual que las muestras. Es decir, el
blanco se prepara de acuerdo al origen de la muestra, v.g, lisis, muestras de salida de columna y
pDNA purificado. El factor de purificacion en una cierta etapa de proceso se calculé con la relacién

de grado pureza después y antes de esa etapa (Ferrerira et al., 1999).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos en los estudios de simulacidn en sistemas
por lotes y en columna. Asi como de la produccién de plasmido pVAX1-LacZ a partir de la célula
hospedera E. coli, por medio del proceso base o de laboratorio, el proceso FEAMC y el proceso

FAEMC-HIC.

4.1 Simulacion de Procesos

En esta seccidn se presentan los resultados de la solucion numérica de los modelos de transporte
de adsorcion por lotes y de cromatografia en columna de membranas, obtenidos por el método de

lineas (MOL) implementado en una plataforma MATLAB (v.7.1).

4.1.1 Solucion numérica del modelo de transporte de adsorcion por lotes

La solucion MOL del modelo de transporte de adsorcidn por lotes de fgalactosidasa sobre anti-4
galactosidasa, fue comparada con la solucién analitica del modelo de pardmetros agrupados y con

datos experimentales de Arve y Liapis, (1987). Estos resultados se muestran en la Figura 23.
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Figura 23. Perfil de concentracion de adsorcion en lotes de f-galactosidasa sobre anti-
[galactosidasa inmovilizada en una matriz de silice porosa. Condiciones de
operacion de acuerdo a la Tabla 3. (o) Datos experimentales (Arve y Liapis,
1987). (—) Solucién MOL del modelo de transporte de cromatografia por
lotes en una plataforma MATLAB. (- - -) Solucién del modelo de pardmetros
agrupados.

La corrida de simulacién con la solucion MOL se ajusta bien a los datos experimentales, cuando se
usan los valores de los parametros base, excepto para el parametro cinético que fue ajustado a un
valor relativamente alto de k; = 0.0235 mL/mg-s, dado que en el modelo, este no es un parametro
agrupado. Esto sugiere que el proceso de transferencia de masa estd controlado, solamente, por la
difusién intraparticula y la resistencia en la pelicula. También la corrida de simulacidon con la
solucion analitica se ajusta bien a los datos experimentales usando el valor de la constante cinética
agrupada k;; = 0.0055 mL/mg — s. Es bien sabido que el método de parametros agrupados es mas

util cuando las resistencias de transferencia de masa son bajas.

La solucion MOL del modelo de transporte se utilizd6 para describir en forma mas detallada el
proceso de adsorcién, por medio de los perfiles de concentracion adimensional en el liquido del
poro, ¢/c, y en la fase sdélida, g/q., en funcidon del radio adimensional, R, y el tiempo real, t

(Fig.24).
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Figura 24. Perfil de concentracion de f-galactosidasa sobre anti-fgalactosidasa
inmovilizada en una matriz de silice porosa. Condiciones de operacion de
acuerdo a la Tabla 3. (a) Perfiles de concentracién adimensional de la
proteina en el liquido del poro del adsorbente. (b) Perfiles de concentracidn
adimensional de la proteina en el adsorbente.

Se observa un perfil de concentracidon de proteina muy agudo en la etapa inicial del proceso de
adsorcién (Fig. 24a), que sugiere una considerable resistencia a la transferencia de masa dentro
del poro del adsorbente. A medida que la adsorcién prosigue, los perfiles de concentracién se
vuelven menos agudos hasta que se alcanza un perfil de equilibrio muy bajo, aproximadamente
después de los 400 minutos. La concentracion de proteina en la fase sélida (Fig. 24b) muestra un
incremento rapido desde un valor inicial cero, a un valor de equilibrio. Este perfil es mas uniforme
que el perfil del liquido en poro y alcanza un valor mas alto, debido a un equilibrio favorable del
sistema del tipo Langmuir. La mayor parte del fendmeno de cromatografia se lleva a cabo en el
volumen externo de la particula (R > 0.5), propio de resistencia de transferencia de masa alta

dentro de los poros.

Analisis paramétrico. En el proceso de adsorcidén por lotes se investigd el efecto del didmetro de
particula, como parametro fisico, asi como de la concentracién inicial de proteina, como

parametro de proceso.
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Para estudiar el primer efecto, se hicieron simulaciones con la solucién MOL, tomando * 40% y
+ 20% sobre la base de dp = 150 um. En la Figura 25 se muestran las curvas correspondientes. Se
obtiene una curva estrecha y en consecuencia mayor productividad en el proceso, cuando se
disminuye el didmetro de la particula (Fig. 25a) La velocidad de adsorcién inicial aumenta
notoriamente, dado que el tiempo de difusién disminuye debido a la poca difusién asociada. Al
mismo tiempo la relacidén area/volumen se incrementa para una particula (3/r,,) produciendo un
incremento del area de transferencia de masa entre la fase liquida y la particula. Ambos factores
contribuyen a incrementar la velocidad de adsorcién. Una difusién mas pequena asociada también
produce un perfil de concentracion menos pronunciado en el adsorbente (Fig. 25b), vy
practicamente no hay efecto en el perfil de concentracién en el liquido del poro del adsorbente

(Fig. 25c y Fig. 25d).

El efecto de la concentracidn inicial de la proteina se estudid variando = 40% y * 20% sobre la
base, ¢, = 0.0158 mg/mL. Las curvas correspondientes se muestran en la Figura 26. A baja
concentracion inicial se alcanza un mayor grado proporcional de adsorcidn en el equilibrio, como
se puede observar en la parte horizontal de las curvas de la Figura 26a. Se debe tomar en cuenta
gue la concentracidn de la proteina estd normalizada. Cuando se grafica en esta base, las
velocidades de adsorcidn inicial se ven ligeramente afectadas por la concentracion de la proteina.
Sin embargo si se considera las cantidades absolutas de la adsorcién, el mayor grado y velocidad

de adsorcidn ocurren a concentraciones mas altas.

La concentracién de proteina en la fase sélida del adsorbente (Fig. 26b) y concentracion de
proteina en el liquido dentro del poro (Fig. 26¢c y Fig. 26d) muestran este comportamiento en
forma mds detallada. La utilizaciéon de la capacidad de adsorcién de la matriz es mayor a una
concentracién de soluto mas alta, pues se ocupan mas sitios disponibles para la adsorcién en el
adsorbente y favorecen un mayor grado de la adsorcién en el equilibrio.
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Figura 25. Influencia del didmetro de la particula. Condiciones de operacidon de
acuerdo a la Tabla 3. (a) Perfil de concentracidn adimensional de la proteina
en el seno del liquido. (b) Perfil de concentracién adimensional de la
proteina en el adsorbente. (c) Perfil de concentracién adimensional de la
proteina en el liquido del poro del adsorbente. (d) Ampliacion de un area
del perfil de concentracion adimensional de la proteina en el liquido del
poro del adsorbente. (A) -40%, (B) -20%, (C) d, = 150 um, (D) +20%, (E)
+40%.
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Figura 26. Influencia de la concentracidn inicial. Condiciones de operacion de acuerdo
a la Tabla 3. (a) Perfil de concentracién adimensional de la proteina en el
seno del liquido. (b) Perfil de concentracion adimensional de la proteina en
el adsorbente. (c) Perfil de concentracion adimensional de la proteina en el
liguido del poro del adsorbente. (d) Ampliacion de un area del perfil de
concentracion adimensional de la proteina en el liquido del poro del
adsorbente. (A) -40%, (B) -20%, (C) ¢, = 0.0158 mg/mL, (D) +20%, (E)
+40%.

73



Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.2 Solucion numérica del modelo de transporte de cromatografia en columna de
membranas

La solucion MOL del modelo de transporte de cromatografia en columna de membranas de

intercambio idnico se compard con los datos experimentales de Montesinos-Cisneros et al.,

(2007).

Los datos experimentales de las BTCs obtenidos con flujo constante de F = 0.13 mL/min usando
tres concentraciones de entrada de pDNA, 0.1, 0.2 y 0.5 mg/mL se presentan en la Figura 27; y los
datos experimentales de las BTCs obtenidos a concentracién de entrada de pDNA constante, ¢, =
0.1 mg/mL usando tres flujos, 0.13, 0.26 y 0.52 mL/min se encuentran en la Figura 28. Las BTCs
experimentales son las tipicas curvas de cromatografia frontal en membrana con valores
asintdticos entre ¢/c, = 0.95 y ¢/c; = 1.0. Cuando la concentracién de entrada se incrementa se
obtiene una curva de ruptura mas anticipada y de mayor pendiente (Fig.27). Se produce un efecto

analogo con la variacidn del flujo (Fig. 28).

02 i i i i i
0 20 40 60 80 100 120
t {min}

Figura 27. Efecto de la concentracion de entrada en el sistema de BTCs obtenidos a
flujo de F=0.13 mL/min: (a) ¢, = 0.1 mg/mL, (b) ¢, = 0.2 mg/mL, (c) ¢, = 0.5
mg/mL. (---,---,—) valores ajustados.
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Figura 28. Efecto del flujo en el sistema de BTCs obtenidos a la concentracion de
entrada de ¢, = 0.1 mg/mL: (a) F = 0.13 mL/min, (b) F=0.26 mL/min, (c) F =
0.52 mL/min. (---,---,—) valores ajustados.

Para evaluar mejor el fenémeno fundamental que describe la curva de ruptura y generalizar los
resultados experimentales, el modelo tedrico se ajusté a los datos experimentales. El modelo de la
curva de ruptura dado en las ecs. (13-18) se usé como datos de entrada en el modelo de
dispersion dado por las ecs. (20-23). La estimacion de los parametros del modelo g, Ky y k1 se hizo
en un modo iterativo usando la rutina de optimizacion de Nelder-Mead. En todas las simulaciones
se usaron los valores experimentales reportados de Vcsr (Montesinos-Cisneros et al.,, 2007),
excepto para las corridas 2 y 3 (Tabla 5). Las lineas punteadas en las Figuras 27 y 28 representan el
mejor ajuste del modelo tedrico a los datos experimentales. En la Tabla 5 se presentan los valores

correspondientes de los pardmetros.

El valor de Ky = 0.18 + 0.02 mg/mL estimado para las cinco curvas de ruptura simuladas (Tabla 5)
es ligeramente superior al valor experimental de K4 = 0.11 mg/mL reportado por Montesinos-

Cisneros et al., (2007). El valor k; = 0.5 mL/mg-s es igual para las cinco corridas, como se esperaba,
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dado que es una constante cinética intrinseca. El valor estimado de la capacidad maxima de las
membranas de g, = 14.2 mg/mL fue practicamente el mismo para todas las corridas simuladas,
excepto para la corrida 5, realizada a F = 0.52 mL/min, donde este valor fue g,, = 10.5 mg/mL.
Estos valores de capacidad, excepto para la corrida 5, fueron ligeramente menores que el valor
experimental reportado de g, = 16.19 mg/mL. Esta diferencia refleja la desviacién de la curva

simulada de la curva experimental.

Tabla 5. Valores de los pardmetros ajustados usados en la simulacién de las curvas de ruptura.

' G F Ky Om Vestr
Corrida . a/9m
mg/mL  mlL/min mg/mL mg/mL mL
1 0.1 0.13 0.160 14.2 0.90 0.38
2 0.2 0.13 0.160 14.2 0.85 0.55
3 0.5 0.13 0.200 14.2 0.60 0.71
4 0.1 0.26 0.165 17.0 0.80 0.38
5 0.1 0.52 0.170 10.5 0.70 0.37

El valor del volumen externo de mezclado, Vcszr, disminuyd cuando el flujo se incrementd
(corridas 1, 4 y 5, Tabla 5). Estos valores estan en concordancia con los resultados experimentales.
Este efecto de menor grado de mezclado es debido al menor tiempo de residencia predominante
sobre la disminucion de la viscosidad que los fluidos no-Newtonianos experimentan con el flujo
como lo predicen los estudios de reometria. El valor del Veszr, también disminuyd cuando la
concentracidn de entrada aumentd (corridas 1, 2 y 3, Tabla 5). El incremento de la viscosidad de la
solucion con la concentracion de pDNA podria ser la causa de este fendmeno. Ambos resultados
sugieren que las curvas de dispersion del sistema para pDNA son funcién del flujo y la

concentracion de entrada a la columna.

El grado de saturacién de la columna (q/g.,) se incrementé cuando la concentracion de entrada de
pDNA aumentd (corridas 1, 2 y 3, Tabla 5), ésta es la explicacidn clasica del comportamiento de la

curva de ruptura mas anticipada y de mayor pendiente cuando la concentracién de entrada se
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incrementa. Este desplazamiento también se encontrd en un trabajo reciente pero explicado en
términos de interacciones de volumen-excluido (Haber et al., 2004). El grado de saturacion de la
columna (q/q.,) fue practicamente igual cuando el flujo se incrementd (corridas 1, 4 y 5, Tabla 5).
Sin embargo la capacidad maxima de adsorcidn, g., en el experimento con flujo 0.52 mL/min,
(corrida 5) fue significativamente mas pequefio que los valores correspondientes para los

experimentos con flujos 0.13 y 0.26 mL/min (corridas 1y 4).

Los polimeros, especificamente el DNA sufren constantemente cambios en su conformacién
producidos por fluctuaciones Brownianas. Las deformaciones podrian ser mas significativas si son
bajo la influencia de un flujo de fluido. En este caso, el DNA se vuelve alargado y se adsorbe en un

|ll

area superficial “excluida” mds grande, reduciendo asi la capacidad de la membrana. Que la
molécula de DNA sea verdaderamente deformada, puede establecerse calculando el nimero de
Weissenberg, W,. Cuando W, es pequefio, el polimero se relaja antes de que el flujo lo deforme
significantemente, las perturbaciones para equilibrar son pequeias (Squires y Quake, 2005). Si W;
se aproxima a 1, el polimero no tiene tiempo para relajarse y se deforma significantemente (Haber
et al., 2004). Montesinos-Cisneros et al., (2007) estimaron valores de W, para el sistema
experimental de 0.0125, 0.025 y 0.050 para los respectivos flujos de de 0.13, 0.26 y 0.52 mL/min.

El nimero W, fue muy pequeiio para causar notables deformaciones del pDNA en el sistema

experimental.

Para que el pDNA se difunda libremente a la pared de un poro y se enlace antes de que pase a
través de la membrana, la escala de tiempo para la conveccidn axial (tz = L/v) debe ser més grande
que la escala de tiempo para la transferencia de masa de la capa limite (tzvr) a la pared del poro,
es decir tg >> tgur. Como aproximacion de un orden de magnitud, tgmr = dp2/4DaX (Suen y Etzel,
1992). De acuerdo a los datos experimentales utilizados en este trabajo, tz fue 7.1 — 28.5 s, y taur

fue 0.035 s. Consecuentemente las limitaciones del transporte de masa debido a la difusién de la
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pelicula fueron despreciables (Kochan et al., 1996). La escala de tiempo para la asociacién del
pDNA a la matriz t, = 1/kico fue de 4 — 20 s. Esta escala de tiempo es del mismo orden de magnitud
gue la escala de tiempo de residencia, consecuentemente la cinética intrinseca participd en el
control de la velocidad de cromatografia en el sistema experimental. El bajo tiempo de residencia
y el alto tiempo de asociacién parecen ser la causa de la baja capacidad de la columna en la corrida
5. Un efecto similar en membrana cromatografica ha sido reportado recientemente (Boi et al,,

2007).

Cuando se comparan las curvas del modelo completo (BTC - Vcss - PFR) con el modelo de la
columna solo (BTC), la mayor parte de la dispersion ocurre fuera de la columna. En este estudio, el
nimero de Peclet axial, fue entre 1.56 x 10°y 6.23 x 10°, y de acuerdo a Suen vy Etzel (1992), la

dispersion axial de la columna puede ser despreciable para Pe > 40.

La solucién MOL del modelo de transporte también se utilizé6 para describir en forma mas
detallada el proceso de cromatografia frontal, por ejemplo, especificando los perfiles de
concentracién adimensional, en la fase liquida a lo largo de la columna, ¢/cy y en la fase sdlida,
g/gm, como funcion de longitud adimensional de la columna, Z,, y el tiempo real, t, (Fig. 29 vy Fig.
30). Todas las curvas de ruptura muestran una gran pendiente al inicio, la cual disminuye con el
tiempo. Este efecto puede ser explicado en términos de que la columna y sistema de dispersion

contribuyen a extender la curva.

La forma de las curvas de ruptura para todas las concentraciones es similar (Fig. 29as), nétese que
la concentracion esta normalizada. Si se consideran cantidades absolutas de concentracion, el

mayor grado y velocidad de adsorcién sucede a mas altas concentraciones.

Un incremento en la concentracion de entrada de pCI-DNA a la columna, produce una curva de

ruptura de mayor pendiente y con menor tiempo de proceso. Cuando la concentracién de entrada
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se incrementa, también aumentan las fuerzas impulsoras para el proceso de transporte, esto
provoca una rapida saturacion de las membranas, y como consecuencia, que se extraiga el soluto
de la fase mdvil en menos tiempo. En base a esto es mas eficiente aplicar el soluto a alta
concentracidon. La utilizacion de la capacidad maxima de las membranas es mejor a
concentraciones de soluto mas altas, dado estas condiciones favorecen un mayor grado de la
adsorcion en el equilibrio. Como fue reportado por Chase (1984) cuando se grafica la salida de la
concentracién adimensional de la columna, contra el soluto aplicado a la columna sdélo se nota un
efecto en la forma y posicién de la curva de ruptura, cuando la concentracién de entrada ¢y, es
comparable o mas pequefia que la constante de equilibrio, Ky. La forma y posicién de la curva de

ruptura se vuelve constante cuando ¢y >> Kj.

Los perfiles de concentracidn en la fase adsorbida (Fig. 29bs) muestran la forma de practicamente
un escaldn, debido a las altas velocidades de transporte de masa y cinética y el equilibrio de
Langmuir favorable en el sistema experimental. Se obtiene un perfil mas anticipado cuando la
concentracidn de entrada se incrementa. También se observa un mayor grado de saturacién, q/q,

de acuerdo con la isoterma de Langmuir.

Un incremento en el flujo de entrada produce una curva de ruptura mas esbelta y en menos
tiempo (Fig. 30as). Cuando el flujo de entrada aumenta, el pCI-DNA se alimenta a la columna mas
rapidamente, se alcanza una saturacion de las membranas mads rdpida y el proceso es mas
eficiente. La reduccion del tiempo de residencia en la columna de membranas cuando el flujo se
incrementa, también contribuye a la eficiencia del proceso, dado que hay menos tiempo para el
sistema de dispersion. El perfil de concentracion en la fase sdlida (Fig. 30bs) también muestra la
forma de escalén y mas anticipada cuando se incrementa el flujo de entrada. Obviamente, el flujo

de entrada no afecta el grado de saturacidén de la columna.
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Figura 29. La influencia de la concentracidn de entrada de plasmido en el
comportamiento de la curva de ruptura, se muestra la variacion de la
concentracion adimensional de plasmido en el seno del liquido ¢/co, y de la
concentracion adimensional de plasmido en la membrana, g/g., con la
longitud de la columna adimensional, Z, vy el tiempo real, t. (al y bl) ¢y =
0.1 mg/mL, (a2 'y b2) ¢, = 0.2 mg/mLy, (a3 y b3) ¢, =0.5 mg/mL.
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Figura 30. La influencia del flujo de entrada en el comportamiento de la curva de
ruptura, se muestra la variacién de la concentracién adimensional de
plasmido en el seno del liquido c/co, y de la concentracidon adimensional de
plasmido en la membrana, g/g., con la longitud de la columna
adimensional, Z,, y el tiempo real, t. (aly b1) F=0.13 mL/min, (a2 y b2) F
=0.26 mL/minvy, (a3 y b3) F=0.52 mL/min.
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4.2 Proceso Base de Produccion de Plasmido

El proceso fue integrado por las etapas de fermentacion, recuperacion primaria, recuperacion
intermedia y purificacién final. El plasmido obtenido por medio de este proceso se usé en la

preparacion de las muestras para construir la curva estandar de pVax- LacZ.

4.2.1 Fermentacion de E. coli DH5a (pVAX1-LacZ)

Durante la primera etapa del proceso base las operaciones realizadas fueron la preparacién de

inéculo y el cultivo en matraz.

Se prepararon 30 mL de indculo, incubado por 8 h y se utilizé para realizar el cultivo en un matraz
de 2 L con 250 mL de medio. Después de 14 h, el cultivo alcanzé una DOgyg = 3.7, y se procedié a

la siguiente etapa.

4.2.2 Recuperacion primaria

En esta etapa del proceso base se realizaron las operaciones de cosecha celular, lisis y clarificacién.

Cosecha celular. Al término del cultivo, las células fueron cosechadas, obteniéndose 3.8 g de
células en 250 mL de medio. De tal manera la concentracion maxima de biomasa obtenida en el
cultivo en matraz fue de aproximadamente 15.2 g/L de cultivo. Este comportamiento es tipico del

sistema E. coli DH5a (pVAX1-LacZ) a nivel matraz (Passarinha et al., 2006, Diogo et al., 2003).

Lisis y clarificacion. La biomasa cosechada de cultivos de 250 mL fue resuspendida, lisada y
neutralizada, utilizando la relaciéon de volimenes de los buffers correspondientes, obteniéndose
23 mL de lisado clarificado. Al final del proceso de lisado se tomaron muestras para su analisis por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. Estas fueron comparadas con un patrén de pDNA

purificado utilizando un kit comercial (High pure plasmid isolation).
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La Figura 31 muestra los resultados del analisis electroforético de una muestra de pDNA purificado
(linea 2) y 4 muestras de lisado alcalino, (lineas 3 — 6). Es posible observar las tres isoformas de la
molécula de pDNA (linea 2, Fig. 31), en una muestra de pVAX-LacZ purificado por medio un kit
comercial, todas ellas tienen el mismo nimero de pares de bases. Las moléculas circulares abiertas
relajadas y las moléculas lineales de longitud completa avanzan mds lentamente que las
superenrolladas. En este caso, las dos bandas superiores avanzan como si tuviesen 7.0 y 6.0 kbp.
La primera es la forma circular abierta (OC) y para ella la estimacion de 7.0 kb es incorrecta, pues
no se tiene en cuenta su conformacion no lineal. La segunda es la forma lineal (L) de longitud
completa, y ése sera el tamafio correcto para el pVAX-LacZ, 6.0 kbp. Igualmente, las moléculas
superenrolladas del mismo nimero de pares de bases avanzan con un tamafo aparente de 4.0
kbp, ya que dado el enrollamiento de la molécula, tiene un menor tamafio. Todas las moléculas de
la muestra purificada tienen el mismo nimero de pares de bases de 6.0, sin embargo dada su

diferente forma, ocupan un volumen efectivo diferente y avanzan por el gel a distinta velocidad.

También puede observarse en la Figura 31 que los patrones de las 4 muestras de lisado (lineas 3 —
6) obtenidas de 4 cultivos de 250 mL, son practicamente iguales entre si, lo que sugiere una
adecuada reproducibilidad de la metodologia. Cuando las muestras de lisado se comparan con el
patrén de pDNA purificado, se puede apreciar la presencia de una banda inicial de pDNA circular
abierto (OC), una segunda banda de pDNA superenrollado (SC). La gran cantidad de RNA presente
en las muestras de lisado evidencian la necesidad de las etapas posteriores del proceso para lograr

la purificacion del pDNA.

83



Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

1 MarcadorHL1

2  pDNA purificado por medio de un kit

comercial
pb

10 000 --

8 000---= =

6 000---—

5000 - ==
4000
3 000--]
2500
2 000--
1 500--

lisado
l«— OC

lisado

[t

[

~i'q— SC
lisado

lisado

1 000--
SOOF m . i . = Marcador HL 1
600--f kg = RNA
400-- ! o F -

200--

N oo o i W

Figura 31. Analisis por electroforesis de muestras de pDNA purificado y lisado clarificado. OC = variante
de pDNA circular abierto, SC = variante de pDNA superenrollado.

4.2.3 Recuperacion intermedia

En esta etapa se llevaron a cabo las operaciones de precipitacion 1, lavado, resuspension,

precipitacién 2, clarificacidn.

4.2.4 Purificacion final

En la etapa de purificacién final del proceso base, se realizaron las operaciones de cromatografia

HICy SEC.

Para evaluar el comportamiento de la bateria de purificacion HIC-SEC, se tomaron muestras a la
salida de columna SEC y se compararon con muestras de plasmido obtenido mediante un kit
comercial. Los resultados electroforéticos se muestran en la Figura 32. Puede observarse en las
lineas 2, 3 y 4 de la figura, la presencia de una banda de alrededor de 7.0 kbp que corresponde al
pDNA circular abierto (OC), una segunda banda de alrededor de 4.0 kbp correspondiente al pDNA
superenrollado (SC). Asimismo, puede observarse que la purificacién del plasmido mediante el
proceso base, (lineas 3 y 4) es practicamente igual a la lograda por medio del kit High Pure Plasmid
Isolation, (linea 2). En general, el proceso es altamente reproducible y forma parte de una técnica

estandarizada para la produccién del plasmido puro a nivel laboratorio.
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Figura 32. Andlisis por electroforesis de muestras de pDNA purificado. OC =
variante de pDNA circular abierto, SC = variante de pDNA
superenrollado.

Para ampliar el analisis del comportamiento de la purificacion del pldsmido mediante el proceso
base, también se tomaron muestras a la salida de la columna SEC para su andlisis de concentracion
y pureza por HIC-HPLC. En la Figura 33 se muestra el cromatograma obtenido en este estudio,
donde se observa el pico de elucién del pDNA a los 0.68 min, de una muestra que fue previamente
diluida 1:5 en buffer TE y después 1:5 en sulfato de amonio 1.5 M en Tris/HClI 10 mM, pH 8. La
altura del pico es de aproximadamente 87 mAU y su area de 7.53 mAU — min que corresponde a
una concentracién de pDNA de 112.3 ug/mL a la salida de la columna SEC, de acuerdo a la ec. (36),
(Anexo B). También puede observarse en el cromatograma la ausencia de RNA en la muestra, dado
que el tiempo de elucion de esta molécula es 3.58 min bajo las condiciones experimentales
utilizadas. Estos resultados sustentan la alta pureza obtenida de 96.32 % HPLC, en el plasmido

obtenido por el proceso base.
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Figura 33. Cromatograma analitico HIC-HPLC de plasmido purificado por el Proceso

Base. La muestra de pDNA fue diluida 1:5 en bufferTE. La linea punteada
indica el porcentaje del buffer de elucidn.
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4.3 Proceso de Produccion de Plasmido por Cromatografia Frontal de

Intercambio I6nico en Membranas

En el proceso de produccion de plasmido por FAEMC se desarrollaron las etapas de fermentacion,

recuperacion primaria, recuperacion intermedia, y purificacién final del plasmido.

4.3.1 Fermentacion de E. coli DH5a (pVAX1-LacZ)

La etapa de fermentacion del proceso comprende las operaciones de preparacién del inéculo y la

propagacion celular.

Durante la propagacién celular a nivel fermentador utilizando un volumen de operacién de 2.2 L,
se extrajeron muestras del cultivo, y se midid su densidad déptica a 600 nm. Los datos obtenidos se
utilizaron para generar la curva de crecimiento que se muestra en la Figura 34. La ecuacién
logistica, ec. (1) se ajustd a los datos experimentales obteniéndose una velocidad especifica de
crecimiento de u = 0.74 h™, esta velocidad esta en el rango de los parametros para cultivos de E.

coli.
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Figura 34.
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Curva de crecimiento celular la cepa de E.coli conteniendo pVAX1-LacZ. ( * )
Densidad dptica 600 nm datos experimentales; (—) Curva de crecimiento
ajustada por la ecuacion logistica con u=0.74 h™
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De las muestras de cultivo obtenidas durante la fermentacién se tomd el volumen de cultivo

necesario para el indice de masa igual a 25, y estos volimenes fueron sometidos a un proceso de

lisis y clarificacion.

En la Figura 35 se muestran los resultados del analisis en gel de electroforesis de las muestras de
crecimiento. La linea 2 corresponde al pDNA purificado de la ultima muestra del cultivo, mediante
el Proceso Base. Las lineas 4 — 13 corresponden a los lisados de cada una de las muestras tomadas

a diferentes tiempos durante el crecimiento celular.

Puede observarse en la linea 2, una banda inicial de pDNA de circular abierto (OC) y una segunda
de pDNA superenrollado (SC) que indica una mayor concentracion de esta isoforma. En las lineas 4
— 13 de la figura, se observa la presencia de plasmido superenrollado y RNA contaminante, la

concentracidon de ambos aumenta gradualmente con el tiempo de cultivo.

En las muestras de cultivo lisadas se determind la concentracidon y porcentaje de pureza del
pldsmido por analisis en columna de cromatografia liquida (HIC-HPLC), estos resultados se
muestran en las Figuras 36 y 37 respectivamente. Puede observarse en la Figura 36 que la
concentracién de plasmido aumenta en forma similar a la concentracién celular. El porcentaje de
pureza HPLC varia practicamente en forma lineal con el tiempo (Fig. 37), indicando una mayor
proporcion de pDNA respecto a las impurezas. Estos resultados son semejantes a los obtenidos

por Passarinha et al., (2006) y Diogo et al., (2003).
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Figura 35. Gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la fermentacion, lisadas y
clarificadas. OC = variante de pDNA circular abierto, SC = variante de pDNA

superenrollado.
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Figura 36. Concentracién de pDNA en las muestras de cultivo lisadas, estandarizadas
utilizando un indice de masa de 30, tomadas durante la fermentacion de
E.coli conteniendo pVAX1-LacZ Determinacién hecha por HIC-HPLC.
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Figura 37. Porcentaje de pureza de pDNA en las muestras de cultivo lisadas,
estandarizadas utilizando un indice de masa de 30, tomadas durante la
fermentacion de E.coli conteniendo pVAX1-LacZ. Determinacion hecha por
HIC-HPLC.

4.3.2 Recuperacion primaria

En la etapa de recuperacion intermedia se realizaron las operaciones de cosecha celular, lisis y

clarificacion.

Al término del cultivo, las células fueron cosechadas, obteniéndose 40 g de células en 2.2 L de
caldo. De tal manera la concentracion maxima de biomasa obtenida en el fermentador fue de
aproximadamente 18.2 g/L de cultivo. Este comportamiento es tipico del sistema E. coli DH5a

(pVAX1-LacZ) a nivel fermentador, de acuerdo al resultado obtenido por Passarinha et al., (2006).

Lisis y clarificacion. La biomasa cosechada de 2.2 L de cultivo fue resuspendida, lisada y
neutralizada, utilizando la relacién de volimenes de los buffers correspondientes, obteniéndose

200 mL de lisado clarificado. Al final del proceso de lisado se tomaron muestras para su analisis
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por electroforesis en gel de agarosa, también se determind la concentracion y porcentaje de

pureza de pDNA por HIC-HPLC, encontrandose 29.75 ug/mLy 2.64 % respectivamente.

4.3.3 Recuperacion intermedia

En la etapa de recuperacién intermedia se realizaron las operaciones de diafiltracién-1, pre-

purificacién por FAEMC y diafiltracidn-2.

Diafiltracién-1. Esta operacion se realizd en una membrana de fibra hueca por TFF, usando el
buffer TE para el lavado. Se utilizaron 33 mL de lisado clarificado y se diluyeron 1:2 con buffer TE.
Al efectuar los ciclos de diafiltracion, se lavd el volumen retenido con 132 mL de buffer TE,
resultando 5 volumenes de lavado. El volumen final de retenido fue 26.0 mL, de conductividad 5.3
mS/cm. Al terminar los ciclos de diafiltracion la solucién de retenido-1 fue analizada por HIC-HPLC
y se obtuvo 4.7 % de pureza HPLC y concentracién de pDNA de 35.25 ug/mL. La recuperacién de
plasmido fue de 93.0 %, las ligeras pérdidas posiblemente se deban a la unién irreversible del
pldsmido a la superficie interna de la membrana del cartucho de diafiltracién, como ya se reportd

por Eon-Duval et al., (2003).

En la Figura 38 se presentan la comparacion de los cromatogramas obtenidos del andlisis por HIC-
HPLC de una muestra de lisado clarificado y una de retenido-1, ambos diluidos en proporcién 1:5.
En los cromatogramas se observa que la concentracion y elucién del pDNA en ambas muestras es
practicamente igual. Sin embargo, en los picos correspondiente al RNA puede observarse una
reduccion de éste en la muestra de retenido-1, (mas de 35.0 % de RNA eliminado), sugiriendo que
el tamafio de corte de 300 kDa de la membrana utilizada, permite lavar el plasmido y eliminar

parte de RNA, aumentando su pureza 1.8 veces.
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Figura 38. Cromatogramas analiticos por HIC-HPLC de: (a) lisado clarificado diluido 1:5,
de [pDNA] = 5.9 ug/mL y pureza 2.6 %; (b) retenido-1 diluido 1:5, de [pDNA]
=7.0 ug/mLy pureza 4.7 %. La linea punteada indica el porcentaje de buffer
de elucidn.

Pre-purificacion por FAEMC. Para estudiar las condiciones de pre-purificacidon se realizaron 7
corridas experimentales (A — G). Las condiciones de cada una de estas corridas se muestran en la
Tabla 6. En cada una de estas corridas se alimenté el retenido-1 en modo frontal a una columna
(0.5 x 5 cm), empacada con 30 membranas de intercambio idnico Mustang Q, conectada al

sistema Akta Purifier.

Las corridas A, B, y C se realizaron para estudiar el efecto del tiempo de lavado y el gradiente de
elucién sobre el comportamiento de la separacidn cromatogréfica, con este propdsito se
colectaron muestras de 1.5 mL a la salida de la columna, durante las fases de adsorcion, lavado y

elucion.
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Tabla 6. Condiciones utilizadas en las corridas A, B, C, D, E, Fy G de pre-purificaciéon por FAEMC.

Fase Tiempo (min) Buffer % B Molaridad M
Corrida A: retenido-1 [pDNA] = 11.75 ug/mL

adsorcién 0-30 0 0.0

lavado 30-40 30 0.6

elucion 40-70 30-60 0.6-1.2
70-85 60-100 1.2-20
85-100 100 2.0

equilibrio 100 - 115 0 0.0

Corrida B: retenido-1 [pDNA] = 11.75 ug/mL
Corrida C: retenido-1 [pDNA] = 7.05 ug/mlL

adsorcién 0-25 0 0.0

lavado 25-45 30 0.6
elucion 45 - 65 30-60 0.6-1.2
65-75 60— 100 1.2-2.0

75-90 100 2.0

equilibrio 90 - 105 0 0.0
Corridas D, E, F, y G: retenido-1 [pDNA] = 7.05 ug/mL

adsorcién 0-25 0 0.0

lavado 25-50 30 0.6
elucion 50-60 30-60 0.6-1.2
60— 65 60— 100 1.2-2.0

65-70 100 2.0

equilibrio 70 -85 0 0.0

B = NaCl 2.0 M en buffer TE
Buffer TE = Tris 10 mM/EDTA 1 mM, pH 8.0

En la corrida A se alimentaron 15 mL de retenido-1 diluido en buffer TE, obteniéndose una
concentracion de pDNA de 11.75 ug/mL y conductividad 2.3 mS/cm. El perfil de absorbancia de las
fases de adsorcion, lavado y elucidon se muestran en la Figura 39. Puede observarse en la figura un
perfil de adsorcién muy agudo que rompe los 20 min aproximadamente. La fase de lavado
inicialmente se desarrollé en forma adecuada, sin embargo el tiempo de lavado programado no

fue suficiente, de tal manera que el pico de elucidn se traslapd con esta fase.
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Figura 39. Perfil de adsorcién, lavado y elucién en una columna empacada con 30
membranas de intercambio idnico, usando flujo de entrada de 0.5 mL/min
de retenido-1 (1:5), con [pDNA] = 11.75 ug/mL y conductividad 2.3 mS/cm,
corrida A.

En el andlisis en gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la corrida A (Fig. 40),
indica que el RNA es concentrado durante la cromatografia frontal y se elimina parcialmente
durante la fase de lavado (lineas 7, 8 y 9 de la fila superior). El patrén de elucion (lineas 3-13 de
la fila inferior) corresponde a la del pico triangular del cromatograma donde la concentracién
mayor de pDNA se alcanza en las lineas 5 y 6, mientras que el RNA eluye a partir de la linea 3 hasta

la linea 7.
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8 «oaph~ 7 Al1,Lavado t = 30 min 7 B7, t=52min
— o 8 Al2,t=33 min 8 B6,t=55min
e 0111213 9  B12,t=36min 9 B5,t=58min
L Eliclon 10 B4, t=61min
"}:a S s 11 B3,t=64 min
; 12 B2,t=67 min
! 13 B1,t=70min
- [ =]
.u s Wl

Figura 40. Gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la corrida A.

Las corridas B y C (Tabla 6) se realizaron disminuyendo en 5 min el tiempo de adsorcion,
aumentando 10 min el tiempo de lavado y disminuyendo 10 min el tiempo de elucion, respecto a
la corrida A. Lo anterior con el fin de mejorar el lavado, la resolucidn y obtener un pico de elucién

mas estrecho.

La corrida B se efectud alimentando 12.5 mL de retenido-1 diluido en buffer TE, obteniéndose una
concentracidon de pDNA de 11.75 ug/mL y conductividad 2.3 mS/cm. En la corrida C se alimentaron
12.5 mL de retenido-1 diluido en buffer TE, alcanzando una concentracion de pDNA de 7.0 ug/mLy

conductividad 1.2 mS/cm.

En la Figura 41 se muestra el efecto de la concentracién de pDNA en la alimentacién, sobre el
perfil de adsorcién, lavado y elucién. El perfil de adsorcién muestra el comportamiento tipico de la
adsorcion frontal en membrana: cuando la concentracidn de entrada se incrementa se obtiene
una curva en menos tiempo de proceso, dado que también aumentan las fuerzas impulsoras para

el proceso de transporte, esto provoca una rdpida saturacién de las membranas, y como
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consecuencia, que se extraiga el plasmido de la solucidon en menos tiempo. En base a esto es mas
eficiente alimentar la solucidn a alta concentracién, siempre y cuando se evite la pérdida de
pldasmido que pudiera salir de la columna sin adsorberse, cuando las membranas se encuentren en
equilibrio. Durante el lavado y elucién los perfiles de absorbancia obtenidos son practicamente
iguales, en ambas corridas. Al comparar los resultados de las corridas B y C con los de la A se
puede apreciar un mejoramiento sustancial de las fases de lavado y elucidn, que se manifiesta por

una mejor separacion.

5000 100
4000 |
3 i | N
£ T~
E 3000 | 60 <
g o
(V] —
: | £
5] | \
3 \ !
< 1000
| \ /a 20
| ‘
0 WMMOAHAMBQBMBWBQ88B7BGBSB4B3BZ B1|C %FCT\W%TATM 0
0 20 40 60 80 100

t(min)

Figura 41. Efecto de la concentracion de pDNA en la alimentacion, sobre perfil de
adsorcién, lavado y elucion. Alimentacion de retenido-1: (a) [pDNA] = 11.75
ug/mL, corrida B; (b) [pDNA] = 7.05 ug/mL, corrida C.

En la Figura 42 se presenta el gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la corrida B.
Las lineas 3 — 7 de la fila superior, corresponden a las muestras obtenidas durante la fase de
adsorcion. La linea 3 indica que en este punto la columna esta adsorbiendo casi todos solutos
alimentados, mientras que las lineas 4 — 7, indican que la columna alcanzé el equilibrio con la
solucion de alimentacidn. Las lineas 8 — 12 de la fila superior y lineas 3 y 4 de la fila inferior
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————————————— ——————————————————————————]
corresponden a la fase de lavado. La mayor parte del RNA que se elimina en esta fase se aprecia
en las lineas 8 — 10, que corresponden con el perfil de absorbancia mayor del lavado. Las lineas 5
a 13 de la fila inferior corresponden a la fase de eluciéon. Puede observarse en estas lineas la
obtencion del plasmido pre-purificado, donde la mayor parte del RNA contaminante ha sido
eliminado. Las lineas estan en concordancia con forma triangular del pico de elucién obtenido con

una concentracién maxima de plasmido en la linea 7.

) Fila superior Fila inferior
L 6 789101112 1 Marcador HL1 Marcador HL1
Apspron Lavado 2 Retenido-1 alimentado 2 Retenidol alimentado
: : : de [11.75 ug/mL] de [11.75 ug/mL]
T 3 A4 Adsorcién, t= 10min 3 B11,t=40min
4 A5,t= 13 min 4  B10,t=43 min
|4 5 A6, t=16 min 5 B9 Elucién, t = 46 min
R - 6 A7,t= 19min 6 B8, t=49min
7 A8,t= 22min 7 B7,t=52min
1 23456789 10111213 8 A9 lavado, t =25 min 8 B6,t=55min
BEllicion 9 A10,t=28min 9 B5,t=58min
10 Al1,t=31min 10 B4, t=61min
o N - e 11 A12,t= 34 min 11 B3,t=64min
12 B12,t=37 min 12 B2,t=67 min
13 B1,t=70min
L -

Figura 42. Gel de electroforesis de los volimenes colectados durante la corrida B.

En la Figura 43 se muestra el gel de electroforesis de las fracciones colectadas durante la corrida C.
La linea 3 de la fila superior, corresponde a la muestra obtenida durante la fase de adsorcion. La
linea indica que en este punto la columna estd adsorbiendo casi todos solutos alimentados. Las
lineas 4 — 10 de la fila superior corresponden a la fase de lavado. La mayor parte del RNA que se
elimina en esta fase, realizada con NaCl 0.6 M en TE, se aprecia en las lineas 4 — 6 que
corresponden con el perfil de absorbancia mayor en el lavado. Las lineas 3 a 11 de la fila inferior

corresponden a la fase de elucién. Puede apreciarse en estas lineas la obtencion del plasmido pre-
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purificado, donde la mayor parte del RNA contaminante ha sido eliminado. Las lineas estan en
concordancia con forma triangular del pico de elucién obtenido, con una concentracién mdaxima

de plasmido en la linea 5.

Los resultados de las corridas B y C, sugieren que el comportamiento de la pre-purificacion
practicamente no varia con la concentracidn de la solucidon alimentada, excepto por el tiempo de

ruptura, que es inversamente proporcional a la concentracion.

Fila superior Fila inferior
1234567 8 9 10 1 Marcador HL1 1 Marcador HL1
Ads. Lavado 2 Retenido-1 alimentado 2 Retenido-1 alimentado
3~... de [7.05 ug/mL] de [7.05 ug/mL]
R 3 A8, Adsorcién t= 22min 3 B9 Elucién, t = 46 min
4 A9, Lavado t = 25 min 4 B8,t=49 min
! 5 A10,t=28 min 5 B7,t=52min
. _’n 6 All,t=31min 6 B6,t=55min
7 Al2,t=34 min 7 B5,t=58 min
8 B12,t=37min 8 B4,t=61min
123 4567 891011 9 B11,t= 40min 9 B3,t=64min
e Elucion 10 B10,t=43 min 10 B2,t=67 min
- 11 B1,t=70min
=1 B
-

Figura 43. Gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la corrida C.

La corrida D (Tabla 6), se realizé con alimentacion de retenido-1 de concentracion de pDNA de
7.05 ug/mL. En esta corrida se programé un tiempo de lavado mayor y un tiempo de eluciéon
menor, con el fin de mejorar el lavado, la resolucion y obtener un pico de elucién mas estrecho.
También se redujo el volumen de las fracciones colectadas durante la elucién, de 1.5 a 1.0 mL para

evitar la contaminacién entre ellas.
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En la Figura 44 se muestran los perfiles de adsorcidn, lavado y elucién correspondiente a la corrida
D. En la figura puede apreciarse un perfil de adsorcién muy agudo en concordancia con la ausencia
de resistencia a la difusién y a la transferencia de masa en la pelicula en las membranas
cromatograficas. El perfil de lavado muestra una gran duraciéon de la regién inicial de alta
absorbancia, sugiriendo que parte del RNA eluye de la columna desde esta etapa. Solo se obtiene

un pico durante la etapa de elucién.
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Figura 44. Perfiles de adsorcion, lavado y elucidon de 12.5 mL de solucién de
retenido-1 de concentracidén de pDNA de 7.05 pg/mL, corrida D.

En la Figura 45 se muestra el gel de electroforesis de las fracciones colectadas durante la corrida D.
La fase de adsorcion, corresponde a las lineas 3 — 6 fila superior. En estas lineas no se aprecia
pDNA ni RNA, lo que sugiere que la solucién alimentada se estaba adsorbiendo completamente
durante este periodo. Las lineas 7 — 15 de la fila superior corresponden a la fase de lavado.

Durante esta fase se elimina gran parte del RNA retenido en la columna. La fase de elucidn

99



Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

————————————— ——————————————————————————]
corresponde a las lineas 3 — 9 de la fila inferior, donde puede observarse que el plasmido fue
retenido y concentrado por las membranas de intercambio iénico. La mayor parte de plasmido se
eluyd en las fracciones correspondientes a las lineas 5 — 7 donde también se observan trazas de
RNA. Los resultados de la eluciéon concuerdan con forma triangular del pico obtenido, con una

concentraciéon maxima de pldasmido en la linea 5 donde predomina la forma superenrollada.

Fila superior Fila inferior
134 5_ 16 e 1 Marcador HL1 1 Marcador HL1
Adsorcién Lavado 2 Retenido-1 alimentado 2 Retenido alimentado
E_E — de [pDNA] = 7.05 ug/mL de[pDNA] = 7.05 ug/mL
e 3 A5 Adsorcién, t = 13 min 3 B7 Elucién, t = 50 min
- 4 A6,t=16min 4 B6,t=52min
5 A7,t=19 min 5 B5,t=54 min
= 6 A8, t=22min 6 B4,t=56min
- ”ﬂ - 7 A9 lavado, t = 25 min 7 B3, t=58min
8 Al0,t=28 min 8 B2,t=60min
'1 23456 7809 9 All,t=31min 9 B1,t=62min
Elucion 10 A12,t=34 min
= - —— 11 B12,t=37 min
- [ 12 B11, t=40min
"“ 13 B10,t=43min
14 B9, t=46 min
15 BS8,t=49 min
-

Figura 45. Gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la corrida D.

El proceso de pre-purificacién de la corrida D fue monitoreado mediante analisis por HIC-HPLC. En
la Figura 46 se presenta la comparacion de los cromatogramas obtenidos de una muestra del
retenido-1 alimentado y de muestras de las fracciones de elucion durante la corrida D (fracciones
B5 a B2). Considerando que el RNA eluye a los 3.58 min, puede observarse en la figura que una
gran disminucién del contenido del RNA (mas del 90 %) de la alimentacidon durante la pre-

purificacién. La pureza HPLC calculada de la fraccion B5 fue del 21.87 %. (8.4 veces mas que la del
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lisado) y su concentracion de pDNA de 5.88 ug/mL, las fracciones restantes tienen 18 % pureza

en promedio.
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Figura 46. Cromatogramas analiticos HIC-HPLC del retenido-1 alimentado durante la
corrida D, diluido de concentracidn de pDNA de 7.0 ug/mL, pureza 4.7 % y
las fracciones de elucién B5, B4, B3 y B2.

En base a este resultado se eligieron las condiciones bajo las cuales se realizé la corrida D para pre-
purificar mas lotes de solucién de retenido-1. Se efectuaron 3 corridas adicionales (E, Fy G) con la
finalidad de colectar los voliumenes de elucién de las fracciones B5, B4, B3 y B2 de cada corrida e

integrar un volumen de pre-purificacién para ser procesado en las siguientes etapas.

En la Figura 47 se muestran los perfiles de absorbancia de las fases de adsorcidn, lavado y eluciéon
de las corridas D, E, F y G, que sugieren una alta reproducibilidad experimental. Las muestras
colectadas a la salida de la columna, en estas corridas, también fueron analizadas

electroforéticamente con resultados similares al de la Figura 45.
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Figura 47. Perfiles de adsorcion, lavado y elucién en una columna empacada con 30
membranas de intercambio iénico usando un flujo de 0.5 mL/min de
retenido-1 diluido 1:5 de concentracion de pDNA de 7.05 ug/mL, en las
corridas D, E, Fy G.

Diafiltracién-2. El volumen total de las fracciones B5 a B2 de la corridas D, E, Fy G fue de 16 mL.
Este volumen fue diafiltrado por TFF, utilizando 4 volimenes de buffer TE en el lavado. Después
de diafiltrar y concentrar, el volumen obtenido fue de 10 mL de retenido-2. La concentracion de

pDNA en el retenido-2 fue 5.84 ug/ml, 51.0 % de pureza HPLC y la conductividad 1.5 mS/cm.

El retenido-2 se comparé con el retenido-1 en términos de reduccion de impurezas. En la Figura 48
se presentan los cromatogramas analiticos del retenido-1 diluido 1:5 y retenido-2. En la figura se
muestra que hay una disminucién de impurezas en el retenido-2, como lo denota la reduccién de
los picos a los 1.28, 1.75 y 3.58 min de retencién. La pureza del retenido-2 aumentd
considerablemente (19.6 veces), sin embargo no hubo incremento en la concentracién de pDNA.

Estos resultados muestran que en esta etapa se ha eliminado mas del 97 % del RNA.
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Figura 48. Cromatogramas analiticos HIC-HPLC del retenido-1, diluido de concentracion
de pDNA 7.05 ug/mL, pureza 4.69 % y retenido-2, sin diluir de concentracién
de pDNA de 5.84 ug/mL, pureza 51 %.

4.3.4 Purificacion final

La purificacion final del pldasmido por cromatografia frontal se efectu6 mediante la corrida
experimental H, bajo las condiciones que se muestran en la Tabla 7. Se alimentaron 5 mL de
retenido-2 de concentracidén de pDNA de 5.84 ug/mL a un flujo de 0.5 mL/min a una columna (0.5
x 5 cm), empacada con 30 membranas de intercambio idnico Mustang Q, conectada al sistema
Akta Purifier. Durante la fase de elucién se colectaron fracciones de 0.5 mL, con la finalidad de

analizar mas detalladamente las muestras.

Tabla 7. Condiciones utilizadas en la corrida H de purificacidon por AEC.

Fase Tiempo (min) Buffer % B Molaridad M

adsorcién 0-10 0 0.0

lavado 10-30 30 0.6

elucion 30-38 30-60 0.6-1.2
38-41 60— 100 1.2-2.0
41-45 100 2.0

equilibrio 45 - 60 0 0.0

B = NaCl 2.0 M en buffer TE
Buffer TE = Tris 10 mM/EDTA 1 mM, pH 8.0
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En la Figura 49 se muestra el perfil de absorbancia de las fases de adsorcién, lavado y elucidn
obtenido durante la purificacion de plasmido. En el perfil de adsorcién se observa que no se
alcanzd el punto de ruptura con la cantidad de muestra aplicada. En el perfil de lavado se muestra
que una pequefia cantidad de RNA se elimina durante esta etapa. Durante la etapa de elucidon se

obtuvieron dos picos, el primero formado por la fraccién de RNA y el segundo de pDNA.
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Figura 49. Perfiles de adsorcion, lavado y elucién obtenido en una columna empacada
con 30 membranas de intercambio idnico, usando un flujo de 0.5 mL/min
de soluciéon de retenido-2 de concentracion de pDNA de 5.84 ug/mlL,
corrida H.

En la Figura 50 se encuentra el andlisis en gel de electroforesis de muestras colectadas. La linea 3
de la parte superior, correspondiente a la fase de adsorcién, muestra que la columna se encuentra
adsorbiendo al 100% los solutos de la solucién alimentada. Las lineas 4 — 10 de la parte superior,
de muestras correspondientes a la fase de lavado, indican que practicamente no se elimina RNA
durante esta fase. Las lineas 7 y 8 parte inferior, muestran la mayor parte del plasmido eluye en

dos fracciones. La primera presenta trazas de RNA, mientras que la segunda se encuentra
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practicamente libre de este contaminante. Ademas, el gel de agarosa muestra que en la fraccion
gue contiene el pldsmido, predomina la forma superenrollada. La concentracién de pDNA en la
segunda fraccion fue de 8.03 ug/mL (aumento 1.3 veces) y 73.45 % de pureza HPLC (aumenté 28.2
veces). La optimizacidn del gradiente de elucién podria ayudar a una mejor separacion entre los

picos de pDNA y RNA.

Fila superior Fila inferior
[ 12 345 6 78910 1 Marcador HL1 1 Marcador HL1
IAds. IBvado 2 Retenido -2 alimentado 2 Retenido-2 alimentado de
: de [pDNA] =5.84 ug/mL [pDNA] = 5.84 ug/mL
E L 3 A3 Adsorcién, t =7 min 3 AllElucion, t =30 min
4 A4 lavado, t = 10 min 4 Al2,t=31min
5 A5,t=13min 5 B12,t=32min
! 6 A6,t=16 min 6 B11,t=33min
=1 7 A7,t=19 min 7 B10,t=34min
8 A8,t=22min 8 B9,t=35min
9 A9, t=25min 9 B8,t=36min
1 2 34 56 7 8 910111213 10 A10,t=28 min 10 B7,t=37 min
Elucién 11 B6,t=38 min
tf s——" 12 B5,t=39min
o - 13 B4, t=40min
E '

Figura 50. Gel de electroforesis de las muestras colectadas durante la corrida H.

En la Figura 51 se presentan los cromatogramas analiticos HIC-HPLC de las muestras de soluciones
en diferentes etapas, con el fin de visualizar el comportamiento de las soluciones de plasmido, en
cuanto a su purificacion a lo largo de las etapas del proceso. Se puede observar en la figura que el
area correspondiente al pDNA (tiempo de retencidon 0.68 min), es practicamente igual en todas las
muestras, lo que indica que la concentracién de pDNA no disminuyd durante el proceso. También
se puede apreciar en la figura la disminucién del contenido de impurezas, como lo denota la

reduccion de los picos de RNA de bajo peso molecular y proteinas (tiempo de retencién 1.28 y

105



Capitulo 4. RESULTADOS Y DISCUSION

1.75 min) y del pico de RNA de alto peso molecular y gDNA (tiempo de retencion 3.58 min). Gran
parte del RNA de alto peso molecular se elimina mediante la diafiltracién-1, pero la mayor

reduccion se logra mediante la pre-purificacion con membranas de intercambio idnico.
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Figura 51. Cromatogramas analiticos HIC-HPLC de muestras de soluciones en las
diferentes etapas del proceso de purificacion por AEC: (a) lisado clarificado
diluido, de [pDNA] = 5.95 ug/mL y pureza 2.64 %; (b) retenido-1 diluido, de
[PDNA] = 7.05 ug/mL y pureza 4.69 %,; (c) fraccidon B5 de elucidn en la pre-
purificacion, sin diluir de [pDNA] = 5.88 ug/mL y pureza 21.87 %; (d)
retenido-2 sin diluir, [pDNA] = 5.84 ug/mL y pureza 51.00 % y (e) fraccion
de elucion de purificacion sin diluir, [pDNA] = 8.03 ug/mL y pureza 73.45 %.
La linea punteada indica el porcentaje de buffer de elucion.
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4.4 Proceso de Produccion de Plasmido por Cromatografia de

Interaccion Hidrofobica

El proceso de purificaciéon de plasmido por la FAEMC y la HIC (proceso FAEMC-HIC) consta de las
etapas de fermentacién, recuperacién primaria, recuperacion intermedia, y purificacion final del

pldsmido

4.4.1 Fermentacion de E. coli DH5a (pVAX1-LacZ), recuperacion primaria y
recuperacion intermedia

Las etapas de fermentacion, recuperacion primaria y recuperacién intermedia son iguales a las del

proceso anteriormente descrito. De tal manera que para analizar el comportamiento de este

proceso se tomd una muestra de 5 mL de retenido-2 y se sometio a la etapa de purificacién final.

4.4.2 Purificacion final

En la etapa de purificacion final se realizaron las operaciones de precipitacién, clarificacidon y

cromatografia por elucién en HIC.

Precipitacion y clarificacion. Un volumen de 5 mL de retenido-2 se acondiciond para la procesarse
en HIC, por medio de una precipitacion con sulfato de amonio y después del periodo de
incubacidn, se clarificd por centrifugacion para eliminar los sélidos. El retenido-2 acondicionado

tuvo una concentracidn de pDNA de 6.25 ug/mL y 55 % de pureza HPLC (aumentd 21.4 veces).

Cromatografia por elucién en HIC. Primero se equilibrd la columna HIC pre-empacada con 1 mL de
resina Phenyl Sepharose 6 fast flow con 10 voliumenes de buffer de adsorcién (sulfato de amonio
1.5 M en Tris 10 mM/HCI, pH 8) con flujo constante de 0.5 mL/min. Se realizé la corrida /. En la
corrida / se alimento el retenido-2 acondicionado a la columna por medio de inyeccién de 1 mL, en

un loop de 0.5 mL, seguido de un lavado con buffer de adsorcién durante 6 min. Después se hizo
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una elucidn isocratica con buffer Tris 10 mM/HCI, pH 8.0, por 9 min. Finalmente se incrementé la

fuerza idnica 3 min con el buffer de adsorcion. Se colectaron muestras de 0.5 mL para su analisis.

En la Figura 52 se muestra el perfil de absorbancia de las etapas de lavado y elucién del retenido-2
acondicionado de la corrida en HIC. El perfil del lavado corresponde al plasmido purificado y una
pequena cantidad de impurezas no retenidas por la columna. Durante la elucidn isocratica se

obtiene un solo pico que corresponde a las impurezas mas hidrofébicas, principalmente RNA.
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Figura 52. Perfiles de lavado y elucién obtenido en una columna pre-empacada con 1
mL de resina Phenyl Sepharose 6 fast flow usando un flujo de 0.5 mL/min
de una solucidon de retenido-2 acondicionado con sulfato de amonio, de
concentracion de pDNA de 6.25 ug/mL, corrida /.

Las muestras colectadas durante la corrida fueron desaladas por medio de centrifugacion en filtros
de Microcon Centrifugal antes del anadlisis electroforético en gel de agarosa. En la Figura 53 se
presenta el gel de electroforesis correspondiente a la corrida /. Las lineas 3, 4y 5 corresponden al

a la fase de lavado y muestran que durante esta fase se recupera el plasmido purificado, lo que es
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caracteristico de la HIC. En las lineas 6, 7 y 8 corresponden al pico de eluciéon. En estas lineas se

observa que el pico esta conformado sélo por RNA contaminante.

[N

Marcador HL1

Retenido-2 acondicionado, alimentado de
[pPDNA] = 6.25 ug/mL

A2,t=1min

A3,t=2min

A4, t =3 min

A10,t =9 min

A11,t =10 min

Al12,t=11 min

129006 7 s

N

— et
| — e &

cONO U AW

-;. .u

Figura 53. Gel de electroforesis de las muestras de volumenes
colectados durante la cromatografia por eluciéon de 0.5 mL
de soluciéon de retenido-2 acondicionado con sulfato de
amonio.

El analisis por HIC-HPLC de las fracciones colectadas durante la corrida /, muestra que la fracciéon
A2 (correspondiente a la linea 3, Fig. 53) presenta un 79.31 % de pureza HPLC y una concentracién
de pDNA de 1.84 ug/mL. Con este proceso se logré eliminar del 99 % de las impurezas del lisado y
un incremento de pureza de 30.5 veces. Sin embargo el factor de dilucién fue de 3.2 veces, este
efecto es propio del comportamiento de la cromatografia por elucién, que purifica y diluye la

muestra alimentada.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En los estudios de simulacidn, los modelos de transporte de cromatografia por lotes y en columna
de membranas fueron resueltos de una forma relativamente sencilla usando el método de lineas

(MOL) acoplado en una plataforma MATLAB.

En los estudios de simulacidn, la solucidn MOL del modelo de transporte tanto de la cromatografia
por lotes, como de la cromatografia en columna de membranas permitié una prediccion segura
del desarrollo y una mejor comprension de los mecanismos fundamentales responsables de Ila
separacion. La respuesta dindmica obtenida en ambos casos, estd en concordancia con las
predicciones tedricas y muestra que el modelo de transporte puede usarse como una referencia
para proporcionar una descripcion general de la mayoria de los sistemas practicos, cuando se usan

los parametros bdsicos experimentales apropiados.

Se logré establecer un proceso base, de acuerdo a reportes de la literatura para la produccion de
pDNA a escala laboratorio. Este proceso fue utilizado como patrén de comparacién y para obtener

pDNA purificado para los estudios cualitativos.
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Se desarrollaron los nuevos bioprocesos FAEMC y FAEMC-HIC para obtener pDNA purificado a
partir de cultivos de E. coli. En ambos bioprocesos la operacion de filtracién de flujo tangencial
(TFF) sirvié para eliminar una parte considerable del RNA presente en el lisado, esto favorecié la

capacidad de adsorcién del pDNA durante la cromatografia en la etapa de pre-purificacion.

En el proceso FAEMC, las columnas de membranas fueron capaces de recuperar y purificar
eficientemente el pDNA a altas velocidades de flujo, la mayor parte del RNA del lisado fue
eliminado durante las operaciones del proceso y se obtuvo una solucién de pDNA de alta pureza,
adecuada para ser procesada en las operaciones posteriores de acabado. Las operaciones de
acabado son necesarias en todos los procesos de purificacién de pDNA para alcanzar la calidad

requerida por las agencias reguladoras en pDNA de uso clinico.

El Proceso FAEMC puede ser escalado debido a que evita el uso de sales precipitantes y alcoholes,
frecuentemente usados en las etapas de recuperacion de los procesos de produccion de pDNA a
nivel laboratorio. Estos agentes constituyen una limitacion en el escalamiento de procesos debido

a los problemas que presentan para su tratamiento o desecho.

El uso de membranas ofrece muchos beneficios incluyendo que son desechables (no requieren ser
empacadas), mayor capacidad dindmica de adsorcion para moléculas grandes y procesos
linealmente escalables. Para incrementar la capacidad de produccidon, ademds del uso de
membranas grandes, es posible el uso de unidades multiples en una combinacion de flujo en
paralelo y en serie. Este enfoque puede permitir una pre-purificacion eficiente para el pDNA en

escala de kilogramos operando a altas velocidades de flujo.

En investigaciones futuras pueden mejorarse varias condiciones de operacién de este bioproceso,
para maximizar el rendimiento y pureza del pDNA, particularmente las fases de lavado y elucidn

durante la cromatografia en columna.
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La purificacion de pDNA en el Proceso FAEMC-HIC fue eficiente para recuperar el pDNA
proveniente de la solucién de pre-purificacidon acondicionada, sin embargo este tipo de operacion
tiene la limitante que debe ser operada en forma de elucidn, lo que limita el tamafio de la muestra
y produce la sustancia de interés en forma diluida. Dado que este proceso utiliza sulfato de
amonio como precipitante, esto constituye un inconveniente en términos de tratamientos de

desechos, si se desea escalar el proceso.

En el Proceso FAEMC-HIC puede mejorarse para posteriores investigaciones, probando en la
columna HIC, diferentes volimenes de muestra inyectada y eventualmente la operaciéon en modo
frontal para un posible aumento en la productividad del proceso y la concentracién de la solucién

de pDNA recuperado.
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ANEXOS

ANEXO A

Acondicionamiento de las Membranas Mustanq Q

Las membranas de intercambio idnico Mustang Q de Pall BioPharmaceuticals (Mich. EUA) con un
tamafio de poro nominal de 800 nm, se cortaron a 0.5 cm de didmetro, por medio de un punzdn.

Se acondicionaron de acuerdo con las instrucciones del proveedor:

Se sumergen en NaOH 1.0 M por 5 min, agitando suavemente

e Seretira el NaOH y se enjuagan con 2 mlde NaCl 1.0 M

¢ Se sumergen en NaCl 1.0 M por 5 min, agitando suavemente, al final de este periodo se

elimina la solucién de NaCl

e Se enjuagan dos veces con buffer Tris 10 mM/1.0 mM EDTA a pH 8

e Se dejan reposar por aproximadamente 12 h en el mismo buffer para que se equilibren

previamente a Su uso.

Se colocan las membranas en el interior de la columna una a una utilizando un émbolo y se utilizan

una vez en cada estudio.
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ANEXO0S

ANEXO B

Construccion de la Curva Estandar para pVAX-LacZ

Para la determinacidn de la concentracién de plasmido pVAX1-LacZ, en las muestras, a partir de
los cromatogramas HIC-HPLC, se obtuvo una curva estandar para relacionar el drea del pico del

pldsmido con su concentracién.

Se utilizaron volumenes de 1 mL de estandares preparados en concentraciones de 2.5, 5.0, 10.0,
25.0 y 50.0 ug/mlL de plasmido purificado por el proceso base. La concentracion de pDNA en los
estandares fue determinada por absorbancia a 260 nm, considerando que 1 unidad de

absorbancia (UA) corresponde a 50.0 ug/mL de pDNA (Diogo et al., 2003).

Los estandares fueron diluidos en sulfato de amonio 1.5 M en Tris 10 mM /HCI, pH 8 para ser
analizados por HIC-HPLC usando el procedimiento descrito en la seccién 3.7.2. El area del pico
asociada al pDNA (tiempo de retencion de 0.68 min) de cada estandar, se graficé contra la

concentracién utilizada de plasmido y se ajusté una linea recta a los datos.
La Figura Bl muestra la curva estandar obtenida, siendo la ecuacién correspondiente:

y =1.6767 x (36)

donde
y = Area de pDNA en mAU-min

x = concentracidon de pDNA en ug/mL
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Figura BI. Curva estandar para pVAX-LacZ.
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ESTANCIAS DE INVESTIGACION

Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAV-IPN), en el Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria. Proyecto:
“Produccion cosecha y purificacion del plasmido pc-DNA-Ehcpl112”. México, Febrero de

2007.

Instituto Superior Técnico de la Universidad Técnica de Lisboa, en el Centro de Ingenieria
Bioldgica y Quimica. Proyecto: “Andlisis y Disefio de Procesos para la Purificacion de DNA

Plasmidico”. Portugal, Septiembre de 2007 a Marzo 2008.

PUBLICACIONES

Guerrero G. P., Lucero A. A., Montesinos C. R. M., Tejeda M. A. (2007) Analysis and
simulation of batch affinity processes applied to separation of biomolecules. Journal of the

Mexican Chemical Society. 51(2) 59 — 66.
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PARTICIPACION EN CONGRESOS

Participacion en el XXVIII Encuentro Nacional de la Asociacion Mexicana de Investigacion y
Docencia en Ingenieria Quimica (AMIDIQ) que se realizd en Manzanillo, Colima del 1 al 4 de Mayo
de 2007. El trabajo presentado fue: “Simulaciéon de procesos cromatograficos en columnas de

membranas aplicados a la separacién de plasmidos”.

Participacion en el Coloquio de Tecnologia de Plasmidos, organizado por el Depto. de
Investigaciones Cientificas y Tecnoldgicas, de la Universidad de Sonora y el Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria, del Centro de Investigacidon y de Estudios Avanzados del I.P.N. en
Hermosillo, Sonora, el 17 de Mayo. El trabajo presentado fue: “Simulacién de columnas para

purificacién de plasmidos con MATLAB”.
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