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Resumen

La produccién de proteinas recombinantes (PR) es una de las aportaciones mds importantes de la biotecnologia
moderna. El hospedero bacteriano mds importante para la produccién de PR es Escherichia coli, aunque otros como
Bacillus subtilis y Bacillus megaterium estan cobrando cada vez mds importancia. Debido a su impacto econémico
y en el sector de la salud humana, el presente trabajo se enfocara principalmente a la produccién de PR terapéuticas
en E. coli. Se abordardn en general los aspectos de disefio del vector, la cepa, el cultivo y la purificacién de la
PR, con énfasis en las oportunidades que la ingenieria metabdlica ofrece para mejorar la produccién de PR y las
estrategias de cultivo.
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Abstract

Recombinant proteins production (RP) is one of the most important contributions of modern biotechnology.
The most important bacterial host for RP production is Escherichia coli, although Bacillus subtilis and Bacillus
megaterium are also gaining importance. Due to its economical relevance and impact on human health, the present
review is focused on the production of RP in E. coli. General aspects of vector design, strain selection as well as
cultivation and downstream processing are covered. Particularly, the opportunities to improve cultivation schemes
and downstream through metabolic engineering are discussed.

Keywords: recombinant proteins, Escherichia coli, metabolic engineering, bioreactors.

1 Introduccion

La produccion de PR en bacterias es una de 200, de los cuales la gran mayoria son PR (Walsh,

tecnologia que surgié hace cerca de 30 afos y
respondié a una necesidad de proveer proteina de
uso terapéutico con un abasto asegurado (que no
dependiera de fuentes animales) y calidad constante.
La primera PR aprobada para su uso en humanos fue
la insulina humana producida en Escherichia coli por
la empresa Genentech. Desde entonces, la tecnologia
de produccién de PR ha tenido un avance muy
importante. Hasta el afio 2010, el nimero de productos
biofarmacéuticos aprobados por la Administraciéon de
Alimentos y drogas de los EUA (FDA) sumaba mds
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2010). La importancia econémica de las PR de uso
terapéutico es innegable: las 10 PR de mayor venta
durante 2009 sumaron un total de 50,000 millones de
ddlares en ventas (Walsh, 2010), lo que representa casi
la mitad de las reservas internacionales de México al
15 de septiembre de 2010.

Muchas de las PR terapéuticas requieren
modificaciones post-traduccionales que no pueden
ser llevadas a cabo por cepas bacterianas silvestres,
por lo que son preferentemente producidas por células
eucariontes superiores. A pesar de ello, la bacteria E.
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coli sigue siendo una plataforma ampliamente usada
para la produccién de PR, ya que presenta una serie
de ventajas importantes (Demain y Vaishnav, 2009):
1) su genoma es conocido desde hace varios afios, lo
que amplia considerablemente las posibilidades de su
manipulacién genética, ii) existe una gran cantidad
de conocimiento acumulado sobre su fisiologia y
metabolismo, 1iii) se tienen varios vectores bien
establecidos para la produccién de PR, iv) puede
crecer rapido en medios muy simples, con altos
niveles de produccién de PR. Actualmente, cerca del
30 % de las PR de uso terapéutico son producidas
empleando E. coli (Ferrer-Miralles y col., 2009), las
mds importantes pueden consultarse en la tabla 1. De
un total de 58 productos aprobados por la FDA en el
periodo 2006-2010, 17 son producidos usando E. coli
y 32 empleando células de mamifero (Walsh, 2010).
Una visién global de los aspectos involucrados en la

produccién de proteina recombinante por bacterias se
muestra en la Fig. 1. Dichos aspectos se abordardn a
lo largo del presente trabajo.

2 Vectores de expresion

La informaciéon genética de la proteina a producir
usualmente se inserta en un vector (pldsmido) de
expresion. Los elementos esenciales de un vector de
expresion para bacterias se muestran en la Fig. 2. El
tamafio del pldsmido es muy variable. En general,
se prefieren plasmidos de alto nimero de copias (por
arriba de 500 copias por célula). El nimero de copias
es, en principio, funcién del origen de replicacion
del plasmido (aunque las condiciones ambientales del
cultivo y el estado fisioldgico de la bacteria tienen una
fuerte influencia sobre el nimero de copias -Sayadi y
col., 1989-).

Tabla 1. Principales proteinas recombinantes de uso terapéutico producidas por E. coli
(adaptada de Graumann y Premstaller, 2006).

Molécula

Observaciones

Compaiifas productoras

Activador del tejido del plasminégeno
Insulina humana y andlogos
Hormona de crecimiento humano

Anélogo pegilado de hormona de
crecimiento humana

Forma cuerpos de inclusién Roche
Forma cuerpos de inclusién
Forma cuerpos de inclusién o es
acumulada en periplasma

Pegilacion aleatoria Pfizer

Eli Lilly, Aventis, Probiomed
Genentech, Eli Lilly, Pfizer, Novo
Nordisk, Probiomed y otros

Eli Lilly

Hormona paratiroidea humana
Calcitonina de salmén

Factor estimulante de la colonia

de granulocitos, pegilado
Interferén a-2a pegilado,
interferén a-2b
Interferén alfacon-1
Interferén S5-1b
Interferén y-1b
Antagonista del receptor de
interleucina-1
Interleucina-2
Toxina de fusién de la difteria
Interleucina-11
Lipoproteina r OspA
Péptido natriurético tipo B
Factor de necrosis TNFa
Toxina pertussis

Subunidad B de la toxina del

célera
Asparginasa

Forma cuerpos de inclusién
Secretada
Forma cuerpos de inclusion,
pegilacion N-terminal
Pegilacion aleatoria

Forma cuerpos de inclusién
Forma cuerpos de inclusién
Forma cuerpos de inclusién

Lipoproteina
Forma cuerpos de inclusion

Componente de vacuna

combinada

Componente de vacuna
combinada

Unigene
Amgen

Hoffmann-La Roche, Schering

Valeant
Schering AG, Chiron
Genentech, Intermune

Amgen

Chiron
Seragen / Ligand
Genetics Institute
SmithKline Beecham
Scios/ Johnson & Johnson
Boehringer Ingelheim
Chiron

SBL Vaccine

Merck
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DISENO DEL VECTOR: para la célula (observada como una reduccién en
la velocidad de crecimiento y en el rendimiento de
biomasa en sustrato). También se ha observado
_Presién de seleccién que una alta concentracion de ARN mensajero pude
conducir a destruccién de los ribosomas y muerte

l celular (Baneyx, 1999). Un niimero de copias menor

al de los plasmidos pUC puede favorecer una mayor
produccion de PR (Jones y col., 2000). En este punto,
también influyen factores como la estabilidad del ARN

mensajero (Carrier y col., 1998).

-Nimero de copias

- Promotor

SELECCION DE LA CEPA PRODUCTORA:
-Altos niveles de produccién
-Buen desempefio en el proceso
-Modificada para facilitar la purificacion
l En todo caso, debera encontrarse el nivel de
expresion Optimo para la PR producida en una cepa
de E. coli en particular, lo cual también dependera
del promotor empleado. EI promotor a emplear debe
ser cuidadosamente seleccionado con el fin de poder
-Estrategias de operacion regular la intensidad de induccién. Una expresion muy
l alta del gene heterélogo puede conducir a la formacién
de cuerpos de inclusién (agregados intercelulares
de proteina), que pueden ser una ventaja para la
purificacién de PR, pero que también requieren pasos
adicionales en la purificaciéon, ademds de requerir
recuperar el plegamiento adecuado de la PR antes de
la formulacién del producto final.

CULTIVO BACTERIANO:
-Disefio 6ptimo del medio

-Alta densidad celular

PURIFICACION:
-Ruptura celular
-Separacion de proteinas bacterianas

-Eliminacidén de endotoxinas

Fig. 1. Principales pasos involucrados en la
produccion de proteina recombinante.

Existen varios promotores que han sido usados
en experimentos de laboratorio, muchos de los cuales
son poco practicos para la producciéon industrial de

Generalmente se asume que un alto niimero de copias
del plasmido resulta en un alto nimero de copias del
gen de interés, y por lo tanto, la cantidad de PR
producida serd mayor cuanto mayor sea el nimero de
copias. Modificaciones al origen de replicacién de
pMB1 (por ejemplo, la familia de pldsmidos pUC)

PR. La Tabla 2 muestra algunos ejemplos de los
promotores mas comunes. Un problema encontrado
con varios de estos promotores es la expresion basal
(expresion del gene heterélogo en condiciones no
inducidas). Idealmente el promotor a usar deberia
ser completamente regulable, muy fuerte, con una

son muy empleadas en la producciéon de PR. Sin
embargo, el empleo de plasmidos con alto nimero
de copia también induce una alta carga metabdlica

expresion basal minima, a la vez que permitiera
diferentes grados de induccién, preferentemente

i l SUR l

[ ] [ep | ‘ R i
‘l, m SD Gene Heterdlogo Ori

Codon de inicio Codon de paro

Fig. 2. Estructura general de un vector de expresion bacteriano. Como ejemplo se muestra el promotor hibrido
tac. El regulador (R) ejerce su efecto sobre el promotor (P), cuyas secuencias -10 y -35 estdn separadas por un
espaciador de 17 bases. La flecha indica la direccién de la transcripcion. El sitio de unién a ribosoma (SUR)
consiste de la secuencia Shine-Dalgarno (SD) seguida de un espaciador rico en A+T cuya longitud éptima es de 8
bases, que preceden al gen heter6logo. La secuencia de término de la transcripcién (TT) es necesaria para estabilizar
el ARN mensajero. La resistencia a antibidtico (ampicilina, AMP) facilita la seleccién de células transformadas.
Ori representa el origen de replicacion del vector. (Adaptado de Palomares y col., 2004).
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Tabla 2. Promotores mds comunes empleados para la produccién de PR. (Adaptado de Jana y Deb, 2005).

Promotor Regulacién Induccién* Desventajas
lac (lacUV5) lacl, lacl4 IPTG, térmica Bajo nivel de expresion relativo a otros sistemas.
Expresion de fuga
trp Agotamiento de Expresion de fuga
triptéfano, IAA
tac lacl, lacl? IPTG, térmica Expresion de fuga.
ApL Aclts 857 Térmica La induccidn necesita de temperaturas altas (> 40 °C).
Es dificil lograr una induccién parcial.
T7 lacl, lacl? IPTG, térmica Expresion de fuga. Es dificil lograr altas densidades
celulares.
PhoA phoB, phoR  Agotamiento de No es titulable, limita las opciones de formulacién de
fosfatos medio de cultivo.
Ara araC L-arabinosa Existen pocos vectores disponibles. La glucosa reprime

catabdlicamente la induccién.

*IPTG: Isopropil B-D-1 tiogalactopirandsido, [AA: 4cido indolacrilico

mediante un cambio en las condiciones de cultivo, para
minimizar efectos téxicos y maximizar la formacién
de PR. Mientras que los promotores lac y trp se
han usado para experimentos de laboratorio durante
mucho tiempo, son poco habituales a escala industrial.
El promotor lac requiere la adicién de un inductor
que no es metabolizado (IPTG) y que es altamente
toxico. Esto representa una gran desventaja para
procesos industriales, ya que se debe garantizar
que dicho inductor sea completamente eliminado del
producto, y ademds no debe ser enviado a aguas
residuales municipales. En el caso del promotor
trp (al igual que el promotor PhoA), la induccién
ocurre cuando se agota un nutriente (triptéfano en
el caso del primero, fosfatos en el segundo caso).
Esto dificulta el control de la fisiologia bacteriana
y determinar el momento preciso de la induccién.
También impone una restriccién en la formulacién
de los medios de cultivo. En el caso de que se
aplique un inductor metabolizable, como la arabinosa,
el cultivo esta sujeto a adaptar su metabolismo a dicha
fuente de carbono, que puede no ser la 6ptima para la
produccion de una PR (Sorensen y Mortensen 2005).

Un promotor mds atractivo para aplicaciones
industriales es el promotor pL/pR del fago lambda.
Este promotor estd regulado por la proteina cI857,
que impide efectivamente la transcripcion de los genes
bajo control de pL/pR a temperaturas por debajo de
los 37 °C. Dada la naturaleza termolédbil de cI857,
cuando la temperatura se incrementa (normalmente a
42 °C), la expresion es muy potente (Valdéz-Cruz y
col., 2009).

El empleo del promotor pL/pR permite obtener
altas densidades celulares (concentraciones de

biomasa mayores a 40 g/L, medidas como peso
seco), manteniendo el nivel de expresién del gene
heter6logo a un nivel despreciable (normalmente
cuando las temperaturas del cultivo estin entre 28
y 32°C). El incremento de temperatura es una
operacion sencilla a varias escalas de produccién y
permite manipular con exactitud el momento de la
induccién (por ejemplo, una vez alcanzada una cierta
densidad celular) sin agregar elementos secundarios
al medio de cultivo, con la consecuente reduccion de
costos. Aunque el incremento de temperatura es mas
lento a medida que aumenta la escala del biorreactor,
un calentamiento més lento puede de hecho favorecer
la produccién de PR (Caspeta y col., 2009). Una
de las desventajas de la induccién por temperatura
es que las células necesariamente experimentan un
estrés fisiolégico conocido como choque térmico, que
conduce a respuestas generalizadas en el fluxoma,
metaboloma y transcriptoma de E. coli (Wittmann y
col., 2007) y que limitan el crecimiento y las funciones
celulares una vez que se ha iniciado la induccién.

Existen ademds promotores inducibles a
temperaturas bajas (médxima actividad a 20 °C)
derivados de pL (Lim y col., 2000). Estos promotores,
aunque mucho menos estudiados, pueden resultar
atractivos para su aplicacion industrial, debido a que se
acoplarian los siguientes beneficios: el cultivo puede
operarse a una temperatura 6ptima para el crecimiento
de E. coli (37°C), y una vez alcanzada la densidad
celular deseada, la temperatura puede reducirse
conduciendo a la expresion del gen heter6logo. La
solubilidad del oxigeno es 33 % mayor a 20 °C que
a 37 °C, lo que resulta ampliamente benéfico para
aumentar la transferencia de oxigeno al biorreactor,
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siendo ésta una de las principales limitaciones en los
cultivos de alta densidad celular, como se explicara
mds adelante. Por otra parte, ha sido propuesto que
aunque la velocidad de transcripcién y traduccién
es menor a bajas temperaturas, la velocidad de
plegamiento de la proteina es practicamente la misma
a20°Cquea37°C, lo que seria benéfico para producir
proteinas correctamente plegadas y evitar la formacién
de cuerpos de inclusidn.

El gene heterdlogo debe ser optimizado para su
expresion en la bacteria, principalmente en el uso de
codones y sobre-expresando ARN’s de transferencia
poco comunes. E1 ARN mensajero es una molécula de
vida media muy corta, especialmente en E. coli, donde
puede degradarse en menos de 20 s (Wang y col.,
2004). Es posible incrementar la estabilidad del ARN
mensajero alterando su conformacién y eliminando la
expresion de nucleasas como la RNAsa III (Sorensen
y Mortensen, 2005).

Normalmente el plasmido de expresién contiene
un gene que proporciona resistencia a antibiético (en
el ejemplo de la Fig. 2, resistencia a ampicilina).
Esto permite emplear una presioén de seleccién para
asegurar que se cultivan Unicamente las células que
contienen pldsmidos, ya que debido a efectos de
segregacion, el plasmido podria perderse y las células
libres de plasmido crecerian mds rapido (al carecer
de la carga metabdlica impuesta por el pldsmido),
desplazando a las células portadoras del mismo, con la
consecuente pérdida de productividad. Sin embargo,
la expresion del gene de resistencia al antibidtico es
probablemente el origen principal de carga metabdlica
(Rozkov y col., 2004). Con la finalidad de reducir
la carga metabdlica, se han desarrollado sistemas que
permiten seleccionar durante el cultivo a las células
portadoras de informacién genética, contenida en el
plasmido, que complemente alguna auxotrofia, por
ejemplo, a algin aminodcido (Cranenburgh y col.,
2001; Vidal y col., 2008). Dichas estrategias han
mostrado ser muy eficientes, y también resultan en una
reduccidn de costos en los cultivos industriales.

3 Seleccion de la cepa de
produccion

Un paso importante para alcanzar altas
productividades consiste en la seleccion de la cepa
de produccién adecuada. Para ello deben considerarse
aspectos cinéticos, el genotipo y el fenotipo de las
cepas. En general se buscan cepas con baja tasa de
mutacién o de insercién de secuencias provenientes

WWW.rmiq.org

del plasmido. Las cepas derivadas de E. coli K-12
y E. coli B son las mds empleadas. Los avances en
el conocimiento de la fisiologia de E. coli y en el
desarrollo de herramientas moleculares han permitido
la obtencién de cepas disefiadas especificamente para
la produccién de proteina recombinante. En particular,
la cepa BL21 es preferida en el dmbito industrial.
Ademads de carecer de las proteasas Lon y Omp-t (lo
cual reduce considerablemente la degradacién de la
PR dentro de la bacteria), produce bajas cantidades
de acetato (un subproducto metabdlico altamente
indeseable del que se hablard mds adelante), lo que
resulta ampliamente atractivo (Phue y col., 2005).
Otras cepas derivadas de BL21 incluyen versiones
carentes de la RNAsa E (BL21 Star-pLysS), versiones
disefiadas para incrementar la producciéon de PR que
requieren el uso de codones raros en E. coli (cepa
denominada Rosetta) y versiones que contienen copias
extra de los genes argU, ileY y leuW que codifican
para ARN’s de transferencia y que reconocen codones
poco usuales en E. coli (cepa denominada BL21-
CodonPlus). La cepa AD494 es una mutante de K-
12 en la tioredoxina reductasa (trxB) que permite la
formacién de enlaces disulfuro en citoplasma, que
usualmente son reducidos en E. coli, 1o que es un
cuello de botella para el plegamiento de las PR. La
cepa Origami (también derivada de K-12) contiene
ademds una mutaciéon en la glutationa reductasa
(gor), para facilitar mds la formacidon de enlaces
disulfuro (Sorensen y Mortensen 2005; Graumann
y Premstaller, 2006).

Todas las cepas modificadas que se han
mencionado estdn disponibles comercialmente. La
eleccion de una cepa en particular dependera de
varios factores, incluyendo el tamafio de la PR a
producir, la presencia de enlaces (o puentes) disulfuro,
la posibilidad de optimizar el uso de codones, entre
otros. Es importante sefialar que en los udltimos afios
ha existido una intensa investigacién para mejorar
las capacidades de produccién de PR en cepas de E.
coli mediante ingenieria metabdlica. Ese punto serd
tratado més adelante.

Las bacterias Gram-positivas como Bacillus
subtilis y Bacillus megaterium también se han usado
para la produccién de PR. De hecho, B. subtilis es muy
importante en la produccién industrial de proteasas
y de algunas vitaminas. Al carecer de membrana
externa, estas bacterias pueden secretar una gran
cantidad de proteinas plegadas al medio extracelular y
contienen una baja cantidad de pirégenos (Fu y col.,
2007). Sin embargo, los plismidos recombinantes
son poco estables en B. subtilis, y los rendimientos
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de PR son menores que en bacterias Gram-negativas,
principalmente debido a la alta actividad de proteasas,
cuya produccién aumenta cuando B. subtilis encuentra
condiciones de estrés (Huang y col., 2003), que
también pueden conducir su esporulacién. A pesar de
las ventajas que dichas bacterias pueden tener en la
produccién de PR, es poco probable que en el corto
plazo sean relevantes para el mercado farmacéutico.
Por el contrario, su importancia en la industria de
enzimas y quimica fina probablemente crezca.

4 Cultivo bacteriano

Para maximizar la productividad de PR, se prefiere
alcanzar altas densidades celulares en el biorreactor.
En un biorreactor de escala de laboratorio, se pueden
alcanzar rutinariamente densidades mayores a los
100 g/ de biomasa empleando las condiciones de
cultivo adecuadas. Existen, sin embargo, limitaciones
en la escala industrial que hacen que valores tan altos
de biomasa no sean alcanzables. Se ha acumulado
una considerable experiencia en el cultivo de E.
coli, 1o que ha permitido mejorar notoriamente las
productividades de los cultivos. La Tabla 3 resume
algunos de los valores mas altos de PR producida
en cultivos de E. coli. A pesar de los considerables
avances, hay todavia muchas dificultades técnicas que
superar. Enseguida se detallan algunos de los aspectos
m4s importantes para el disefio y operacién de cultivos
de alta densidad celular de E. coli.

4.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo debe estar balanceado para
la producciéon de biomasa y PR. Para ello, debe

tomarse en cuenta la composiciéon de la biomasa.
Los principales componentes incluyen la fuente
de carbono, nitrégeno, fdésforo, azufre, potasio, y
magnesio. Es necesario también incluir cofactores
enzimaticos como Mb, Co, Ni, Fe, Ca, Cu, Mn, entre
otros. Los factores de crecimiento como la tiamina
son necesarios para un adecuado crecimiento. Aunque
en cultivos en matraz agitado se agregan mono y di
fosfato de potasio para formar un amortiguador de
pH, esto no es necesario en cultivos en biorreactor,
en los que el pH es controlado mediante la adicién
de 4cido o base. También debe observarse que varios
de los componentes del medio pueden resultar téxicos
a ciertas concentraciones; por ejemplo, el amonio es
téxico a partir de 3 g/L (Shiloach y Fass, 2005). Esta
cantidad de amonio puede ser limitante para cultivos
de alta densidad celular si se agrega en su totalidad
al inicio del cultivo. Sin embargo, el pH puede
controlarse con hidréxido de amonio, que ademds de
servir como base es una fuente de amonio ficilmente
asimilable, reduciendo con ello la acumulacién de
iones amonio. EIl medio de cultivo puede contener
fuentes complejas de nitrégeno, como extracto de
levadura o casaminodacidos. No obstante, existe una
clara tendencia a eliminar el uso de componentes
complejos, ya que no permiten un control adecuado de
la fisiologia, y reducen la reproducibilidad del cultivo.

Tomando en cuenta un rendimiento de biomasa
tipico de 0.5 g biomasa/g glucosa, se requeririan
al menos 200 g/LL de glucosa para llegar a una
concentracion celular de 100 g/L. La glucosa es téxica
a concentraciones superiores a los 50 g/L, por lo que
no puede emplearse una concentracion de glucosa
inicial tan alta (Shiloach y Fass, 2005; Lara y col.,
2008). Por otro lado, la produccién de acetato debida

Tabla 3. Algunas de las mayores concentraciones de PR alcanzadas en cultivos de alta densidad celular de E. coli

(adaptada de Choi y col., 2006).

Proteina Cepa Condicién de cultivo y Concentracion Referencia
fuente de carbono alcanzada

Proteina verde W3110 Alimentacién exponencial, 25 g/L Lara y col. (2008)
fluorescente PTS™ GalP*  glucosa, extracto de levadura
Factor de BL21(DE3) pH-stat, medio R, glucosa, 9.7 g/L Hu y col. (2004)
crecimiento ILGF-2 extracto de levadura
Proteina TGl Alimentacién exponencial, 8.6 g/lL Vallejo y col. (2002)
morfogenética medio definido, glucosa,
de hueso cuerpos de inclusién
Proteina verde W3110 Lote, glucosa (100 g/L), 8.3 g/L Lara y col. (2008)
fluorescente PTS™ GalP*  extracto de levadura
Aminolevulinato MG1655 Lote, medio LB con 52 ¢g/L Xie y col. (2003)
sintetasa suplemento optimizado
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a altas velocidades de consumo de glucosa impediria
llegar a altas densidades celulares. Para evitar esto, se
han desarrollado modos de operacién del cultivo més
apropiados.

4.2 Transferencia de oxigeno al biorreactor

Los cultivos de E. coli para la produccién de PR son
llevados a cabo bajo condiciones aerobias. De esta
manera se obtienen mayores rendimientos de biomasa
y producto, debido a que la generacién de energia
es mayor que bajo condiciones anaerobias. Ademas,
bajo condiciones anaerobias la glucosa o fuente de
carbono es oxidada sélo parcialmente por E. coli,
lo que conlleva a la acumulacién de subproductos
de fermentaciéon acido-mixta, que resultan tdéxicos.
La demanda de oxigeno para la oxidacién completa
de glucosa a CO, es una funcién directa de la
velocidad de crecimiento de la bacteria conocida como
velocidad especifica de consumo de oxigeno (qo,). La
velocidad de consumo de oxigeno (VCO) en un cultivo
se obtiene multiplicando la velocidad especifica de
consumo por la concentraciéon de biomasa:

VCO = qo, - X (1

Para evitar que la bacteria esté limitada por oxigeno,
se requiere suministrar oxigeno al biorreactor a una
velocidad que sea al menos igual que la velocidad
de consumo. La velocidad de transferencia de
oxigeno (VTO) al biorreactor es una funcién de
muchas variables de operacion del biorreactor, como
la velocidad de agitacién, potencia volumétrica
suministrada, constante de transferencia de masa
(kpa), temperatura, presion, composicion del gas de
entrada al biorreactor, entre otros.

Los pardmetros operacionales como la velocidad
de agitacién no se pueden incrementar mas alld de
un limite econdémicamente permisible, por lo que la
VTO en biorreactores normalmente no excede los 0.15
mmolO,/g h (Knoll y col., 2007). Esta VTO permitiria
mantener condiciones aerobias a un cultivo de E. coli
de no mas de 40 g/L, creciendo a una velocidad de
0.4 h™'. Evidentemente, la VTO de los biorreactores
convencionales no permitiria el desarrollo de altas
densidades celulares en cultivos de E. coli. Para
mantener condiciones aerobias en un biorreactor se
puede recurrir a otras estrategias. Por ejemplo,
emplear aire enriquecido con oxigeno u oxigeno puro
para aumentar la solubilidad del oxigeno y con ello
la VTO. También se puede manipular pardmetros
operacionales del biorreactor para incrementar la
solubilidad del oxigeno. Por ejemplo, se ha reportado
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una VTO de casi 1 mol O,/Lh en un biorreactor
operado a una presion de 10 bar (Knoll y col., 2007).
Se ha demostrado que el uso de presiones elevadas
en los biorreactores no afectan la fisiologia ni la
productividad de cultivos de E. coli recombinante
(Lara y col., en prensa). La VTO maxima del
biorreactor puede llegar a ser el pardmetro que
determine la biomasa alcanzable. También puede
manipularse la fisiologia del cultivo para reducir la
VCO, como se explica mis adelante.

4.3 Modo de operacion y sobreflujo
metabolico

Como se menciond anteriormente, la producciéon de
acetato bajo condiciones aerobias es un problema
constante en los cultivos de E. coli. La producciéon
de acetato es indeseable ya que representa un derroche
de esqueletos carbonados, afecta el pH y el gradiente
de protones transmembranal, entre otros efectos. Por
ejemplo, en la Fig. 3, se muestra la dréstica
disminucién en el contenido de pldsmido de células
de E. coli como resultado de acumulacién de acetato
(Lara y Ramirez, en prensa).

La produccion de acetato bajo condiciones
aerobias se atribuye a un desbalance entre los
flujos de carbono proveniente de glucosa (la cual es
transportada a través del sistema de fosfotransferasa,
PTS) en la glicdlisis y el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos, 1o que conduce a una acumulacién
de acetil coenzima A, la cual se transforma a
acetato que se transporta hacia afuera de la célula
(De Anda y col., 2006). En la Fig. 4 pueden
verse detalles de estos procesos metabdlicos. Este
fendmeno de produccién de acetato es conocido como
sobreflujo metabdlico. Una manera de evitar el
sobreflujo metabdlico es restringir la velocidad de
consumo de glucosa mediante la adicién controlada
de una solucién concentrada al biorreactor. Esto
puede hacerse mediante esquemas de alimentacién
constante, alimentacion con incremento lineal, con
incremento exponencial, o empleando algoritmos de
control més sofisticados para controlar el consumo
mediante efectos indirectos del metabolismo, como la
variacion de la tensién de oxigeno disuelto (TOD) o el
pH.

Un enfoque diferente ha permitido eliminar el
acetato producido por E. coli mediante el uso de
membranas semi-permeables (enfoque denominado
como biorreactor con didlisis). Con ésta técnica se ha
logrado la produccién de mas de 190 g/L. de biomasa
(Fuchs y col., 2002). Este enfoque, sin embargo, no
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Contenido especifico de plasmido (mg/g)

0 + + + +
0 2 4 6 8

Acetato acumulado en el medio (g/L)
Fig. 3. Contenido especifico de plasmido en funcién
del acetato acumulado en un cultivo de E. coli por
lote alimentado bajo condiciones aerobias y a pH
constante.

Glucosa Acetato

Acetato

Ac¢CoA /
}

2 PEP

CAT

Fig. 4. Esquema simplificado del metabolismo
aerobio de E. coli mostrando la produccién de
acetato. La glucosa es transportada y simultineamente
fosforilada a glucosa-6-fosfato (G6P) través del
sistema de fosfotransferasa (PTS), el cual transfiere
un grupo fosfato del fosfoenol piruvato (PEP), el cual
se convierte en piruvato (Pir). El flujo glucolitico es
mayor que el del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
(CAT), lo que conduce a la acumulacién de acetil
coenzima A (AcCoA). La AcCoA es convertida a
acetato, el cual es exportado de la célula y acumulado
en el medio de cultivo.

impide el desperdicio de carbono ni contempla el
control de la fisiologia en el biorreactor.

El método de cultivo méds empleado para alcanzar
densidades celulares altas y evitar la producciéon de

acetato es el cultivo alimentado exponencialmente.
En este cultivo se utiliza una fase lote corta, para
acumular biomasa a una velocidad de crecimiento
mdxima. Una vez agotada la fuente de carbono del lote
(usualmente menos de 15 g/L. de glucosa o glicerol),
se inicia la alimentacién de una solucién concentrada
de glucosa (de hasta 700 g/L). La velocidad de
adicién de glucosa se incrementa exponencialmente
para mantener una velocidad de crecimiento constante
(y con ello condiciones fisioldgicas bien definidas).
Para evitar el sobreflujo metabélico, debe mantenerse
una tasa de consumo de glucosa menor al valor
umbral que dispara el sobreflujo metabdlico (Eiteman
y Altman, 2006). Este valor dependerd de la cepa, el
medio de cultivo y la temperatura del mismo, pero
es comun que corresponda a valores de velocidad
especifica de crecimiento menores a 0.15 h™!.

Al reducir la tasa de consumo de sustrato se
reducird por consecuencia la demanda de oxigeno
para oxidarlo, lo que permite alcanzar densidades
celulares mayores a las que se alcanzarian en un
cultivo por lote, pero sin limitacién por oxigeno. Ya
que la variable objetivo en este tipo de sistemas es la
velocidad de crecimiento (una variable macroscépica
que se puede medir con mayor facilidad que la
velocidad especifica de consumo glucosa), los cultivos
por lote alimentado se operan utilizando una bomba
programable de acuerdo al algoritmo de control
descrito por la siguiente ecuacioén (Lara y col., 2008):

F = (M + mS) pFM . eﬂset‘("lF) (2)
Yys CSF

Donde F es el flujo de alimentacién, p, es
la velocidad de crecimiento deseada, Yx;s es el
rendimiento de biomasa por sustrato, m, es el
coeficiente de mantenimiento (fraccién del sustrato
empleada para funciones de mantenimiento celular),
pr es la densidad de la solucién de alimentacion,
cxr Y Vi son la concentracién de biomasa y el
volumen de liquido en el biorreactor al inicio de la
alimentacion, cgp es la concentraciéon de glucosa en
la solucién de alimentacién, t y tr son el tiempo
de proceso y el tiempo al inicio de la alimentacion,
respectivamente. Con este método, ha sido posible
llegar a concentraciones de biomasa de mas de 100
g/L.

La Tabla 3 muestra que las mayores
concentraciones de proteina recombinante alcanzadas
se han logrado con cultivos alimentados
exponencialmente, o en modo pH-stat. Este ultimo
modo de operacién consiste en agregar glucosa una
vez que el pH se incrementa por encima de un valor
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determinado (debido a re-consumo de acetato). Una
vez dosificada la glucosa, el pH vuelve a caer debido
al consumo de sustratos y produccién de acetato.
Con este método se pueden mantener velocidades
de crecimiento relativamente altas evitando una
acumulacidén excesiva de acetato.

Los cultivos por lote normalmente no permiten
la acumulacién de altas densidades celulares, debido
a la acumulacién de acetato. Sin embargo, Lara
y col (2008) reportaron la produccién de mas de 8
g/L de proteina recombinante en un cultivo por lote
empleando una cepa modificada. Las modificaciones
al metabolismo central de esta cepa se explicardn méas
adelante.

4.4 Heterogeneidades ambientales

Otro problema comun en los cultivos industriales es
la existencia de gradientes espaciales en pardmetros
relevantes como pH, TOD, concentracién de sustrato,
CO, disuelto, entre otros. Esto se debe principalmente
a que el escalamiento ascendente de los biorreactores
generalmente conduce a un incremento en el tiempo
de circulacién (z.), definido como el tiempo que una
particula en el biorreactor tarda en dar un recorrido
al mismo y regresar al punto de partida (Lara y col.,
2006a). La Tabla 4 muestra que empleando los
criterios mas comunes de escalamiento, se obtienen
incrementos sustanciales en el tiempo de circulacién
en el biorreactor. Los criterios mostrados consisten
en incrementar la escala de operacién del biorreactor
manteniendo constante el pardmetro mencionado. Con
excepcion de una velocidad de agitaciéon constante
(N), que mantendria el ¢, sin variaciones, los demads
criterios conducen a incrementos de hasta 100 veces en
el .. Sin embargo, mantener N constante requiere de
motores cada vez mds potentes, incluso inexistentes,
que restringen este criterio para su aplicacion.

Como resultado, el incremento en el 7. es
practicamente inevitable. Esto conlleva a que existan
regiones con diferentes concentraciones. Por ejemplo,
la adicién del agente de control de pH (una solucién
concentrada de base) se adiciona normalmente la
superficie del caldo de cultivo y tardaria hasta 100 s
en mezclarse completamente en el biorreactor. Lo
mismo ocurre con la solucién de glucosa en un cultivo
alimentado. Una manera de estudiar los efectos
que las condiciones de gran escala pueden tener
en los cultivos es la simulacién de las condiciones
esperadas, empleando biorreactores de laboratorio,
enfoque denominado escalamiento descendente (Lara
y col., 2006a).
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En biorreactores industriales, las bacterias
viajan ciclicamente entre regiones con alta y baja
concentraciéon de sustrato. Como resultado, su
metabolismo sufre desviaciones con exposiciones a
gradientes de sustrato de duracién tan corta como 2 s
(Lara y col., 2009). Otro pardmetro importante que
presenta gradientes es la TOD, cuya importancia ya
ha sido explicada. La exposicién ciclica de E. coli a
gradientes de TOD desata procesos transcripcionales
en tiempos tan cortos como 17 s (Lara y col., 2006b).
Sandoval-Basurto y col.  (2005) reportaron que
gradientes de TOD con 7, de 180 s tienen un fuerte
impacto en la producciéon de proinsulina humana,
provocando una disminucién de hasta 94 % en su
produccién. Esto demuestra la importancia de las
heterogeneidades en la produccién de PR por E. coli,
que debe ser tomada en cuenta durante el escalamiento
de los procesos productivos, para un disefio mads
informado de las cepas y procesos.

Tabla 4. Incremento en el tiempo de
circulacion () como resultado de los
criterios de escalamiento mas comunes
para un escalamiento lineal con un factor
de 10. P/V: potencia volumétrica aplicada,
N: velocidad de agitacién, Ur: velocidad
en la punta del impulsor, Re: nimero de
Reynolds, k a: coeficiente de transferencia
de masa, vvm: volumen de aire por
volumen de medio por minuto, v;:
velocidad superficial del aire.
(Tomado de Palomares y col., 2010).

Criterio Cambio en ¢,
P/V 4.55
N 1.00
Ur 10.00
RE 100.00
kray vvm 9.40
krayvs 4.55

5 Purificacion de PR

La purificacién de las PR producidas por E. coli
puede seguir varias vertientes (Cisneros-Ruiz y Rito-
Palomares, 2005), dependiendo de la localizacion de
la PR, la cual también proporciona ciertas ventajas
segin cada caso, como puede verse en la Tabla 5.
Si la PR fue acumulada en el citoplasma, el primer
paso es la ruptura celular, la cual se puede llevar a
cabo empleado medios mecdnicos o quimicos. La
homogeneizacién a alta presion es una operacion
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escalable para este fin. La acumulacién de PR en el
citoplasma con frecuencia lleva a la acumulacién de
cuerpos de inclusién, lo cual depende de factores como
la secuencia de la proteina, la fuerza del promotor,
la temperatura, velocidad de crecimiento, entre otros
factores, pero hasta el momento no es facil predecir
su formacién. En ocasiones es deseable la formacién
de cuerpos de inclusién (incluso se agregan proteinas
de fusién para conducir a su formacién), ya que
protegen a la PR de la protedlisis, y pueden ser
separados por centrifugacién continua. Sin embargo,
los cuerpos de inclusién pueden tener agregadas
grandes cantidades de contaminantes como ADN,
ARN y chaperonas, haciendo que la proporcién de
PR en el cuerpo de inclusion llegue a ser tan baja
como el 60 % (Singh y col., 2006; Ferrer Miralles
y col., 2009). En la industria se han establecido
protocolos de separacién de estos contaminantes por
centrifugaciéon (Wong y col., 1996; Heeboll-Nielsen
y col., 2003). En el caso de productos solubles en
el citoplasma, deben tomarse medidas para evitar la
protedlisis del producto, como reducir la temperatura
o agregar agentes acomplejantes. Si las proteinas son
acumuladas en el espacio peripldsmico, la aplicacion
de un choque osmético permite la extracciéon de la
proteina a la vez que causa muy poco dafio a las
células.

La recuperaciéon de la proteina puede llevarse
a cabo empleando filtros de diversos tamafos y/o
con superficie cargada. La filtraciébn también es
escalable y estd bien establecida en la escala industrial.
Los acidos nucleicos pueden ser removidos mediante
extracciones o bien agregando agentes policatidnicos
como la polietinilamina. La proteina puede ser
capturada o precipitada selectivamente empleando una
variedad de materiales que han sido desarrollados para
este propdsito, como algunas resinas de interaccion
hidrofébica (Kato y col., 2004).

En el caso de obtener cuerpos de inclusion, la
proteina debe replegarse. La eficiencia de este paso
es la influencia méas fuerte para la productividad
del proceso. La proteina obtenida de los pasos
anteriores tiene diferentes estados conformacionales.
Para obtener la proteina correctamente plegada y en su
caso, los puentes disulfuro, el método mas empleado
es disolver el agregado con agentes caotrdpicos,
detergentes, o alcalinizar. Manipulando correctamente
el estado de oxidacién-reduccion de la solucidn, es
posible promover tanto el plegamiento correcto como
la formacién de los puentes disulfuro (Singh y Panda,
2005).

La purificacién final de la proteina puede hacerse
mediante métodos cromatograficos como intercambio

aniénico y catiénico, interaccién hidrofébica y
cromatografia de fase reversa. Una revisién completa
de estos métodos esta fuera del alcance de este trabajo.
La PR purificada debe ademds tener un contenido
minimo de proteina bacteriana, particularmente de
endotoxinas. Es comin también la eliminacién de uno
o dos aminodacidos terminales (p. ej. Metionina) que
no pertenecen a la secuencia original de la proteina. La
adicién de polietilénglicol (PEGilacion) a la proteina
permite reducir reacciones inmunogénicas adversas
(Kumagai y col., 2010).

6 Ingenieria metabdlica aplicada
a la produccion de PR

La ingenieria metabdlica tiene como objetivo la
modificaciéon del metabolismo para incrementar las
capacidades celulares hacia la produccién o el fenotipo
deseado. Las aplicaciones de la ingenieria metabdlica
a la produccién de PR por E. coli son muy variadas,
pero se resumirdn sélo algunas de ellas. Por ejemplo,
una de las principales desventajas de la produccion de
PR en E. coli es que la bacteria no es capaz de hacer
modificaciones post-traduccionales. Se han hecho
esfuerzos conducentes a introducir vias metabdlicas de
glicosilacién en E. coli que, aunque no son como las
de humanos, han dado buenos resultados para mejorar
la funcién de la PR (Waker y col., 2002; Skretas
y col., 2009). Otros desarrollos intentan modificar
el estado de oxidacién-reduccién intracelular o en
el periplasma para lograr la formacién de enlaces
disulfuro en E. coli (Masip y col., 2004, Nguyen y col.,
2011). Para facilitar la purificacién y el procesamiento
post-traduccional, también se ha buscado establecer
estrategias eficientes para que la PR se transporte al
espacio periplasmatico (DeLisa y col., 2003), lo que
también ha sido un drea de investigacién muy activa.

Las herramientas modernas de anélisis fisioldgico
global han permitido estudiar las respuestas de E. coli
a condiciones de produccién y elucidar estrategias
de mejora del metabolismo celular. Por ejemplo,
Choi y col. (2003) estudiaron el transcriptoma de
cultivos de alta densidad celular de E. coli produciendo
PR. Basados en sus resultados, seleccionaron y
co-expresaron dos genes (gIpF, codifica para un
transportador de glicerol y prsA, codifica para una
fosforibosil pirofosfato fosfotransferasa), logrando
aumentar la producciéon de PR a mds del doble.
Estudios proteémicos y del fluxoma también han
arrojado informacién valiosa sobre la fisiologia
bacteriana en cultivos de alta densidad celular (Lemuth
y col., 2008).
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Tabla 5. Ventajas y desventajas de la localizacion de la PR producida en E. coli en los
procesos de purificacién (Adaptado de Choi y col., 2006).

Lugar de acumulacién

Ventajas

Limitaciones

Requiere replegamiento posterior

Citoplasma Frecuentemente forma cuerpos de
inclusién, se puede remover la
mayoria de los contaminantes

Periplasma Se pueden formar

disulfuro, se pueden emplear

puentes La traslocacién es empirica y

muchas veces ineficiente

sefiales de secrecion naturales

Secrecion extracelular  Facilidad de cosecha del producto
con buena pureza en el
sobrenadante. Razonablemente

La maquinaria de secrecién no
estd completamente estudiada y es
ineficiente para proteinas grandes.

eficiente para péptidos.

El estudio de respuestas transcripcionales a
gradientes ambientales empleando sistemas de
escalamiento descendente ha permitido generar cepas
modificadas con una mejor producciéon de PR. Lara
y col. (2006b) estudiaron la expresiéon de 21 genes
en respuesta a oscilaciones de TOD. Basados en
sus resultados, bloquearon parcialmente la ruta de
fermentacion dcido-mixta, lo que resulté en una mayor
velocidad de crecimiento incluso bajo gradientes de
TOD y aumentando al doble la produccién de PR bajo
condiciones constantes u oscilantes de TOD (Lara y
col., 2006c).

Con el objetivo de reducir el sobreflujo metabdlico
y mejorar el desempefio en cultivos de alta densidad
celular, Lara y col. (2008) emplearon una cepa de
E. coli modificada en el sistema de transporte de
glucosa. En esta cepa, el sistema nativo PTS fue
bloqueado, y la glucosa es transportada a través de
la permeasa de galactosa, que estd sobre-expresada a
nivel cromosomal en la cepa modificada (De Anda y
col, 2006). Como se observa en la Fig. 5, el transporte
a través de la permeasa de galactosa no depende de
PEP como en el PTS (ver Fig. 4). Esto permite
tener més PEP disponible para funciones biosintéticas.
Las cepas mutantes en el PTS también tienen un
mayor flujo de carbono hacia la via de las pentosas
fosfato, que incrementaria la cantidad de precursores
de 4cidos nucleicos para mantener una mayor cantidad
de pldsmido.

Dado que la velocidad de consumo de glucosa en
este sistema es 33 % menor que en una cepa nativa, el
sobreflujo metabdlico es fuertemente reducido. Esto
ha permitido el cultivo de la cepa modificada en modo
lote empleando hasta 100 g/ de glucosa inicial, lo
que condujo a una produccién de 52 g/ de biomasa
y mds de 8 g/L de PR y solo 2 g/L de acetato (que
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después fue consumido por la bacteria), en contraste
con la cepa nativa, que produjo 34 g/LL de biomasa,
menos de 4 g/LL de PR y cerca de 14 g/L de acetato.
La concentracion de PR alcanzada en este estudio es la
mds alta reportada para un cultivo por lote. Cabe hacer
notar que ni el medio ni la cepa fueron optimizadas
para la produccién de la PR modelo (proteina verde
fluorescente), por lo que la produccién podria mejorar
atin mas.

El cultivo por lote de esta cepa modificada
empleando altas concentraciones de glucosa es una
opcién atractiva ante los cultivos alimentados que,
como se ha explicado, presentan desventajas como
tiempos de cultivo prolongados y presencia de
gradientes de sustrato. Sin embargo, uno de
los principales retos es el suministro de oxigeno,
ya que se tiene una densa poblacién celular
respirando activamente. Se ha demostrado que la
cepa es cultivada satisfactoriamente en biorreactores
presurizados empleando hasta 130 g/L. de glucosa
inicial, con una minima produccién de acetato,
mientras que la sobre-presién del biorreactor llegé a
casi 5 bar y la VTO a 0.45 mol O,/L h (Knabben y
col., 2010). Esta VTO es la mds alta reportada para un
cultivo por lote.

Los ejemplos anteriores muestran el potencial de
la ingenieria metabdlica no solo para incrementar la
producciéon de PR y su modificacion, sino también
para mejorar el desempeno de E. coli ante condiciones
de proceso y facilitar las etapas de purificacion.
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Glucosa H* Acetato
A
RaeaeE 231
Glucosa H*
ATP
ADP
G6P
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2 PEP
'
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Fig. 5. Esquema simplificado del transporte
de glucosa a través de la permeasa de galactosa.
La glucosa es fosforilada por la glucocinasa,
consumiendo ATP en vez de PEP. La nomenclatura es
la misma que en la Fig. 4.

Perspectivas

El mercado de PR producidas por bacterias es muy
importante a nivel mundial. Las ventajas de la
producciéon de PR sobre otros organismos alienta
la investigaciéon para superar las desventajas de
sistemas microbianos, como lograr modificaciones
post-traduccionales y producir proteinas de elevado
peso molecular. Los avances recientes en este campo,
mantienen vigente el interés en lograr sistemas de
expresion y de cultivo bacteriano cada vez mds
eficientes. La ingenieria metabdlica y un mejor
entendimiento de la fisiologia de la bacteria durante la
expresion y bajo condiciones de produccién industrial
permitirdn sin duda incrementar los rendimientos y
abrirdn nuevas opciones de procesamiento de PR.
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