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1 RESUMEN

La necesidad de producir proteinas recombinantes (PR) aumenta a medida que su demanda crece, asi como
sus aplicaciones en la industria farmacéutica, veterinaria, alimentaria, entre otras. Entre los sistemas mas
utilizados para producir PR se encuentran los bacterianos. Por ejemplo, la bacteria E. coli es ampliamente
utilizada en diferentes bioprocesos ya que puede producir altas cantidades de PR alcanzando hasta 30 g/L
(Starndberg et al., 1994; Sorensen y Mortensen, 2005; Ferrer-Miralles et al., 2009; Peternel y Komel, 2011).
Durante los procesos de produccion de PR cominmente se busca obtener altas concentraciones de producto.
Sin embargo, los organismos huésped en algunas ocasiones rebasan su capacidad biosintética lo que puede
afectar su fisiologia (Garcia-Fruitos et al., 2011). La sobre-expresion de PR puede representar hasta un 50%
del contenido total de proteinas, las cudles pueden agregarse afectando su correcto plegamiento (Valdez-Cruz
et al., 2010; Marisch et al., 2013). E. coli cuenta con una maquinaria sencilla para estructurar las proteinas y la
cual no puede realizar modificaciones post-traduccionales complejas. Debido a que el ambiente
citoplasmaético es reductor, la produccién de proteinas que poseen puentes disulfuro representa un reto en el
plegamiento. Estos factores conducen a la agregacion, que a menudo da lugar a la formacion de cuerpos de
inclusion (CI). Anteriormente se consideraba a los ClI como agregados amorfos y sin uso. Sin embargo, se ha
demostrado que algunas de las proteinas contenidas en los Cl se encuentran ordenadas y estructuradas,
pudiendo ser bioactivas (Carri6 et al., 2005).

Las condiciones ambientales de los cultivos bacterianos son importantes en la produccién de PR, las cuales
también pueden influir en el tamafio y morfologia de los CI (Sorensen & Mortenesen, 2005). Por ejemplo, el
incremento de la temperatura favorece la agregacion proteica (Rinas et al., 2007), mientras su diminucion
evade la agregacion e incluso mejora la obtencién de proteina soluble (de Groot & Ventura, 2006a; Garcia-
Fruitos et al., 2007). Asi mismo, el aumento en el tiempo de cultivo después de la induccion favorece el
incremento del tamafio de los CI (Margreiter et al., 2008b). Por otro lado, la co-expresion con chaperonas en
algunos casos ayudan a aumentar el rendimiento de proteina soluble (Garcia-Fruitos et al., 2010; Hoffmann &
Rinas, 2004; Thomson et al., 2013). Hasta ahora, varias de las caracterizaciones de Cl se han realizado a partir
de cultivos en matraz, en los que las condiciones ambientales propias de este sistema varian (pH y oxigeno) y
gue a su vez podrian influenciar su formacién. De hecho, pocos estudios se ha realizado sobre la influencia
de las condiciones de cultivo en la formacidn y estructuracion de los CI. Particularmente, se ha reportado que
los cultivos sin control de pH realizados en matraces y en biorreactor, favorecen la acumulacion de CI con
respecto al tiempo, en un sistema termoinducible (Strandberg y Enforce, 1991), sin embargo los CI no fueron
caracterizados. De ahi que el objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la variacion de pH sobre las
caracteristicas fisicoquimicas de los Cl formados por las PR esfingomielinasa D de garrapata (SMDg),
esfingomielinasa D de garrapata mutante (SMDgm), esfingomielinasa-D de la arafia Loxosceles reclusa y la
fosfolipasa A2 de la serpiente Micrurus laticollaris, expresados en E. coli BL21-Gold (DE3) usando dos

estrategias de cultivo (pH 7.5y pH sin control).



En este trabajo se presentan las cinéticas de cultivo realizadas con las 4 cepas, asi como el analisis de la
acumulacién de proteina en forma de ClI, y la caracterizacion de los CI obtenidos. Particularmente, los CI de
SMDg fueron caracterizados de forma cinética y con mayor profundidad. Estos Cl fueron ademas observados
mediante microscopia de transmisidn electrénica en diferentes tiempos del cultivo. Se observaron variaciones
en el tamafio de los ClI, en funcién de la variacion del pH. Los Cl de SMDg producidos bajo condiciones sin
control de pH fueron aumentando su tamafio con respecto al tiempo y fueron claramente observados después
de 5 h de induccion quimica, mientras que los ClI sintetizados en condiciones controladas de pH presentaron
un incremento de tamafio en las primeras horas de cultivo y después aparentemente se compactan. Estos
resultados ademas fueron confirmados con estudios de dispersién dinamica de luz. Los CI de las diferentes
proteinas analizados mediante esta técnica presentaron diferentes tamafios. Con el fin de analizar el efecto de
la variacion del pH sobre la conformacién de los Cl de SMDg, SMDgmut, SMD-Lr y de PLA2, se realizaron
experimentos de hidrdlisis con proteinasa-K. Los CI producidos en condiciones sin control de pH fueron mas
propensos a la degradacién proteolitica. Los Cl de SMDg aumentaron su resistencia a la protedlisis con
respecto al tiempo de cultivo. Mientras los CI producidos bajo condiciones controladas presentaron mayor
resistencia a la degradacion. En este trabajo proponemos que los CI producidos bajo condiciones controladas
de pH presentan una mayor estructura B-laminar, posiblemente amiloide. De igual forma, se necesitaron
concentraciones mas bajas de cloruro de guanidinio para solubilizar los cuatro tipos de Cl producidos sin
control de pH. Esta caracteristica representa una ventaja en el proceso de recuperacion de PR, pues se
requieren menores concentraciones de agente desnaturalizante para solubilizar los agregados favoreciendo el
proceso de re-plegamiento. Los Cl obtenidos ademés presentaron unién a colorantes amiloidogénicos, donde
los ClI de SMDg, producidos sin control de pH, presentan un aumento gradual en la afinidad por Tioflavina-T
y Rojo Congo. Por el contrario, los CI de esta misma proteina producidos bajo condiciones controladas de pH
presentaron una disminucion en su afinidad a Tioflavina-T, provocada probablemente por un cambio
conformacional de los sitios de union de la Tioflavina-T.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran la importancia del pH de cultivo el cual pude modificar
las caracteristicas particulares de los ClI producidos. Ademés se demostré que la variacion del pH externo
modifica el ambiente citoplasmatico en el que se forman los Cl, provocando por lo tanto diferencias en la

agregacion y formacion de los ClI.



2 ABSTRACT

Recently, the demand of recombinant proteins (RP) has been increased in areas like the pharmaceutical,

veterinary and food industry, thus the necessity of producing them is essential. Bacterial systems such as E.
coli bacteria are most commonly used to produce RP. E. coli is used in different bioprocesses because it can
produce high amounts of PR reaching up to 30 g/L (Strarndberg et al., 1994; Sorensen & Mortensen, 2005,
Ferrer-Miralles et al., 2009; Peternel & Komel, 2011).

The production of high industrial levels of RP is a common aim during bioprocesses. However, the host
organisms sometimes exceed their biosynthetic rate, therefore their physiology is affected (Garcia-Fruitos et
al., 2011). Overexpression of RP can represent up to 50% of the total content of protein, which can not be
processed and could result in the accumulation of misfolded proteins (Valdez-Cruz et al., 2010; Marisch et al.,
2013). E. coli has a simple machinery for protein folding, which is not capable of performing complex post-
translational modifications. Since the reducing environment characteristics in the cytoplasm of the bacteria
the production of corrected folded proteins possessing disulfide bonds is challenging. These factors, along
with excess RP overexpressed leads to aggregation, which often results in the formation of inclusion bodies
(IB). IB used to be considered as amorphous, useless aggregates, due to the belief that they were formed of
RP. However, it has been demonstrated that the proteins contained in the 1B contain segments of ordered -

folded structure, which may be bioactive (Carrio et al., 2005).

It has been reported that changes in the conditions of the bacterial cultures influence the size and morphology
of the CI (Mortenesen and Sorensen, 2005). For example, increased temperature favors protein aggregation
(Rinas et al., 2007), while temperature diminution evade aggregation obtaining improved soluble protein yield
(de Groot and Ventura 2006a. Garcia-Fruitos et al., 2007). Also the increase in the culture time favors the
increase in the size of the IB (Margreiter et al., 2008b). On the other hand, co-expression with chaperones in
particular cases help to increase the yield of soluble protein (Hoffmann & Rinas, 2004; Garcia-Fruitos et al.,
2010, Thomson et al., 2013). Until now, various studies have characterized various IB produced under flask
conditions, hence the variation in environmental conditions could influence their formation. It has been
reported that no pH control cultures either in flasks or in a bioreactor, favors the accumulation of 1B versus
time in a thermosetting system (Strandberg & Enforce, 1991). However, few studies have been conducted to
understand how culture conditions affect protein aggregation. The aim of this study was to understand the
effect of pH variation on the physicochemical characteristics of the IB formed by RP tick sphingomyelinase D
(SMDg), tick sphingomyelinase D mutant (SMDgm), recluse spider Loxosceles sphingomyelinase-D and
snake Micrurus laticollaris phospholipase A2 expressed in E. coli BL21-Gold (DE3), using two culture

strategies (pH 7.5 and no pH control).

Culture Kinetics performed with the strains, and the analysis of protein aggregation and the 1B
characterization obtained are presented in this work. Particularly, the IB of SMDg were characterized in
extensively way, including kinetic experiments to evaluate the influence of the culture conditions vs time.

These IB were observed by transmission electron microscopy at different times of the culture, as a result

5



variations in the size of the IB were observed, depending on the change in pH. The SMDg IBs produced under
conditions without pH control increased in size over time and were clearly observed after 5 h of chemical
induction, in the other hand IB synthesized under controlled pH conditions show an increase in size in the first
hours of culture and then apparently compacted. These results also were confirmed by studies of dynamic
light scattering. The four IB analyzed using this technique, presented variations in size. In order to analyze the
effect of pH variation on the conformation of the SMDg 1B, SMDgmut, SMD-Lr and PLA2, experiments with
proteinase-K were performed. The IB produced in uncontrolled pH conditions were more prone to proteolytic
degradation, and increased resistance to catalysis culture over time. While IB produced under controlled
conditions showed higher resistance to degradation. Hence it was proposed that IB produced under controlled
pH conditions have a higher content of B-sheet structure, possibly amyloid. Also, lower concentrations of
guanidinium chloride is needed to solubilize all four types of IBs produced without pH control, due to the
weaker intermolecular forces holding the protein aggregates, as compared to those produced under controlled
conditions. This feature provides an advantage in the recovery of RP as lower concentrations of chaotropic
agent are required to solubilize the IB, which favors the process of refolding. These results were further
corroborated by binding assays amyloidogenic dyes, where SMDg IB produced without pH control with a
gradual increase in affinity for Thioflavine-T and Congo Red. By contrast, the IB of the same protein have a
reduced affinity to Thioflavine-T, probably caused by a conformational change in the binding sites of the
Thioflavine-T.

The results presented here demonstrate the importance of culture pH, which could affect the particular
characteristics of the IB produced. It was further demonstrated that the external pH variation modifies the
cytoplasmic environment in which the IB are formed, thereby causing differences in the aggregation and

formation of the IB.



3 INTRODUCCION

Desde hace poco méas de 30 afios se han producido diferentes proteinas recombinantes (PR) (Itakura et al.,

1977), con fines descriptivos, algunas con fines terapéuticas y otras con aplicaciones industriales. Las
herramientas esenciales para la produccién de proteinas heterdlogas son: un gen que codifica la proteina o
cADN deseado, un vector y un sistema biolégico (sistema de expresidn), que puede transcribir y traducir el
transgen (Desai et al., 2010).

Durante la produccion de PR algunas tienden a agregarse formando los llamados cuerpos de inclusion (Cl).
Hasta hace poco, los CI fueron considerados como depoésitos de proteinas inactivas, mal plegadas y
representaban un cuello de botella en la produccién de PR (de Groot et al., 2009). Sin embargo, estudios
recientes han demostrado que las proteinas contenidas en CI no necesariamente estan inactivas (Peternel et al.,
2008), sino que pueden ser empleadas con fines biotecnoldgicos e incluso en su forma agregada se pueden
usar como biomateriales o catalizadores ya que ain agregadas mantienen sus propiedades cataliticas (Nahalka
et al., 2006; 2007; 2008; 2009), inmundgenos (Yang et al., 2011) o moléculas liberadoras de péptidos (Diez-
Gil et al., 2010; Vazquez et al., 2012; Garcia-Fruitds et al., 2010; Seras-Franzoso et al., 2012). Por lo tanto,
los estudios de agregacién de las proteinas son un tema importante en muchos campos, incluyendo la

biologia, la medicina y la biotecnologia (Smith, 2003).

3.1 E. coli y la produccion de proteinas recombinantes

A pesar de la existencia de multiples sistemas de expresion (tabla 1), la bacteria Escherichia coli sigue siendo
el hospedero preferido para la produccion de PR (Yin et al., 2007) debido a que crece rapidamente en medios
de bajo costo, se pueden lograr cultivos de alta densidad y la acumulacién de PR es alta comparada con otros
sistemas de expresion, llegando a valores hasta de 30 g/L (Sgrensen & Mortensen, 2005; Ferrer Miralles et al.,
2009; Castanié-Cornet et al., 2010). Ademas, algunas cepas de laboratorio de E. coli son consideradas como
organismos GRAS, por sus siglas en inglés Generally Recognized As Safe (Swartz, 2001). E. coli fue el
sistema celular pionero de la expresién de proteinas terapéuticas al expresar exitosamente la somatostatina
(ltakura et al., 1977), mientras la insulina fue la primera proteina terapéutica aprobada por la FDA producida
en E. coli (Pillai y Pachagnula, 2001).

En la Tabla 1 se muestra la comparacion de diferentes sistemas de expresion, enfatizando las ventajas de E.
coli en cuestion de tiempo de duplicacion y costo de produccion. Aunque existen diferentes cepas de E. coli
gue son utilizadas para la produccion de PR, la cepa E. coli BL21 se ha usado pues tiene ventajas para la
produccion de PR como su deficiencia en las proteasas lon y OmpT lo que disminuye la proteolisis y permite
obtener mejores rendimientos de PR (Gottesman, 1989; Gottesman, 1996). Ademas, esta cepa produce una
menor cantidad de acetato que las cepas derivadas de E. coli K12 (Shiloach et al., 1996), lo que favorece la
produccion de PR, ya que la produccién de acetato a concentraciones por arriba de 0.5 g/L inhibe el

crecimiento y la produccion de proteina heter6loga (Contiero et al., 2000; Nakano et al., 1997).



Tabla 1. Comparacion de los sistemas de expresion de PR ( Modificado de Francis y Page, 2010).

Tiempo de division 30 min 90 min 18 horas 24 hrs N/A
celular promedio

Costo de expresion  Bajo Bajo Alto Alto Alto
Nivel de expresién  Alto Bajo-Alto Bajo-Alto Bajo- Moderado Bajo- Alto
% soluble 40-60 50-70 50-70 85-90 Variable
Ventajas Simple, bajo costo, Simple y de Modificaciones modificaciones post-  Altos rendimientos,
robustez, altos  bajo costo post- traduccionales  traduccionales, rapida, flexible,
rendimientos, facil puentes de azufre y
marcaje para estudios proteinas de
estructurales membrana,  facil
marcaje para
estudios

estructurales

Desventajas Sin  modificaciones  Pocas Lento, alto costo, la  Lento, costo alto, alto costo, pocas
post-traduccionales, modificaciones  produccién de bajo rendimiento modificaciones
proteinas insolubles, la  post- proteinas de post- traduccionales

produccion de puentes  traduccionales, membrana es dificil
de sulfuro o proteinas la produccion
de membrana es dificil  de proteinas de

membrana  es

dificil

Algunas PR se han producido en la cepa BL21 combinadas con vectores como los pET, o aquellos regulados
por los promotores pLac. Este sistema se utiliza ampliamente debido a su eficiencia en la produccién de PR
(Graumann & Premstaller, 2006), permitiendo obtener hasta 50% del total de la proteina (Peternel et al.,
2008), por ejemplo: 9.7 g/L de leptina (Jeong & Lee, 1999), 7.0 g/L mini pro insulina (Shin et al., 1997) y 5.6
g/L de endorfina B (Jeong & Lee, 2002).

3.2 Agregacion proteica y formacion de cuerpos de inclusion

Durante la produccion de PR en altas concentraciones, el organismo huésped en algunas ocasiones rebasa su
capacidad biosintética lo que afecta su fisiologia (Garcia-Fruités et al., 2011). En algunos sistemas
bacterianos la sobre-expresion de PR no puede ser procesada por la maquinaria celular, dando lugar a la
acumulacidn de proteina (Gatti-Lafranconi et al., 2011; Villaverde, 2012; Garcia-Fruitds et al., 2012).

E. coli cuenta con una maquinaria sencilla para el plegamiento de proteinas, la cual carece de elementos

necesarios para realizar modificaciones post-traduccionales complejas, ademas de un ambiente reductor
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citoplasmatico, de ahi que la produccion de proteinas que poseen puentes disulfuro siga siendo un reto
(Georgiou, 1988; Fischer et al., 1993; Sgrensen & Mortensen, 2005; Thomas et al., 1997). La combinacion de
estos factores, junto con el exceso de PR sobre-expresada conduce a la agregacion de proteinas, que a menudo

da lugar a la formacion de CI (Choi et al., 2006).

3.3 Chaperonas como sistema de control de calidad en el plegamiento

En bacterias, diferentes condiciones de estrés causan el deterioro del sistema de control de calidad celular, lo
que induce el plegamiento parcial, la acumulacién de proteinas y la consecuente formacién de agregados
insolubles, o Cl. En E. coli las principales condiciones que causan estrés celular son el envejecimiento, la
velocidad de sintesis de proteina, las mutaciones y la biogénesis de proteinas aberrantes, asi como el medio
ambiente por ejemplo la variacion en la temperatura (Guisbert et al., 2004; Valdez-Cruz et al., 2011;
Grossman et al., 1987), la osmolaridad (Gutierrez et al., 1987; Clark & Parker, 1984), el pH (Taglicht et al.,
1987; Lu et al., 2009) o la variacién de oxigeno. Particularmente, se ha demostrado que la sobreproduccién de
proteinas heter6logas causa una respuesta similar a la provocada por el aumento en la temperatura (Gatti-
Lafranconi et al., 2011; Gill et al., 2000; Valdez-Cruz et al., 2011) debido a la acumulacién de proteinas no
plegadas (Goff & Goldberg, 1985). Gill et al., (2000) demostraron mediante RT-PCR que la induccion
usando IPTG en cepas de E. coli productoras de cinco diferentes tipos de PR, induce también la transcripcion
de genes de estrés como los que pertenecen a la respuesta de choque térmico (groEL, lon, 1bpA, clpP, ompT),
SOS/respuesta a dafio de DNA (recA, lon, trasposasa), relacionando asi, la sobreproduccion de PR con las
respuestas de estrés ya caracterizadas.

En los sistemas bacterianos, el plegamiento de proteinas ocurre constitutivamente permitiendo que algunas de
las proteinas lleguen a su estado nativo de manera eficiente. Sin embargo, en ocasiones las moléculas no
alcanzan su conformacidn nativa, formandose intermediarios, o quedando desplegadas, lo que puede provocar
su agregacioén (de Groot et al., 2009; Morell et al., 2008; Oberg et al., 1994). El evento de desregulacion del
plegamiento de proteinas es favorecido por el estrés. No obstante, la célula contiende con las proteinas mal
plegadas a través de mecanismos que favorecen el plegamiento “de novo”, disolviendo agregados y
eliminando proteinas que no pueden recuperar su estructura. Uno de éstos mecanismos es la respuesta de
choque térmico (RCT) o “heat shock response”, la cual es inducida cuando las células son expuestas a un
aumento de temperatura u otro tipo de estrés (Valdez-Cruz et al., 2011; Taglicht et al., 1987; Heyde &
Portalier, 1990). La RCT esta controlada por el factor sigma 32 (c*%) codificado por el gen rpoH (Yamamori,
1980; Grossman et al., 1987; Grossman et al., 1984). Este factor dirige la unién e iniciacion especifica de la
RNA polimerasa a los promotores de los genes de la RCT (Bloom et al., 1986; Morita et al., 2000; Morita et
al., 1999; Dartigalongue et al., 2001). El factor o2 regula la expresion de por lo menos 120 genes codificantes
para proteinas de choque térmico (que incluyen chaperonas y proteasas) y su actividad depende de las mismas
chaperonas que regula, como DnaK y DnaJ (Nonaka et al., 2006; Maurizi et al., 1990; Chuang & Blattner,
1993; Grossman et al., 1987; Bloom et al., 1986).



Las chaperonas desempefian un papel central en el control de calidad conformacional del proteoma mediante
la estructuracién y estabilizacion de una amplia gama de polipéptidos. Las chaperonas de estabilizacion como
IbpA/B, Hsp31 y Hsp33 se unen temporalmente a la superficie de las proteinas mal plegadas (Allen et al.,
1992), para presentarlas a DnaK/J o GroEL/ES (70/40 y 60/10 kDa, respectivamente), también llamadas
chaperonas de plegamiento (Hartl & Hayer-Hart, 2009; Baneyx & Mujacic, 2004; Bukau & Horwich, 1998).
Estas chaperonas dependen de un cambio conformacional adquirido por el gasto de ATP para lograr la
estructuracion de los polipéptidos sin estructura nativa. Por otro lado, las proteasas AAA+ actiian sobre los
agregados formados provocando la degradacién de las proteinas mal plegadas, mientras que la familia de
proteasas Clp (chaperonas de “desagregacion”) promueven la solubilizacidn de las proteinas que se agregan
(Schirmer et al., 1996; Baneyx & Mujacic, 2004). En resumen, bajo condiciones fisioldgicas, este sistema de
control de calidad puede censar, reaccionar, controlar y reducir la cantidad de proteinas agregadas en el
citoplasma de E. coli (Gatti-Lafranconi et al., 2011; Gao et al., 1992; Freeman & Morimoto, 1996) (Figura 1).
Sin embargo, bajo condiciones sin estrés las chaperonas DnaK/J inhiben la actividad de ¢ capturandolo y
llevandolo a su degradacién mediante la proteasa de membrana FtsH (Morita et al., 2000; Straus et al., 1990;
Craig & Gross, 1991; Bukau, 1993; Guisbert et al., 2004).) Cuando el nimero de proteinas mal plegadas
aumenta en la célula, las chaperonas se saturan y el equilibrio se desplaza hacia la version libre de 6°*, lo que
induce la respuesta al estrés activando la transcripcion de las chaperonas de RCT (Straus et al., 1990; Craig &
Gross, 1991; Bukau, 1993; Schlieker et al., 2002).
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Figura 1 . La biosintesis de proteinas en condiciones normales y la agregaciéon en condiciones de estrés. (A) En
condiciones normales, los polipéptidos nacientes puede plegarse de forma auténoma sin requerir ayuda de chaperonas
para su plegamiento. Los productos aberrantes debido a errores de traduccioén y mal plegamiento son manejados por el
sistema de control de calidad (chaperonas y proteasas). El sistema es demandante energéticamente (la mayoria de los
procesos dependen de ATP), pero mantiene el equilibrio hacia la forma nativa (Hartl & Hayer-Hart, 2009). (B) En
condiciones de estrés el equilibrio se desplaza hacia la formacion de productos aberrantes (lineas rojas). Esto es
contrarrestado por estrategias celulares como la regulacién positiva de la maquinaria de control de calidad. Sin embargo,
la sobreproduccion de PR, puede afectar el equilibrio de los recursos como ribosomas, chaperonas y ATP ( Tomado de
Gatti-Lafranconi et al., 2011).
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Se ha demostrados que los CI citoplasmaticos in vivo no son toxicos en las células de E. coli, sin embargo son
nocivos en las cepas carentes de las chaperonas DnaK y GroEL, asi como de sus cochaperonas DnaJ-GrpE y
GroEs respectivamente (Gonzalez-Montalban et al., 2005). La chaperona DnaK, en cooperacién con ClpB,
desagrega de manera eficiente los depdsitos de proteinas de choque térmico. Por lo tanto, en ausencia de
DnakK, los Cl son mas grandes que en las células parentales (Carrié & Villaverde 2003). Por otra parte, el

déficit de GroEL resulta en Cl pequefios y numerosos, asi como un incremento en la cantidad de PR soluble

(Carrié & Villaverde, 2003) (Figura 2).

wt | _" GroES - \ Dnak GroEL
~ ST T ST
e T 4
& o =
' \ ¢ ,
\

o\z; - )
1740 |EN = o !/ t/

Figura 2. CI producidos en cepas de E. coli mutantes. wt) genotipo silvestre de E. coli MC4100, en el que se observa

un CI por bacteria. GroES’) genotipo que provoca un efecto similar a lo observado en wt. DnaK") genotipo que resulta en
una mayor cantidad de agregados de proteinas VP1LAC y en grandes Cl. GroEL") genotipo que provoca varios agregados
citoplasmaticos pequefios. La capacidad de la cepa DnaK- para eliminar la proteina de los Cl es comparable a la
observada en GroEL- (Tomado de Carrié & Villaverde, 2003). Los ClI fueron marcados con flechas rojas.
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4 ANTECEDENTES

4.1 Caracteristicas de los cuerpos de inclusion

Los CI se encuentran cominmente en el citoplasma bacteriano, aunque algunas construcciones envian a las
PR al periplasma donde también pueden agregarse (Georgiou et al., 1986). El analisis de los CI por
microscopia tanto in vivo como después de su purificacion ha revelado que a pesar de que éstos son particulas

densas, estan hidratadas (Taylor et al., 1986). Algunos CI muestran una estructura porosa (Carrio et al., 2000;

Figura 3) con una topologia que varia de aspera a lisa (Bowden & Paredes, 1991). Sin embargo, el limitado

ntmero de estudios morfoldgicos existentes no permite relacionar las propiedades de forma y superficie con
las caracteristicas de la PR.

Se ha reportado que la forma y el tamafio de los ClI depende de la cepa y de su fondo genético (Garcia-Fruitos
& Seras-Franzoso, 2010). Se han observado CI de entre 50 a 700 nm (Garcia-Fruitos et al., 2010; Peternel et
al., 2008) con forma esférica (Peternel et al., 2008), elipsoidal (Carrié et al., 2000) o cilindrica (Peternel &
Komel, 2010). Con el propésito de modificar la morfologia de los agregados se han obtenido CI en forma de
lagrima en cepas deficientes de la proteasa ClpP y agregados de mayor tamafio en cepas mutantes de la

chaperona DnaK (Garcia-Fruitds & Seras-Franzoso, 2010).

Figura 3. CI vistos con un microscopio electronico de barrido. (a) Cl lavados con un detergente suave y (b) lavados con
agua. Los CI se componen de pequefios proto-agregados incrustados en una matriz amorfa (a). Sin embargo, los espacios

entre los proto-agregados incrustados brindan una superficie porosa (b). Imagen tomada de Peternel & Komel, 2011.
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Se solia considerar a los Cl como agregados amorfos, sin embargo, se ha demostrado que contienen
segmentos ordenados de estructura p-plegada, de los cuales el nimero, longitud y forma de sus laminas son
determinados por la secuencia de aminoacidos de la proteina (Przybycien et al., 1994; Carrié et al., 2005;
Ignatova et al., 2007; Wang et al., 2008). Debido a esta estructura laminar se ha demostrado que los CI tienen
afinidad por colorantes de tincion amiloidogénica como por ejemplo Tioflavina-T y Rojo Congo (Carri6 et al.,
2005). El andlisis de CI por espectrofotometria de radiacion Infrarroja mediante la transformada de Fourier
(FTIR por sus siglas en inglés Fourier transform infrared spectroscopy) han mostrado en contra de la opinién
convencional, que los Cl son agregados de proteinas ordenadas que presentan una estructura secundaria
particular caracterizada por una sefial en torno a 1620 cm™ en la regién de amidas | y Il caracteristica del
enlace peptidico (Gonzélez-Montalban et al., 2008; Ami et al., 2006; Carri¢ et al., 2005). Los analisis por
FTIR también revelaron la existencia tanto de una fraccion ordenada, del tipo amiloide, como de cadenas
polipeptidicas condensadas en una estructura B-plegada y de una fraccion significativa con estructura nativa,
asi como de conformaciones desordenadas (Carrié et al., 2005; Garcia-Fruitos et al., 2005) (Figura 4).
Asimismo, espectros de dicroismo circular (DC) de UV lejano, resonancia magnética nuclear (RMN) y de
difraccion de rayos X corroboraron conformaciones tipo amiloide en el interior de los CI (Carri6 et al., 2005),
destacando el predominio de estructura secundaria del tipo B laminar (de Groot et al., 2009; Wang et al.,
2008). Wasmer et al., (2009), demostraron una organizacion equivalente entre Cl y fibrillas amiloides a nivel
molecular utilizando RMN en estado sélido e intercambio H+/D, obteniendo espectros indistinguibles entre

Cl del prién fungico HET-s y las fibrillas.
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Figura 4. Espectro FTIR de CI de: VPILAC (negro), hDHFR (verde), VPIGFP (rojo) AB42(F19D)-BFP (azul). El

asterisco sefiala la sefial tipica de estructura p laminar en Cl. Tomado de Garcia-Fruitos et al., 2005.

Aungue se crefa que las proteinas incorporadas en Cl eran biolégicamente inactivas se ha reportado que
algunas de ellas mantienen actividad enzimatica (Worral & Goss, 1989; Tokatlidis et al., 1991). Mediante el
uso de dos proteinas fluorescentes (Garcia-Fruitds et. al., 2005) se ha demostrado que la agregacion de PR en
bacterias provoca una pérdida moderada de actividad biol6gica, sin embargo se obtienen CI con fluorescencia

(Figura 5). También se ha demostrado que en los CI se pueden agrupar proteinas con actividad enzimatica y
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que se pueden utilizar eficientemente para procesos de cataliticos en condiciones complejas que usualmente

desnaturalizan a las proteinas solubles (Nahalka, 2007, 2008; 2009). Ademas se ha reportado que la actividad

enzimética de las proteinas dihidrofolato reductasa, B- galactosidasa y la proteina capsidica VP1 expresadas

en ClI varia entre 6 y 166% con respecto a su contraparte soluble, indicando que la inactivacién debida al

proceso de agregacion depende de cada proteina (Tabla 2).

z=814.0 nm

Z=488.4 nm

z=162.8 nm

Figura 5. Imégenes de CI conteniendo proteina verde fluorescente (GFP) producidos en E. coli. Microscopia confocal de

células (cuadro izquierdo) y su ampliacién en diferentes niveles sobre el plano z, (cuadros de la derecha), que muestran la

mayor intensidad de fluorescencia en el nicleo del Cl y menor en la capa superficial. El valor de z representa la altura a la

que se hizo el corte. Tomado de Garcia-Fruitos et al., 2012.

Tabla 2. Reportes de CI bacterianos con estructura y actividad bioldgica (Modificada de Ventura & Villaverde, 2006).

Proteinas verde y azul ND Emision fluorescente de Cl in vivo  (Garcia-Fruit6s, et al., 2005)
fluorescente (GFP Y BFP) (20% 0 30%)
B galactosidasa Actividad  especifica en ClI (Worral & Goss, 1989;
purificados (20 a mas del 100%) Garcia-Fruités et al., 2005)
Endoglucanasa D ND Actividad en Cl purificados (25%) (Tokatlidis et al., 1991)
B lactamasa Actividad  detectable en Cl (Kuczynska-Wisnik et al.,
purificados 2005)
HtrA1l serina proteasa ND Actividad  detectable en Cl (Kuczynska-Wisnik et al.,
purificados 2005)
Interleucina 1p Estructura secundaria similar ~ ND (Oberg et al., 1994)
a la nativa (FTIR)
TEM- lactamasa Estructura secundaria similar  ND (Przybycien et al., 1994)
a la nativa (FTIR)
Lipasa Estructura secundaria similar  ND (Ami et al., 2005)
a la nativa (FTIR)
Hormona de crecimiento Estructura secundaria similar ND (Ami et al., 2006)
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humano a la nativa (FTIR)

Factor  estimulador  de Estructura secundaria similar ~ ND (Jevsevar et al., 2005)
colonias de granulocitos a la nativa (FTIR)
Interferon o2b Estructura secundaria similar ~ ND (Ami et al., 2006)

a la nativa (FTIR)
ND: No Determinado

4.2 Composicidn proteica de los cuerpos de inclusion

La protedmica de los Cl ha permitido la identificacion de su composicidn (Valax & Georgiou, 1993; Rinas &
Bailey, 1992; Rinas et al., 1993). Por ejemplo, la produccion de B-lactamasa provoca la formacién de Cl con
un contenido de entre el 50 y el 95% de PR (Valax & Georgiou, 1993) y este valor puede ser extendido a otras
PR (Rinas & Bailey, 1992; Rinas et al., 1993; Carrié & Villaverde, 2002; Peternel & Komel, 2011). A pesar
de que los CI estdn compuesto casi exclusivamente de la proteina heteréloga, en el proceso de agregacion
pueden quedar atrapadas otras proteinas citoplasmaticas (Carri6 et al., 2005; Garcia-Fruitds et al., 2011), o
versiones truncadas de la proteina de interés (Speed et al., 1996; Morell et al., 2008). El resto de componentes
del agregado son proteinas relacionadas con la estructuracion de proteinas como chaperonas DnaK, GroEl
(Carri6 & Villaverde, 2002), IbpA e 1bpB (Ibp por sus siglas en inglés Inclusion Bodies proteins) (Allen et al.,
1992; Veinger et al., 1998; Gill et al., 2000; Kuczynska-Wisnik et al., 2004; Kuczynska-Wisnik et al., 2005;
Lethanh et al., 2005).

El estudio de localizacién de chaperonas mediante inmunohistoquimica permitié detectar a la chaperona
DnaK principalmente en la superficie de los agregados, mientras que fue pobremente detectada en el
citoplasma (Figura 6A, B, y C). Por el contrario, GroEL se encontr6 ampliamente distribuida en el citoplasma
de la célula, y no se localizé en la superficie de los Cl (Figura 6D, E, y F). La exclusion de DnaK del interior
de los CI bacterianos indica que la asociacion de esta chaperona con estos agregados no se debe a su co-
precipitacién con los polipéptidos mal estructurados durante la agregacion, sino que sugiere la interaccion de
esta chaperona con los agregados ya formados. Asimismo, DnaK se ha descrito como una proteina
involucrada con la desagregacion de proteinas, incluso durante la precipitacion de éstas, por lo tanto el
crecimiento volumétrico de estos agregados es el resultado de un equilibrio dindmico entre la agregacion y
desagregacion (Carri6 & Villaverde, 2001). Asi, DnaK podria participar activamente en la transicion
dindmica observada entre las formas soluble e insoluble de PR. Por otro lado, la distribucion de GroEL
permitié inferir que no tiene actividad bioldgica asociada directamente a la transferencia de la proteina al ClI
(Carrié & Villaverde 2005) y su presencia dentro de lo Cl solo se debe a su captura inespecifica durante la
agregacion (Carri6 & Villaverde, 2005) (Figura 6D, E y F). Por lo anterior se ha propuesto que las
chaperonas estan involucradas en la disolucién de los agregados, particularmente en aquellos formados en
respuesta al incremento de temperatura (> 37°C) (Schlieker et al., 2002; Caspeta et al., 2009; Hoffmann &
Rinas, 2000).

A pesar de que la mayoria de los contaminante de los Cl son de origen proteico, también es posible encontrar

restos de DNA, lipidos o componentes de la membrana que pueden quedar atrapados en el agregado durante
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su proceso de formacion, o bien son componentes que coprecipitan durante el proceso de purificacion (Jirgen
et al., 2010; Villaverde et al., 2012; VVazquez et al., 2012).

Figura 6. Inmunodeteccion in situ de las chaperonas DnaK (A, B, C) y GroEL (D, E, F) en células E. coli
BL21/pJVP1LAC productoras de Cl de la proteina VP1LAC. Las flechas indican la chaperona de interés detectada por la
técnica (roja: DnaK, azul: GroEL) mientras que el circulo denota las zonas en las que no se detect6 sefial, sefialando la
ausencia de ésta. La barra representa 200 nm (Tomado de Carrio & Villaverde, 2005).

4.3 Proceso de agregacion

Existen dos modelos del proceso de agregacion de los Cl. El primer modelo propone la formacién de los Cl
como un conjunto de agregados, donde los de menor tamafio tienden a asociarse para dar lugar a uno 0 mas
agregados de mayor tamafio (Carrié et al., 2005). Debido a que en los sistemas bacterianos no hay
compartimentos, las proteinas se sintetizan de forma simultanea en varios lugares del citoplasma y se forman
varios estados de transicion de plegado de la proteina diana. Algunas proteinas que no se pliegan en una
conformacion natural son degradadas por los mecanismos de reparacion celulares, mientras que otras se
agregan en pequefios proto-agregados (“agregados solubles™) (Schrodel et al., 2005; De Marco et al., 2007).
Durante la nucleacién, la PR en conjunto con otras proteinas accesorias para su estructuracion se incorporan
en el proto-agregado por medio de interacciones moleculares estereoespecificas, mientras que el resto de las
proteinas no homdlogas e incluso otras recombinantes, son excluidas (Garcia-Fruitds et al., 2011). Esto
genera un crecimiento de los proto-agregados, que luego se fusionan en un CI que sigue creciendo (Peternel
& Komel, 2011) (Figura 7).
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Figura 7. Estructuracién de proteinas y agregacion en E. coli. Muchas proteinas no logran plegarse hasta la
conformacidn nativa durante la sintesis, por lo tanto, varios estados de transicion de plegamiento estan presentes en la
célula junto con las proteinas plegadas correctamente. La maquinaria de control de calidad mantiene el equilibrio entre
las formas solubles y agregadas de la proteina. La fraccion soluble esta compuesta de proteinas, asi como de agregados
solubles. Las proteinas correctamente plegadas también son atrapadas dentro de los agregados solubles. Posteriormente,
varios proto-agregados se unen formando CI. El proceso es reversible (Tomado de Peternel & Komel, 2011).

El segundo modelo propone que los Cl se forman a partir de la acumulacién de intermediarios mal plegados.
Ya que estos centros de nucleacion son entidades termodinamicamente estables, que favorecen la adicion de
monomeros mal plegados. Upadhyay et. al., (2012) respaldaron esta teoria mediante el seguimiento cinético
de la formacion de Cl de la hormona de crecimiento humana, demostrando la formacion de agregados que

aumentaban de tamafio (de 150 nm a un intervalo de entre 200 y 800 nm) con respecto al tiempo.

4.4 Solubilizacion y plegamiento de los cuerpos de inclusion

El replegamiento in vitro para la obtencion de PR activa de los CI se lleva a cabo a través de cuatro procesos:
el aislamiento del Cl, la solubilizacion, el replegado, y la purificacion (Lilie et al., 1998; Clark, 2001; Vallejo
& Rinas 2004b). La solubilizacion y el plegamiento son pasos cruciales para obtener un alto rendimiento de
recuperacion de proteina activa.

Los CI generalmente son separados de los restos celulares mediante centrifugacién a baja velocidad después
de la lisis celular. Después del aislamiento de los Cl, la proteina de interés necesita ser solubilizada, lo cual
generalmente se realiza mediante el uso de altas concentraciones de agentes desnaturalizantes tales como 6-8
M de urea o cloruro de guanidinio (Gn-HCI) (Fischer et al., 1993; Rudolph et al., 1997). Ademas se pueden
afiadir aditivos al amortiguador de plegamiento para disminuir la agregacion y la formacion de proteinas mal
plegadas, éstos pueden ser clasificados en dos grupos: los potenciadores del plegamiento y los supresores de
la agregacién. En teoria, los potenciadores de plegamiento favorecen la interaccidn proteina-proteina y
aumentan su estabilidad, mientras que los supresores reducen las interacciones de la cadenas laterales de los
intermediarios de plegamiento sin interferir con el proceso de estructuracion (Tsumoto et al., 2003; Wang &
Engel, 2009). Algunos aditivos utilizados son detergentes como el SDS (Stockel et al., 1997), cloruro de N-

cetil trimetil amonio (Cardamone et al., 1995) y sarcosil (N-lauroil sarcosilato de sodio) (Burgess, 1996)
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(Tabla 3). También se utilizan agentes reductores tales como B-mercaptoetanol, ditiotreitol o cisteina para la
solubilizacion (Fischer et al., 1993). Esto ayuda a mantener los residuos de cisteina en un estado reducido y
evita la formacidn de puentes disulfuro no estructurales en soluciones proteicas concentradas a pH alcalino.

Los agentes quelantes como el EDTA se utilizan frecuentemente para evitar la oxidacién de cisteinas.

Tabla 3. Ejemplos de aditivos para facilitar el plegamiento (Modificada de Alibolandi & Mirzahoseini, 2011).

Aditivo Concentracion Efecto
CHAPS 30 Mm Detergente
EDTA 20 mM Quelante
Glicerol 10-50% Estabilizador
Cloruro de guanidinio 0.1-1M Caotrépico
L-arginina 0.5-5M Estabilizador
Lauroyl sarcosina Més de 4M Detergente
MgCl2/CaCl2 2-10 Mm Catién
NaCl/ sulfato de amonio 0.2-05M Sal

PEG 3350 Mas del 0.5% p/v Osmolito
SDS 0.1% Detergente
Citrato/sulfato de sodio 0.2-05M Sal
Sacarosa/ glucosa Més de 0.75 M Estabilizador
TMAO 1-3M Osmolito
Tris 0.4-1M Amortiguador
Tritén X-100 0.1-1% Detergente
Tween 80 0.01% Detergente
Glicina Més de 1M Osmolito
Prolina Més de 1M Osmolito
Urea 0.1-2M Caotrépico

La solubilizacion de proteinas a partir de los Cl usando altas concentraciones de agentes caotropicos puede
llevar a la exposicién de superficies hidrofdbicas y la formacion de estructura sin conformacion “random coil”
(Dill & Shortle, 1991). La pérdida de estructura secundaria durante la solubilizacién y la interaccién entre las
proteinas desnaturalizadas en algunos casos provoca agregacion. De hecho, la agregacion est4 considerada
entre los principales problemas en la recuperacién de PR activa de los ClI, siendo el rendimiento de
recuperacion de alrededor del 15-25% de la proteina total (Datar et al., 1993). Después de que los Cl son
solubilizados, éstos se someten para el replegado en condiciones especificas. El proceso de replegamiento
depende de factores como son el método de solubilizacidn, la eliminacion del desnaturalizante, y la asistencia
de replegamiento (Alibolandi & Mirzahoseini, 2011). Las proteinas que tienen multiples enlaces disulfuro
necesitan un proceso de replegado mas elaborado, en el que se utilizan agentes oxidantes y reductores para la
formacion de enlaces disulfuro (Fischer et al., 1993; Rudolph & Lillie 1996; Thomas et al., 1997; Vallejo &
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Rinas 2004b). La oxidacién generalmente se lleva a cabo mediante la adicion de una mezcla de reactivos
tidlicos en su forma oxidada y reducida, los reactivos mas ampliamente utilizados son el glutatién oxidado y
reducido GSH/GSSH, dithiothreitol TDT/GSSH, cisteina/cistina, y cisteamina/cistamina (Rudolph & Lillie,
1996; Vallejo & Rinas, 2004a). El uso de disulfuros mixtos aumenta la solubilidad de la proteina durante el
replegamiento y por lo tanto ayuda a reducir la probabilidad de formacién enlaces disulfuro erréneos (Singh
& Panda, 2005).

En los dltimos afios se han desarrollado nuevos métodos para el replegado de proteinas a partir de ClI
(Tsumoto et al., 2003; Middelberg, 2004) como la separacion por dilucion, dialisis o fase sélida para la
renaturalizacion de CI (Clark, 1998) junto con el uso de aditivos (Tsumoto et al., 2003). La cromatografia de
exclusion (Batas & Chaudhuri, 1996) y de adsorcion (Li et al., 2004) son los procesos mas utilizados para una

mejor recuperacién de proteina soluble (Singh & Panda, 2005).

45 Las condiciones de cultivo y su relacion con la formacion de cuerpos de

inclusion

A nivel de bioproceso, la modificacién de las condiciones de cultivo ha sido una herramienta que ha
permitido mejorar la produccion de PR soluble citoplasmatica, disminuyendo a su vez la formacién de Cl
(Garcia-Fruités et al., 2012). Sin embargo, actualmente algunos bioprocesos consideran la produccién de PR
en Cl como una estrategia para obtener altos rendimientos (Kim et al., 2014; Khalilzadeh et al., 2008; Zhou et
al., 2012). Esto se debe a que se mejora el primer paso de separacion, el cual depende de sdlo una operacion
unitaria que es la centrifugacion por las caracteristicas de densidad de los Cl. De ahi que sea importante
caracterizar como los cambios en las condiciones de cultivo afectan las propiedades de los CI.

Una de las técnicas mas utilizadas para evitar la agregacion durante la produccién de PR consiste en realizar
los cultivos a temperaturas reducidas (Schein, 1989; Garcia-Fruités et al., 2006). Dicha estrategia ha
demostrado mejorar la solubilidad de diferentes PR entre las que se encuentra el interferon humano o-2, la
subtilisina E, la luciferasa bacteriana, los fragmentos Fab, B-lactamasa, la lipoxigenasa L-2 de arroz, entre
otras (Schein & Noteborn, 1988; Takagi et al., 1988; Cabilly, 1989; Escher et al., 1989; Chalmers et al., 1990;
Schirano & Shibata, 1990; Vasina & Baneyx, 1997).

Se ha demostrado que disminuir la temperatura en el cultivo, aumenta la estabilidad proteica, disminuyendo la
velocidad de sintesis lo que permite el plegamiento adecuado, favoreciendo la obtencion de una mayor
proporcion de proteina soluble y Cl de menor dimensidn con respecto a los cultivos a 37°C (Garcia-Fruitos et
al., 2006; Margreiter, Schwanninger, et al., 2008; Peternel et al., 2008). Asimismo, favorece la proporcién de
PR activa dentro de los CI, por ejemplo en Cl de VP1GFP la proporcién PR correctamente plegada fue del

doble en cultivos realizados a 16°C con respecto a los de 30° (Garcia-Fruitos et al., 2006) (Figura 8).
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Figura 8. Imagenes analizadas con Metamorph (Adobe Photoshop) de ClI de VP1GFP producidos en E. coli MC4100 a
30°, 25°C, 20°C y 16°C. La temperatura es indicada en la parte superior de cada cuadro. La escala de intensidad de
fluorescencia se presenta en el primer cuadro a la izquierda ( Tomada de Garcia-Fruitos et al., 2006).

Se ha descrito que la forma y el tamafio de los ClI dependen de la cepa hospedera (Peternel et al., 2008; Carrio
et al., 2000; Peternel & Komel 2010; Garcia-Fruitds et al., 2010), asi como del tiempo del cultivo. Margreiter
et. al. (2008) reportaron que en cultivos alimentados de E. coli K12 productora de B-lactamasa el tamafio de
los Cl aumentaba durante el cultivo ya que después de 4 h de induccion con IPTG (1 uM) observaron CI de
aproximadamente 359 nm, y a las 29 h alcanzaron alrededor de 502 nm (Margreiter et al., 2008). Carri6 et al.,
(2000) reportaron que el tiempo de cultivo aumentd la estabilidad de los CI pues en tiempos finales de cultivo
presentaron mayor resistencia a la degradacion proteolitica. También se ha demostrado que la agregacién de
las PR sobreexpresadas puede ser en parte controlada mediante la disminucion de la velocidad de expresion,
esto reduciendo la cantidad inductor (IPTG) lo que provoca Cl de diferentes tamafios en E. coli K12
productora de B-lactamasa (Bowden & Georgiou, 1990; Margreiter et al, 2008). Asimismo, se ha observado
que la forma de los CI esta determinada por el tiempo de cultivo, al principio se forman ClI esféricos y cuando
el Cl crece y llega a la pared celular bacteriana comienza a tomar forma cilindrica (Figura 9). Por lo tanto, la

poblacion de CI después de largo plazo cultivo (24 h) es diversa (Peternel & Komel, 2011).

Figura 9. Micrografia electrénica que muestra la diversidad de morfologias y tamafios de CI del factor de proliferacién de
granulocitos producidos en E. coli BL21(DE3). La barra representa 1 um (Tomada de Peternel & Komel, 2011).
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Por otro lado, los reportes del efecto de variaciones de pH sobre la morfologia y caracteristicas fisicoquimicas
de los CI son escasos. Aunque estudios in vitro han demostrado que el pH afecta la tendencia a formar
depositos de péptidos-p amiloides (Barrow et al., 1992), lo que podria indicar que la variacion en el pH
podria favorecer la agregacién y formacion de Cl. También, se ha reportado que el cambio en el pH del
cultivo puede desplazar la relacion entre proteina soluble y agregada. Schneider et al. (1997) reportaron un
cambio en la relacion de proteina soluble y en CI de la proteina SPARC al crecerla a pH 6.0 y 5.5. Mientras,
Strandberg y cols. (1987) reportaron que la tendencia a formar cuerpos de inclusion de la proteina A de
Staphylococcus aureus fusionada con B-galactosidasa de E. coli era mayor en cultivos en matraces agitados en
comparacion con cultivos con condiciones controladas en un biorreactor. Esto debido a que en matraces
agitados las condiciones del proceso, como el pH o el oxigeno, no estan controlados en comparacion con los
cultivos en biorreactor. EI mismo grupo de trabajo reportd que la disminucion en el pH hasta 4.8 en conjunto
con el incremento de la temperatura (42°C) en sistemas termoinducibles, favorecia la formacion de Cl, tanto
en matraces como en biorreactores sin control de pH. Sin embargo, en condiciones controladas de pH la
agregacion disminuyé 50% (Strandberg & Enfors, 1991).

Otros estudios realizados in vitro usando diferentes pH mostraron que Cl conformados por el Factor de
estimulacién de granulocitos recombinante (G-CSF) al ser transferidos de una solucién pH 7 a pH 4 provocé
la disminucién de su tamafio de forma irreversible. Esto podria asociarse a una concentracion alta de protones
gue en amortiguadores acidos induce un cambio en la interaccion de aminoacidos provocando una
contraccion de la red proteica y la formacion de Cl mas compactos. En consecuencia, la solubilidad del ClI se
ve reducida, mientras que a pH neutro la interaccion de la red proteica es mas débil, formandose Cl més

solubles en detergentes como N-laurilsarcosina (Peternel et al., 2008).

4.6 Lavariacion en el pH provoca estrés en las bacterias

En su habitat natural las bacterias sufren diversos cambios ambientales a los que responden con mecanismos
que regulan la homeostasis celular para sobrevivir (De Angelis & Gobbetti, 2004). Entre los cambios que las
afectan se encuentra variaciones en la temperatura, estrés oxidativo, presién osmaética 'y pH, entre otros.

En respuesta al estrés por pH acido muchas bacterias, incluyendo. E. coli, poseen sistemas de descarboxilasas
de aminoacidos (glutamato, arginina, o lisina). Cada uno de estos sistemas consiste en una descarboxilasa
citoplasmatica, que convierte su sustrato en la amina correspondiente (4cido y-aminobutirico, agmatina, o
cadaverina, respectivamente), y un antiporter, que introduce el aminoécido especifico y lo intercambia por la
amina producida (Small & Waterman, 1998; De Angelis & Gobbetti, 2004; Foster 2004; Richard & Foster,
2004). Este proceso conduce a la alcalinizacion citoplasmatica y periplasmica (Kern et al., 2007). Ademas, las
bacterias pueden invertir sus potenciales de membrana citoplasmica a un potencial positivo en el interior, que
retarda la afluencia de protones (Foster, 2004; Richard & Fosterm 2004). También pueden orientar su
metabolismo hacia vias que disminuyen la produccion de protones, el aumento de la produccion de aminas y
disminucion de acidos organicos (Yohannes et al., 2004). Estudios de proteémica han mostrado que E. coli

responde al pH &cido (< 4.3) mediante la respuesta provocada por el factor 6>2 (Heyde & Portalier, 1990).
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Por otro lado, el pH basico en bacterias neutréfilas, provoca una serie de cambios a nivel metabélico que
intentan mantener el intervalo de pH citoplasmatico entre pH 7.4 a 7.8 mientras el pH externo es méas basico
(Slonczewski et al., 1981; Padan et al., 2005; Martinez et al., 2012). Las respuestas ante dicho estimulo
favorecen el aumento de la concentracion de protones en el citoplasma. Algunas respuestas son: el cambio en
la estructura de la membrana con el objetivo de retener protones, la produccion de metabolitos acidos y el
aumento en la actividad de transportadores de protones que favorecen su importe (Padan et al., 2005). Las
bacterias como E. coli inducen el catabolismo de aminoécidos usando deaminasas y la fermentacion de
azlcares, lo que favorece la liberacion de acidos que neutralizan la alcalinidad (Blankenhorn et al., 1999). La
activacion de antiporters de cationes/H" favorecen el transporte activo de protones hacia el interior de la
célula (Slonczewski et al., 1981; Padan et al., 2005). Una de las respuestas mas conocida al pH basico es la
activacion del anti-transportador Na*/H* que ayuda a mantener el pH interno préximo a 7.4 y protege las
células del exceso de sodio (Karpel et al., 1991). De igual forma se activa el antiportador K*/H" que realiza
una funcién similar. Ademas se ha sugerido el favorecimiento de la captura de proteones via la F;F,-ATPase
y la reduccion de la pérdida de protones (Slonczewski et al., 1981; Stancik et al., 2002; Padan et al., 2005;
Slonczewski et al., 2009). De forma similar al estrés acido, pH alcalinos inducen una respuesta transcripcional
que involucran genes como ibpB, lon, dnaJ, dnakK, clpB, clpX y grpE, similares a los activados por la RCT
regulada por el gen rpoH (Schuldiner et al., 1986; Maures et al., 2005). Por ejemplo, en cultivos de E. coli
K12 bajo condiciones de pH basico se observo el aumento de la sintesis de las chaperonas Dnak y GroEL
(Taglicht et al., 1987) .

4.7 Aplicaciones de los cuerpos de inclusion

A partir de que los CI son mecanicamente estables como para soportar procedimientos agresivos aplicados
para ocasionar lisis celular (Georgiou & Valax 1999) y no presentan cambios perceptibles en tamafio,
geometria y actividad bioldgica bajo largos periodos de almacenamiento e incubacién (Garcia-Fruitos et al.,
2009), se ha propuesto usarlos como materiales. Otras ventajas que presentan son una buena tolerancia a los
procesos de liofilizacién y congelacion-descongelacion (Garcia-Fruitos et al., 2012). Esta estabilidad puede
mejorarse alin mas mediante la inmovilizacién de los Cl en matrices de gel o microcapsulas semi-permeables
elaboradas con agar-TiO,, alginatos o celulosa (Nahalka et al., 2006; 2007; 2008).

Por ejemplo, diversas enzimas recombinantes utilizadas en procesos industriales han sido producidas en
forma de Cl y éstos han sido inmovilizados (Nahalka et al., 2006; 2007; 2008; 2009), con lo que se ha
demostrado que este tratamiento minimiza las fugas de enzima y la contaminacién del producto. Ademas se
pueden usar en procesos complejos en los que las proteinas solubles pierden actividad rapidamente. Por otro
lado, se han desarrollado métodos de inmunizacion utilizando Cl como antigeno, que en comparacion con
otras rutinas para inmunizar animales, es un método sencillo y de bajo costo para preparar antigenos. Ademas
es un método que enriquece la proteina, el nimero de epitopos, asi como el tamafio de la molécula par ser

presentada (Yang et al., 2011). De hecho, el uso de PR evita algunos problemas inherentes a vectores vivos
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para vacunas, tales como el riesgo de transferencia, eficacia impredecible, y el escaso reconocimiento del
antigeno (Makela, 2000; Schoedel, 1990).

A partir de que los CI tienen diferentes formas y tamafios, se propuso que éstos podrian modificar el nano y
micro-ambiente (Dalby, 2005) conformando soportes para mejorar la proliferacion celular o la diferenciacion
(Nahalka et al., 2008; Garcia-Fruitds et al., 2007; Biggs et al., 2010; Dalby, 2009), similar al empleo de
nanotubos (Jan & Kotov, 2007; Keefer et al., 2008) y particulas esféricas (Samaroo et al., 2008; Lipski et al.,

2008). En este contexto, Cl fijados en superficies de silice estimularon la proliferacion celular

(

Figura 10) (Garcia-Fruitos et al., 2009). Ademas, se encontrd que la forma de los CI es importante, pues los CI
con forma de gota obtenidos en E. coli MC4100 ClpP’, mejoraron 125% y 150% la proliferacion de células
BHK21 y de PC12, respectivamente (Garcia-Fruitds & Seras-Franzoso 2010). Asimismo, Seras-Franzoso et

al., (2012) reportaron adhesion de las lineas 1BR3G y HepG2 al soporte con Cl producidos en E. coli DnaK'.

Figura 10. Microscopia de la superficie de silice con Cl de GFP adheridos por microcontacto, convencional (izquierda),

confocal (centro) y células BHK después de 48 h de crecimiento (azul nicleos). Tomada de Garcia-Fruitos et al., 2009.

Recientemente, se ha probado que los CI pueden liberar péptidos funcionales en cantidades significativas bajo
condiciones no desnaturalizantes (De Marco et al., 2007), con lo que se propuso usarlos como sistemas de
liberacién proteica. Vazquez et al. (2012) probaron la eficacia de Cl como sistema de liberacién proteica con
usos terapéuticos en distintas lineas celulares dafiadas, observando su recuperacion. Del mismo modo, Liovic
et al., (2012) introdujeron por electroporacién Cl de queratina K14 a cultivos de células SW13, deficientes en
queratina y demostraron que una porcion de la proteina K14 se liberd y fue capaz de producir heterodimeros

de queratina, proponiendo su posible uso en terapia celular.
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4.8 Proteinas modelo

4.8.1 Esfingomielinasa

Las esfingomielinasas (E.C.3.1.4.12) son enzimas que catalizan la ruptura del enlace fosfodiéster, actuando
sobre la esfingomielina (SM), produciendo fosfocolina y ceramida o colina y fosfoceramida segun su
especificidad (Figura 11) (Carbajal-Saucedo 2014). La SM o ceramida fosforilcolina, consiste de una unidad
de ceramida y una molécula de colina unidas. Es un componente de las membranas plasmaticas de las células
eucariotas y su contenido varia de 2 al 15% del valor de fosfolipidos totales (Barenholz & Thompson 1980;
Koval & Pagano 1991). La SM junto con otros lipidos funciona como componente estructural de las
membranas y participa en la sefializacion celular (Hannun et al., 2001) y los productos de su metabolismo
como la ceramida, esfingosina, esfingosina-1-fosfato y diacilglicerol, son efectores en la apoptosis, el
envejecimiento y el desarrollo celular (Hannun et al., 2001; Merill et al., 1997). En la Gltima década se ha
incrementado el interés en las esfingomielinasas debido al descubrimiento de la via de sefializacion mediada
por la SM (Okazaki et al., 1989; 1990; Kolesnick 1991; Mathias et al., 1991).

Fosfolipasa A1
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Figura 11. Tipos de fosfolipasas. Fosfolipasas Al y A2 hidrolizan los enlaces éster del glicerofosfolipido en los C-1y C-
2 del glicerol, respectivamente, Fosfolipasas C y D acttan sobre los enlaces fosfodiéster en la cabeza polar. (Tomado de la
tesis de Jiménez Martinez, 2009).

48.1.1 Esfingomielinasa D de Loxoceles reclusa
La esfingomielinasa D (SM-D) es una enzima de 32 kDa que cataliza la ruptura de la esfingomielina en 1-
fosfoceramida y colina (Figura 12) (Ramos & Vézquez, 2000). Es el principal componente proteico del

veneno de las arafias del género Loxosceles (constituye alrededor del 50%) y es considerado como el
responsable de la respuesta toxica (Kurpiewski et al., 1981; Binford & Wells, 2003).
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Figura 12. Sitio de hidrdlisis de las esfingomielinasas: SMC: Esfingomielinasa tipo C hidroliza SM liberando fosfocolina

y ceramida, SMD: esfingomielinasa tipo D hidroliza SM liberando colina y fosfoceramida (Carbajal-Saucedo 2014).

El envenenamiento causado por la mordedura de las arafias de este género se conoce como Loxocelismo, el
cudl puede presentarse como: Loxocelismo cutdneo (LC) y sistémico (LS) (83.3% y 16.7% de los casos,
respectivamente) (Schenone et al., 1989). La sintomatologia tipica del LC son dolor, edema, y como rasgo
predominante la presentacion de necrosis. EI LS es menos comun, pero es la principal causa de muerte
asociada a envenenamiento por Loxosceles (Fernandes et al., 2002). Uno de los tratamientos contra el
envenenamiento por dichas arafas es el uso del antiveneno (Pauli et al., 2006). Sin embargo, actualmente los
anticuerpos terapéuticos se obtienen por inmunizacion de caballos con venenos extraidos de animales, lo que
dificulta su obtencién (Olvera et al., 2006). Por lo que, se han buscado nuevas alternativas para la obtencion
de antisueros, como la utilizacion de SM-D recombinante. Esto ha permitido obtener anticuerpos con mayor
efecto neutralizante que aquellos obtenidos con veneno completo (Fernandes et al., 2002; de Almeida et al.,
2008; Tambourgi et al., 2004) y podrian clasificarse como “anticuerpos de cuarta generacion” pues se

obtienen por inmunizacion con PR (Olvera et al., 2006).

4.8.1.2  Esfingomielinasa D de garrapata

La esfingomielinasa D de garrapata (SMDg) tiene un peso molecular de 32 kDa con una estructura teorica
(o/B)8 y se encuentra presente en las glandulas salivales de las garrapatas. Las garrapatas son los parasitos
externos que mas dafio causan en la produccién ganadera de leche, carne y cuero, ya que se obtienen vacas
enfermas, y con material de menor calidad debido a las cicatrices derivadas de sus mordeduras (Guglielmone
& Mangold, 2002). Las garrapatas ademas transmiten enfermedades bacterianas o flngicas y otras parasitosis
(Jongejan & Uileneberg, 2004; Cardozo & Frachi, 1995), como la babesiosis y anaplasmosis (Bock et al.,
2004; Chauvin et al., 2009) . De forma global, se estima que el 80 % del ganado bovino del mundo esta
infestado con garrapatas, provocando pérdidas de 2 000 a 3 000 millones de USD (Pedroso et al., 2007).

Las garrapatas (Boophilus microplus) tienen un ciclo parasitico breve sobre los bovinos el cuél se inicia con la
fijacion de larvas de garrapatas que se desarrollan hasta ninfas y posteriormente maduran como macho o
hembra. Las garrapatas se fijan a su piel mediante la insercion de su érgano dentado y perforacion de la piel
del huésped y para asegurar el anclaje segregan el llamado “cemento de unién” que es un fluido rico en

proteinas, lipoproteinas, lipidos y carbohidratos (Sonenshine 1991; McGinley-Smith & SS 2003). Una vez
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fecundadas las hembras ingurgitadas de sangre se desprenden del bovino, una vez en el suelo, la hembra
ingurgitada se refugia para colocar una masa de huevos que daran lugar a una nueva generacién de larvas que
infestaran nuevamente a los vacunos (Guglielmone & Mangold, 2002). El método mas empleado para su
control es el tratamiento con acaricidas quimicos, que tienen accidn eficaz y rapida sobre las garrapatas que se
encuentran sobre el animal, pero no sobre las larvas. Por lo que se realizan bafios quimicos continuos que
acentlan los efectos colaterales, como poblaciones resistentes. Para aumentar la efectividad de los
tratamientos quimicos se ha propuesto el uso de vacunas. Uno de los antigenos propuestos es la SMDg, pues
se encuentra presente en las glandulas salivales del parasito formando parte de un conjunto de enzimas de la
saliva, que contribuye a que la hemorragia se mantenga abierta para asegurar su alimentacion (Kazimirova &
Stibraniova 2013; Kaufman, 1989; Sauer et al., 1995).

4.8.2 Fosfolipasa A2 de Micrurus laticollaris
Las serpientes de coral pertenecen a la familia Elapidae y estdn agrupadas en tres géneros: Micrurus,

Micruroides y Leptomicrurus (Roze 1996). El 59 % de las serpientes de coral se encuentra en América (Uetz
et al., 2010). Los géneros Micruroides y Micrurus (ahora incluyendo Leptomicrurus), se distribuyen desde el
sur de EE.UU. hasta Argentina, siendo, Micrurus el género mas diverso de las serpientes venenosas, contando
hasta ahora con 76 especies (Carbajal-Saucedo et al., 2013). Las serpientes de coral se caracterizan
generalmente por la presencia de anillos rojos y negros separados por anillos angostos de color amarillo o

rojo, pero este patrén varia dependiendo de la especie (Bautista & Arizmendi 2004).
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Figura 13. La Serpiente de Coral Micrurus nigrocinctus. Especimen adulto de 80 ¢cm de largo comin en Centroamérica
Tomada de Bolafios 1982.

Las mordeduras de las serpientes del género Micrurus son raras en los seres humanos pero 5 mg de veneno
pueden ser letales, de ahi su importancia médica (Russell et al., 1997; Fix 1980; Gold et al., 2004). Los
sintomas incluyen dolor local, sialorrea, parestesias, debilidad, vision borrosa, paralisis y en los casos graves,
paro respiratorio que conduce a la muerte (Vital Brazil 1987; de Roodt et al., 2004). Los efectos neurotoxicos

del veneno de las serpientes Micrurus se atribuyen a la neurotoxina post-sindptica (o -neurotoxina ) y a la
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neurotoxina presinaptica con actividad de la fosfolipasa A2 (PLA2) (Rosso et al., 1996; Olamendi-Porugal et
al., 2008; Dokmetjian et al., 2009; Ciscotto et al., 2011; Correa-Netto et al., 2011; Carbajal-Saucedo et al.,
2013). La o-neurotoxina actGa sobre los receptores nicotinicos de la acetilcolina como un antagonista del
neurotransmisor (Nirthanan & Gwee, 2004). EI mecanismo de accion de PLA2 no esta bien caracterizado,
pero los mecanismos propuestos sugieren que PLA2 se une a una zona activa en la membrana plasmatica
presinaptica e hidroliza los fosfolipidos de la capa externa, alterando la conformacién de la membrana. Esto
promueve la exocitosis de la acetilcolina, seguido por la inhibicién de los mecanismos de fusion y reciclaje de
vesiculas (Rosetto & Montecucco, 2008). Después de eso, la toxina entra en la neurona y se une
especificamente con las mitocondrias, promoviendo la formacion de poros, lo que conduce a la degeneracion

axonal (Rigoni et al., 2008; Barrientos et al., 2011).

El Unico tratamiento para el envenenamiento por la mordedura de M. laticollaris es la aplicacién del
antiveneno, cuya obtencion es por medio de la inmunizacion con el veneno lo que dificulta técnicamente su
produccion debido al poco veneno que se obtiene por serpiente (de Roodt et al., 1998). De ahi que se
proponga usar las o neurotoxinas y las PLA2 producidas de forma recombinante para la produccion de

antivenenos neutralizantes especificos.
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5 JUSTIFICACION

A nivel de bioproceso, la modificacidn de las estrategias de cultivo ha sido una herramienta que ha permitido
mejorar la produccién de PR soluble citoplasmaética, disminuyendo a su vez la formacién de Cl (Garcia-
Fruitos et al., 2012). Esto debido a que los ClI han sido considerados como el principal obstaculo en la
produccion de PR activas, sin embargo, algunos CIl estan compuestos por proteinas correctamente
estructuradas y biolégicamente activas (Carrio y Villaverde2005, Garcia Fruitos 2005). Debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas, los Cl han sido propuestos para diversas aplicaciones como agentes cataliticos
inmovilizados, material de soporte de proliferacion celular, agentes liberadores en terapia celular e
inmundgenos. Generalmente, las condiciones de cultivo se modifican con el fin de mejorar la productividad y
rendimiento de proteina recombinante soluble, sin embargo, se ha observado que éstas también tienen un
efecto sobre las caracteristicas de los agregados y los Cl. De hecho el tamafio, composicién, contenido de
proteina activa asi como forma de los agregados han logrado ser modificados a través cambios en
temperatura, pH o tiempo de induccién. Margreiter et al. (2008) reportaron el aumento de tamafio de Cl con
de hasta 200 nm con respecto al tiempo de cultivo. Del mismo modo, el tiempo de cultivo tiene un impacto en
la morfologia de los CI, observandose que los Cl cosechados a tiempos tempranos resultaron con una
morfologia principalmente esférica que tiende a tornarse cilindrica en tiempos avanzados. El tamafio también
puede ser modificado por la concentracién de inductor, Margreiter et al. (2008) observaron que la
disminucion en la concentracion de inductor resultaba en Cl de menor tamafio. Asimismo la disminucion de la
temperatura es una estrategia usada en la produccién de PR para disminuir la formacién de agregados
insolubles, resultando en Cl de menor tamafio. Por el contrario, hasta el momento no se ha reportado que la

concentracion de oxigeno disuelto tenga efecto en la formacién de CI (Strandberg & Enfors, 1991).

Se ha demostrado que la morfologia y tamafio de los CI son importantes caracteristicas para ser usados como
soportes de proliferacion celular (Garcia-Fruitds et al., 2010), para la liberacién péptidos (Vazquez et al.,
2012) y su uso como catalizadores (Nahalka et al., 2007). Hasta hora se conoce que la mutacion de la proteasa
ClpP deriva en CI con forma de gota, con mejor desempefio como soporte de proliferacién. Sin embargo, la
mayoria de Cl caracterizados fisicoquimicamente han sido producidos en matraces cuyas condiciones no
controladas favorecen su acumulacion (Strandberg & Enfors, 1991; Carri6 et al., 2005; Espargaré et al.,
2008Db; Peternel et al., 2008a; Peternel et al., 2008b; Upadhyay et al., 2012). Entre las condiciones que varian
en matraces estan el pH, la concentracion de oxigeno disuelto debido al metabolismo de cada bacteria, y la
potencia por unidad de volumen y el estrés hidrodindmico (Biichs, 2001; Gamboa-Suasnavart et al., 2011). A
partir del aumento en la acumulacién de Cl en matraces, comparado con cultivos controlados en biorreactor
(Strandberg & Enfors, 1991), se propuso estudiar el efecto del pH sobre la formacion de cuatro Cl de PR
modelo. De ahi que se realizaran dos estrategias en biorreactor: cultivos sin control de pH (con pH inicial
7.5), 0 bajo condiciones controladas de pH 7.5 mediante la adicién de &cido o base; ambas con oxigeno y

temperatura controladas, y usando medio SB. La realizacion de los experimentos también fue sustentada con
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el estudio in vitro en el que se demostr6 que el pH afecta la tendencia a formar depésitos de péptidos-p

amiloides (Barrow et al., 1992).

Por otro lado, algunos estudios indican que variaciones en pH extracelular provoca pequefias variaciones de
pH durante la adaptacion homeostética en el citoplasma de células bacterianas (Magill, Cowan, Koppel, &
Setlow, 1994; Wilks & Slonczewski, 2007). Por lo que, se propuso que el pH de cultivo podria ser una
condicién que modificaria la formacion de CI. Todo lo anterior podria entonces ser Gtil en la comprension de
los mecanismos de agregacién de proteinas en bacterias, la estabilidad de los CI, y que servira para mejorar
los bioprocesos de PR soluble o agregada en CI. Pudiendo regular la conservacion de actividad enzimatica,

estabilidad mecénica y tamafio, para poder dirigirlos hacia sus posibles aplicaciones.

30



6

HIPOTESIS

La variacion del pH (entre 6.5 a 8.5) en cultivos de la cepa BL21 Gold (DE3) aumenta el tamafio y la
estructuracién de los cuerpos de inclusion de las proteinas recombinantes modelo (esfingomielinasa-
D de garrapata, esfingomielinasa D de Loxoceles reclusa y Fosfolipasa A2 de Micrurus laticollaris),

con respecto a aquellos producidos bajo condiciones controladas de pH 7.5.

7 OBJETIVOS

7.1

7.2

Obijetivo general

Estudiar el efecto de la variacién del pH en cultivos de la cepa BL21 Gold (DE3) de E. coli sobre las
caracteristicas fisicas de los cuerpos de inclusién de las proteinas esfingomielinasa-D recombinante
de garrapata, esfingomielinasa D recombinante de Loxoceles reclusa y Fosfolipasa A2 de Micrurus,

como son tamafio, morfologia, estructura y composicion.

Objetivos particulares

Caracterizacion cinética de cepas productoras de Cl, crecidas en matraces en cultivos en lote a 37°C.
Realizar cultivos en lote de E. coli en biorreactor de 1L de 4 diferentes cepas productoras de proteina
recombinante en CI en condiciones de pH 7.5 y sin control de pH.

Caracterizar la morfologia de los Cl mediante microscopia electrénica.

Caracterizar la distribucion de tamafios de los CI obtenidos en las dos condiciones de cultivo.
Comparar la composicion de los ClI producidos en las dos condiciones de pH, mediante la disolucién
de los CI en cloruro de guanidinio, su degradacion con proteinasa-K, y su union a colorantes

amiloidogénicos.

31



8 MATERIALES Y METODOS

8.1 Medio de cultivo y Soluciones
Medios:

e Medio Luria Bertani (LB): extracto de levadura 5 g/L; Triptona 10 g/L; cloruro de sodio 5 g/L.
e Medio Super Broth (SB): extracto de levadura 32 g/L; Triptona 20 g/L; cloruro de sodio 5 g/L.
e Medio Terrific: extracto de levadura 24 g/L; Triptona 12 g/L; glicerol .4%
e Medio 2xYT: extracto de levadura 10 g/L; Triptona 16 g/L; cloruro de sodio 5g/L
e Medio SOC: extracto de levadura 5 g/L; Triptona 20 g/L; cloruro de sodio 0.5 g/L, cloruro de potasio
0.18g/L, sulfato de magnesio 4.8 g/L, dextrosa 3.603 g/L.
Soluciones:
e Soluciones para purificacion de Cl
o Amortiguador de lisis: 50 mM TrisCl (ImM EDTA, 100 mM NaCl pH 7.5)
o Amortiguador Fosfato Salino, PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NA,HPO,, 2 mM
KH,PO4, pH 7.4)
o Amortiguador desnaturalizante: 250 mM TrisHCI, 40% Glicerol, 5% SDS,
e Soluciones para geles de poliacrilamida:
o Solucién | al 30%: Acrilamida 29.2%, bisacrilamida 0.8%
o Solucién Il pH 8.8 (gel separador): Tris-HCI 0.75M, SDS 0.2%
o Solucién Il pH 6.8 (gel concentrador): Tris-HCI 0.25 M, SDS 0.2%
o Solucién de tincién; 1.25 g de azul de coomasie, 250 mL de metanol

o Solucion de desteflido: metanol 30%, acido acético 7%

e Soluciones para Western Blot
o Amortiguador de transferencia: Tris-base 3.03 g/L, glicina 14.4 g/L, metanol 200 ml/L,
SDS 0.5¢/L pH 8.3
o TBS: Tris HCI 200 mM, NaCl 137 mM, pH 7.6
o TBS-Tween 200 0.05%
o BSA0.1%
o Lecheal 5%
o Soluciones para ensayo de union a Tioflavina T
o Amortiguador de fosfatos 10 mM, 150 mM NacCl, pH 7.0.

e Soluciones para ensayo de fluorometria
o Amortiguador fosfatos: 50 mM: Fosfato de sodio 50 mM , 100 mM KCI, 1 mM EDTA, y
I1mMDTTyloajusteapH 7.4
o Urea8M
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8.2 Cepas bacterianas y plasmido

Se utilizaron dos cepas de E. coli. La cepa Origami DE3 con genotipo dara—leu7697 araD139 AlacX74 galE
galK rpsL AphoAPvullphoR F'[lac+(laclg)pro] gor522::Tn10 (Tetr) trxB::kan(DE3) con mutaciones en los
genes tioredoxina reductasa (trxB) y la glutation reductasa (gor), que favorecen la formacién de puentes
disulfuro en el citoplasma. La cepa BL21 Gold (DE3) con genotipo E. coli B F- dcm ompT lon hsdS(rB- mB-)
gal J(DE3), deficiente de las proteasas intra y extracelulares OmpT y Lon, respectivamente. El vector
utilizado fue PQE30 (QIAGEN, NV), que contiene el promotor lacZ inducible con Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido (IPTG) y el gen bla que le confiere resistencia a ampicilina. Los vectores contenian los
genes codificantes para las 4 PR modelo, la SMD de la arafia L. reclusa (Gen Bank. Lr1,AY559846), SMD de
garrapata B. microplus (GenBank KJ85238), SMD de garrapata B. microplus mutante y PLA2 de la serpiente

M. laticollaris. Estos plasmidos pertenecen a la coleccion del Dr. Alejandro Alagén, IBt-UNAM.
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Figura 14. Plasmido PQE30 Qiagen, USA.

8.3 Proteinas modelo

Se utilizaron 4 PR con la caracteristica de formar ClI (Tabla 4).

Tabla 4. Proteinas modelo y caracteristicas de su sistema de expresion

Proteina Cepa Plasmi Resistencia | Peso Punto

molecula | Isoeléctrico (PI)

r (kDa)
PLA2 de la serpiente M. laticollaris BL21 Gold (DE3) PQE30 Ampicilina 14.7 6.8
SMD de garrapata B. microplus (SMDg) BL21 Gold (DE3) PQE30 Ampicilina 31.7 6.04
SMD de la arafia L. reclusa (SMD-Lr) BL21 Gold (DE3) PQE30 Ampicilina 31.2 6.6
SMD de garrapata con mutaciones B. microplus BL21 Gold (DE3) PQE30 Ampicilina 323 6.12
(SMDgm)

PLAZ2: fosfolipasa A2, SMDg: Esfingomielinasa D de garrapata, SMDgm: Esfingomielinasa D de garrapata

con mutaciones, SMD-Lr: Esfingomielinasa D de L. reclusa.
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8.4 Clonacidén y expresion de las proteinas modelo

8.4.1 Extraccién de ADN plasmidico
Con la finalidad de tener el mismo fondo genético de las construcciones, se decidi6é expresar todas las PR en
la cepa BL21-Gold(DE3). A partir de que los vectores con genes codificantes para SMDg y la PLA2 de M.
laticollaris, se encontraban clonados en la cepa E. coli Origami , éstos fueron extraidos y clonados en la cepa
BL21-Gold(DE3). Los plasmidos fueron extraidos usando el kit comercial QlAprep Miniprep (Quiagen),
siguiendo las recomendaciones del fabricante (Birnboim y Doly 1979; Birnboim 1983).

8.4.2 Preparacion de células quimiocompetentes
Para obtener células competentes de E. coli BL21 Gold (DE3), éstas se cultivaron en medio LB con
tetraciclina (30 pg/mL) a 37°C con hasta una DOgy de 0.8. La biomasa obtenida se centrifugd a 8000 g
durante 10 min a 4°C. El pellet se resuspendi6é en una solucién de CaCl, (100 mM) y MgCI2 (20 mM),
incubando las células en hielo durante 2 h. Después de la incubacion se centrifugaron a 8000 g durante 10 min
a 4 °C vy se elimin6 el sobrenadante. El pellet se resuspendio en CaCl, (0.1 M) y se agregaron 88 pL de

DMSO por cada mL. La solucién obtenida se alicuoté y almacend a -80 °C (Sambrook et al., 1989).

8.4.3 Transformacion de células quimiocompetentes
El proceso de transformacion de E. coli se realiz6 mediante choque térmico. Las células competentes se
descongelaron y se les afiadié 20 ng de ADN plasmidico y se mantuvieron a 4°C durante 30 min. Después, la
mezcla se incub6 a 42°C durante 1 min y nuevamente se mantuvo a 4°C durante 5 min. Finalmente, se afiadid

1 mL de medio SOC y se incubé durante 1 h a 37°C para permitir la recuperacién de las bacterias.

8.4.4  Seleccion de los clones transformantes de E. coli.
Las bacterias transformadas se recuperaron y fueron plaqueadas en cajas Petri con agar LB-ampicilina y se
incubaron a 37°C por 12 h. Las clonas positivas se seleccionaron por medio de la resistencia a ampicilina. Se
eligieron 10 colonias, con las que se realizé una PCR con oligos especificos del gen codificante de la SMD y
PLA2 (Tabla 5). La reaccion de PCR se realizd conforme a las condiciones mostradas en la Tabla 6. Los

amplicones se observaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio (figuras 15y 16).

Tabla 5. Oligonucle6tidos para amplificar el inserto transformado

Proteina Oligonucléotido (5°3") Nuclettidos Tm (°C)
SMD Fw | CCCCGGATCCGCTTCCACTGGGCTGCG 27 58

Rw | CCCCAAGCTTTCAAACAATACGCTTCCATG | 30 56
PLA Fw | GGATCCAACCTCATTCACTTCAAAAAC 27 56

Rw | AAGCTTTCACCGGCAACGTTTGAG 24 56
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Tabla 6. Condiciones de PCR utilizadas para amplificar el ADN codificantes para las diferentes variantes

Ciclos Proceso Tiempo Temperatura (°C)
1 Desnaturalizacion 5 min 94
Desnaturalizacion 1 min 94
35 Hibridacion 40 seg 55
Amplificacion 40 seg 72
1 Amplificacion 5 min 72

1000
750

250

Figura 15. Gel de agarosa al 1% de una PCR de colonia de E.coli BI21 Gold (DE3) transformada con el plasmido PQE30
con el gen codificante para la proteina SMDg. Cada carril corresponde a una de las 4 cepas transformantes seleccionadas.

El tamafio del amplicon corresponde a 852 pb. PM, Marcador de tamafio en pb #SM0312 (Fermentas, USA).

Figura 16. Gel de agarosa al 1% de una PCR de colonia de E.coli BI21-Gold (DE3) gold transformada con el plasmido
PQE30 (QIAGEN, USA) con el gen codificante para la PLA2 de M. laticollaris, cada carril corresponde a una de las 4
cepas transformantes seleccionadas. El tamafio del amplicon corresponde a 397 pb. PM, Marcador de tamafio en pb
#SMO0312 (Fermentas, USA).
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8.4.1 Comprobacion de la expresion de los clones transformantes de E. coli.

Se llevaron a cabo cultivos de 4 colonias transformantes de E. coli BL21-gold(DE3) en 5 mL de medio LB
con 50 pg/mL de ampicilina. Los cultivos fueron incubados a 37°C e inducidos con 0.05 mM de IPTG
después de 5 h de crecimiento para evaluar la produccion de la PR de interés. Después de 20 h de induccién
los cultivos fueron centrifugados para recuperar la biomasa y se procedio a purificar los Cl. Los CI obtenidos
fueron suspendidos en urea 8 M y se realizé una separacion electroforética en SDS-PAGE. En el caso de las
clonas transformadas con el inserto de PLA2 de M. laticollaris se probaron 4 clonas para evaluar la
produccion de la PLA2 de un peso molecular de ~14.7 kDa. Se observé que la clona 1 fue la mejor
productora, por lo que esta clona fue seleccionada para realizar el BM (Figura 17A). Del mismo modo se
evalué la produccion de SMDg. La PR de un peso molecular de ~32 kDa se observé en las clonas 1y 4,
siendo la clona 4 seleccionada para hacer el BM (Figura 17B).
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Figura 17. Electroforesis SDS PAGE de los CI purificados y disueltos en urea 8 M de los cultivos de las cepas
transformadas de E. coli BL21-gold (DE3) (medio LB, 200 rpm, 37°C). A) 4 clonas con el plasmido PQE30 con el gen
codificante para la PLA2 de M. laticollaris (~14kDa); PM: marcador PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (#26619,
Fermentas). B) 4 clonas transformadas con el plasmido PQE30 con el gen codifcante para la SMDg (~32 kDa); PM:
marcador Page Ruler Prestained Protein ladder, SM0671 de Fermentas. Cada carril corresponde a los Cl extraidos de cada

una de las 4 cepas transformantes seleccionadas. Las bandas correspondientes a las PR fueron marcadas con flechas.

8.5 Elaboracion de los bancos de trabajo (BT)

De cada cepa se tomaron 0.5 mL de un criovial del Banco Maestro y se inoculé un matraz Erlenmeyer con 50
mL de medio LB con ampicilina (50 pug/mL). Se incub6 a 37 °C a 150 g hasta obtener una DOgy de 2.0. Se
transfirié a un tubo de 50 mL con 30 mL de cultivo y 20 mL de glicerol estéril, agitando suavemente para

mezclar ambas fases. La mezcla se conservé en 50 crioviales con 1 mL y se almacenaron a -80°C.
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8.6 Caracterizacion cinética de los cultivos en matraz y biorreactor

8.6.1 Condiciones de cultivo de E. coli.
Las diferentes cepas de E. coli se cultivaron en medio SB a 37 °C durante 12 h. Los cultivos se realizaron en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio a 200 rpm. Los medios se inocularon a partir del banco
de trabajo. Para la seleccién de clonas por resistencia ampicilina, ésta se afiadié al medio de cultivo a una

concentracion final de 50 pg/mL.

8.6.2 Cultivo en lote y evaluacion de produccién en biorreactor de 1.0 L

El indculo para realizar los cultivos en biorreactor se prepar6 a partir de 2 matraces de 250 mL conteniendo
50 mL de medio LB con ampicilina (50 pug/mL) con 200 pL tomados de un criovial del BT y se incubd 12 h a
37°C y 200 rpm en una incubadora con agitacién orbital PsycroTherm™ (New Brunswick Scientific). Los
reactores se inocularon a partir de este cultivo para iniciar la cinética a una DOgg de 0.1.

Los cultivos se realizaron en los biorreactores Applikon (Applikon, Schiedam, PB) de volumen total 1.0 L
con un volumen de trabajo de 600 mL, equipados con dos turbinas tipo Rushton de 6 paletas planas. Los
biorreactores controlados a 37°C = 1°C por medio de una mantilla térmica de 110 W. En los cultivos
realizados bajo condiciones controladas de pH, éste fue mantenido en 7.5 £ 0.2 mediante adiciones
automaticas de NaOH y HCL 1 M. Mientras en los cultivos sin control de pH , éste se dejo libre y vari
conforme cambid el metabolismo de las bacterias. El oxigeno disuelto fue controlado por arriba del 30% (con
respecto al valor de saturacion del aire) mediante un control Proporcional-Integral-Derivativo (PID), por
incrementos automaticos en la velocidad de agitacion. La velocidad de agitacion inicial fue de 300 rpm con
un flujo constante de aire de 1 vvm. Los cultivos fueron monitoreados y controlados mediante el
Biocontrolador ADI 1010, la adquisicién de datos se llevé a cabo por medio del software BioXpertR Lite
(Applikon™) instalada en una PC conectada al controlador. La evaluacion de los cultivos se realizé en medio
SB con ampicilina (50 pg/mL). Todos los cultivos se realizaron por triplicado y los resultados presentan la
desviacion estandar de los mismos. Los cultivos fueron inducidos a las 4 h con 0.1 mM de IPTG. Para evaluar
las cinéticas de crecimiento se tomaron muestras cada h durante los cultivos de 24 h. A partir de las gréaficas

obtenidas se calculd la velocidad especifica de crecimiento () y el tiempo de duplicacion (td).

8.7 Caracterizacion de los cuerpos de inclusion

8.7.1 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
Los SDS-PAGE se prepararon segin Laemmli etal. (1970). El gel separador se preparé al 15% y fue
precedido por un gel concentrador al 4%. En cada carril se cargaron de 15 a 30 pg de proteina total
cuantificada previamente por el método de Bradford o con el kit 2D-Quant (G-Biosciences, USA). Los geles
se corrieron a 30 mA y posteriormente fueron revelados usando la solucion de Coomasie. El exceso de

colorante, fue removido con una solucién de destefiido.
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8.7.2 Purificacidn de cuerpos de inclusién

La biomasa de los cultivos fue recuperada a las 20 h de la induccion por centrifugacién a 7,000 g por 10
minutos y el pellet celular fue suspendido en amortiguador regulador (amortiguador de fosfatos 40 mM, pH
7.4, 40 mM EDTA y 1 mM de PMSF). La suspension celular fue sonicada para su lisis en un SoniPrep 150
(SanyoTM) a una amplitud de 10 micrones en 10 pulsos de 30 segundos con descansos de 30 seg en hielo y
después centrifugada a 8,000g por 10 min para aislar los Cl de los restos celulares. El pellet obtenido fue
resuspendido en PBS y NP-40 al 0.1 % e incubado a 4°C durante 2 h, después se centrifug6 y recupero el
pellet. Después se hizo un tratamiento con 20 uL de DNAsa (6 mg/mL) a 37°C durante 3 h y se centrifugd, el
pellet fue recuperado y lavado con Tritén al 0.5% incubandose 2 h a 4°C. Posteriormente, se realizaron
lavados con agua para remover sales y detergente. La solucién fue centrifugada a 8,000 g por 30 min y se
elimin6 el sobrenadante. Los solidos obtenidos se lavaron con agua de baja conductividad 3 veces.
Finalmente, se elimind la fraccion soluble por centrifugacion, y los Cl se almacenaron a -80°C (Carri6 et al.,
2000)

8.7.3 Cuantificacion de proteina por el método de Bradford

La concentracién de proteina se determiné por el método de Bradford (Bio-Rad, USA), para lo cual se midi6
la absorbancia a 595 nm que se presenta por la union del azul brillante de Coomassie a las proteinas
(Bradford, 1976), que fue determinado en un espectrofotometro UV-2450 (DU 730 Beckman coulter USA).
Se realizaron curvas de calibracion con estandares de albdmina de suero bovino (BSA), en un intervalo de

concentracion de 5 a 45 pg/mL. Tanto las muestras como los estandares se prepararon por duplicado.

8.7.4 Cuantificacién de proteina en Cl mediante unién a Cobre

Los CI purificados fueron centrifugados, resuspendidos en SDS 5% e incubados a temperatura ambiente por
12 h. La cuantificacion de proteina se determin6 mediante el kit 2D Quant (G-Biosciences, USA), para lo cual
se midid la absorbancia a 480 nm en un lector de placas Synergy H4 (BioTek Instruments, USA). EI método
se basa en la union especifica de los iones de cobre al enlace peptidico. De ahi que se cuantificé el cobre libre
en solucion. Se realizaron curvas de calibracion con estandares de BSA, en un intervalo de concentracién de 0

a 50 pg/mL. Tanto las muestras como los estandares se prepararon por duplicado.

8.7.5 Ensayo de unién a Tioflavina-T

La mezcla de reaccion del ensayo de union a Tioflavina-T (Th-T) consistié en 50 pg/mL de proteina de los
CI cuantificados por el método de union a cobre, amortiguador de fosfatos (10 mM de fosfatos, 150 mM de
NaCl, pH 7,0) y 75 mM de Th-T. Se registraron los espectros de emision de fluorescencia de 460 a 600 nm
utilizando una longitud de onda de excitacion de 440 nm (espectrofotémetro LS55, Perkin Eimer, USA). Los
espectros de emision fueron tomados cada hora durante un periodo de 4 h. Se fijé un ancho de rendija
de 10 nm tanto para la emisién como para la excitacion. El espectro control de Th-T fue restado en todos los
experimentos, asi como el espectro de los Cl en agua (Upadhyay et al., 2012). Los resultados fueron

realizados por duplicado.

38



8.7.6  Ensayo de union a Rojo Congo

La mezcla de reaccién del ensayo de union a Rojo Congo (RC) consistié en 50 mg/mL de proteina de los Cl
cuantificados por el método de unién a cobre, amortiguador de fosfatos (10 mM de fosfatos, 150 mM de
NaCl, pH 7,0) y 10uM de RC. Las muestras fueron incubadas durante 10 min a temperatura ambiente. Los
espectros de absorbancia de la muestra y el colorante fueron tomados junto con los controles (Cl en ausencia
de colorante y colorante solo) en un barrido de 400 a 700 nm en un espectrofotémetro UV-2450 (DU 730
Beckman coulter USA). La contribucion del espectro de los CI en suspension fue restada del espectro de la
mezcla de Cl y colorante (Upadhyay et al., 2012). Los experimentos se realizaron con los CI purificados a 1,

3,5, 7y 12 h después de la induccion para las dos condiciones de cultivo estudiadas.

8.7.7 Digestidn con proteinasa K de los Cuerpos de Inclusion

La digestion proteolitica de los ClI se llevo a cabo en amortiguador (50 mM de Tris-HCIl y 50 mM de NacCl,
pH de 8.0) con una concentracion 150 pug/mL de proteina (cuantificada por el método de unién a cobre) de ClI
purificados y 2 pL de un stock de Proteinasa K (2 mg/mL), la solucién tuvo una concentracion final de 4
pg/mL de proteinasa K. La digestion proteolitica fue monitoreada por 100 min, registrando cada min los

cambios en la absorbancia a 350 nm en un “UV-2450 spectrophotometer” (DU 730 Beckman coulter USA).

8.7.8  Estudios de disolucién con agentes desnaturalizantes
Los CI de las proteinas modelo fueron purificadas de la fraccién soluble. Los CI previamente cuantificados
por método de unidn a cobre, se incubaron 24 h a 25°C en disoluciones de cloruro de guanidinio (0-5M) a una
concentracion de 1 mg/mL de proteina. La suspensién fue centrifugada a 8000 g durante 10 min, y la proteina

de la fraccion soluble se cuantificé mediante el kit 2d-Quant (G-Biosciences, USA).

8.7.9  Anadlisis de tamafio de los Cuerpos de Inclusion

El tamafio hidrodinamico de los CI cosechados en diferentes tiempos después de la induccién se determind
mediante dispersion dindmica de luz (DLD) realizado en un Zetasizer Nano (Malven Inst. Ltd,
Worcestershire, Reino Unido) a 173° de retrodispersion usando una cubeta de cuarzo de 50 pL (Castro-Acosta
et al., 2014). Las muestras se analizaron con y sin centrifugacion para evaluar el tamafio de CI utilizando el
modo de resolucion normal. Se midié la absorbancia a 350 nm y las muestras se diluyeron con agua para
obtener un valor de absorbancia de 0.5 DOgq antes de llevar a cabo la medicion por DLD. Los tamafios se
reportan como el diametro de la esfera equivalente de las particulas analizadas (Castro-Acosta et al., 2014).
Cada muestra se mididé por triplicado y el didmetro hidrodindmico representa el valor promedio. Los

dispersantes utilizados fueron agua y amortiguador de fosfatos pH 7.0. Las muestras fueron anlizadas a 27 °C.
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8.7.10 Analisis de morfologia por micrografia de transmision electronica
El analisis microscopico de los Cl en células, asi como los purificados fueron realizados con un microscopio
electrénico (Zeiss EM900 80 Kv) con una camara CCD Dual Vision 300 W (Gatan Inc). Estos analisis fueron
realizados en la Unidad de Microscopia del IBt-UNAM en colaboracion con la Dra. Guadalupe Zavala. El
corte de los bloques con las muestras se realiz6 con un ultramicrotomo (LEICA Ultracut R). Las muestras
fueron fijadas por 4 h con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio (0.16 M pH 7.2).
Para la postfijacion se aplicd tetradxido de osmio al 1% durante 2 h a 4°C. Posteriormente, las muestras se
deshidrataron gradualmente con etanol y 6xido de propileno, después se aplico 6xido de propileno y resina
araldita -epon para embeber las muestras antes de aplicar la mezcla de resina pura (EPON -Araldita-DDSA -

DMP 30). Se polimerizé a 60 °C por 12 h. Las muestras se tiflieron con acetato de uranilo y citrato de plomo.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Descripcion de las proteinas modelo

Las cuatro proteinas modelo usadas en este trabajo fueron: Esfingomielinasa D de garrapata B. microplus
(SMDg), esfingomielinasa D mutante de garrapata B. microplus (SMD-gm), la esfingomielinasa de la arafia L.
reclusa (SMD-Lr) y una Fosfolipasa A2 (PLA2) de la serpiente M. Laticollaris (Tabla 4).

Se ha reportado que variaciones en la estructura primaria de un polipéptido tienen impacto en la formacion de
Cl sugiriendo que la estructura primaria determina su propension a agregarse (Ventura & Villaverde 2006).
De ahi que se propusiera trabajar con las 4 PR modelo, 3 de las cuales son SMD y presentan similitud por
arriba del 90%. Ademas, con esta premisa se modifico la secuencia de aminoacidos de la proteina SMD-g
para mejorar su solubilidad, mutdndose G56D, H58G, G60T, E62T, R63K.V67TM y M131l, segun
informacion del grupo del Dr. Alagon. A partir de la secuencia de aminoécidos de cada proteina se realiz6 una
prediccion de estructura secundaria usando programas como Gor y SOPMA, del servidor ExXPASy
(http:/lwww.expasy.org). Mediante este analisis se determinaron los porcentajes de contenido de a hélices,
hojas B y regiones sin conformacion en cada una de las proteinas (Tabla 7). Ademas, se comprobd que las
mutaciones en la secuencia peptidica de la SMD-gm no s6lo modifican la solubilidad de la proteina sino que

repercuten en su estructura secundaria, principalmente en las laminas B y las regiones sin conformacion.

Tabla 7. Estructura secundaria de las proteinas modelo.

Proteina a hélice (%) Laminas p (%) Estructura sin conformacion (%0)
SMDg 38.03+6.96 24.36+8.12 37.61+7.96
SMDgm 38.41+5.64 18.35+4.15 43.23+£9.73
SMD-Lr 28.78+7.68 21.26x27 49.94+2.90
PLA2 18.93£8.20 24.79+15.9 63.00+23.4

SMD-g: Esfingomielinasa D de garrapata, SMDgm: Esfingomielinasa D con mutaciones de garrapata, SMD-Lr:
Esfingomielinasa D de L. reclusa, PLA2 :Fosfolipasa A2 de M. laticollaris

9.2 Caracterizacion inicial de las cepas productoras

9.2.1 Evaluacion de diferentes medios de cultivo con la cepa BL21-Gold(DE3)

productora de esfingomielinasa D de garrapata

Con la finalidad de evaluar el mejor medio para producir las PR, se evallo el crecimiento y la produccion de
la cepa BL21-Gold (DE3) productora de SMDg en diferentes medios de cultivo. Los medios evaluados fueron
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LB, LB con 2% de glucosa, medio 2Xyt, Medio Terrific y Super Broth. Como se puede observar en la
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y la tabla 8, las biomasas maximas alcanzadas, asi como las velocidades de crecimiento son similares en los

diferentes medios de cultivo.
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Figura 18 Cinética de crecimiento con diferentes medios de la cepa E. coli BL21 DE3 gold productora de SMD de
garrapata en matraces convencionales de 20 mL con 50 mL de medio, a 37°C y 200 rpm. eMedio LB  Medio Super
Broth OMedio LB+2% de glucosa A Medio 2x-Yt dMedio Terrific.

Tabla 8. Velocidades especificas de crecimiento (p) de la cepa E.coli BL21 gold (DE3) productora de SMDg.

Medio ()
‘LB 14730004
LB+2% 1.4386+0.05
Terrific 1.3529+0.06
Super broth 1.4302+0.03
2x Yt 1.5258+0.12
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En algunos estudios de produccién de PR, se utiliza el medio complejo LB (Hansen et al., 1998;
Neves-Petersen et al., 2001; Becker et al., 2005; Gordon et al., 2008; Lee & Keasling 2008; Shitu &
Woodley 2009). Este medio puede ser modificado, aumentando o disminuyendo la concentracién de
sus componentes o agregando fuentes de carbono inmediatas tales como glucosa o glicerol, para
aumentar la densidad celular final. También se eligieron medios complejos para evitar el estrés por
falta de aminoacidos, ya que puede ser perjudicial para la calidad de la PR (Tsai et al., 1988;
Donovan et al., 1996). Por lo anterior se usaron los siguientes medios de cultivo: LB, Terrific Broth,

Super Broth, y LB complementado 2% de glucosa. Las cinéticas de la
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, mostraron que la cepa recombinante es capaz de crecer en medios complejos. La evaluacion de medios se

realiz6 Unicamente con la cepa productora de SMDg. Al comparar el medio de cultivo LB con medios

enriquecidos como Terrific Broth y 2x Yt, se observd que el medio LB provocd un ligero aumento en la

acumulacién de biomasa de entre el 5 y 10%, respectivamente (figura 18). Posteriormente se determind cudl

medio de cultivo mejoraba la acumulacion la PR. La biomasa obtenida después de 24 h de cultivo fue

separada por centrifugacién, y se determin6 que la PR se producia mayoritariamente en Cl, los cuéles fueron

lavados y disueltos con urea 8 M.

En la figura 19 se muestran la electroforesis de los Cl solubilizados, que permitié observar que la mayor

acumulacién de SMDg se produjo en el medio Super Broth (carril 2, figura 19).
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Figura 19 Electroforesis SDS-PAGE de ClI purificados a partir de la biomasa al tiempo final (24 h) de la cinética de
crecimiento de la proteina SMD de garrapata (~31.7 kDa) de la cepa E.coli BL21-Gold(DE3) en diferentes medios de
cultivo. Carriles 1: crecimiento en medio 2x YT, 2: crecimiento en medio Super Broth, 3: crecimiento en medio LB con
2% de glucosa, 4: crecimiento en medio Terrific. Se utilizd el marcador Page Ruler Prestained Protein ladder, SM0671 de
Fermentas. La PR se encuentra sefialada por una flecha.

9.2.2 Caracterizacion cinética de la cepas BL21 gold (DE3) productoras de
las proteinas modelo, en matraces
La caracterizacion cinética inicial de las cuatro cepas recombinantes se realiz6 en cultivos en matraces
agitados Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio LB utilizando indculos derivados del Banco de Trabajo
(BT). Los cultivos fueron inducidos con IPTG (0.1mM) a las 4 h. Se comprob6 que la induccién quimica con
IPTG no afect6 la velocidad de crecimiento (figura 20; Tabla 9), como ha sido reportado para otras cepas
(Villar et.al. 2003).
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Figura 20. Comparacion de las cinéticas de crecimiento en matraces (250 mL) con 50 mL de medio LB a 200 rpm e
incubados a 37°C de la cepa E. coli BL21 gold (DE3) que expresa las 4 diferentes proteinas modelo. Se tomé como
control la cepa de BL21 sin inducir. SMDg: esfingomielinasa de garrapata. SMDg mut: esfingomielinasa mutante de
garrapata SMD-Lr: esfingomielinasa de L. reclusa. PLA2: fosfolipasa A2 de M. laticollaris, Control: cepa E. coli BL21-
Gold (DES3) sin inducir.

En la Tabla 9 se muestran las velocidades de crecimiento () calculadas en las cinéticas para los cultivos
control y los inducidos. A partir de que la induccion se realizo6 al final de la etapa exponencial de crecimiento

(5 h), no se observaron diferencias entre las velocidades de crecimiento

Tabla 9. Velocidad especifica de crecimiento (L) en los cultivos control e inducidos con 0.1 mM de IPTG.
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'smpg 1.7520.03 0.39
SMDgm 1.59+0.16 0.44
SMD-Lr 1.64+0.05 0.42
PLA2 1.36+0.005 0.51
BL21 gold (DE3) con el inserto 1.37+0.05 0.50
de SMDg (control sin induccién)

SMDg mut: esfingomielinasa mutante de garrapata SMD-Lr: esfingomielinasa de L. reclusa. PLA2: fosfolipasa A2 de M.
laticollaris, Control: cepa E. coli BL21-Gold (DE3) sin inducir.

9.2.3 Mejoramiento del proceso de purificacion de CI

Con la finalidad de mejorar el proceso de extraccion de PR a partir de Cl, se probaron cinco protocolos
encontrados en la literatura (Carrié et al., 2000; Rodriguez-Carmona et al., 2010; Patra et al., 2000). La
purificacion de los ClI se realiz6 a partir de la biomasa a tiempo final de un cultivo en matraz en medio
SB de E. coli BL2 gold (DE3) productora de SMDg. Se tomaron 4 muestras de 0.5 g de biomasa y a cada
muestra se le realizé un protocolo de extraccion diferente (figura 21).
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Figura 21 Electroforesis SDS-PAGE de Cl purificados por diferentes protocolos a partir de la biomasa al tiempo final (24
h) de un cultivo en matraz convencional de 250 mL con 50 mL de medio de la cepa E.coli BL21 gold (DE3) productora de
SMDg (~31.7 kDa) en medio SB. Carriles 1: Proteina total 2: Lavado con Nonidet P-40 0.1% y Triton X-100 al 0.5%; 3:
Lavado con Triton al 1.0%, 4: Lavado con Nonidet p-40 al 0.1%, 5: Lavado con SDS al 1%. Se utiliz6 el marcador Page
Ruler Prestained Protein ladder, SM0671 de Fermentas. La PR es la banda intensa en el carril 2, 3y 4 entre el marcador de
26y 34 KDa.

Para la recuperacion de los Cl, las células bacterianas fueron lisadas mediante sonicacién. Posteriormente, la

solucion fue centrifugada. A partir del precipitado se recuperan los Cl y contaminantes como las proteinas de
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la envoltura celular (Rinas & Bailey 1992). Con el fin de eliminar estos contaminantes se adicionan
detergentes o bajas concentraciones de agentes caotrdpicos (Lilie et al., 1998; Georgiou & Valax 1999; Singh
& Panda 2005). De ahi que se utilizaran tres métodos de extraccion con los detergentes Nonidet-P40, Triton
X-100 y SDS. Al finalizar los lavados se cuantificé el contenido de proteina de los Cl, a partir de una fraccién
de CI solubilizada con SDS usando el kit 2D-Quant. Los CI tratados fueron solubilizados con urea 8 M, y 30
Mg de proteina fue introducida en un gel SDS-PAGE para evaluar el contenido de la PR. En la figura 21 se
observa que con los protocolos de lavado con Nonidet P-40 y Triton X1-100 se obtienen resultados similares.
Sin embargo, al combinar ambos protocolos se logré obtener agregados con menor contaminacion de
proteinas citoplasmaticas. Por otra parte, el protocolo con SDS solubiliza los Cl, dejando una fraccion
insoluble reducida, por lo que el carril 5 de la figura 21 contiene menos proteina que el resto, asi que no
resulté en un método apropiado para la purificacion de CI. A partir de esta observacion se eligi6 el SDS como
agente para la disolucion total de los CI en el proceso de cromatografia en gel para la separacion de los

componentes de los CI.

9.3 Caracterizacion cinética de E.coli BL21 gold (DE3) productora de las proteinas

modelo en biorreactores

Las condiciones ambientales a las que estan expuestos los microorganismos en cultivo sumergido tales como,
pH, temperatura, oxigeno disuelto, estrés hidrodinamico, entre otros, influyen en el metabolismo,
repercutiendo en el crecimiento y en la productividad (Ospina et al., 1996; Neves-Petersen et al., 2001;
Gamboa-Suasnavart et al.,, 2011). Muchos de los procesos biotecnolégicos emplean matraces para el
crecimiento de microorganismos, en los que presentan diversas limitaciones en el control de las condiciones
de cultivo, como el control de pH y la tensién de oxigeno disuelto (Gamboa-Suasnavart et al., 2013; Biichs
2001) y en los que se han caracterizado un buen numero de CI. Es importante remarcar que la estrategia de
cultivo depende del sistema de produccion y el producto deseado. Por lo que hay algunos bioprocesos con
altos requerimientos de TOD, mientras que otros necesitan un control estricto para lograr una adecuada
transferencia de oxigeno y por lo tanto buenos rendimientos de producto (Calik et al., 1994; 1998; 2000). De
igual manera el control de pH es determinante en la obtencion de biomasa y PR ( Strandberg et al., 1987;
Ospina et al., 1996; Neves-Petersen et al., 2001).

Olsen y colaboradores (2002) reportaron que el pH intracelular de E. coli (7.4 - 7.6) permanece constante ante
cambios de pH extracelular en un rango de 5.5 a 8.5. Esto es debido a que la bacteria posee mecanismos para
regular la homeostasis (Small et al., 1994; Foster 2004; Castanie-Cornet et al., 1999; Georgiou et al., 1988).
Dichos mecanismos consumen energia y cuando las células estan cercanas a los limites de pH de su rango de
crecimiento, la transicién en el pH intracelular es abrupta y puede llevar a una pérdida parcial en la
homeostasis (Slonczewski et al., 2009).

Por lo anterior se plantedé determinar si el control de pH afectaba la densidad celular, asi como la
productividad de PR y las caracteristicas de los CI en los que se agregaban las proteinas modelo. Por lo que se
realizaron cultivos en biorreactor de 1 L (Applikon, BV) de las cepas de E. coli BL21 Gold (DE3)
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productoras de las 4 proteinas modelo, con el objetivo de estudiar el efecto del pH controlado a 7.5 y sin
control de pH, y manteniendo controladas la temperatura y la TOD. Los cultivos se indujeron con IPTG (0.1

mM) al inicio de la fase estacionaria (4 h), para iniciar la produccion de las proteinas modelo.

9.3.1 Cinética de crecimiento de la cepa productora de esfingomielinasa de
garrapata
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Figura 22. Cinéticas de crecimiento en biorreactor en 600 mL de medio SB de la cepa E. coli BL21-Gold (DE3)

productora de SMDg, realizadas a 37°C con TOD>30%, en condiciones controladas a pH 7.5 y sin control de pH. La
induccion se hizo con IPTG 0.1 mM a las 4 h de cultivo. En el inserto se muestra la fase exponencial en escala

logaritmica. Los experimentos se realizaron por triplicado y las barras representan la desviacion estandar.
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9.3.2 Cinética de crecimiento de la cepa productora de esfingomielinasa D
mutante de garrapata
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Figura 23. Cinética de crecimiento en biorreactor en 600 mL de medio SB de la cepa E. coli BL21 Gold (DE3)

productora de SMDgm realizados a 37°C con TOD>30%, en condiciones controladas a pH 7.5 y sin control de pH. La
induccion se hizo con IPTG 0.1 mM a las 4 h de cultivo. En el inserto se muestra la fase exponencial en escala

logaritmica. Los experimentos se realizaron por triplicado. Las barras representan la desviacion estandar.

9.3.3 Cinética de crecimiento de la cepa productora esfingomielinasa D de L.
reclusa
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Figura 24. Cinética de crecimiento en biorreactor en 600 mL de medio SB de la cepa E. coli BL21Gold (DE3) productora
de SMD-Lz, realizados a 37°C con TOD>30%, en condiciones controladas a pH 7.5 y sin control de pH. La induccidn se
hizo con IPTG 0.1 mM a las 4 h de cultivo. En el inserto se muestra la fase exponencial en escala logaritmica. Los
experimentos se realizaron por triplicado. Las barras representan la desviacion estandar.
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9.3.4 Cinética de crecimiento de fosfolipasa A2 de Micrurus laticollaris
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Figura 25. Cinética de crecimiento en biorreactor en 600 mL de medio SB de la cepa E. coli BL21 Gold (DE3)
productora de PLA2, realizados a 37°C con TOD>30%, en condiciones controladas a pH 7.5 y sin control de pH. La
induccion se hizo con IPTG 0.1 mM a las 4 h de cultivo. En el inserto se muestra la fase exponencial en escala
logaritmica. Los experimentos se realizaron por triplicado. Las barras representan la desviacion estandar.

En las Figura 22,Figura 23,Figura 24Figura 25se muestran las diferentes cinéticas de crecimiento de las 4
proteinas modelo. La menor densidad celular se obtuvo en los cultivos sin control de pH productores de
SMDgm, SMD-Lr y PLA2 con respecto a los controles realizados a pH 7.5 (Figura 23,Figura 24,Figura 25).
Esto podria ser atribuido a variaciones propias de cada cultivo provocadas por la PR producida en conjunto
con la pérdida de homeostasis causada por la variacion en el pH. Ambas estrategias de cultivo también
causaron la disminucién en la densidad celular en los tiempos finales de cultivo de las 4 cinéticas de
crecimiento de E. coli BI2-Gold (DE3) productoras de las proteinas modelo (Figura 22,Figura 23,Figura
24Figura 25).

La biomasa maxima (Xnax) alcanzada en la cinética de crecimiento de la cepa productora de SMDg (figura
22) fue de 6.2 g/L bajo condiciones sin control. Mientras bajo condiciones controladas se alcanzaron 4.3 g/L.
La velocidad de crecimiento en la etapa exponencial en ambas condiciones fue similar (tabla 10). La cepa
productora de SMDgm (figura 23) present6 una cinética de crecimiento alcanzando una X, de 5.58 g/L a las
10 h de cultivo en condiciones sin control de pH. Bajo condiciones controladas de pH se alcanzd una X de
4.16 g/L en el mismo tiempo. De forma similar la X, alcanzada por la cepa productora de SMD-Lr fue de
4.12 g/L en condiciones sin control, después de 10 h de cultivo, en contraste, en los cultivos con pH
controlado se alcanz6 una X de 6.14 g/L en la quinta hora de cultivo (figura 24). La cepa productora de
PLA2 (figura 25) presentd un comportamiento distinto a las cepas productoras de SMD ya que la cinética

realizada bajo condiciones controladas de pH, alcanzd una X, de 6.15 g/L después de 10 h de cultivo siendo
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mayor que la X, alcanzada bajo condiciones sin control de pH (4.78 g/L). En la cinética sin control después

de la induccion se observo una rapida disminucion de la biomasa.

En la tabla 10 se presentan las velocidades especificas de crecimiento de los 4 cultivos en sus dos condiciones
de cultivo. Se puede observar que en los cultivos sin control de pH la velocidad especifica de crecimiento
disminuye levemente. En general, en las cinéticas realizadas sin control de pH la fase exponencial de
crecimiento se presentd a pH entre 6 y 7.5. Es posible que la ligera disminuciéon de la velocidad de
crecimiento sea provocada por el gasto metabélico causado por el bombeo de protones fuera del espacio

intracelular para mantener la homeostasis (Slonczewski et al., 1981; Foster, 2004; Padan et al., 2005).

Tabla 10. Comparacion de velocidades de crecimiento de las cepas E. coli BL21Gold (DE3) productoras de las cuatro
proteinas modelo.

Proteina recombinante ' u(ht

' SinControldepH ~~ pH7.5
SMDg 1.34+0.05 1.36+0.09
SMDgm 1.35+0.13 1.44+0.01
SM-D de L. reclusa 1.03+0.11 1.07+0.08
PLA2 de M. laticollaris 1.22+0.04 1.32+0.04

9.3.5 Comparacion de variacion del pH durante los cultivos sin control de pH
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Figura 26. Cambio del pH con respecto al tiempo en cultivos en biorreactor en 600 mL de medio SB de E. coli BL21 Gold
(DE3) productoras de las 4 proteinas modelo realizados a 37°C con TOD>30%en medio SB, en condiciones sin control de
pH.

La variacion del pH debido al metabolismo de cada cepa se presenta en la figura 26. Se observé que en todos
los cultivos sin control de pH, éste varid con respecto al tiempo. En las primeras horas disminuy6 de 7.5 a
aproximadamente 6.5+0.2, y después de 3 h comenzé a incrementar hasta alcanzar aproximadamente 8.5+0.4
después de 5 h. La induccidn se realizé cuando el pH se encontraba alrededor de 7.4. A las 7 h cuando los
cultivos alcanzan el pH mas basico, se observéd la disminucion en la densidad celular, lo que puede ser
asociado a una necrosis celular debida al estrés, provocada por la variacion del pH por arriba de 8.5, el cual se

ha demostrado como un punto limitante para alcanzar la homeostasis celular (Slonczewski et al., 2009).
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9.4 Analisis de la composicion proteica de la fraccion soluble v cuerpos de

inclusién de los diferentes cultivos

Durante la obtencion de PR, la productividad depende de la concentracion de biomasa y de las condiciones de

cultivo las cuales también pueden afectar la calidad de la PR (Shojaosadati et al., 2008; Jana & Deb 2005;
Strandberg & Enfors, 1991; Ospina et al., 1996). Investigaciones recientes sobre agregacion y formacion de
Cl sugieren que algunas condiciones de cultivo favorecen la produccién de PR de forma soluble o agregada
(Gonzalez-Montalban et al., 2007). Particularmente, se ha propuesto que el pH acido favorecia la agregacion
y formacion de CI en cultivos en matraces agitados en comparacion con cultivos en biorreactor con
condiciones controladas (Strandberg et. al. 1987; Strandberg & Enfors, 1991). Para evaluar el efecto del
control de pH sobre la solubilidad de las proteinas modelo se compard la produccion de PR en la fraccion
soluble y en los Cl en dos condiciones de cultivo: con control de pH (7.5) y sin control de pH. Las
comparaciones se realizaron a partir de la biomasa recolectada a las 24 h de cultivo. La proteina soluble fue
obtenida a partir del lisado celular y los CI fueron obtenidos como se especificé en la metodologia. Las
proteinas recuperadas fueron separadas por cromatografia en gel, cargandose en cada carril 30 ug. La Figura
27 muestra la relacion de PR obtenida tanto en la fraccién soluble como agregada en las condiciones de

cultivo estudiadas.

94.1 Anélisis de la composicién proteica de la fraccién soluble y cuerpos de
inclusion de los cultivos de E. coli BL21-Gold (DE3) que expresa

esfingomielinasa D de garrapata
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Figura 27. Electroforesis SDS-PAGE de Proteina soluble (P.S.) y CI purificados a partir de la biomasa colectada a las 24
h del cultivo en biorreactor de la cepa productora de SMDg (~31.7 kDa) y comparada con la PS y CI obtenidos de la

biomasa colectada a partir de cultivos en matraces de 250 con 50 mL de medio SB o LB a las 24 h. Los CI fueron

disueltos en SDS. La flecha marca la banda correspondiente a la SMDg.

En la figura 27 se observa la comparacion del contenido de proteinas de la fraccién soluble y de los ClI
obtenidas a las 24 h en los cultivos productores de SMDg, en matraz y biorreactor. En la separacién
electroforética de las fracciones soluble y de Cl de SMDg (figura 27), la banda correspondiente a la PR se
encuentra en un peso de ~32 kDa. Ademas se pueden observar diferencias en la composicién proteica de los
CI producidos en biorreactor en condiciones sin control y con pH controlado.

En términos de la productividad de PR en los cultivos en biorreactores, en la fraccion soluble de SMDg fue
favorecida en los cultivos con pH 7.5, lo que se corroboré mediante inmunodeteccién (figura 28). Como se
puede observar en la figura 28 y 29, los CI producidos en condiciones contraladas de pH a las 24 h se
encuentran mas enriquecidos en cuanto a la PR y menor cantidad de contaminantes. La diferencia en la
composicién de contaminantes y de SMDg en las condiciones controladas y sin control de pH, puede deberse
a variaciones en el citoplasma mientras E. coli alcanza la homedstasis de pH (entre 7.4 a 7.8) (Bowden &
Georgiou, 1990; Olsen et al., 2002). Para lo cual suceden una serie de cambios a nivel metabdlico que
favorecen el aumento de la concentracion de protones en el citoplasma como la produccién de metabolitos
&cidos y el aumento en la actividad de transportadores de protones que favorecen su importe y retencién
(Slonczewski et al., 1981; Padan et al., 2005; Martinez et al., 2012). Sin embargo, cambios por arriba de 8
afectan la homeostasis del citoplasma (Martinez et al., 2012). De cualquier forma la homeostasis se alcanza en
minutos después de causar estrés acido o basico en bacterias neutrofilas (Martinez et al., 2012; Wilks and
Slonczewski 2007). Cabe remarcar que la sintesis de proteinas ocurre en tiempo similar (Yu et al., 2006).
Entonces la variacién de pH en el cultivo sin control permitiria suponer la formacion de microambientes
menos basicos comparados con el exterior. Esto en las zonas cercanas a los antiporters, asi como en donde se
producen protones o aminoécidos, que pueden modificar la estructura secundaria de proteinas endogenas y
PR, asi como la agregacion y el contenido de los ClI, en conjunto con una respuesta al estrés por la variacion
del pH (Maurer et al., 2005).

9.4.1.1 |Identificacién de la proteina Esfingomielinasa D de garrapata por Western Blot

Se realiz6 la identificacion de la proteina SMDg en la fraccién protéica soluble y en los Cl de la cepa E. coli
BI21 Gold (DE3) producidos en biorreactor, mediante western blot. En el inmunoensayo (figura 28) se
identifico la PR producida en biorreactor a pH 7.5 en la fraccion soluble y en ClI, y solo se observd en la

fraccion insoluble de los cultivos sin control de pH.
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Figura 28. Inmunodeteccion de SMDg en la fraccion soluble y CI obtenidos de los cultivos de BL21 Gold (DE3) de E.
coli. Ambas fracciones fueron obtenidas a las 24 h de cultivo. La flecha marca la deteccion de la proteina y la banda

marcada con 35 refiere ese peso molecular.

9.4.2 Analisis de la composicion proteica de los cuerpos de inclusion de
esfingomielinasa D de garrapata cosechados a diferentes tiempos de
cultivo en ambas estrategias de cultivo

En la figura 30 se muestra el rendimiento del SMDg en CI (SMDg / Cl), cuantificado por densitometria a
partir de los geles de separacion electroforética de Cl cosechados a diferentes tiempos después de la induccion
(Figura 29). Se observé un enriquecimiento gradual conforme pasa el tiempo después de la induccion de
SMDg en los CI producidos a pH controlados (0.16 + 0.01 g SMDg / ji). Por el contrario en los Cl de los
cultivos sin control de pH se observo una disminucion en el rendimiento de SMDg (0.09 + 0.01 gSMDg /
gCl). Estos datos demostraron que la acumulacion de PR se produce preferentemente bajo condiciones

controladas de pH (figuras 29 y 30).
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Figura 29. Electroforesis SDS-PAGE de CI purificados producidos en biorreactor de la cepa productora de SMDg (~32

kDa) cosechados a diferentes tiempos de cultivo (1 h, 3 h, 5 h y 20 h después de la induccién).
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Figura 30. Relacion de proteina recombinante en los Cl de SMDg producidos en biorreactor en ambas estrategias de

cultivo (sin control de pH y pH 7.5), cosechados a diferentes tiempos después de la induccion. e= CI producidos sin

9.4.3 Analisis de la composicion proteica de la fraccion soluble y cuerpos de
inclusion de los cultivos de E. coli BL21-Gold (DE3) que expresa

esfingomielinasa D mutante de garrapata
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Figura 31. Electroforesis SDS-PAGE de Proteina soluble (P.S.) y CI purificados a partir de la biomasa colectada a las 24 h
del cultivo en biorreactor de la cepa productora de SMDg (~32.3 kDa) y comparada con la P.S. y CI obtenidos de la
biomasa colectada a partir de cultivos en matraces de 250 con 50 mL de medio SB o LB a las 24 h. Los CI fueron
disueltos en SDS.

En la figura 31 se muestra el perfil electroforético de las fracciones de proteina soluble y de Cl de SMDgm
obtenidos en matraz y biorreactor. Como se puede observar la SMDgm se acumul6 preferentemente en Cl en
todas las condiciones probadas. En los cultivo en matraz se observo un enriquecimiento en los Cl obtenidos
en el medio SB. Por otra parte, en el perfil electroforético de la fraccion de la PR soluble no permitio la
correcta cuantificacién, ademas de que se aprecié en repetidas ocasiones. Particularmente, se observo

SMDgm en la fraccion de CI de los cultivos en biorreactor en ambas estrategias de pH.

9.4.4 Anélisis de la composicién proteica de la fraccion soluble y cuerpos de
inclusion de los cultivos de E. coli BL21-Gold (DE3) que expresa
esfingomielinasa D de Loxoceles reclusa

Al igual que en los geles anteriores, la separacién de las fracciones proteicas de los cultivos de SMD-Lr
resultaron en diferencias entre la relacion de PR soluble e insoluble (Figura 32). De manera similar a los
cultivos con SMDg (Figura 27), se observa una mayor produccion de PR en CI en los cultivos en matraz
(28.9% en medio SB) con respecto a la obtenida en biorreactor (5.0% y 22.2% en cultivo a pH 7.5 y sin
control de pH, respectivamente; tabla 11). Asimismo, podemos observar que la composicién proteica de los
CI obtenidos en biorreactor es diferente, obteniendo ClI mas enriquecidos de PR en cultivos donde el pH fue
controlado.
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Figura 32. Electroforesis SDS-PAGE de Proteina soluble (P.S.) y Cl purificados a partir de la biomasa colectada a las 24 h
del cultivo e biorreactor de la cepa productora de SMD-Lr (~31.2 kDa) y comparada con la PS y CI obtenidos de la
biomasa colectada a partir de cultivos en matraces de 250 con 50 mL de medio SB o LB a las 24 h. Los CI fueron

disueltos en SDS.

9.4.5 Separacion electroforética de la fraccion soluble y cuerpos de inclusion de los

cultivos de E. coli BL21 gold (DE3) que expresa fosfolipasa A2 de M.

laticollaris
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Figura 33. Electroforesis SDS-PAGE de Proteina soluble (P.S.) y Cl purificados a partir de la biomasa colectada a las 24
h del cultivo e biorreactor de la cepa productora de PLA2 (~14.07 kDa) y comparada con la PS y CI obtenidos de la
biomasa colectada a partir de cultivos en matraces de 250 con 50 mL de medio SB o LB a las 24 h. Los CI fueron

disueltos en SDS.
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La PR PLA2 de M. laticollaris presenta un peso tedrico de ~14.07 kDa. Como se puede observar en la figura
33, la banda correspondiente a la PLA2 es poco clara, por lo que se puede afirmar que comparada con las
clonas productoras de esfingomielinasas, es la de menor productividad. En este caso la relacién de PR en
forma soluble e insoluble es similar en los cultivos en matraces (tabla 11. Anexo 1). Aparentemente en los
cultivos en biorreactor, la productividad de PLA2 en CI no fue modificada por las condiciones de pH en el
medio. Sin embargo, en términos de la proteina soluble producida, los cultivos sin control de pH permiten

obtener mayor cantidad de PR (5.0%), como se aprecia en la Figura 33.

9.5 Caracterizacion morfologica de cuerpos de inclusion en cultivos de E. coli

BL21 Gold (DE3) productores de esfingomielinasa D de garrapata, mediante

microscopia de transmisidn electronica

Aunque poco se ha reportado sobre como las condiciones de cultivo afectan la agregacion de los Cl de forma
cinética, nosotros evaluamos la formacion de CI dentro de las células en diferentes tiempos de cultivo, con el
objetivo visualizar el tamafio de los CI in vivo. Para lo cual se realizé microscopia de transmisién electronica
con células completas productoras de SMDg a partir de la biomasa recolectada a las 5y 24 h (1 y 20 h
después de la induccién) de los cultivos realizados en biorreactor. En la figura 34 Ay B en el lado izquierdo,
se muestran micrografias de E. coli BL21 Gold (DE3) transformadas sin inducir. Se observan células con
morfologia de bacilo con un tamafio de aproximadamente 0.5 um de ancho por 3 um de largo. Ya que los

cultivos no fueron inducidos no se observa la formacién de ClI.
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Control sin inducir 20 h después de inducir

5 h después de inducir

Figura 34. Cuadro comparativo de micrografias de transmision electrénica de E. coli productora de SMDg. A.
Micrografias de E. coli BL21 Gold (DE3) cultivadas bajo pH controlado a 7.5. B. Micrografias de E. coli BL21 Gold
(DE3) cultivadas sin control de pH. Células cosechadas antes de inducir (izquierda) (la barra representa 2.0 um), 5 h
después de la induccion (centro), y 20 h después de inducir (derecha) (las barras representan 0.5y 1.0 um) Los CI estan

marcados con flechas. (Tomada de Castellanos-Mendoza et al., 2014).

Como se puede observar en la figura 34 la variacion en el pH externo provoca la modificacion de la velocidad
de agregacion. Se observo que las condiciones sin control de pH favorecieron la formacién de agregados mas
grandes (> 500 nm). En los cultivos sin control de pH después de 5 h de la induccién, se observé que
alrededor de 61% de células contenian al menos un Cl (figura 34A, centro). Por el contrario, a pH 7.5 la
formacidn de CI fue lenta ya que a las 5 h sdlo 7% de las células presentaron CI (figura 35B). Después de 20
h de induccion, cerca del 58% y 31% de células presentaron al menos un CI en condiciones sin control y con
control de pH, respectivamente. Respecto a los tamafios observados, 65% de las células crecidas en
condiciones sin control produjeron Cl >500 nm, mientras el mismo porcentaje de células crecidas en
condiciones controladas de pH 7.5, fueron <500 nm. Se ha reportado que la velocidad de agregacion es un

factor que repercute en la actividad y composicion de los Cl. de Groot & Ventura (2006), sobre-expresaron 20
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mutantes puntuales de la proteina GFP cuyas mutaciones repercutian en la velocidad de agregacion y en la
actividad (intensidad de fluorescencia) de los Cl, concluyendo que la mayor actividad se observo en los ClI
sintetizados lentamente (de Groot & Ventura 2006). Esta informacion es congruente con las caracteristicas de
los Cl formados en las condiciones sin control de pH, a una mayor velocidad de agregacion, los cuales
contienen una mayor cantidad de proteinas citoplasmaticas dentro de los CI (figura 30) y son de mayor
tamafio (figura 35B). En contraparte, los Cl producidos a pH 7.5 tienen menor cantidad de proteinas
exogenas, debido probablemente, a una mayor especificidad causada por una agregacion mas lenta. Estos
resultados sugieren que variaciones en el pH favorecen la velocidad de formacion de los ClI, debido
posiblemente a variaciones en la protonacion de los aminoacidos de la PR, haciendo que sean mas propensos
a agregarse. En la figura 35 se muestran los Cl obtenidos en diferentes tiempos después de la induccién. Se
puede observar que los Cl obtenidos de los cultivos bajo condiciones controladas de pH son de menor tamafio
que los producidos bajos condiciones sin control. Aunque en los CI se observan algunos CI de gran tamafio,

esto aparentemente son formados por pequefios Cl agregados.

20 h después de inducir

1 \_TH-‘A

Figura 35. Micrografia de Cl purificados de cultivos productores de SMDg. A, Cl de cultivos con control de
pH. B, CI de cultivos sin control de pH. lIzquierda, ClI obtenidos después de 1 h de induccidn (barras de escala
de 0.5 y 1.0 um). Centro, CI obtenidos después de 5 h de induccion (barra de escala 2.0 um; inserto B

0.1um). Derecha, Cl obtenidos después de 20 h de induccidn (barra de escala de 2.0 um; inserto B 200 nm).
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9.6 Caracterizacion fisicoguimica de los cuerpos de inclusion

9.6.1 Determinacion de la estructura secundaria de los Cl mediante ensayos
de union a colorantes amiloidogénicos

Recientemente en algunos bioprocesos de PR se han identificado algunos Cl que contienen proteinas con
estructura similar a la nativa y otra parte esta estructurada en dominios § laminares del tipo amiloide (Ventura
& Villaverde 2006). Debido a su plegamiento amiloide los CI tienen afinidad a colorantes como el Rojo
Congo (RC) Caz,H,oNgNa20¢S, (Glenner et al., 1972) y la Tioflavina-T (Th-T) C;H19CIN,S ( LeVine 1993),
por lo que se ha usado éstos colorantes para su estudio. La Th-T ha sido descrita como un marcador especifico
para la conformacion laminar de la estructura amiloide uniéndose particularmente a la superficie de canales
formados por hojas-p entrecruzadas (Naiki et al., 1989; LeVine, 1993; Biancalana et al., 2008). Cuando este
colorante se une a fibrillas amiloides hay un incremento en la fluorescencia de Th-T con respecto al colorante
solo (LeVine 1993). Por otra parte, se ha sugerido que el RC se une a las estructuras fibrilares en
conformacion fB-plisada (Peternel et al., 2008). EI RC presenta una absorbancia maxima a 490 nm que se
recorre a rojo hasta 550-570 nm una vez que se une al material amiloide (Glenner et al., 1972). Entonces para
determinar la presencia de estructura amiloide en los Cl de SMDg se evaluo la uniéon de los CI purificados
con ambos colorantes. Esto para poder comparar de forma cinética la estructuracién de Cl de SMDg en las
diferentes condiciones de cultivo.

Los CI del cultivo sin control de pH mostraron un aumento gradual en la intensidad de fluorescencia en el
ensayo de unién a Th-T (figura 36A). Esto indica que la cantidad de estructura amiloide aument6 a lo largo

del tiempo de cultivo alcanzando su maximo a las 24 h (20 h después de la induccién).
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Figura 36. Union a colorantes amiloidogénicos de Cl de SMDg cultivados sin control de pH, cosechados a diferentes
tiempos después de la induccién. A) Espectro de fluorescencia de CI en presencia de Tioflavina- T. B) Espectro de

absorbancia de CI en presencia de Rojo Congo.
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Por otro lado, en los cultivos con pH controlado, los CI mostraron una mayor intensidad de fluorescencia al
unirse a la Th-T a las 3 h y 5 h después de la induccion. Después de este tiempo la unién al colorante fue
disminuyendo progresivamente. Sin embargo, estos Cl que mostraron un ligero aumento en la afinidad por el
colorante RC conforme aumenta el tiempo de cultivo después de la induccion (figura 37B). Esto, aunado a los
resultados obtenidos por microscopia electronica, donde se observan Cl de mayor tamafio a las 5 h de cultivo
(figura 34A centro) y que van disminuyendo su medida respecto al tiempo después de la induccién (figura
34A derecha). Estos datos sugieren que hay una compactacion de los agregados que ocasiona la pérdida de

estructura 3 laminar o bien que dificulta la interaccion entre las fibras amiloides y la Th-T.
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Figura 37. Unidn a colorantes amiloidogénicos de Cl de SMDg cultivados a pH 7.5, cosechados a diferentes tiempos

después de la induccion. A) Espectro de fluorescencia de Cl en presencia de Th-T. B) Espectro de absorbancia de Cl en

presencia de Rojo Congo.

Por otro lado, se evalud la union de los otros ClI modelo obtenidos a las 24 h después de la induccion con los
colorantes Th-T y RC. Los CI de SMDgm obtenidos en las dos condiciones de cultivo presentaron un
comportamiento diferente respecto a la unién de colorantes. Los Cl producidos sin control de pH incubados
con Th-T mostraron un mayor grado de estructuracion, reflejado en una mayor intensidad de fluorescencia
(figura 38 A). De igual modo al incubarlos con RC se observé un desplazamiento en la absorbancia de 490
nm a 550 nm (Klunk et al., 1989), siendo mayor la absorbancia para éstos Cl comparados con los producidos
en condiciones controladas de pH (figura 38B), sugiriendo su composicion amiloide.

Interesantemente los valores de intensidad de fluorescencia en el ensayo de Tioflavina T en los Cl de SMDg y
SMDgm es similar (~50 A.U.) a las 24 h de cultivo tanto en los CI producidos a pH 7.5 como en los
producidos sin control de pH (~150AU). Esto indica que para el caso de la esfingomielinasa D de garrapata B.

microplus, las mutaciones puntuales no tienen un efecto directo en la estructuracion amiloidal de los CI.

61



200

150

100

50

Ffluorescenda(A.U.)

== sin control de pH

pH75

0 470 450 510 530

Longitud de onda (nm)

Absorbancia(350nm)

05
B s cONtrol de pH
04 pH7.5
= Fojo Congo
0,3
02
01
o
400 450 5 550 600 650 700
01
02

Longitud de onda (nm)

Figura 38. Unidn de colorantes a Cl de SMDgm cosechados a las 24 h en ambas condiciones de cultivo. A) Espectro de

fluorescencia de CI en presencia de Th-T. B) Espectro de absorbancia de Cl en presencia de Rojo congo.
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Figura 39. Union de colorantes a Cl de SMD de L. reclusa cosechados a las 24 h en ambas condiciones de cultivo. A)

Espectro de fluorescencia de Cl en presencia de Th-T. B) Espectro de absorbancia de CI en presencia de Rojo congo.
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Figura 40. Unidn de colorantes a Cl de PLA2 cosechados a las 24 h en ambas condiciones de cultivo. A) Espectro de

fluorescencia de CI en presencia de Th-T. B) Espectro de absorbancia de CI en presencia de Rojo Congo.
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A diferencia de los Cl de SMDg y SMDgm, los CI de SMD de L. reclusa presentaron mayor proporcién de
estructura amiloide en los cultivos realizados con condiciones controladas de pH (Figura 39). Ademas la
unioén a Th-T causé la mayor intensidad de fluorescencia comparada con la de todos los experimentos (figura
39A).

Por Gltimo los CI de fosfolipasa A2 de M. laticollaris (Figura 40) no mostraron diferencias en cuanto a la
union con Th-T, y solo se observd una pequefia variacion en cuento al pegado de RC. Estos resultados
sugieren que los CI formados en este cultivo presentan estructuras similares probablemente debido a la baja
concentracion de PR y a que estén conformados principalmente de proteina endégena.

9.7 Determinacion de poblacién de tamafios de cuerpos de inclusién
mediante dispersion dinamica de luz

La distribucion de tamafios de los Cl producidos bajo las 2 estrategias de cultivo (pH sin control y pH 7.5)
cosechados a diferentes tiempos de cultivo (3, 5, 7 y 20 h después de la induccién) fueron analizados
mediante dispersion dindmica de luz (Zetasizer Nano, Malvern InstUK). Los ClI de SMDg fueron
comparados mediante la distribucion del tamafio maximo alcanzado por el 50% de la poblacion de ClI (Clsp).
El valor de tamafio maximo de Clsy, de Cl SMDg producidos en condiciones sin control de pH se incremento
gradualmente conforme al tiempo de cultivo. En la primera hora después de la induccién se observaron Cls
de alrededor de 320 nm y en la tercera hora después de la induccién fueron de aproximadamente 458 nm. A
las 5y 20 h después de la induccion hay una conservacion del valor de tamafio de Clsy de entre 432 nm a 430
nm. La presencia de una poblacion de pequefios agregados tanto a las 7 como a las 9 h del cultivo indica que
nuevos Cl se estan formando, mientras los que se formaron al principio del cultivo siguen creciendo (figura
41).
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Figura 41. Distribucion de volumen acumulativo de tamafio de Cl de SMDg obtenidos de cultivos sin control de pH, en
diferentes tiempos del cultivo (5, 7 9 y 24 h), determinada por Dispersion Dinamica de luz. La gréafica muestra la
desviacion estandar de los valores acumulados de los experimentos realizados por triplicado.

En los cultivos con pH 7.5 (figura 42), el Cls, fue de 458 nm la primera hora después de la induccién. A las 3
h después de la induccion, éste tamafio se incrementd hasta 615 nm. Posteriormente, a las 5 h después de la
induccion los ClI sufrieron una disminucion en su tamafio presentando una media de alrededor de 396 nm, y
finalmente a las 20 h después de la induccién presentaron un Clsq de 341 nm.

Al igual que en los resultados obtenidos por microscopia electronica (figura 34B), por dispersion dindmica de
luz se observé que en condiciones sin control de pH los Cl producidos son de mas de 400 nm después de 5y
20 h (aunque también se observaron algunos ClI <100 nm). Sin embargo, los CI obtenidos en condiciones
controladas de pH, después de 5 h aparentemente se conforman de pequefios agregados que se conjuntan para
formar Cl de mayor tamafio, aunque la poblacién es heterogénea (figura 34A y 35A). Méas aln, las
micrografias en conjunto con datos de dispersién dindmica de luz, sugieren que después de 20 h estos
agregados de SMDg se compactan. Esta aparente compactacién puede ser la responsable de un cambio en la

estructuracioén de la PR, y por lo tanto un cambio en la afinidad de los CI por los colorantes amiloidogénicos.
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Figura 42. Distribucién de volumen acumulativo de tamafio de Cl de SMDg obtenidos de cultivos con control de pH
(7.5), en diferentes tiempos del cultivo (5, 7 9 y 24 h), determinada por Dispersion Dindmica de luz. La gréfica muestra la
desviacion estandar de los valores acumulados de los experimentos realizados por triplicado.

Al contrario que en los ClI de SMDg, no se observaron variaciones en el tamafio de los Cl de SMDgm
cosechados en las diferentes condiciones de pH a las 24 h (figura 43). Esto puede ser debido a que la
secuencia polipeptidica de estas PR es diferente y que los nicleos de agregacion no se ven afectados por el pH
del medio. En el caso de los Cl de SMD-Lr se observd una poblacion ligeramente menor en los agregados
producidos a pH 7.5, ya que se encuentran en el intervalo de 340 a 1720 nm de didmetro, mientras que en las
condiciones sin control de pH se obtuvieron agregados de entre 530 a 1720 nm (figura 44). Los Cl de PLA2

de M. laticollaris (figura 45) presentaron un comportamiento similar a SMD-Lr, donde los agregados
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producidos a pH 7.5 se encuentran en un intervalo mas amplio de tamafio (350-2200 nm de diametro)
comparado con el de los CI producidos en condiciones sin control de pH (450-1300 nm).
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Figura 43. Distribucién de tamafio determinada por Dispersion Dindmica de luz de Cl de SMDgm cosechados a las 24 h,
de cultivos de biorreactor bajo condiciones controladas (linea verde) y no controladas de pH (linea azul).
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Figura 44. Distribucién de tamafio determinada por Dispersién Dinamica de luz de Cl de SMD-Lr cosechados a las 24 h,
de cultivos de biorreactor bajo condiciones controladas (linea verde) y no controladas de pH (linea azul).
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Figura 45. Distribucion de tamafio determinada por Dispersién Dinamica de luz de Cl de PLA2 de M. laticollaris
cosechados a las 24 h, de cultivos en biorreactor bajo condiciones controladas (linea verde) y no controladas de pH (linea

azul).

9.8 Resistencia a la degradacion

9.8.1 Protedlisis con proteinasa K
La proteinasa K es una proteasa utilizada para el mapeo de estructuras amiloides debido a que es altamente
activa contra dominios globulares o regiones desordenadas, mostrando baja actividad contra las
conformaciones B-laminares densamente empaquetadas, caracteristicas de las estructuras amiloides (Wilson et
al., 2007). Con el objetivo de determinar la organizacion molecular de los ClI, éstos se sometieron a una
degradacion proteolitica. Se afiadié Proteinasa K a los Cl purificados obtenidos en las dos condiciones de
cultivo a las 24 h y se midi6 su accesibilidad a los dominios correctamente plegados mediante la medicion de
la turbidez a 350 nm a lo largo del tiempo. Los CI de las 4 proteinas modelo cosechados a partir de cultivos
sin control de pH fueron mas propensos al ataque proteolitico, mostrando una pendiente mas pronunciada ante
la digestion con proteinasa K, disminuyendo la turbidez en menor tiempo, lo que indicé la desintegracién de
los agregados. Este fendmeno sugiere que la estructura en los Cl producidos en cultivos donde el pH no es
controlado presentan menos dominios amiloides y que las fuerzas de estabilizacion entre los centros de
nucleacion son débiles e inestables.
Por otra parte, los Cl cultivados en condiciones de pH controlado presentaron mayor resistencia a la
degradacion con proteinasa K. Estos resultados sugieren que el mantenimiento del pH externo controlado
provoca una mayor estructuracion del tipo amiloide en los ClI (figuras 46, 47, 48 y 49).
Se ha demostrado que la variacion en secuencia de aminoacidos afecta la agregacién (Carri6 et al., 2005;
Peternel et al., 2008b; Upadhyay et al., 2012). Sin embargo, aqui se utilizaron 3 SMD de estructura similar
(o/B8), con mas del 90% de similitud, y en general presentaron una agregacion similar que puede ser
catalizada por proteinasa-K, siguiendo cinéticas parecidas.
Los CI que presentan una alta cantidad de proteina correctamente plegada, son menos densos, solubles ante
menores concentraciones de agentes desnaturalizantes y mas susceptibles al ataque proteolitico, se les ha
denominado CI no clasicos (Peternel et al., 2008). La digestién con proteinasa K de los Cl de SMDg (Figura
46) producidos en condiciones sin control de pH, indica que tienen caracteristicas que los engloban en este
grupo siendo menos resistentes a la protedlisis y presentando un mayor contenido de estructura B-laminar en
los ensayos de tincion con colorantes amiloidogénicos (figura 36). En contraparte los Cl producidos en
condiciones de pH controlado fueron mas resistentes a la degradacion proteolitica (figura 46) y presentaron un
menor grado de estructuracion amiloide (figura 37) por lo que se podrian clasificar en el grupo de CI clésicos.
De igual manera, los CI de las proteinas SMDgm y SMD-Lr producidos sin control de pH resultan menos
resistentes a la protedlisis que aquellos producidos a pH 7.5 (figura 47 y 48). Si bien, con estas proteinas no se

presentaron diferencias en el grado de unién de colorantes amiloidogénicos a los CI (figura 38 y 39), los geles
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de separacion electroforética demostraron que el contenido proteico de los agregados era diferente
dependiendo de la condicion de cultivo. Debido a que la proteinasa K también tiene especificidad proteolitica
por los aminodacidos no polares, diferencias en la composicion proteica de los agregados puede resultar en

diferencias en la velocidad proteolitica de la enzima (Espargaré et al., 2008).

1,2
1,1 =——sin control de pH
1 pH 7.5
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

Absorbancia(350nm)

0.4
0 20 40 &0 80 100

Tiempo (min)

Figura 46. Cinética de degradacion proteolitica con proteinasa K de 150 pg/mL de Cl de SMDg cosechados a las 24 h a

partir de cultivos sin control de pH (linea azul) y cultivos con condiciones controladas (linea verde).
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Figura 47. Cinética de degradacion proteolitica con proteinasa K de 150 pug/mL de ClI de SMDgm cosechados a las 24 h a

partir de cultivos sin control de pH (linea azul) y cultivos con condiciones controladas (linea verde).
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Figura 48. Cinética de degradacion proteolitica con proteinasa K de 150 pg/mL de Cl de SMD-Lr cosechados a las 24 h

partir de cultivos sin control de pH (linea azul) y cultivos con condiciones controladas (linea verde).
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Figura 49. Cinética de degradacidn proteolitica con proteinasa K de 150 ug/mL de Cl de PLA2 cosechados a las 24 h, a

partir de cultivos sin control de pH (linea azul) y cultivos con condiciones controladas (linea verde).

9.8.2 Solubilizacién de CI con Cloruro de guanidinio
La interaccion de cadenas polipeptidicas con agentes caotropicos, como urea o cloruro de guanidinio, provoca
su desnaturalizacion y pérdida de estructura secundaria (Patra et al., 2000). Los agentes caotropicos impiden
la formacion de puentes de hidrogeno y estabilizan regiones hidrofébicas favoreciendo su exposicion al
solvente, provocando la pérdida de estructura. Con el objetivo de evaluar las diferencias en la estructura y
composicién de los agregados, se determinaron los perfiles de solubilizacion de los Cl de las cuatro proteinas
modelo producidos en biorreactor, en las dos estrategias de cultivo (pH 7.5 y sin control de pH) y cosechados
a las 24 h de los cultivos. Se analizaron diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio con una

concentracion conocida de CI cuantificandose la proteina liberada después de 24 h.
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En el perfil de disolucién de los CI de SMDg (figura 50) se observa que aquellos producidos sin control de
pH son mas susceptibles a la degradacidn con cloruro de guanidinio. A una concentracién 5 M del agente
caotropico, el 100% de la proteina agregada fue solubilizada, mientras que a la misma concentracion sélo el
50% de los CI producidos a pH 7.5 fueron solubilizados. Estos resultados son congruentes con los obtenidos
en microscopia electronica (figura 35) y dispersion dindmica de luz (figura 41 y 42), los cuales indican que
los CI producidos a pH 7.5 son mas pequefios que aquellos producidos en condiciones sin control de pH. Es
posible que la disminucion de tamafio se deba a la compactacién de los Cl, lo cual provoca interacciones mas
estrechas entre los componentes, y por lo tanto aumenta la dificultad de que el cloruro de guanidinio

desnaturalice los agregados obtenidos bajo condiciones controladas de pH.
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Figura 50. Disolucion de 1 pg/uL de Cl de SMDg cosechados a las 24 h de los cultivos mantenidos bajos las dos
estrategias usadas (pH 7. 5 y sin control de pH) en cloruro de guanidinio. La grafica muestra la cantidad de proteina

disuelta en el medio después de la incubacidn con el agente caotrdépico durante 24 h.
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Figura 51. Disolucién de 2 ug/uL de Cl de SMDgm cosechados a las 24 h de los cultivos mantenidos bajos las dos
estrategias usadas (pH 7. 5y sin control de pH). La grafica muestra la cantidad de proteina disuelta en el medio después

de la incubacidn con el agente caotropico durante 24 h.

Por su parte, los Cl de SMDgm y SMD-Lr siguen la misma tendencia en el perfil de disolucién, siendo mas
susceptibles al despeglamiento los CI producidos sin control de pH. En la figura 51 se aprecia que 5 M de
cloruro de guanidinio solubiliza el 100% de los CI producidos sin control de pH, mientras el 45% de los Cl
producidos a pH 7.5 se mantienen insolubles. Para el caso de SMD-Lr a 6 M de cloruro de guanidinio se
obtiene 0.35 pg/uL de proteina solubilizada a partir de los Cl producidos sin control de pH y 0.2 pg/uL en los
producidos a pH 7.5 (figura 52).

Estos resultados sugieren que la secuencia de la PR no es el factor determinante en la estabilidad de los
agregados y que la condicién de cultivo determina la fuerza de las interacciones. ElI pH del cultivo
probablemente provoca cambios en la protonacién de la proteina que favorece la repulsion o atraccion de

aminoacidos modificando asi la manera en que éstos interacttan.
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Figura 52. Disolucion de 1 pg/uL de Cl de SMD-Lr cosechados a las 24 h de ambas condiciones de cultivo (pH 7. 5y sin
control de pH) en cloruro de guanidinio. La gréfica muestra la cantidad de proteina disuelta en el medio después de la

incubacion con el agente caotrépico durante 24 h.
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Figura 53 Disolucion en cloruro de guanidinio de CI de PLA2 de M. laticollaris cosechados a las 24 h de ambas
condiciones de cultivo. La gréfica muestra la cantidad de proteina disuelta en el medio después de incubacién en el agente
caotrdpico durante 24 horas

La disolucion de Cl de PLA2 de M. laticollaris sigue el mismo comportamiento que los CI de las diferentes
esfingomielinasas, siendo mas resistentes a la disolucion en cloruro de guanidinio los Cl producidos a pH 7.5,
en comparacion con aquellos que se obtuvieron sin control de pH (Figura 53). Sin embargo, no se logré la

disolucion total de los CI.

Los resultados obtenidos sugieren que los CI producidos a pH 7.5 presentan caracteristicas similares a los
denominados “clasicos” (Peternel et al., 2008). Esto debido a su resistencia tanto a la protedlisis enzimatica,
como a la disolucion en agentes desnaturalizantes. En términos de solubilidad ante agentes caotropicos se ha
reportado que para solubilizar los llamados CI clésicos es necesario utilizar altas concentraciones de agentes
caotropicos como 8 M de urea 0 6 M de cloruro de guanidinio (Cabrita & Bottomley 2004; Wang 2009;
Upadhyay et al., 2012). Por el contrario, los ClI producidos sin control de pH requirieron de menores
concentraciones de agente caotrépico para desplegarse, indicando que podrian ser clasificados como “no

clasicos”.

Es importante remarcar que en bioprocesos de proteinas terapéuticas, uno de los pasos para la recuperacion de
PR a partir de CI involucra la solubilizacion de los agregados en agentes caotrépicos (Singh & Panda 2005;
Vallejo & Rinas 2004b). De hecho, los CI son la materia prima para purificar PR, de ahi que la
caracterizacion de los perfiles de disolucién de CI cultivados a diferentes condiciones de cultivo ofrece la
ventaja de optimizar el proceso de replegamiento mediante la utilizacion de menores cantidades de agente
caotropico. De esta manera, con los resultados obtenidos se puede afirmar que la producciéon de SMDg,
SMDgm, SMD-Lr y PLA2 en condiciones donde no se controla el pH del cultivo permite la obtencion de Cl

que son mas faciles de solubilizar y por lo tanto, representa una ventaja en el proceso de recuperacién.
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10 CONCLUSIONES

El medio Super Broth permitié duplicar la acumulacién de SMDg de la cepa E. coli BL21 Gold
(DE3) comparado con la producida en medio LB. De ahi que, todas las cinéticas estudiadas se
realizaran con dicho medio. Los cuatro cultivos de E. coli BL21 Gold (DE3) productores de las
proteinas modelo (SMDg, SMDgm, SMD-Lr y PLA2), presentaron velocidades de crecimiento
similares. Sin embargo, en los cultivos con SMDgm, SMD-Lr y PLA2, en condiciones sin control de
pH se observo una menor acumulacion de biomasa de alrededor del 35%, mientras en la cinética de

E. coli BL21 Gold (DE3) productora de SMDg se obtuvo mayor acumulacién de biomasa.

Se determiné que la variacion del pH externo influye en la produccion de proteina soluble y
agregada. El control de pH favoreci6 la recuperacion de proteina soluble en las cepas productoras de
esfingomielinasa D (SMDg, SMDgm, SMD-Lr). Mientras, la variacion del pH hacia valores basicos,
favorecio la formacion de Cl de las diferentes proteinas modelo. También la variacion del pH
modificé la composicion proteica de los CI, disminuyendo el enriquecimiento de PR en éstos.
Particularmente, los Cl de SMDg producidos en condiciones controladas de pH fueron enriquecidos
en PR con respecto al tiempo. En cultivos sin control de pH la agregacion de SMDg fue favorecida,
ya que un mayor namero de células (61%) presentaron al menos un Cl a las 5 h después de la

induccidn, comparadas con las células crecidas bajo condiciones controladas (7%).

Los ClI de SMDg, SMDgm y PLA2 producidos sin control de pH presentaron un mayor tamafio. Los
Cl de SMDg obtenidos bajo condiciones sin control de pH incrementaron de tamafio con respecto al
tiempo. Mientras los Cl de SMDg producidos en condiciones controladas de pH aumentaron de

tamafio en las primeras horas y después se compactaron.

Los Cl de SMDg y SMDgm producidos sin control de pH, presentaron mayor unién por Tioflavina-T
que los producidos en condiciones controladas. Los Cl de SMDg producidos sin control de pH
presentaron un incremento de unién por Tioflavina-T, con respecto al tiempo de cultivo, lo que
sugiere un aumento en su estructuracion amiloide. Por el contrario, los Cl producidos a pH constante
perdieron afinidad, debido probablemente a un cambio conformacional causado por la compactacion

de los agregados que sucede a las 7 h después de la induccién.

Los CI formados bajo condiciones sin control de pH fueron mas accesibles para ser catalizados por la
proteinasa-K o para ser solubilizados con cloruro de guanidinio comparados con aquellos
sintetizados bajo condiciones controladas de pH. De ahi que se proponga que los Cl formados en
condiciones sin control de pH presentan menos estructuras de hoja-p, y que su estructura y

composicidn son diferentes a los formados con condiciones controladas de pH, indicando que el pH
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de cultivo influye en las interacciones que mantienen los Cl agregados. Los Cl producidos sin
control de pH presentan una ventaja en el proceso de recuperacién de PR, dado que requieren

menores concentraciones de agente caotropico para lograr su disolucion.

A partir de las caracteristicas fisicoquimicas que presentan los Cl producidos bajo condiciones sin
control se pueden clasificar como “no clasicos”, siendo menos resistentes a la degradacién por
proteinasa-K y cloruro de guanidinio y menor union con la Th-T. Del mismo modo debido a sus

caracteristicas los CI producidos a pH 7.5 pueden ser denominados “clasicos”.
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11 ANEXO 1

Con el objetivo de evaluar las diferencias en el contenido de proteinas citoplasmaticas en los Cl de las cuatro
proteinas modelo producidos bajo pH controlado a 7.5 y sin control de pH se realizd electroforesis de la
fraccion soluble y agregada separadas en geles de acrilamida en condiciones desnaturalizantes SDS-Page
(figura 27, 29, 30 y 31).

Las iméagenes de los geles de poliacrilamida se capturaron digitalmente y la densitometria de las bandas de
proteina se realiz6 usando el equipo Gel Doc EZ System (Bio-Rad, USA). El porcentaje de PR de las cuatro
proteinas modelo en la fraccién soluble y en los CI cosechados a las 24 de cultivo fueron evaluado para cada
una de las proteinas modelo en los cultivos producidos en matraz en los dos medios de cultivo evaluados y en
biorreactor en los cultivos efectuados a pH controlado a 7.5 y sin control de pH. La densitometria se realizé a

partir de la banda protéica que se presentaba en el peso molecular correspondiente al de la PR en cuestién

Tabla 11. Porcentaje de PR de las proteinas modelo en la fraccién soluble y agregada producidas en cultivos

en matraz agitado con medio LB y SB y cultivos en biorreactor cosechados a las 24 h en las dos condiciones

estudiadas.
% de PR (determinada por densitometria)
SMDg SMDgm SMD-Lr PLA2

PS Matraz medio LB 6.6 15 0.6 1.0
Matraz medio SB 24 15 0.7 1.6
Biorreactor pH 7.5 2.7 4.2 0.3 3.8
Biorreactor sin controldepH 1.5 1.8 0 5.0

Cl Matraz medio LB 2.9 34.7 9.0 1.2
Matraz medio SB 16.4 37.0 28.9 1.1
Biorreactor pH 7.5 7.5 8.8 5.9 0.8
Biorreactor sin control de pH 12.3 12.9 22.2 0.7

En la tabla 11 se muestra la cuantificacion mediante densitometria de la produccién de las PR. Se puede
observar que la produccion de esfingomielinasa de manera soluble se ve favorecida en cultivos con control de
pH, aunque la productividad de PR total se ve disminuida en dichos cultivos. En contraparte los cultivos sin
control de pH producen menor cantidad de PR en forma soluble, pero hay una mayor produccion de PR en

forma de ClI.

Como perspectiva se propone realizar ensayos de inmunodeteccion para detectar la presencia de SMD-Lr,

SMD-gm y PLA en las fracciones soluble y agregadas en las condiciones de cultivo estudiadas.
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