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1 RESUMEN 
 

La producción de proteínas recombinantes en E. coli presenta el gran reto de 

agregación de éstas en forma de cuerpos de inclusión (CI). Sin embargo, la 

obtención de proteínas como CI a nivel industrial se ha vuelto atractiva, pues se ha 

reportado que los CI contienen altos porcentajes de la proteína en cuestión, con 

actividad biológica y que puede recuperarse a través de un proceso de 

replegamiento in vitro. Además, se ha reportado que las características 

fisicoquímicas y estructurales de los CI dependen de las condiciones de cultivo, pero 

el efecto de la tensión de oxígeno disuelto (TOD) no se encuentra bien 

caracterizado. En este proyecto se propuso evaluar el efecto del control de la 

tensión de oxígeno disuelto (TOD), después de la inducción, sobre la producción 

del factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos humano (rHuGM-

CSF) y sobre las características de los CI en un sistema λpL-cI857 de inducción por 

temperatura en Escherichia coli.  

Se realizó la caracterización cinética de E. coli W3110 transformada con el plásmido 

pV3-uri200N (propiedad de PROBIOMED S.A. de C.V.) productora del factor 

estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos humano (rHuGM-CSF), bajo 

el control del sistema -cI857, inducible por temperatura, a 70%, 30%, 10%, 5% de 

TOD y sin control de TOD postinducción.  

Para todas las condiciones controladas, se alcanzó una biomasa máxima similar 

(4.34 ± 0.4 g/L), mientras que para el cultivo sin control de TOD postinducción, se 

observó una disminución en la generación de biomasa, aproximadamente el 50% 

(2.30 ± 0.3 g/L). La velocidad específica de crecimiento (µ) y la velocidad específica 

de consumo de glucosa (qsGlu), ambas después de la inducción, disminuyeron 

cuando los cultivos se controlaron a 5 y 10% de TOD post inducción (0.35 y 0.44 

veces, así como 0.46 y 0. 42 veces, respectivamente, comparada a las obtenidas a 

30% de TOD). Asimismo, se observaron cambios significativos en la producción de 

proteína total y de la proteína recombinante, en los cultivos a 10% y 5% de TOD 

postinducción, comparados con los cultivos a 30% de TOD siendo, en promedio, 1.4 

y 1.8 veces, respectivamente. 

El efecto de la TOD sobre la arquitectura de los cuerpos de inclusión se evaluó 

mediante su resistencia a la degradación proteolítica con proteinasa K, su 

estabilidad ante la solubilidad química con Gn•HCl, unión a Th-T, un agente de 

tinción específico para estructuras amiloides, análisis de bandas en el espectro 

infrarrojo mediante ATR-FTIR y microscopía electrónica. 
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Aunque no se observaron cambios en los perfiles electroforéticos de la composición 

de proteínas en los cuerpos de inclusión, en función del tiempo ni la TOD 

postinducción utilizada, los CI formados a 70% de TOD y sin control de TOD fueron 

menos resistentes a la degradación proteolítica y menos estables frente a la 

solubilización química a las 3 h postinducción. Por otro lado, los resultados mediante 

FTIR sugieren que los CI formados a 5% y 10% de TOD postinducción podrían tener 

menor proporción de estructuras tipo amiloide. Respecto al tamaño, los CI formados 

a 5% y 10% de control de TOD postinducción, presentaron diámetros más grandes 

comparados con los obtenidos a 30% y 70% de control de TOD postinducción. Los 

datos obtenidos sugieren que, los CI formado a 70% de control de TOD y sin control 

de TOD, pueden ser menos compactos comparados con los obtenidos a 5% y 10% 

de control de TOD postinducción. Así, obtener CI sin control postinducción de TOD, 

posdría facilitar los porcesos de recuperación, solubilización y replegamiento de la 

proteína, al mismo tiempo que podría resultar más práctico y representar menos 

costos en un proceso. 

 

Este proyecto presenta evidencias de que la TOD tiene un papel importante en la 

producción de proteínas como CI, pues sus características tendrán un impacto en 

la recuperación, replegamieto y purificación de las proteínas recombinantes 

producidas.  
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2 INTRODUCCIÓN 
 

Debido a las ventajas que presentan los sistemas de inducción por temperatura, 

bajo el control del sistema -cI857, han sido utilizados exitosamente para la 

producción de proteínas recombinantes de grado farmacéutico. Estos sistemas, 

basados en el uso de promotores fuertes, como pL o pR, pueden ser finamente 

regulados por el represor termolábil, cI857. La expresión heteróloga es reprimida a 

valores de temperatura entre 28°C y 32°C, lo cual, permite la obtención de altas 

densidades celulares antes de la fase de inducción. Por otro lado, el aumento de 

temperatura por arriba de los 37°C, da como resultado la acumulación de la proteína 

recombinante (Valdez-Cruz et al., 2010; Villaverde et al., 1993). Lo anterior es muy 

conveniente, ya que al no utilizar inductores químicos que pueden ser tóxicos y de 

precio elevado, no es necesaria su eliminación en el producto final. Asimismo, los 

riesgos de contaminación se reducen al realizar el incremento de temperatura por 

medios externos, sin necesidad de manipulación del cultivo (Figge et al., 1988, 

Caspeta et al., 2013; Valdez-Cruz et al., 2010). 

 

Bajo condiciones de estrés, como la sobreexpresión de proteínas, éstas pueden 

agruparse formando agregados, llamados cuerpos de inclusión (CI). Los CI, además 

de contener proteínas del hospedero, podrían estar conformados por proteínas mal 

plegadas y, por lo tanto, no ser deseados en un proceso (García-Fruitós et al., 2012; 

González-Montalbán et al., 2007). Diferentes estudios han demostrado que los CI 

contienen altos porcentajes de la proteína de interés, parcialmente plegada, con una 

estructura secundaria similar a la nativa y pueden tener actividad biológica. Además, 

las proteínas obtenidas en CI pueden ser posteriormente sometidas a un proceso 

de solubilización y replegamiento in vitro de la proteína solubilizada (García-Fruitós 

et al., 2012; Jevševar et al., 2005; Ramón et al., 2014). Por otro lado, se sabe que, 

las condiciones de cultivo pueden afectar las características de las CI obtenidos (de 

Marco et al., 2019; Slouka et al., 2018). Aunque se ha estudiado el efecto de utilizar 

aire enriquecido con oxígeno puro para la obtención de cultivos de alta densidad 

celular (Lara et al., 2011; Shang et al., 2009), y también el efecto que tiene la 

concentración de oxígeno disuelto en un cultivo (Baez et al., 2013; Castan et al., 

2002), cuando se da la formación de CI, pocos estudios han abordado cómo el 

oxígeno disuelto en un cultivo puede afectar las características de éstos (Dela 

Coletta et al., 2019; Kischnick et al., 2006). Por lo anterior, es de gran interés evaluar 

la respuesta ante condiciones de estrés, generadas por la tensión de oxígeno 

disuelto utilizada durante un cultivo, que pueda alterar la cantidad o cualidad de la 

proteína producida.  
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Es por eso, que este proyecto tiene como objetivo general, evaluar el efecto de la 

tensión de oxígeno disuelto (TOD), en la producción de una proteína recombinante 

en E. coli, acumulado como cuerpos de inclusión, en un sistema de expresión 

termoinducible, utilizando como modelo al factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos recombinantes humano (rHuGM-CSF), una proteína de 

interés clínico y comercial, utilizada principalmente para el tratamiento pacientes 

con neutropenia.  

 

2.1 FACTOR ESTIMULANTE DE COLONIAS DE MACRÓFAGOS Y 

GRANULOCITOS (GM-CSF) 

 

Debido a la vida corta de las células sanguíneas en humanos, éstas requieren ser 

reemplazadas constantemente mediante hematopoyesis. Los diferentes tipos 

celulares provienen de células madre pluripotentes que se dividen, diferencian y 

maduran en células específicas, en respuesta a un estímulo específico. Estos 

estímulos son conocidos como citocinas, y aquellos que estimulan el crecimiento y 

la proliferación de colonias hematopoyéticas en sangre, son llamados factores 

estimulantes de colonias (CSF, colony stimulating factors) (Metcalf, 2013; Wood et 

al., 1992). 

Los CSF son una familia de glicoproteínas clasificadas con base en el tipo de células 

maduras que resultan (Figura 2-1):  

 Factor estimulante de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) 

 Factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) 

 Factor estimulante de colonias de macrófagos (M-CSF)  

 Interleucina 3 (IL-3) 

De los cuatro factores estimulantes de colonias, el GM-CSF, es una de las citocinas 

de mayor relevancia a nivel clínico y, por ende, se ha tornado de interés industrial 

(Becher et al., 2016; Kelley et al., 2018; Lotfi et al., 2019). El GM-CSF es sintetizado 

por diferentes células como macrófagos, células T, células endoteliales y 

fibroblastos en respuesta a señales específicas de activación. Estimula el 

crecimiento de neutrófilos y macrófagos, así como la proliferación y diferenciación 

de colonias hematopoyéticas en células sanguíneas. 
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Figura 2-1. Árbol familiar de granulocitos y macrófagos. Se muestran las citocinas que 

controlan cada paso de diferenciación/proliferación. G: linaje celular granulocítico; GM: 

linaje celular granulocito-macrófago; M: linaje celular macrófago, DC: linaje celular 

dendrítico (Modificado al español de Metcalf, 2013). 

 

También, se ha demostrado que el GM-CSF es la citocina más importante en la 

estimulación de formación y el aumento de la actividad de células dendríticas 

(Briseño et al., 2016; Metcalf, 2013; Zhan et al., 2019). Es generalmente utilizado 

para en el tratamiento de neutropenia pero recientemente se ha demostrados su 

capacidad de lisis de células tumorales, ha sido utilizado exitosamente como 

adyuvante en vacunas y como potente inmunomodulador (Arellano & Lonial, 2008; 

Zhao et al., 2017).  

El GM-CSF humano (HuGM-CSF) es sintetizado como una proteína precursora, 

conteniendo 144 residuos de aminoácidos con un péptido señal de 17 aminoácidos, 

el cual es procesado para dar una proteína madura de 127 aminoácidos con una 

masa molecular teórica de 14.459 kDa. La masa molecular está en función del grado 

de glicosilación, que a su vez, depende del sistema de expresión y se encuentra en 

el rango de 14.5-32 kDa (Forno et al., 2004; Lee et al., 1985). 



21 
 

Esta citocina tiene de manera natural, sitios propensos a N-glicosilación en los 

residuos Asn27 y Asn37 y múltiples sitios propensos a O-glicosilación en los 

residuos Ser5, Ser7, Ser9 y Ser10 (Forno et al., 2004; Kim et al., 2016). Sin 

embargo, Moonen et al. (1987) y Burgess et al. (1987) encontraron que la 

glicosilación no era requerida para su actividad biológica. De hecho, la ausencia de 

la glicosilación, ya sea por síntesis bacteriana o por desglicosilación enzimática, 

incrementaba la actividad específica de la proteína. Cebon et al., (1990), 

demostraron que, el receptor mostraba menor afinidad por las moléculas de GM-

CSF altamente glicosiladas en comparación con las menos glicosiladas o las no 

glicosiladas producidas en E. coli. 

La estructura tridimensional fue determinada en 1992 por Walter y colaboradores 

(Walter et al., 1992) como una estructura altamente compacta y globular, con un 

núcleo predominantemente hidrofóbico. Tiene 4 α-hélices con 2 conexiones y entre 

éstas, 2 láminas β antiparalelas, así como 4 residuos de cisteína que forman 2 

puentes disulfuro (Figura 2-2), entre Cys54-Cys96 y Cys88-Cys121, que son 

esenciales para el mantenimiento de su conformación nativa y el primero de ellos, 

para su actividad biológica (Shanafelt & Kastelein, 1989; Wingfield et al., 1988). 

 

Figura 2-2. Representación de la estructura de rHuGM-CSF (PDB 1CSG, Walter et al., 

(1992) Three-dimensional structure of recombinant human granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor). Imagen hecha con PyMOL 2.2.3. Las hélices se representan en 
color naranja, las láminas ß en verde y los puentes disulfuro en amarillo. Los sitios de N-
glicosilación se muestran en azul y los de O-glicosilación en morado.  
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2.2 Escherichia coli COMO PRODUCTOR DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

 

En la última década, las biofarmacéuticas han tenido un gran impacto en el mercado 

farmacéutico global, donde cada año son aprobados un mayor número de 

medicamentos de origen biotecnológico (Figura 2-3), específicamente en el ámbito 

de las proteínas recombinantes (Tabla 2-1), y se espera que esta tendencia se 

mantenga (Morrison, 2020; Walsh, 2018). 

 

 

Figura 2-3. Número de nuevas entidades moleculares (NME) y licencias biológicas 

(Biologic) aprobadas por la FDA desde 1998 hasta 2019. Tomado de Morrison (2020).  

Tabla 2-1. Ejemplos de proteínas recombinantes para uso terapéutico aprobadas 

por la FDA entre enero 2018 y abril 2020. 

Proteína 
recombinante 

Nombre 
comercial 

Plataforma 
de expresión 

Uso terapéutico 

Compañía 
productora y año de 

aprobación por 
FDA 

Isatuximab Sarclisa Células CHO Mieloma múltiple Sanofi (2020) 

Eptinezumab Vyepti 
Pichia 

pastoris 

Tratamiento 
preventivo de la 

migraña 

Lundbeck A/S 
(2020) 

Teprotumumab Tepezza Células CHO 
Enfermedad ocular 

tiroidea 
Horizon Pharma 

(2020) 

Fam-trastuzumab 
deruxtecan  Enhertu Células CHO 

Cáncer de seno 
metastásico 

Daiichi Sankyo 
(2019) 

PEG-rFactor 
VII 

Esperoct Células CHO Hemofília A 
Novo Nordisk 

(2019) 

Polatuzumab Polivy Células CHO 
Linfoma difuso de 
células B grandes 

Roche (2019)  
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Brolucizumab Beovu 
Escherichia 

coli 

Degeneración 
macular húmeda 

relacionada con la 
edad 

Novartis (2019) 

Risankizumab  Skyrizi 
Células de 
mamífero 

Psoriasis en placa AbbVie (2019) 

Romosozumab  Evenity Células CHO Osteoporosis Amgen (2019) 

Caplacizumab Cablivi 
Escherichia 

coli 

Púrpura 
trombocitopénica 

trombótica 
adquirida 

Sanofi/Ablynx 
(2019) 

Tagrazofusp Elzonris 
Escherichia 

coli 

Neoplasia de 
células dendríticas 

plasmocitoides 
blásticas 

Stemline 
Therapeutics 

(2018)  

Calaspargasa  
PEG-

asparaginasa 
Asparlas 

Escherichia 
coli 

Leucemia 
linfoblástica 

Servier Pharma 
(2018) 

Emapalumab Gamofant Células CHO 
Linfohistiocitosis 
hemofagocítica 

Novimmune 
(2018) 

Elapegademase 
PEG-adenosina 

desaminasa 
Revcovi 

Escherichia 
coli 

Inmunodeficiencia 
combinada severa 

por déficit de 
adenosina 

desaminasa 

Leadiant 
Biosciences 

(2018) 

Cemiplimab Libtayo Células CHO 
Carcinoma de 

células escamosas 

Regeneron 
Pharmaceuticals 

(2018) 

Fremanezumab Ajovy Células CHO 
Tratamiento 

preventivo de la 
migraña 

Teva Pharms 
(2018) 

Moxetumomab 
pasudotos-tdfk 

Lumoxiti 
Escherichia 

coli 
Leucemia de 

células pilosas 
AstraZeneca AB 

(2018)  

Mogamulizumab Poteligeo Células CHO 
Linfoma no 

Hodgkin 
Kyowa Kirin 

(2018) 

PEG-rAvPAL Palynziq 
Escherichia 

coli 
Fenilcetonuria 

BioMarin 
Pharmaceutical 

(2018). 

Ibalizumab Trogarzo Células NS0 

Pacientes con VIH 
con opciones de 

tratamiento 
limitadas 

Taimed 
Biologics (2018) 

Datos tomados de fda.gov/drugs 
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De las proteínas recombinantes disponibles en el mercado, el 46% son producidas 

por microorganismos, representando entre el 20-30%, las producidas en E. coli, 

seguido por S. cerevisiae y P. pastoris (Baeshen et al., 2015; Ferrer-Miralles et al., 

2009; Gupta & Shukla, 2017; Walsh, 2018). A pesar de que con los años, E. coli ha 

perdido fuerza como sistema de expresión, en comparación con otros sistemas 

ofrece varias ventajas que lo hacen muy atractivo para la producción de proteínas 

recombinantes a gran escala. Algunas de esas ventajas son: el relativo bajo costo 

de los medios de cultivo, rápido crecimiento, altos rendimientos de proteínas 

recombinantes (YrP/PT>0.20), altas productividades volumétricas y la posibilidad de 

obtención de altas densidades celulares, así como amplia caracterización y 

disponibilidad de herramientas genéticas (Baeshen et al., 2015; Rosano et al., 

2019).  

Dentro del mercado biofarmacéutico, el área dominante es la oncología, misma área 

con el mayor número de nuevas entidades moleculares y licencias biológicas 

aprobadas por la FDA en los últimos años (Figura 2-4) (Morrison, 2019, 2020). Del 

total de los productos en el mercado, alrededor del 24% son usados en terapias 

antitumorales, principalmente para minimizar los efectos de la quimioterapia, tales 

como neutropenia o anemia. Dentro de este 24%, que hasta el año 2014, era 

representado por 94 productos, 69% de ellos se producían en E. coli (Sanchez-

Garcia et al., 2016). 

 

Figura 2-4. a) Número de Nuevas Entidades Moleculares aprobadas por la FDA en el 
2019 por área terapéutica. (Datos tomados de Morrison, 2020) b) Fábricas celulares 
utilizadas para la producción de proteínas recombinantes contra cáncer. (Datos tomados 
de Sánchez-García et al., 2016).  

 

Cabe reconocer que, E. coli presenta algunas limitantes como sistema de expresión. 

La primera, la incapacidad de realizar modificaciones postraduccionales, por lo que 
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su uso se ha limitado a la obtención de proteínas que no requieren procesamiento 

postraduccional (Rosano & Ceccarelli, 2014; Yin et al., 2007). La segunda de ellas, 

el hecho de que bajo condiciones de estrés, se da la agregación de proteínas en 

forma de cuerpos de inclusión, los cuales han sido ampliamente estudiados en los 

últimos años (de Marco et al., 2019; Singhvi et al., 2020). 

 

2.3 CUERPOS DE INCLUSIÓN 

 

2.3.1 ¿POR QUÉ SE FORMAN LOS CUERPOS DE INCLUSIÓN? 

 

Dado que la mayoría de las proteínas en la naturaleza son activas en forma soluble, 

la producción industrial busca su obtención en esta forma. La solubilidad de una 

proteína recombinante depende de muchos factores, como la secuencia de 

aminoácidos y aspectos fisiológicos multifactoriales y altamente dinámicos. Sin 

embargo, el plegamiento incorrecto y posterior agregación en el citosol o periplasma 

es un evento común en la producción de proteínas recombinantes en bacterias (de 

Marco et al., 2019). 

Las bacterias han desarrollado mecanismos para evitar la agregación de proteínas. 

Pero diversas situaciones causan que estos mecanismos fallen, tales como 

condiciones de estrés y altas velocidades de síntesis de proteínas, como sucede 

con la sobreexpresión de proteínas heterólogas (Bednarska et al., 2013; Schramm 

et al., 2020).  

Con respecto al plegamiento inicial, se ha estudiado el plegamiento de la cadena 

naciente en el túnel de salida de los ribosomas. Se ha encontrado que, 

aproximadamente los primeros 40 aminoácidos de la nueva cadena pueden ser 

ordenados dentro del túnel de salida, y que dentro de éste, se encuentran zonas de 

plegamiento que favorecen la formación, principalmente, de estructura α-hélice 

(Kramer et al., 2009; Liutkute et al., 2020; Lu & Deutsch, 2005). Una vez fuera del 

ribosoma, el plegamiento de novo de la cadena creciente es favorecido por 

chaperonas. En bacterias, (Figura 2-5), la chaperona asociada al ribosoma, Trigger 

factor (TF), interactúa con la cadena naciente, y permanece unida y moviéndose 

con la cadena por un tiempo limitado, promoviendo el plegamiento de entre el 60-

80% de las proteínas. A pesar de ello, si la cadena no se ha plegado completamente, 

algunas proteínas requieren interaccionar con otros complejos de chaperonas como 

el sistema Hsp70, compuesto por las chaperonas DnaK/DnaJ, y del factor 

intercambiador de nucleótido, GrpE o el complejo GroEL/GroES. Estos complejos 

se unen a los residuos hidrofóbicos de las cadenas nacientes y permiten a la 
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mayoría de las proteínas alcanzar su estado nativo, pero si no lo logran, pequeñas 

proteínas de choque térmico (HSPs), como las Hsp31 y Hsp33 o IbpA/B se unen 

temporalmente a la superficie de los péptidos no plegados y los presentan a los 

sistemas DnaK/J o GroEL/ES. Aquellas que no logran plegarse, son degradadas 

por proteasas (Ami et al., 2009; Gatti-Lafranconi et al., 2011; Kramer et al., 2009). 

 

Figura 2-5.Modelo de chaperonas bacterianas involucradas en el plegamiento de novo de 

proteínas.  

La capacidad del sistema de plegamiento es limitada, y en producción de proteínas 

heterólogas se presentan múltiples situaciones de estrés. Por un lado, utilizar un 

promotor fuerte tiene como resultado una alta velocidad de síntesis de la proteína 

heteróloga, lo que provoca que, la maquinaria de plegamiento de la célula sea 

insuficiente. Las proteínas mal plegadas o no plegadas exponen superficies 

hidrofóbicas que en su estado nativo se encuentran al interior, y estas tienden a 

asociarse entre sí para dar estabilidad al sistema, formando agregados proteícos, o 

bien cuerpos de inclusión (CI) (Díaz-Villanueva et al., 2015; Ventura, 2005). El 

modelo clásico de formación de agregados proteicos, es a través de nucleación, 

donde se da la asociación inespecífica de los parches hidrofóbicos de los 

intermediarios formados. Sin embargo, algunos estudios in vitro han cuestionado 

este modelo, demostrando interacciones intermoleculares específicas entre 

regiones de proteínas (Nelson & Eisenberg, 2006b, 2006a; Speed et al., 1996). En 

ellos se considera que la estructura β-cruzada interacciona a través de interacciones 

estereoespecíficas, lo que define un patrón de siembra en el proceso de agregación, 

restringiendo la heterogeneidad de composición de los agregados (Carrió et al., 
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2005; Morell et al., 2008; Schleeger et al., 2013; Wang et al., 2008). Si bien estos 

datos pueden sugerir una especificidad durante la agregación, en ellos no se 

considera lo altamente complejo que es el entorno intracelular, donde los factores 

que pueden participar en esta agregación son varios (Morell et al., 2008). 

Por otro lado, se suele estar bajo más de una condición de estrés. Por ejemplo, se 

ha evaluado el efecto de la producción de proteínas recombinantes (1er condición 

de estrés) bajo diferentes esquemas de pH, concentración de inductor, temperatura 

y concentración de oxígeno disuelto  (Calcines-Cruz et al., 2018; Fathi-Roudsari et 

al., 2016; Konz et al., 1998; Margreiter et al., 2008; Sandoval-Basurto et al., 2005) 

(2da y/o 3er condición de estrés), donde se ha encontrado que se afectan tanto la 

cantidad como las características de las proteínas producidas.  

 

2.3.2 CARACTERÍSTICAS DE LOS CUERPOS DE INCLUSIÓN 

 

Los CI son agregados proteicos observados, generalmente en el citoplasma, como 

partículas refráctiles, densas, largas y aparentemente esféricas o cilíndricas, con 

diámetros de entre 0.2-1.2 µm (Carrió et al., 2000; Margreiter et al., 2008a; Taylor 

et al., 1986). 

Pueden contener hasta el 95% de la proteína heteróloga expresada y aunque suele 

asociarse la agregación de proteínas con pérdida de funcionalidad, las proteínas 

que los conforman pueden estar parcialmente plegadas, con una estructura 

secundaria similar a la nativa e incluso tener actividad biológica (Baneyx & Mujacic, 

2004; González-Montalbán et al., 2007; Pesarrodona et al., 2019; Vázquez et al., 

2012)  

Además, pueden ser purificados lisando las células y por centrifugación, debido a 

que tienen una mayor densidad que los componentes celulares (~1.3 mg/mL) 

(Margreiter et al., 2008a; Taylor et al., 1986), y aplicando tratamientos de 

solubilización suaves, que permitan solubilizar los agregados del CI preservando la 

estructura de la proteína nativa, o tratamientos severos, utilizando altas 

concentraciones de agentes caotrópicos (Singh et al., 2015). Posteriormente, las 

proteínas pueden ser sometidas a un proceso de eliminación del desnaturalizante 

para el replegamiento in vitro de las proteínas solubilizadas, con el fin de obtener la 

proteína en forma activa. Por esta razón, han dejado de ser considerados como 

productos no deseados, y su estudio busca, no solo optimizar los procesos de 

generación y obtención, sino comprender su composición y características 
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estructurales (Baneyx & Mujacic, 2004; de Marco et al., 2019; García-Fruitós et al., 

2012; Margreiter et al., 2008; Peternel et al., 2008; Rodríguez-Carmona et al., 2010). 

Los CI pueden contener otros elementos, como pequeñas proteínas de choque 

térmico (HSPs), chaperonas, fosfolípidos de membranas, ácidos nucleicos y otras 

proteínas del hospedero (Jürgen et al., 2010; Carrió & Villaverde, 2005; Valax & 

Georgiou, 1993). Se ha demostrado que, varias chaperonas relacionadas con 

condiciones de estrés, como DnaK y ClpB, están localizadas preferentemente en la 

superficie de los CI, mientras que, GroEL se ha encontrado en pequeñas cantidades 

dentro del CI y ausente en la superficie de los mismos (Carrió & Villaverde, 2005; 

Jürgen et al., 2010). 

Además, la composición celular de los CI evoluciona durante los primeros pasos de 

su formación, donde las proteínas heterólogas llegan a ser predominantes al final 

del cultivo (Jürgen et al., 2010; Rinas & Bailey, 1992; Ventura & Villaverde, 2006). 

Estos cambios de composición también ocurren de acuerdo con la evolución de 

otros parámetros del crecimiento celular, tales como el tiempo de duplicación, la 

velocidad específica de crecimiento, la velocidad de transcripción y traducción, así 

como la velocidad de síntesis de la proteína recombinante. (Lindner et al., 2008; 

Saarikangas & Barral, 2015). 

Diferentes estudios han revelado que los CI presentan una estructura característica 

de hojas ß cruzadas, similar a la que se encuentra en las fibras amiloides, que surge 

del entrelazado de los múltiples filamentos de láminas β (Elia et al., 2017; Wang et 

al., 2008; Wang, 2009). Lo anterior proporciona a los CI, estabilidad mecánica, 

resistencia a la degradación proteolítica y unión a colorantes amiloidotrópicos como 

rojo Congo y Tioflavina T, tal como como sucede con las fibras amiloides (Schleeger 

et al. 2013; Wang et al., 2008). 

De manera interesante, las características físicas y estructurales de los CI, así como 

la distribución de los mismos, depende de las condiciones de cultivo (Tabla 2-1) 

(Ami et al., 2005; Calcines-Cruz et al., 2018; de Marco et al., 2019; Jevševar et al., 

2005; Margreiter et al., 2008; Parrilli et al., 2010; Slouka et al., 2018). Incluso se ha 

propuesto la posibilidad de tener cuerpos de inclusión “sobre diseño”, con 

características específicas, establecidas por el productor, al encontrar los 

parámetros de proceso adecuados para su obtencion. No obstante, el efecto que 

puede tener el oxígeno disuelto sobre la arquitectura de los CI no se ha estudiado.  
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Tabla 2-2. Principales parámetros de proceso que tienen un efecto sobre las propiedades 
de cuerpos de inclusión (Datos tomados de de Marco et al., 2019). 

Parámetro Características de los CI obtenidos Referencia 

Tiempo de 

cultivo 

Cuando el tiempo de cultivo después de 

la inducción aumenta, el diámetro del CI 

se incrementa. Además, estos CI, 

presentaron una unión más fuerte a 

colorantes amiloides y mayor resistencia 

a la proteólisis. 

Castellanos-

Mendoza et al., 

2014.; Margreiter et 

al., 2008a; 

Upadhyay et al., 

2012. 

Velocidad de 

crecimiento  

A bajas velocidades específicas de 

crecimiento, menor cantidad de CI, sin 

embargo, a mayores velocidades, la 

proporción de proteína recombinante 

dentro de los CI fue mayor 

Iafolla et al., 2008. 

Temperatura El incremento de temperatura promovió 

la agregación e incrementó la velocidad 

de producción de CI. Sin embargo, a 

menor temperatura, los CI presentaron 

algunas proteínas activas y 

correctamente plegadas con menor 

impureza, se solubilizaron y 

desnaturalizaron más rápido que las 

formadas a alta temperatura.  

de Groot & 

Ventura, 2006; 

Jevševar et al., 

2005; Peternel et 

al., 2008; Schein & 

Noteborn, 1988; 

Strandberg & 

Enfors, 1991. 

pH Los CI formados a pH básico, 

presentaron mayor proporción de α-

hélices, así como menor resistencia a la 

degradación proteolítica y unión a un 

colorante amiloide, que los producidos a 

pH ácido. 

Calcines-Cruz et 

al., 2018; 

Castellanos-

Mendoza et al., 

2014; Strandberg & 

Enfors, 1991. 

Resonancia 

acústica vs 

agitación 

Los CI producidos bajo resonancia 

acústica, a 20 g, fueron menos 

resistentes a la proteólisis que los 

generados a 200 rpm en agitación 

orbital y 7.5 g y 12.5 g en resonancia 

acústica. 

Valdez-Cruz et al., 

2017. 

 

Así, cuando se habla de producción industrial, la formación de CI presenta un gran 

reto en la purificación de la proteína recombinante en forma activa. Si bien la 
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obtención de las proteínas en forma de CI puede ser una ventaja dentro del proceso 

de purificación, es necesario llevar a cabo procesos de desnaturalización, que 

dependerán de las características de los CI y posterior replegamiento de la proteína 

recombinante, lo cual, incrementa los costos de producción y reduce los 

rendimientos del proceso. En consecuencia, el conocimiento de las características, 

en función de las condiciones de expresión, es necesario para el desarrollo de 

procesos con formación de CI (Jevševar et al., 2005; Singh & Panda, 2005; Singh 

et al., 2020; Upadhyay et al., 2012). 

 

2.4 SISTEMAS DE EXPRESIÓN POR TERMOINDUCCIÓN 

 

Los sistemas de termoinducción bajo el sistema -cI857 han sido utilizados 

exitosamente para la producción de proteínas recombinantes de grado 

farmacéutico, debido a las ventajas que estos presentan. Primero, al no usar 

inductores químicos, que pueden resultar tóxicos y de precio elevado, no se requiere 

su eliminación en el producto final (Dvorak et al., 2015; Figge et al., 1988). Segundo, 

al realizarse el incremento de temperatura por medios externos, sin necesidad de 

manipulación del cultivo, los riesgos de contaminación se reducen. Además, el 

incremento de temperatura resulta relativamente sencillo en reactores de escala 

industrial (Caspeta et al., 2013; Valdez-Cruz et al., 2010; Villaverde et al., 1993). 

Estos sistemas se basan en la inserción del gen codificante de la proteína de interés 

en vectores con promotores fuertes, tales como pL y/o pR, que pueden ser 

finamente regulados por la mutante termolábil cI857 del bacteriófago λ (Valdez-Cruz 

et al., 2010). cI857 se une cooperativamente como un dímero, a través del dominio 

C-terminal, en dos de los tres sitios operadores, a oR1 y oR2 para formar un 

tetrámero, reprimiendo pR, y a oL1 y oL2 para formar un tetrámero, reprimiendo pL 

(Figura 2.-6). Aunque únicamente son necesarios los dos primeros operadores para 

reprimir el promotor, la unión del represor a oL3 aumenta la represión de la 

transcripción. Además, la interacción de los tetrámeros unidos a oL con los unidos 

a oR estabiliza aún más la unión al represor, al establecer octámeros con los 

tetrámeros represores haciendo un bucle en la región intermedia. La formación de 

este bucle permite la represión de pRM, limitando la concentración de cI para 

permitir un cambio eficiente al incrementar la temperatura (Dodd et al., 2001; Dodd 

et al., 2004; Sarkar-Banerjee et al., 2018; Tyler et al., 2004). 
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Figura 2-6. Representación de la regulación del promotor pL/pR por la proteína represora 
CI. (Tomado de Sarkar-Banerjee et al. 2018). 

 

Por debajo de los 37°C, la proteína cI857 se une a los dominios de la región 

operadora del promotor, a través de los dominios N-terminal, reprimiendo la 

expresión heteróloga. Esta unión impide la unión de la RNA polimerasa y, por ende, 

la transcripción, dando la oportunidad de obtener altas densidades celulares antes 

de la fase de inducción (Valdez-Cruz et al., 2010). La especificidad de unión del 

represor al operador reside en la segunda hélice del motivo hélice-giro-hélice de 

unión a DNA, presente en el dominio N terminal, mientras que la secuencia de 

aminoácidos que constituye el giro, es importante para el correcto posicionamiento 

de la segunda hélice al DNA. cI857 tiene la mutación A66T (Lieb, 1981). Ala66 se 

encuentra en el dominio N-terminal del represor, en un core hidrofóbico de unión al 

DNA. La sustitución da lugar a la distorsión de las interacciones hidrofóbicas locales, 

que hace que la unión de cI857 al operador sea inestable al aumentar la temperatura 

(Lieb, 1981; Lim & Sauer, 1989; Venema et al. 1999). De esta forma, al incrementar 

la temperatura por arriba de 37°C, se libera la proteína represora cI857, permitiendo 

así, que la RNA polimerasa se una al promotor e inicie la transcripción, y se dé la 

producción de la proteína recombinante (Figura 2-6).  

Respecto a la temperatura de inducción, el esquema clásico de inducción es subir 

y mantener la temperatura a 42°C durante todo el cultivo, pero se han propuesto 
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esquemas a menores temperaturas, e incluso esquemas oscilatorios, donde se 

obtiene mayor producción de proteína recombinante (Caspeta et al., 2013). 

Asímismo, se ha evaluado el efecto de la velocidad de calentamiento sobre la 

expresión heteróloga, encontrándose que se favorece a menores velocidades, 

donde también, la producción de ácidos organicos es menor. La mejor velocidad de 

calentamiento reportada en estos estudios fue de 0.4°C/min, que simula la velocidad 

en fermentadores de gran escala (Caspeta et al., 2009; Caspeta et al., 2013). 

 

2.5 RESPUESTA DE CHOQUE TÉRMICO EN Escherichia coli 

 

El aumento de temperatura por arriba de 34°C da como resultado la activación de 

respuestas a choque térmico en E. coli (Caspeta et al., 2013; Restrepo-Pineda et 

al., 2019; Valdéz-Cruz et al., 2010; Villaverde et al., 1993). Además, la producción 

de proteínas recombiantes puede activar respuestas a estrés, tales como la 

respuesta de choque térmico, la respuesta estricta y la respuesta SOS, así como la 

degradación de ribosomas. 

En E.coli, la activación de respuesta de choque térmico (HSR) es controlada por el 

factor de transcripción de choque térmico σ32. σ32 sintetiza, poco después de que 

aumente la temperatura, proteínas que sirven en el control de la homeostasis al 

aumentar la tolerancia térmica, y chaperonas involucradas en el plegamiento y 

degradación de proteínas, entre ellas, ClpB, DnaK/J y GroEL/S, y proteasas como 

Lon, ClpP, ClpC y FtsH (Guisbert et al., 2004; Maslowska et al., 2019; Valdez-Cruz 

et al., 2011).  

Los cambios en la expresión de rpoH están mediados por la actividad y estabilidad 

de σ32 y el sistema de chaperonas DnaK/J y GrpE. A 30°C, la célula mantiene un 

nivel basal de σ32, alrededor de 50 moléculas de σ32 por célula. DnaK interactúa con 

σ32 impidiendo su unión a la RNA polimerasa y media su degradación con un tiempo 

de vida media (t1/2 ) < 1 min, por la proteasa FtsH (Arsène et al. 2000; Rodriguez et 

al., 2008; Valdez-Cruz et al., 2010). Al elevar la temperatura arriba de 37°C, la 

cantidad de proteínas mal plegadas producidas compite con σ32 por DnaK. Las 

proteínas mal plegadas interactúan con DnaK, quedando el factor σ32 disponible 

para iniciar su traducción. Lo anterior provoca que se incremente, 

aproximadamente, 17 veces el número de moleculas de σ32 por célula y 

posteriormente, tras un periodo de adaptación (~15 minutos), se alcanza un nuevo 

nivel de estado basal, de aproximadamente 250 moléculas por célula (Valdez.Cruz 

et al., 2010). Caspeta et al., (2009) realizaron un análisis transcriptómico a 
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diferentes velocidades de calentamiento usando un sistema λpL/pR-cI857 en E.coli, 

para la producción de pre-proinsulina humana. Observaron que, en comparación 

con los cultivos a 30°C, los niveles de mRNA de genes de choque térmico a 38°C y 

42°C, aumentaron entre 2 y 42 veces cuando se indujeron los cultivo a velocidades 

de calentamiento de 6, 1.7, 0.8°C/min, pero no se observó un aumento a una 

velocidad de 0.4°C/min, sugiriendo que las células sometidas a aumentos lentos de 

temperatura pueden adaptarse al estrés producido. 

La carga metabólica extra que representa la activación de la respuesta de choque 

térmico puede conducir a una disminución de la velocidad específica de crecimiento, 

que está inversamente relacionada con la síntesis de proteínas recombinantes, el 

aumento de la respiración, y cambios en la proporción de lípidos y proteínas en las 

membranas celulares (Hoffmann et al., 2002; Mejía et al., 1999). 

En sistemas λpL/pR-cI857, el incremento de temperatura y las altas velocidades de 

síntesis de proteínas recombinantes favorece la agregación de proteínas en forma 

de CI. El efecto que tiene la temperatura sobre los CI, ha sido evaluado por de Groot 

& Ventura (2006). En este estudio se evaluó la producción de Aβ42(F19D)-GFP en 

E. coli BL21 (DE3) a temperaturas entre 18 y 42°C. Se encontró que, en los CI 

obtenidos a menor temperatura, las proteínas presentes en los CI mostraban 

actividad, y en composición, mostraban menos impurezas, comparados con los 

obtenidos a mayor temperatura. Además al incrementar la temperatura de 

producción, tanto la estabilidad de los CI como la resistencia a la degradación 

proteolítica, incrementaron. Strandberg & Enfors (1991) encontraron que, una 

mayor temperatura de producción, incrementa la velocidad de producción de la 

proteína, pero la proteína presenta baja actividad final y Singh y colaboradores 

(2010) encontraron que bajas temperaturas favorecían la producción de la proteína 

soluble, sugiriendo que menores temperaturas favorecen el correcto plegamiento 

de la proteína recombinante. Sin embargo, recientemente Singh y colaboradores 

(2020) evaluaron CI de asparaginasa II obtenidos a diferentes temperaturas de 

expresión en E coli. En sus estudios encontraron que los CI expresados a 

temperaturas más altas tenían mayor actividad biológica y los resultados por unión 

a Th-T y FTIR sugieren un menor contenido de estructuras tipo amiloide. Además, 

los CI expresados a temperaturas más altas eran más susceptibles a la digestión 

en comparación con los expresados a bajas temperaturas. Los autores sugieren 

que las condiciones de expresión dependen de la naturaleza de la proteína y, por lo 

tanto, deben optimizarse individualmente.  
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2.6 ¿CÓMO SENSA OXÍGENO Escherichia coli? 

 

E. coli tiene varios mecanismos de respuesta ante la disponibilidad de oxígeno para 

asegurar un modo metabólico óptimo cuando las condiciones del ambiente son 

variables y/o hay un cambio drástico. Los más importantes son los sistemas 

reguladores OxyRS, SoxRS, que controlan la respuesta a peróxido de hidrógeno 

(H2O2) y superóxido (O2
-), respectivamente (Baez & Shiloach, 2013; Greenberg et 

al., 1990), y los sistemas FNR y ArcAB, que responden a la disminución de los 

niveles de oxígeno (Georgellis et al., 1999; Gunsalus & Park, 1994; Perrenoud & 

Sauer, 2005; Shalel-Levanon et al., 2005). 

Para satisfacer la demanda de oxígeno en un cultivo de E.coli, para la producción 

de proteínas recombinantes, se adiciona oxígeno puro a la entrada de aire (Castan 

et al., 2002; Lara et al., 2011). El oxígeno molecular genera, durante su reducción 

hacia agua mediante la respiración, especies reactivas de oxígeno (ROS), tales 

como O2
-
, H2O2 y radicales hidroxilo (OH) (Figura 2-7) que pueden causar daños 

irreversibles a los componentes celulares (Fu et al., 2015; Imlay, 2013, 2019) 

E.coli tiene dos mecanismos de defensa a estrés oxidativo regulados por soxRS y 

oxyR. En el primero de ellos, la proteína reguladora SoxR, contiene un clúster [2Fe-

2S] que se produce en forma inactiva bajo condiciones normales de crecimiento. 

Cuando se expone a superóxido o compuestos del ciclo redox, el cluster se oxida, 

lo que activa SoxR y al gen soxS. SoxS es un factor transcripcional secundario que 

activa a su vez, la expresión de aconitasa A y fumarasa C, isoenzimas resistentes 

a oxígeno, que remplazan a las enzimas sensibles a oxígeno, aconitasa B y 

fumarasa A (Ding et al., 1996; Hidalgo & Demple, 1994; Imlay, 2013). 

Por otro lado, el sistema OxyR, responde rápidamente a la presencia de H2O2, 

donde la proteína OxyR, un factor transcripcional, se encuentra inactivo en 

aerobiosis. Cuando la concentración intracelular de H2O2 alcanza ~200 nM, OxyR 

se activa, mediante la formación de un enlace disulfuro intramolecular, e induce la 

transcripción de genes que incrementan la resistencia a peróxido de hidrógeno, 

como katG, ahpCF, gor, grxA, trxC y oxyS y la enzima superóxido dismutasa (SOD), 

la cual degrada superóxido, y en conjunto detoxifican a la célula de las ROS (Baez 

& Shiloach, 2013; Imlay, 2013; C. Lee et al., 2004; Seo et al., 2015; Zheng et al., 

1998). 
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Figura 2-7.Generación de especies reactivas de oxígeno durante la reducción de oxígeno 

molecular. Tomado de Imlay, 2013. 

Por otra parte, ante bajas concentraciones de oxígeno o en condiciones de 

anaerobiosis, E. coli tiene dos mecanismos de respuesta: el sistema de dos 

componentes ArcAB, y el sistema FNR.  

 

FNR (fumarato nitrato reductasa), es un factor de transcripción con un dominio N-

terminal sensor, con 4 residuos de cisteína que actúan como ligandos para un grupo 

hierro-azufre, mientras que, la región C-terminal consiste en un dominio de unión al 

DNA. FNR se activa en condiciones anaerobias formando dímeros a través de la 

presencia de un clúster [4Fe-4S]2+ que se unen a diferentes promotores (Crack et 

al., 2004; Jervis & Green, 2007). FNR puede activar la transcripción cuando el sitio 

de unión río arriba se encuentra en posiciones diferentes. Sin embargo, se observa 

una fuerte represión cuando FNR se encuentra cerca de las posiciones -85 y -95 

(Barnard et al., 2003; Myers et al., 2013). Tras la unión, se inicia la transcripción de 

genes de anaerobiosis, como nirBD, nrfABC, para utilizar reductasas alternativas 

para nitrato y frdABCD para fumarato y enzimas asociadas con la utilización de 

carbono anaeróbico. Además, FNR reprime la expresión de genes, como ndh, que 

codifica para la enzima respiratoria aeróbica NADH deshidrogenasa II y disminuye 

la expresión de genes que codifican para enzimas del ciclo TCA. Al tener presencia 

de oxígeno, el clúster se degrada a [2Fe-2S]2+ haciéndole incapaz de unirse al DNA 

(Kang et al., 2005; Mettert & Kiley, 2018, Perrenoud & Sauer, 2005). 

 

En contraste, el sistema de dos componentes ArcAB (anoxic redox control) es un 

sensor de oxígeno indirecto. Se compone de la cinasa ArcB, una proteína de 

membrana y ArcA, un regulador de respuesta. Bajo condiciones microaeróbicas y 

con la estimulación de efectores, como D-lactato, acetato y piruvato, ArcB se 

autofosforila y el grupo fosfato se transfiere a ArcA. ArcA, ahora fosforilado, es una 

proteína de unión al DNA. ArcA modula la expresión de múltiples operones que 

codifican enzimas de metabolismo microaerobio o fermentativo en respuesta a 

condiciones redox y reprime la expresión de muchos operones involucrados en el 

metabolismo aerobio. En presencia de oxígeno, ArcB forma un dímero mediante un 
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enlace disulfuro y pasa a actividad fosfatasa (Georgellis et al., 1999; Rodriguez et 

al. 2004; Shalel-Levanon et al., 2005; Teran-Melo et al., 2018; Zhu et al., 2006. 

 

El estado del ciclo de TCA, está determinado por la disponibilidad de oxígeno y el 

tipo de fuente de carbono. En ausencia de oxígeno y en condiciones que favorecen 

la represión de catabolitos, E.coli no realiza el ciclo completo. En su lugar, se tiene 

una versión ramificada que no genera energía sino produce metabolitos 

precursores, como ácidos orgánicos (Figura 2-8), que pueden ser tóxicos para las 

células, siendo acetato el principalmente producido (De Mets et al., 2019; Shalel-

Levanon et al., 2005; Shimizu, 2013). 

 

En E.coli, la principal vía de producción de acetato involucra dos enzimas que están 

conectadas con el metabolismo central, la fosfotransacetilasa (Pta) y la acetato 

quinasa (AckA) (Figura 2-8a). Durante el crecimiento exponencial, la acetil-CoA se 

puede convertir en acetilfosfato por Pta y luego en acetato por AckA. Otra ruta para 

formar acetato es a través de la descarboxilación oxidativa del piruvato por la 

piruvato oxidasa (PoxB). Se sabe que, E.coli puede tomar acetato, para la síntesis 

de acetil-CoA, usando la vía Pta-AckA a la inversa. Esto sucede a altas 

concentraciones de acetato extracelular (8 mM), debido a su baja afinidad, con una 

KM para acetato entre 7-10 mM (De Mets et al., 2019; Enjalbert et al., 2017). Aunque 

esta vía es la principal cuando hay disponibles fuentes de carbono glicolítico, la 

acetil-CoA sintetasa (Acs), de alta afinidad, con una KM para acetato de 200 µM, 

cataliza una vía alternativa para la conversión de acetato a acetil-CoA (Figura 2-8a) 

cuando el carbono es limitante, durante la fase estacionaria y bajo bajas 

concentraciones de oxígeno (Enjalbert et al., 2017; Wolfe, 2005). 

En ausencia de oxígeno, la enzima succinato deshidrogenasa es reemplazada por 

la enzima fumarato reductasa, mientras que la 2-cetoglutarato deshidrogenasa es 

reprimida, bloqueando el ciclo en 2-oxoglutarato. De esta forma, el piruvato puede 

metabolizarse a D-lactato por la enzima lactato deshidrogenasa, o convertirse en 

acetil-CoA y formiato por la piruvato formiato liasa (PFL), que solo se activa en 

condiciones microaerobias o anaerobias. Acetil-CoA puede formar etanol o acetato 

en lugar de combinarse con oxaloacetato para formar citrato, como lo hace en 

condiciones aeróbicas. Por otro lado, pequeñas cantidades de succinato derivan de 

fosfoenolpiruvato (Figura 2-8b) (Förster & Gescher, 2014; Perrenoud & Sauer, 2005; 

Wolfe, 2005).  

La producción de formiato es una característica durante la fermentación ácido mixta, 

donde hasta un tercio del carbono derivado de la glucosa se puede convertir en 

formiato. Para evitar la acidificación del citoplasma, el formiato es inicialmente 
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excretado (Sawers & Clark, 2004) y puede ser transformado a H2 y CO2 tras la 

activación del sistema FHL. Sin embargo, la formación de este sistema, requiere la 

ausencia de un aceptor de electrones exógeno, la presencia de formiato y molibdato 

y un pH ácido.  

 

 

Figura 2-8. a) Rutas de activación de acetato en E.coli. Las enzimas se representan por 

rectángulos. Pta: fosfotransacetilasa; ackA: acetato quinasa; acs: acetil-CoA sintasa; poxB: 
piruvato oxidasa. B) Principales vías metabólicas de E.coli. Flechas rojas punteadas: ciclo 
TCA en condiciones aerobias; flechas negras: vías anaerobias utilizadas por E.coli en 

ausencia de oxígeno para la producción de succinato, oxalacetato, formiato, etanol, lactato 
y acetato. 

Las vías naturales de asimilación de formiato comienzan con la condensación de la 

molécula con tetrahidrofolato (THF) para generar 10-formil-THF, que será reducido 

a 5,10-metilen-THF, el cual, dona el formaldehído a la glicina, dando lugar a serina, 

a)                                                        b) 
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que posteriormente entra en el metabolismo central a nivel de fosfoenolpiruvato, 

resultando en la producción de acetil-CoA (Bar-Even, 2016; Yishai et al., 2017).  

La acumulación de acetato y otros ácidos orgánicos, tienen un efecto negativo en la 

productividad, pues el acetato induce la expresión del regulón rpoS (Arnold et al., 

2001; Kirkpatrick et al., 2001). Concentraciones de 0.5 g/L es suficiente para afectar 

el crecimiento de E.coli K12 (Nakano et al., 1997) y concentraciones desde 0.1 g/L 

para reducirlo han sido reportadas (Pinhal et al., 2019). También, hasta el 15% de 

la glucosa puede excretarse como acetato, lo que representa la pérdida del 

importante precursor Acetil-CoA (Holms, 1986; Zhang et al., 2019). En 

consecuencia, se han propuesto estrategias de alimentación de glucosa, así como 

el uso de cepas con mutaciones en vías de producción de acetato, o bien, en las 

vías de transporte de glucosa y otros azúcares, para disminuir la capacidad de 

importación de la misma (Fragoso-Jiménez et al. 2019; Fuentes et al., 2013) 
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3 ANTECEDENTES 

 

3.1 Estudio de TOD 

 

Sharma et al., (2020) evaluaron la producción de rARU en E.coli en condiciones 

restringidas y no restringidas de oxígeno. A la condición control a 30% de TOD la 

llamaron no restringida, mientras a la condición en la que los cultivos se realizaron 

sin control de TOD, manteniendo una agitación de 500 rpm y 2 vvm durante todo el 

cultivo, la llamaron restringida, pues el perfil de TOD, muestra concentraciones de 

TOD cercanas a 0% Los estudios de transcriptoma y proteoma mostraron que bajo 

condiciones restringidas, hubo 2.5 veces menos genes expresados 

diferencialmente. La biosíntesis de aminoacil-tRNA, biosíntesis de aminoácidos, 

vías de traducción y generación de energía estaban regulados negativamente en la 

condición no restringida, mientras que los mismos procesos celulares estaban 

regulados en exceso en la condición restringida. Además, en la condición 

restringida, se observaron aumentos en la expresión de genes relacionados en 

procesos como la traducción, metabolismo del RNA, metabolismo de proteínas y 

plegamiento (chaperonas y foldasas), y secreción de proteínas. Por otro lado, los 

genes relacionados con estrés por temperatura mostraron un aumento de 2 veces, 

en respuesta a la sobreexpresión de rARU. Mientras que en fase logarítmica la 

mayoría de vías se comportaron de manera similar, en fase log tardía, se 

observaron diferencias en metabolismo energético. De hecho, en la condición no 

restringida, se observaron aumentos de 4 veces en la expresión de genes asociados 

con el ciclo TCA y un aumento de 2 veces en la expresión de genes asociados con 

la respiración aerobia en la condición restringida. Cambios en glucólisis, ruta de las 

pentosas fosfáto (PPP) y fermentación no se observaron.  

Recientemente, Dela Coletta et al., (2019), evaluaron el efecto del oxígeno disuelto 

sobre la producción recombinante de la proteína CFP10, un antígeno de 10 kDa de 

Mycobacterium tuberculosis, que es sintetizada, predominantemente, en forma 

insoluble al expresarse en E. coli. En este estudio, se buscó evaluar parámetros que 

afectan la producción de dicha proteína recombinante, al expresarse en E.coli BL21 

pLysS, bajo el promotor T7, inducible con IPTG. A nivel biorreactor (5.5 L medio 

Luria Bertani (LB), 33.5 °C, pH 7.0, 1.8 vvm) se evalúo la concentración total de 

proteína insoluble y recombinante, llevando a cabo cultivos a 15% y 30% TOD. La 

inducción se realizó al alcanzar 0.8 U.A. con IPTG 0.13 mM. Se obtuvo una 

productividad máxima para ambos a las 1.5 h postinducción, con un rendimiento de 

78.6 mg rP g-1 de biomasa a 30% de TOD y de 62.9 mg rP g-1 de biomasa a 15% 

de TOD. En términos de proteína total insoluble, una mayor concentración de 
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oxígeno favoreció su producción, siendo el rendimiento casi 3 veces mayor respecto 

a la obtenida a 15% de TOD (311 mg g-1 de biomasa contra 109 mg g-1 de biomasa). 

A pesar de ello, a menor TOD, aproximadamente el 72% de la proteína insoluble 

corresponde a la proteína recombinante, mientras que a 30% de TOD, sólo el 20% 

lo fue. Además, la concentración de proteína recombinante permaneció constante 

a 15% de TOD hasta 3 h después de la inducción, mientras que a 30% de TOD se 

observó una caída significativa, que podría estar dada por degradación proteolítica 

o debido a que a mayor TOD pueden existir estrés oxidativo y metabólico que 

podrían activar otras rutas biosintéticas. Por otro lado, a mayor TOD se favoreció la 

formación de biomasa, siendo 1.10 g/L a 30% contra 0.615 g/L obtenido a 15%, es 

decir, casi el doble en el punto de máxima productividad (1.5 h después de la 

inducción). Es importante destacar que en este artículo no se menciona el número 

de experimentos que se realizaron para cada condición, ni se muestran valores con 

desviaciones estándar.  

Resultados similares fueron los obtenidos por Kischnick et al., (2006), donde se 

produjo la proteína recombinante Ves v 5 (antígeno 5), el alérgeno mayor de avispa, 

en E. coli BL21 bajo condiciones limitantes de oxígeno. Dicha limitación de oxígeno 

incrementó los rendimientos y mejoró las características de los cuerpos de inclusión 

obtenidos. Los experimentos se realizaron en biorreactores de 1 L, con aireación 

constante de 1 vvm, velocidad de agitación constante a 800, 400 y 200 rpm y ningún 

otro parámetro controlado. A 800 y 400 rpm se observó un crecimiento semejante y 

un incremento de pH, sin embargo, mientras que a 800 rpm no hubo limitación de 

oxígeno disuelto, a 400 rpm se observó limitación de oxígeno a partir de la segunda 

hora de inducción. Por el contrario, a 200 rpm el crecimiento se redujo 

significativamente, la limitación de oxígeno fue a partir de la primera hora y hubo 

sólo un pequeño cambio de pH. No obstante, al analizar la proteína total, se 

encontró que a pesar que la proteína total disminuyó a menores velocidades de 

agitación, la proporción de proteína recombinante incrementó. Así, los rendimientos 

más altos se lograron usando 200 rpm. Después de la solubilización en 6M de 

Gn•HCl, los cuerpos de inclusión producidos a 200 rpm, se replegaron 

aproximadamente 77%, mientras que los derivados de 800 y 400 rpm, lo hicieron a 

tasas de 38% y 60%, respectivamente. De esta forma, se puede pensar que la 

limitación de oxígeno, no solo favorece la producción de la proteína recombinante, 

sino además, provoca un cambio en la arquitectura de los cuerpos de inclusión, visto 

a partir de la tasa de replegamiento y de la condición de desnaturalización utilizada, 

donde dicha tasa podría estar asociada a que hay menor estructura amiloide en los 

cuerpos de inclusión formados a 200 rpm. 
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Asímismo, se encuentra el estudio realizado por Qoronfleh (Qoronfleh, 1999), donde 

se evalúa como afecta la concentración de oxígeno disuelto a la producción de tres 

proteínas recombinantes de VIH-1 (Env41, p24Gag y p55Gag) y una proteína del 

virus de la influenza (pGKc13), producidas en E. coli N99 con un sistema de 

inducción por temperatura bajo el promotor pL. El autor encontró que la imposición 

de una limitación de oxígeno tuvo un efecto estimulatorio en la producción de 

p24Gag y Env41. Los experimentos se llevaron a cabo, manteniendo los cultivos 

con una agitación de 500 rpm y bajando a 300 rpm al momento de la inducción, con 

lo que se registró una TOD de 0%. Para la proteína p24Gag se obtuvo un incremento 

del 100% en la expresión de la misma, respecto a los cultivos que mantuvieron la 

agitación a 500 rpm, mientras que para Env41, el incremento fue sólo del 15%. El 

autor sugiere, que la concentración de oxígeno disuelto debe tener un efecto sobre 

la actividad del promotor pL utilizado en sus estudios y aunque no responde la 

pregunta si dicho efecto es directo o indirecto, supone que el oxígeno ejerce su 

efecto a nivel de transcripcional y/o traduccional. Sin embargo, se propone que 

dicho efecto será dependiente del tipo celular, la edad y densidad del cultivo al 

momento de la inducción, así como de la proteína que se está expresando.  

Otros estudios han reportado que bajo limitación de oxígeno, o bien, valores ≤15% 

de TOD, se favorece la producción de proteínas recombinantes, tal es el caso del 

estudio realizado en 1992, por Li et al., (1992), donde se prueba el efecto de la 

concentración de oxígeno disuelto en la expresión de una proteína recombinante en 

cuatro cepas diferentes. Sus resultados sugieren que la acumulación del plásmido 

es favorecida cuando la alimentación de oxígeno es suficiente durante la fase 

exponencial temprana, mientras que la expresión del gen es favorecida cuando el 

nivel de oxígeno disuelto cae en la etapa tardía del crecimiento. Sin embargo, 

también concluye que la producción es dependiente de la cepa que se utiliza para 

la sobreexpresión, así como el medio de cultivo y el grado de limitación de oxígeno 

disuelto (Li et al., 1992, Qoronfleh et al.,1999,).  

Aunque otros estudios suponen, con o sin datos mostrados en los artículos un efecto 

de la TOD sobre la producción de proteínas recombinantes y/o cuerpos de inclusión 

(Fathi-Roudsari et al., 2016; Konz et al., 1998; Lindner et al., 2008; Sandoval-

Basurto et al, 2005; Strandberg & Enfors, 1991), el efecto de una baja concentración 

de oxígeno disuelto en la producción de proteínas recombinantes y/o la arquitectura 

de los cuerpos de inclusión, no se encuentra bien documentado, de ahí la 

importancia de este proyecto. 
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Tabla 3-1. Antecedentes de estudios de oxígeno disuelto sobre producción de proteínas recombinantes 

 
Cepa Plásmido Medio de cultivo y condiciones Resultados Referencia 
E. coli 
Turner 
(DE3) 

pLacI/T
Z56 

pRSET-B-rARU, 
promotor T7 

Medio TB modificado 
Cultivos en lote a 30% de TOD (No 
restringido) y sin control de TOD, 
manteniendo 2 vvm y 650 rpm 
(Restringido), pH 7.0, 37°C 

Proteína expresada: rARU  
rARU se expresó eficientemente sólo a bajas condiciones de 
oxígeno disuelto. Después de 4 h de inducción, la transición 
de rARU fue 500% más alta que en la condición no 
restringida.  

Sharma et 
al., 2020 

E. coli 
BL21 
pLysS 

pDESTTM17-
CFP10, 
promotor T7, 
inducible con 
IPTG 

Medio LB. 
Cultivos a 15% y 30% TOD, 
33.5°C, pH 7.0, 1.8 vvm 
La inducción se realizó al alcanzar 
0.8 U.A. y 0.13 mM de IPTG 

Proteína expresada: CFP10 
A mayor concentración de oxígeno la producción de proteína 
insoluble fue 3 veces mayor (311 mg g-1 de biomasa contra 
109 mg g-1 de biomasa). No obstante, a 15% de TOD, el 
72% de la proteína insoluble, corresponde a la proteína 
recombinante, comparado con el 20% obtenido a 30% de 
TOD.  

Dela Coletta 
et al., 2019 

E. coli 
BL21 

pSE420 - Ves v 
5, promotor trc 
inducible con 
IPTG 

Medio LB. 
Cultivos a 800, 400 y 200 rpm, 
37°C, 1 vvm y ningún otro 
parámetro controlado. 
La inducción se realizó al alcanzar 
0.8 U.A. y 1 mM de IPTG 

Proteína expresada: Ves v 5 
A 200 rpm se observó limitación de oxígeno después de la 
primera hora de inducción.  
La proteína total disminuyó al disminuir la velocidad de 
agitación, sin embargo, la proporción de proteína 
recombinante incrementó. Los CI obtenidos a 200 rpm, se 
replegaron aproximadamente 77% mientras que los 
derivados de 800 y 400 rpm, lo hicieron a tasas de 38% y 
60%, respectivamente. 

Kischnick et 
al., 2006 

E. coli 
N99 

pGK41 y 
pGK24, ambos 
derivados del 
plásmido pSKF 
bajo el promotor 
pL, inducible por 
incremento de 
temperatura 

Medio complejo: 24 g/L triptona; 
48 g/L extracto de levadura; 26 g/L 
glicerol; 30.6 g/L K2HPO4; 3.4 g/L 
KH2PO4. 
Cultivos a 32°C, pH 7.0, 0.5 vvm y 
mantenimiento de TOD >20% por 
cascada de agitación. Al alcanzar 
5 U.A. se incrementó la 
temperatura a una razón de 0.66 
°C/min y la agitación cambió a 500 
y 300 rpm, respectivamente 

Proteínas expresadas: Env41 y p24Gag de VIH-1  
Para la proteína p24Gag, se obtuvo un incremento del 100% 
en la expresión de la misma, respecto a los cultivos que 
mantuvieron la agitación a 500 rpm, mientras que para 
Env41, el incremento fue sólo del 15% en la expresión. 

Qoronfleh, 
1999 
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3.2 ANTECEDENTES DE CARACTERIZACIÓN DE ARQUITECTURA DE 

CUERPOS DE INCLUSIÓN 

 

En los últimos años, la descripción de la arquitectura de los CI, entendida como 

caracterización estructural (Calcines-Cruz et al., 2018; Carrió & Villaverde, 2000; 

García-Fruitos et al., 2007a), ha cobrado gran relevancia, no solo en la producción 

de proteínas recombinantes, sino también por el potencial de éstos como 

biomateriales en sectores como biorremediación, salud, alimentos, entre otros (de 

Marco et al., 2019; Pesarrodona et al., 2019; Schleeger et al., 2013). Además, el 

hecho de que la estructura de los CI varía en función de la proteína que se está 

expresando y que para la misma proteína, la estructura cambia si las condiciones 

de proceso son diferentes durante su expresión, han hecho que, cada vez sean más 

los estudios sobre su caracterización (de Marco et al., 2019; Slouka et al., 2019).  

Por lo anterior, diferentes técnicas se han usado ampliamente para la 

caracterización de la arquitectura, las cuales se retoman a continuación. 

 

3.2.1.1 Resistencia a la degradación proteolítica 

 

Debido a la estructura tipo amiloide que tienen los cuerpos de inclusión, es posible 

evaluar la resistencia que presentan a la degradación proteolítica. Carrió et al. 

(2000), evaluaron la resistencia proteolítica de CI de la proteína VP1LAC y LACVP1, 

un derivado de una β galactosidasa propensa a la agregación, que está fusionada 

con la proteína de cápside viral VP1. Encontraron que al tratar los CI con tripsina, 

las velocidades de degradación no eran constantes, sino eran mayores durante los 

primeros minutos e iban disminuyendo con el tiempo. Además, mediante SEM, 

observaron que los CI tratados con tripsina, exhibían una morfología con líneas de 

fragmentación profundas que sub-particulan los CI, aumentando su volumen. 

Posteriormente, se liberaban partículas pseudoesféricas resistentes a la proteasa, 

que iban desapareciendo aún más en tiempos de incubación más largos, lo que hizo 

pensar que el ataque proteolítico no está restringido a la superficie. En este estudio 

también se evalúo la resistencia proteolítica de CI obtenidos a diferentes tiempos 

de cultivo, donde la resistencia proteolítica incrementó con la edad de los CI. Los 

autores sugieren que este cambio en la resistencia proteolítica, podría deberse a 

reorganizaciones dinámicas de la estructura dentro de los CI con respecto al tiempo. 

Estudios posteriores demostraron que la degradación proteolítica ocurre por un 

mecanismo de cascada donde se da también la degradación de intermediarios 

(Carbonell & Villaverde, 2002; Cubarsí et al., 2001) 
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Cano-Garrido et al. (2013) propusieron un modelo donde los CI están estructurados 

por fibras tipo amiloides, resistentes a la degradación proteolítica, que forman un 

andamio. Los espacios resultantes de este andamio están compuestos por especies 

sensibles a la degradación, que probablemente representan las especies con 

estructura similar a la nativa o con estructura secundaria nativa, y que dichas 

proporciones son dependientes de las condiciones a las cuales se obtuvieron. De 

tal manera, mientras menos estructura tipo amiloide tenga un núcleo de CI, su 

resistencia a la degradación proteolítica será menor.  

Actualmente, debido a su amplia especificidad, la proteinasa K es la proteasa más 

utilizada para caracterización de CI (Calcines-Cruz et al., 2018; Castellanos-

Mendoza et al., 2014; Morell et al., 2008; Restrepo-Pineda et al., 2019; Upadhyay 

et al., 2012). La proteinasa K una proteasa de serina con capacidad para degradar 

proteínas nativas. No tiene especificidad por un aminoácido, pero se sabe que, corta 

en los enlaces peptídicos adyacentes a los extremos carboxilo de los aminoácidos 

alifáticos y aromáticos, dejando típicamente solo el enlace que une el dipéptido N-

terminal de una proteína intacta (Ebeling et al., 1974). El mecanismo de acción 

propuesto de la proteinasa K, sugiere que corta selectivamente en regiones 

expuestas y flexibles de la estructura de la proteína. Generalmente, el corte se da 

en regiones no estructuradas, como loops, y algunas veces, también lo hace en 

regiones cercanas α-hélices, pero aparentemente nunca en estructura β extendida 

(Fontana et al., 1997; Hubbard et al., 1998; Kheterpal et al., 2001). De esta forma, 

los enlaces peptídicos localizados dentro o cerca de las cadenas β son total o 

parcialmente resistentes a la proteólisis. Además, la proteinasa K tiene actividad en 

presencia de detergentes fuertes e hidrólisis de proteínas nativas y 

desnaturalizadas. A causa de esto, se ha convertido en una herramienta importante 

en el estudio de CI, ya que la cinética de degradación se puede seguir a 350 nm 

(Mach et al., 1995, Cano-Garrido et al., 2013; Kaur, 2017). 

 

3.2.1.2 Ensayos de estabilidad ante solubilidad química 

 

Otro ensayo utilizado para la caracterización de CI son los ensayos de estabilidad 

frente a la solubilidad química, utilizando agentes desnaturalizantes Generalmente, 

se prefieren altas concentraciones de agentes como el Gn•HCl y Urea. Sin embargo, 

esto resulta también en la desnaturalización de las proteínas con estructuras 

secundarias nativas (Salvi et al., 2005). Como se ha demostrado que los CI pueden 

contener estructuras secundarias de tipo nativo, se ha propuesto el uso de 

condiciones suaves que no desplieguen completamente estas estructuras (Sarker 
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et al., 2019; Singh & Panda, 2005; Upadhyay et al., 2016). Así, el uso de procesos 

suaves y bajas concentraciones de agentes caotrópicos, podrían permitir la 

recuperación de proteínas del CI en forma activas o bien, de proteínas que no 

tuvieran una estructura de tipo amiloide. 

Existen modelos de mecanismos mediante los cuales un desnaturalizante podría 

desestabilizar la estructura de una proteína: mediante interacción específica con 

grupos de la proteína, e indirectamente al alterar las propiedades solventes del 

agua. Este último mecanismo, cuando se utiliza Gn•HCl, es posible que no sea 

aplicable, pues la interacción entre las moléculas de agua y de Gn•HCl es muy débil. 

Gn•HCl parece afectar las interacciones agua-agua en la capa de hidratación 

promoviendo la solubilidad de grupos no polares en el interior de las proteínas a 

través de la interacción con cadenas laterales de los aminoácidos (Lim et al., 2009; 

Mason et al., 2003). Los aminoácidos presentes en regiones no estructuradas 

exhiben más unión para Gn•HCl en comparación con los aminoácidos presentes en 

regiones altamente estructuradas (Balamurugan et al., 2019), como lo son las hojas 

β cruzadas, presentes en CI, por lo cual, la estabilidad de los CI puede relacionarse 

con una estructura más resistente, dada por el contenido amiloide de los CI 

(Calcines-Cruz et al., 2018; Castellanos-Mendoza et al., 2014; de Groot & Ventura, 

2006; Upadhyay et al., 2012) 

Para la producción industrial, el despliegue completo es una desventaja, ya que 

favorece la agregación durante el replegamiento, lo que a su vez lleva a una baja 

recuperación de proteínas activas (Singh et al., 2015; Tsumoto et al., 2003). Por lo 

anterior, procesos de solubilización suaves como el uso de pH alcalino, alta presión, 

detergentes, solventes orgánicos y baja concentración de agentes caotrópicos han 

sido desarrollados, para permitir el replegamiento de las proteínas solubilizadas 

desde una forma parcialmente plegada y mejorar así, la recuperación de proteínas 

activas. (Singh et al., 2015; Upadhyay et al., 2016).  

 

3.2.1.3 FTIR-ATR (Attenuated Total Reflection- Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy) 

 

Debido al alto contenido de información que un espectro puede dar, la 

espectroscopía infrarroja es otra técnica que se ha utilizado ampliamente, pues se 

puede obtener información del estado de plegamiento de una proteína (Ami et al., 

2006; Kong & Yu, 2007; Moran & Zanni, 2014). 
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De manera particular, la estructura secundaria de una proteína y la agregación 

pueden ser estudiadas a través del análisis de la región amida I (1700-1600 cm-1), 

donde se sabe que, los enlaces peptídicos C=O absorben cercano a 1650 cm-1 

(Barraza-Garza et al., 2013; Doglia et al., 2008; Shivu et al., 2013; Zandomeneghi 

et al., 2009). La banda de componentes se observa mejor en la segunda derivada 

del espectro, pues permite la identificación de los picos de absorción pequeños y 

cercanos que no se resuelven en el espectro original (Rieppo et al., 2012), 

resultando la adsorción de los componentes como se muestra en la Tabla 3.2.  

Tabla 1-2. Bandas de adsorción de IR en región amida I 

Máximo en segunda 

derivada (cm-1) 
Adsorción debiada a: 

~1654-1658 α- hélice 

~1644-1651 random coil 

~ 1634-1638 hoja β 

~1611-1630 y un pico 

adicional 1691-1693 

Interacciones intermoleculares β 

(fibras amiloides) 

 

El principio básico de esta técnica se basa en la excitación de grupos moleculares 

por un haz de luz infrarrojo que ocasiona movimientos vibracionales en los enlaces 

de la molécula, generando un espectro de adsorción infrarrojo. Cada banda 

corresponde a un movimiento de un enlace específico dentro de la molécula, 

haciendo posible la asignación de picos de adsorción a grupos funcionales 

específicos. En ATR-FTIR, un haz de infrarrojo ingresa al elemento ATR, el cual 

es un cristal en un cierto ángulo, correspondiente al ángulo crítico entre el 

elemento ATR y la muestra. El haz se refleja varias veces dentro del cristal, 

creando una onda evanescente que se extiende más allá del elemento ATR hasta 

la muestra que se encuentra en contacto con éste. La onda evanescente pierde 

energía en frecuencias idénticas a la absorbancia de la muestra. Posteriormente, 

el haz atenuado regresa al cristal, sale por el extremo opuesto del cristal y se 

dirige al detector, para generar un espectro de absorción (Minnes et al., 2017). 
 

De acuerdo con Zandomeneghi et al. (2009), las fibras amiloides producen un 

espectro característico, con una banda independiente a las hojas β nativas. En este 

estudio se compararon los espectros IR obtenidos para la forma nativa y fibras 

amiloides de la proteína transtiretina y otras cadenas polipeptídicas en soluciones 

de agua deuterada. Los espectros revelaron que las proteínas nativas mostraban 

un máximo en 1630 cm-1 y las fibrillas amiloides, por el contrario, mostraban una 

banda más estrecha con un máximo en 1615 cm-1 y un pico adicional de baja 
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intensidad en 1684 cm-1. Shivu et al., (2013) examinaron varios agregados de 

proteínas diferentes, incluidas fibrillas amiloides de varios polipéptidos, cuerpos de 

inclusión, agregados y oligómeros solubles. Todos los agregados mostraron alguna 

estructura secundaria tipo nativa y, además, una nueva estructura β específica en 

frecuencias más bajas, cercanas a 1617 cm-1. 

Carrió et al., (2005) caracterizaron mediante FTIR a la proteína VP1LAC. Al 

producirse en E.coli, VP1LAC se localizó en el citoplasma en fracción soluble e 

insoluble. El espectro infrarrojo para la fracción soluble mostró un máximo en 1634 

cm-1, que corresponde a la vibración intramolecular de las hojas β. Por su parte, el 

espectro de los CI de VP1LAC, fueron completamente diferentes. Se observó una 

banda predominante en 1621 cm-1, acompañada de una banda menor en 1691 cm-

1. Para comprobar que estas nuevas bandas fueran consistentes con estructuras 

amiloides, se probaron dos modelos diferentes de CI. El primero de ellos, LACVP1, 

en donde la proteína de fusión se encontraba invertida, y CI de trombospondina, 

que no se encuentra relacionada ni secuencial ni estructuralmente con VP1LAC. 

Los espectros FTIR obtenidos fueron muy similares y a estos nuevos picos se les 

asignó, como indicadores de estructuras β cruzada tipo amiloide.  

Por otro lado, Jiang et al. (1996), realizaron estudios sobre la estructura secundaria 

de rHuGM-CSF soluble en soluciones acuosas (H2O y D2O) utilizando FTIR. 

Adicionalmente, mediante la reducción de los enlaces disulfuro, que llevó al 

despliegue de la conformación nativa y la formación intermolecular de estructuras β 

agregadas, se analizaron las diferencias en los espectros infrarrojos obtenidos. Para 

la proteína soluble, se obtuvo un máximo de absorbancia a 1654 cm-1 en H2O y 

1650 cm-1 en D2O, lo que representa la existencia considerable de estructuras α-

hélices. A la banda en 1631 cm-1 en H2O se le asignó la estructura de hojas β y 

cercano a 1645cm-1 para estructuras irregulares. Con los resultados, se propuso 

que rHuGM-CSF se compone 46% de estructuras α-hélices, 7% de hojas β, 23% de 

giros y 24% de estructuras irregulares. Después, para evaluar la estructura tipo 

amiloide de la proteína, los enlaces disulfuro fueron destruidos, y en el espectro 

infrarrojo se observaron 2 nuevos picos, que no estaban presentes en los espectros 

de la proteína soluble, en 1622 cm-1 en H2O y 1613 cm-1 en D2O, que se atribuyeron 

a estructuras β cruzada de tipo amiloide. 

 

3.2.1.4 Ensayos de unión a Tioflavina T (Th-T) 

 

Otro método de caracterización de CI, debido a las propiedades similares con las 

fibrillas amiloides, es la unión a agentes de tinción específicos de estructura amiloide 
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como tioflavina T (Th-T), tioflavina S (Th-S), rojo Congo (CR) y crisamina G (CG) 

(Naiki et al., 1989; Nilsson, 2009; Wang et al., 2008). 

La tioflavina T es una molécula pequeña, con una longitud ~15Ǻ, conformada por 

un benzotiazol fusionado a un anillo de fenilamina (Figura 3-1). Esta molécula tras 

unirse a una fibra amiloide, produce una fuerte señal de fluorescencia a 

aproximadamente 482 nm cuando se excita a 450 nm (Naiki et al., 1989; Xue et al., 

2017). Además, la Th-T no interactúa con proteínas monoméricas plegadas o 

parcialmente plegadas, oligómeros solubles o agregados amorfos, o bien, la 

interacción de Th-T con otras especies produce un incremento de fluorescencia 

insignificante (Lindgren et al., 2005), razón por la cual, su uso se ha extendido para 

estudiar la estructura y el mecanismo de formación de fibrillas amiloides y CI. 

Cuando la Th-T no se encuentra unida, la rotación de sus anillos se da libremente, 

lo que apaga rápidamente los estados excitados generados por la excitación con 

fotones. Por lo cual, la emisión de fluorescencia es baja, pero cuando se une, se 

bloquea la torsión de la molécula por impedimento estérico, preservando el estado 

excitado, lo que resulta en un incremento de la emisión de fluorescencia (Stsiapura 

et al., 2007). Respecto al mecanismo de unión, se han propuesto varios modelos 

por los cuales la Th-T se une a las fibras amiloides. El principal y más aceptado, el 

“modelo de canal”, propone la unión de monómeros de forma paralela al eje largo 

de la fibrilla amiloide, es decir, a los surcos superficiales hidrófobos y aromáticos 

que surgen de la estructura β cruzada (Biancalana & Koide, 2010; Peccati et al., 

2017; Sulatskaya et al., 2017) (Figura 3-4). También, se ha propuesto que se 

requiere un sitio mínimo de unión de cuatro residuos aromáticos hidrofóbicos en 

hojas β consecutivas (Murugan et al., 2016; Wu et al., 2009). 

Algunos autores han sugerido que la compactación de los CI puede influir en la 

unión de Th-T. Tal es el caso de Morell et al. (2008), quienes propusieron la 

presencia de estructuras β cruzadas intermoleculares que se encuentran 

escondidas en el interior de los CI. Por otro lado, Castellanos-Mendoza et al. (2014) 

mostraron que los CI obtenidos bajo condiciones controladas de pH mostraban 

espectros de emisión de fluorescencia altos en tiempos iniciales, y que la afinidad 

de la Th-T disminuía al avanzar el tiempo de cultivo. Además, en este estudio, se 

observó que a mayor tiempo de cultivo, también el tamaño de los CI disminuía, por 

lo cual, ésta podría ser una de las razones de pérdida de afinidad, ya que, al ser 

más compactos, la accesibilidad de la Th-T se vería limitada.  
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Figura 3-1. A) Estructura química de una molécula Th-T. I: Anillo benzotiazol, II. Benceno, III: 
Grupo dimetilamina. B). Modelo espacial de Th-T (Tomado de Stsiapura et al., 2007). 

 
Figura 3-2. Modelo de "canal" de unión de Th-T a lámina β similar a fibrillas amiloides. (Tomado de 
Biancalana & Koide, 2010). 
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4 HIPÓTESIS: 

 

La disminución del nivel de tensión de oxígeno disuelto (TOD) en el momento de la 

inducción térmica incrementará la producción de la proteína recombinante rHuGM-

CSF al expresarse en Escherichia coli en un sistema termoinducible con respecto a 

los cultivos controlados a 30% de TOD después de la inducción térmica. Además, 

se propone que estas condiciones generan cuerpos de inclusión con menor 

contenido de estructuras tipo amiloide con respecto a los obtenidos bajo condiciones 

controladas de 30% de TOD después de la inducción térmica. 

 

5 OBJETIVO GENERAL 

 

● Evaluar el efecto del control postinducción de la tensión de oxígeno disuelto 

sobre la producción del factor estimulante de colonias de granulocitos y 

macrófagos humano (rHuGM-CSF) y sobre la arquitectura de los cuerpos de 

inclusión en un sistema de inducción por temperatura λpL-cI857 en E. coli 

W3110. 

 

5.1 Objetivos particulares: 

 

 Analizar el efecto del control postinducción de la TOD a 5%, 10%, 30%, 

70% y sin control de TOD postinducción sobre los parámetros cinéticos 

y estequiométricos del cultivo de E.coli W3110, transformada con el 

plásmido pV3-uri200N, productora de rHuGM-CSF, bajo el control del 

sistema pL-cI857, inducible por temperatura. 

 

 Caracterizar y analizar la composición y la arquitectura de cuerpos de 

inclusión de rHuGM-CSF, formados a diferentes % de control de TOD 

postinducción. 
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6 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6.1 Cepa y banco de trabajo 

 

Durante este proyecto, se utilizó la cepa E.coli W3110, proporcionada por la 

empresa PROBIOMED S.A. de C.V, que tiene una copia de la proteína represora 

termosensible, cI857, en cromosoma y la expresa de forma constitutiva. Esta cepa, 

derivada de E.coli K-12, está transformada con el plásmido pV3-uri200N (propiedad 

de PROBIOMED S.A de C.V.), que contiene el gen optimizado del factor estimulante 

de colonias de macrófagos y granulocitos (GM-CSF) humano, bajo el promotor pL 

del bacteriófago λ y el gen kanR, de resistencia a kanamicina. 

Por debajo de los 37°C, la proteína cI857 se une a los dominios de la región 

operadora del promotor. Esta unión impide la unión de la RNA polimerasa al 

promotor y, por ende, la transcripción. Al incrementar la temperatura por arriba de 

37°C, la proteína represora cI857 se libera, permitiendo así, que la RNA polimerasa 

se una al promotor, inicie la transcripción, y la acumulación de la proteína 

recombinante.  

Para realizar el banco de trabajo, se partió de un vial de 1 mL del banco maestro de 

la cepa, que se encontraba guardado a -74°C. Tres matraces convencionales de 

250 mL se inocularon con 200 µL cada uno. La cepa se cultivó a 200 rpm, 30°C, en 

una incubadora de agitación orbital (Modelo C-25, New Brunswick Scientific, 

EE.UU), con 50 mL de medio LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extracto de levadura, 

10 g/L de NaCl), pH inicial de 7.4 (ajustado antes de esterilizar con NaOH 1 M), y 

suplementado con 100 mg/mL de kanamicina estéril. 

Al alcanzar una densidad óptica de 1.6 U.A., a 600 nm, se mezclaron en tubos de 

50 mL, con glicerol estéril al 40%. Se realizaron alícuotas de 1 mL que fueron 

almacenadas a -74°C. 

 

6.2 Factor de conversión de equivalencia de DO (U.A. 600 nm) – 

Biomasa (g/L) de E. coli W3110. 

 

Dado que las mediciones de biomasa se realizaron por turbidimetría 

(Espectrofotómetro Genesys 5, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), para el cálculo 

de concentración celular (gravimétricamente en g/L), se determinó la equivalencia 

de DO (U.A. 600 nm) y peso seco. La determinación se realizó por duplicado a partir 
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de cultivos de E. coli W3110 recombinante en matraces convencionales de 250 mL 

con 50 mL de medio mineral a 30°C y 200 rpm en una incubadora de agitación 

orbital (Modelo C-25, New Brunswick Scientific, EE.UU). Durante diferentes puntos 

de la fase exponencial, se tomó un matraz y se realizaron diluciones a 10 mL, 

registrando la absorbancia de cada una de ellas. Posteriormente, fueron filtradas al 

vacío a través de membranas 0.22 µm (Millipore, EE.UU.), previamente pesadas, y 

se colocaron a peso constante, registrado su peso cada 8 h por 72 h.  

Cuando la luz pasa a través de una mezcla, la atenuación de la intensidad de luz se 

produce por la absorbancia y la dispersión de luz debido a la diferencia en el índice 

de refracción. La absorbancia se refiere específicamente a la luz que es absorbida 

por la muestra. La dispersión se produce cuando los dipolos inducidos por la 

absorción de energía reemiten la luz en una dirección diferente. La luz atenuada por 

la dispersión, también debe ser inicialmente absorbida por la célula. Dependiendo 

de la configuración del espectrofotómetro y del ángulo de la luz dispersa, esta 

redirección puede causar que el fotosensor detecte o no, la luz dispersada (Myers 

et al., 2013) 

 

Para saber si la producción de CI afectaba las mediciones por turbidimetría, se 

realizó el mismo procedimiento, pero en esta ocasión, se realizó la inducción 

subiendo la temperatura a 42°C. Los valores obtenidos, se graficaron (Figura 6-1) y 

las pendientes representan el factor de conversión, obteniéndose un valor de 0.45 

± 0.02 y 0.38 ± 0.02, sin y con acumulación de cuerpos de inclusión, 

respectivamente, que son fueron estadísticamente significativas.  

 
Figura 6-1. Factor de equivalencia DO (U.A. 600 nm) - Biomasa (g/L) para cultivos sin (●) 

y con inducción (■) de la expresión de la proteína recombinante rHuGM-CSF. 
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Por lo anterior, se consideró el factor de equivalecia de 0.45 para la conversión 

antes de la inducción, y el factor de equivalencia de 0.38 para los datos obtenidos 

después de a inducción.  

Los CI se han descrito como agregados refráctiles. Fahnert et al. (2004), muestran 

que la producción de CI afecta la medición de densidad óptica después de graficar 

la relación de la densidad óptica a 500 nm y el peso seco para cultivos de E. coli 

RB791 pKK177gluC pUBS520 productora de α-glucosidasa sin y con inducción con 

1 mmol de IPTG obtenidos en estudios anteriores (Schweder et al., 2002; Teich et 

al., 1998), donde el factor de conversión, es decir, la pendiente de la recta, fue 16% 

menor en los cultivos con acumulación de cuerpos de inclusión que en los cultivos 

sin inducción.  

Por otro lado, valores de factores de conversión de 1.0 unidad de absorbancia para 

E. coli han sido reportados entre 0.31 y 0.50 g/L biomasa como peso seco (Lagunas-

Muñoz et al., 2006; Myers et al., 2013; Restrepo-Pineda et al., 2019; Reynoso-

Cereceda et al., 2016; Soni et al., 2008). 

 

6.3 Medio mineral  

 

El medio de cultivo que se utilizó fue medio mineral reportado por Caspeta et al., 
(2013) ( 
), modificado por Restrepo-Pineda et al., (2019), suplementando glucosa 17.5 g/L, 
casaminoácidos 3.0 g/L, y kanamicina 30 µg/mL. Las soluciones concentradas de 
glucosa (500 g/L) y MgSO4•7H2O (400 g/L) fueron esterilizadas una sola vez en 
autoclave y guardadas a 4°C y añadidas después de esterilizar. Soluciones 
concentradas de casaminoácidos (500 g/L), tiamina 1000X (100 mg/mL) y 
kanamicina 1000X (30 mg/mL), fueron esterilizadas por filtración a través de filtros 
de 0.22 µm (membranas de ésteres mezclados de celulosa, Merck-Millipore, 
EE.UU.) y guardadas a -20 °C y añadidas al medio antes de inocular. 

 
Tabla 6-1.Composición de medio mineral descrito por Caspeta et al, 2013 

Compuesto (g L-1) Compuesto (g L-1) 

(NH4)2HPO4 4.0 MgSO4 
.7H2O 1.2 

KH2PO4 13.3 Tiamina 0.045 

Ácido cítrico 1.7 Elementos traza* 2 mL 

* Solución de elementos traza concentrada 500X: Para 200 mL, citrato Fe(III) 10.08 g, 

ZnSO4•2H20 3.2 g, MnCl2•4H20 1.5 g, H3BO3, 0.3 g, EDTA 1.41 g, CoCl2•6H2O 0.25 g, 

NaMoO4•2H2O 0.21 g, CaCl2 0.01g  
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6.4 Cultivo en matraces 

 

La caracterización a nivel matraz se realizó en matraces convencionales de 250 mL 

con 50 mL medio mineral (Restrepo-Pineda et al., 2019). Se preparó un preinóculo 

que se dejó crecer por 12 h, y se inocularon los matraces para iniciar en 0.1 U.A. 

Para los cultivos control, se mantuvo la temperatura a 30°C durante todo el cultivo. 

En los cultivos con inducción, al llegar a 2.0 U.A., se subió la temperatura a 42°C 

durante el resto del cultivo. Tanto los preinóculos, como la caracterización se 

realizaron a 200 rpm en una incubadora de agitación orbital (Modelo C-25, New 

Brunswick Scientific, EE. UU).  

Se prepararon 9 matraces, de los cuales, cada dos horas se tomaron muestras de 

tres de ellos, para determinación de biomasa por turbidimetría (Espectrofotómetro 

Genesys 5, Thermo Fisher Scientific, EE.UU), así como 1.0 mL en tubo Eppendorf 

para medición posterior de glucosa, ácidos orgánicos, y análisis de proteína. Las 

muestras se centrifugaron a 12,000 rpm/10 min (Centrífuga 5417R, Eppendorf, 

Alemania). Se separó el sobrenadante del paquete celular formado y ambos fueron 

guardados a -20°C. De uno de los matraces se tomó adicionalmente, 2.5 mL para 

registro de pH (Modelo 430, Corning, EE.UU). El volumen que se muestreo de cada 

matraz fue registrado para llevar un control de volumen final hasta ≤ 45 mL. 

Para poder obtener las mediciones en línea de oxígeno disuelto, se utilizó el lector 

óptico Fibox 3 con el sensor PSt3, y el software de adquisición de datos OxyView 

PST3v602 (PreSens, Alemania). El sensor se colocó al fondo del matraz, a manera 

de que siempre estuviera en contacto con el líquido y el lector óptico. La calibración 

del sensor se realizó a 100% de saturación de aire, a 200 rpm y 30°C o 42°C, y a 

0% de saturación de aire con una solución de Na2SO3 (0.3 M) y CoCl2 (<5x10-7 M) 

(Reynoso-Cereceda et al., 2016; Wittmann et al., 2003). 

 

6.5 Cultivo en reactores. 

 

Para los biorreactores y sus inóculos se utilizó medio mínimo ajustado a pH 7.2 

antes de esterilizar. El inóculo se cultivó por 12 h, a 30°C y 200 rpm en agitación 

orbital (Modelo C-25, New Brunswick Scientific, EE.UU), en matraces 

convencionales de 250 mL con 50 mL medio mineral (Restrepo-Pineda et al., 2019).  

Todos los cultivos se realizaron por triplicado en biorreactores (Applikon 

Biotechnology, Países Bajos), equipados con 2 turbinas Rushton de 6 paletas 

planas, de un volumen nominal de 1.8 L y 1.0 L de volumen de operación. Los 
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biorreactores se equiparon con sensores para el control de pH (sensores AppliSens, 

Applikon Biotechnology, Países Bajos), temperatura (mantilla de calentamiento, 

Applikon Biotechnology, Países Bajos) y TOD (electrodos Mettler Toledo, EE.UU.) 

conectados a un controlador Biocontroller ADI 1010 (Applikon Biotechnology, 

Países Bajos) y se utilizó un sistema de control proporcional-integral-derivativo 

(PID). El control de la TOD se realizó con una cascada de agitación entre 400-1000 

rpm (P= 2-3; I= 2,500-3,000; D=100-200, controlador Biocontroller ADI 1010). El 

seguimiento en línea se realizó mediante el software de adquisición de datos 

BioXpert (Applikon Biotechnology, Países Bajos).  

Los biorreactores se inocularon con 100 mL de inóculo (10% del volumen de 

operación) para iniciar a 0.1 U.A. aproximadamente. El cultivo se mantuvo a 30°C, 

500 rpm y 1 vvm, hasta alcanzar 3.0 U.A. Se indujo entonces, con un cambio de 

temperatura a 42°C, con una velocidad de calentamiento de 0.37 ± 0.03 °C/min, y 

un cambio en el control de la TOD por cascada de agitación a 70%, 30 %, 10% o 

5%, según la condición a evaluar, manteniendo 1 vvm constante. Para la condición 

sin control, se mantuvieron 500 rpm y 1 vvm durante todo el cultivo. En la condición 

de 70% de TOD, en los periodos donde el límite de 1000 rpm de agitación no fue 

capaz de mantener esa TOD, se mezcló la entrada de aire con oxígeno puro a través 

de un controlador de válvulas solenoides. El control de pH se realizó a 7.2 ± 0.2 con 

una solución 2 M de NaOH y 2 M de HCl. Cada 2 h, se tomaron muestras para 

determinación de biomasa por turbidimetría, análisis de consumo de glucosa, 

producción de ácidos orgánicos y, posteriormente, concentración de la proteína 

recombinante y análisis de los cuerpos de inclusión en las horas postinducción. Las 

muestras se centrifugaron a 12,000 rpm/10 min/4°C (Centrífuga 5417R, Eppendorf, 

Alemania), separando el sobrenadante del paquete celular formado y ambos se 

guardaron a -20°C. Adicionalmente se tomaron 12 mL de muestra en el momento 

preinducción, así como a las 3 h y 15 h postinducción. Para el control de espuma, 

se adicionó un agente antiespumante (New Brunswick 2097-87) al 5% estéril 

cuando fue necesario.  

 

6.6 Cuantificación de glucosa y ácidos orgánicos 

 

Los análisis de concentración de glucosa residual, así como producción de ácidos 

orgánicos se realizaron del sobrenadante guardado a -20°C.  

La determinación de glucosa residual se realizó mediante el analizador bioquímico 

YSI 2900 (YSI Life Sciences, EE.UU.) utilizando la membrana YSI 2365 (YSI Life 

Sciences, EE.UU.) y una solución calibradora de 2.5 g/L de glucosa. Para el análisis 
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de ácidos orgánicos, se utilizó cromatografía líquida de alta resolución (HPLC). Se 

filtraron las muestras en filtros de jeringa de 0.22 µm (Sartorius, Alemania) y se 

inyectaron 100 µL en el equipo (unidad de bombas LC-20AT, detector UV a 210 nm 

SPD-20A, y regulador de temperatura CTO-104, Shimadzu, Japón), utilizando una 

columna Aminex HPX-87H (intercambio catiónico, BioRad, EE.UU). La fase móvil 

utilizada fue H2SO4 0.004 M, a un flujo de 0.6 mL/min y 50°C. Para la cuantificación 

se utilizó un estándar comercial (No. Catálogo 125-0586, BioRad, EE.UU.), con los 

metabolitos mostrados en la Tabla 6-2 y el software de análisis e integración, LC 

Solutions v1.25 (Shimadzu, Japón). 

Tabla 6-2.Tiempos de retención para la cuantificación de ácidos orgánicos en una 
columna Aminex HPX-87H. 

Metabolito 
tiempo de 

retención (min) 

Citrato 8.477 

Malato 10.129 

Succinato 12.167 

Formiato 14.063 

Acetato 14.984 

 

6.7 Cálculo de parámetros cinéticos 

 

Para la caracterización cinética y estequiométrica se calcularon los parámetros que 

se describen a continuación. La velocidad específica de crecimiento (µ) se 

determinó durante la fase exponencial pre y postinducción a partir de la pendiente 

en escala logarítmica de la biomasa generada antes de la inducción y después de 

la inducción y antes de entrar a fase estacionaria, respectivamente. Los 

rendimientos de biomasa/sustrato (Yx/s), proteína total/biomasa (Yp/x), proteína 

total/sustrato (Yp/s) de manera global, y los rendimientos acetato/sustrato (Yac/s), 

proteína recombinante/sustrato (YrP/s), proteína recombinante/biomasa (YrP/x) y la 

velocidad específica de consumo de glucosa (qsGlu) después de la inducción. 

En los casos que se aplicó regresión lineal, los mínimos cuadrados lineales se 

ajustaron a los datos r2 mostrados con valores iguales o superiores a 0,97. 

Los valores se encontraron utilizando las siguientes ecuaciones: 

𝑌 𝑥
𝑠⁄ =

[𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙 − 𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙]

[𝑆𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝑆𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙]
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𝑌
𝑝

𝑠⁄ =
[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] 

[𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜]
 

𝑌
𝑝

𝑥⁄ =
[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙] 

[𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎]
 

𝑌 𝑟𝑃
𝑥⁄ =

[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑛𝑎𝑛𝑡𝑒] 

[𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎]
 

𝑌 𝑟𝑃
𝑠⁄ =

[𝑝𝑟𝑜𝑡𝑒í𝑛𝑎 𝑟𝑒𝑐𝑜𝑚𝑏𝑖𝑎𝑛𝑡𝑒] 

[𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜]
 

𝑌 𝑎𝑐
𝑠⁄ =

[𝑎𝑐𝑒𝑡𝑎𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑚𝑒𝑑𝑖𝑜] 

[𝑠𝑢𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜]
 

𝑞𝑠 =
𝜇

𝑌𝑥
𝑆

 

 

La cuantificación y rendimientos de proteína recombinante se realizó obteniendo el 

% de rHuGM-CSF en geles, mediante densitometría en el software Image Lab 

(BioRad, EE.UU).  

 

6.8 Recuperación de cuerpos de inclusión 

 

El método de recuperación de cuerpos de inclusión que se utilizó fue el reportado 

por Calcines-Cruz et al. (2018) con algunas modificaciones. Se tomaron los 

paquetes celulares de biomasa guardados a -20°C y se les añadió solución de lisis 

(Tris-HCl 50 mM, EDTA 1 mM, NaCl 100 mM, pH 7.5) con fluoruro de 

fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF, Sigma, EE.UU.) como inhibidor de proteasas. 

Posteriormente, las muestras se sonicaron con 8 ciclos de 30 s y 8 micrones de 

amplitud en un sonicador SoniPrep 150 (Richmond Scientific, Reino Unido), 

manteniendo las muestras en hielo entre cada ciclo. Se tomó muestra del lisado 

para posterior análisis de proteína total y el resto fue centrifugado a 12,000 rpm/15 

min/4°C (Centrífuga 5417R, Eppendorf, Alemania). Se recuperaron ambas 

fracciones, para cuantificación de proteína soluble e insoluble. La fracción insoluble, 

se resuspendió en solución de lisis + 1% v/v IGEPAL CO-630 (Sigma, EE.UU.) y se 

incubó por 30 min/4°C. Las muestras se centrifugaron y se recuperó el paquete 

celular. Posteriormente, se resuspendió en buffer de lisis + 0.5% v/v Tritón X100 

(Sigma, EE.UU.). Las muestras se centrifugaron sin incubación, descartando el 

sobrenadante. El paquete celular se resuspendió en 1 mL de agua MilliQ y se 

centrifugó a 12000 rpm/15 min/4°C (Centrífuga 5417R, Eppendorf, Alemania). Por 

último, se realizaron lavados repitiendo el último paso al menos 4 veces. 
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6.9 Determinación de proteína total, soluble y presente en cuerpos de 

inclusión por método de Bradford 

 

La determinación de concentración de proteína se realizó a partir de las muestras 

recuperadas del apartado 6.8 mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), 

utilizando el Kit de ensayo Bio-Rad Protein Assay (BioRad, EE.UU) en microplacas 

de fondo plano de 96 pozos. La absorbancia fue medida a 600 nm en el lector 

StatFax 4200 (Awareness Technology Inc., EE.UU).  

Las muestras de lisado y cuerpos de inclusión fueron previamente solubilizadas con 

amortiguador de isoelectroenfoque (IEF) (7 M urea, 2M tiourea, 40 mM DTT), por 3 

h a temperatura ambiente. Para la cuantificación se realizaron curvas de calibración 

partiendo de una solución estándar de 2.0 mg/mL de albumina de suero bovino 

(BSA), y posteriores diluciones seriadas 1:2 en un intervalo de 0 – 0.75 mg/mL 

(Anexo 11-1). 

 

6.10 Detección y análisis de proteína por electroforesis en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 

Se realizó electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) 

(Laemmli, 1970; Steinberg, 2009) para el análisis de proteína total y cuerpos de 

inclusión. Con la finalidad de observar la acumulación de la proteína recombinante 

en diferentes tiempos de cultivo, se cargaron geles con muestras obtenidas a 1, 3, 

9 y 15 h después de la inducción. Las muestras fueron previamente solubilizadas 

en amortiguador IEF (1:5) por al menos 3 h. El gel separador se preparó al 15% y 

se cargó cada pozo con 25 µg de proteína total y 20 µg de CI purificados, 

cuantificados por Bradford. También se realizaron geles de proteína toral cargando 

15 µL de 1.0 U.A. de biomasa de E.coli W3110 a 15 h postinducción de cada una 

de las condiciones utilizadas. 2 µg de rHuGM-CSF estándar se utilizó como control 

en cada gel (Molgramostim CRS, European Pharmacopoeia Reference Standards, 

Y0000251). 

Se corrieron los geles a voltaje constante de 110 Volts durante aproximadamente 3 

h. Posteriormente, los geles se tiñeron con azul de Coomasie R-250 (BioRad, 

EE.UU) y luego se pasaron a una solución de desteñido (10% ácido acético, 30% 

metanol y 60% agua). La obtención de las imágenes y el análisis densitométrico se 

realizó con el programa Image Lab (BioRad, EE.UU.).  
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6.11 Degradación proteolítica por Proteinasa K 

 

Se resuspendieron 100 µg de CI purificados en amortiguador 50 mM de Tris-HCl, 

150 mM NaCl pH 8.0 para un volumen final de 1.0 mL. La digestión se inició 

añadiendo proteinasa K (Bioline, Reino Unido) a una concentración final de 50 

µg/mL. Los cambios en la absorbancia a 350 nm fueron registrados durante 100 min 

en un espectofotómetro UV/Vis DU 730 (Beckman Coulter, EE. UU). Los resultados 

se normalizaron al valor máximo alcanzado antes de mostrarse una disminución en 

la absorbancia (Calcines-Cruz et al., 2018; Castellanos-Mendoza et al., 2014; 

Restrepo-Pineda et al., 2019; Upadhyay et al., 2012) 

 

6.12 Ensayos de estabilidad ante solubilidad química con Gn•HCl 

 

El efecto del control de la TOD sobre la estabilidad de CI frente a un agente 

caotrópico, se realizó evaluando la resistencia a la desnaturalización, utilizando 

diferentes concentraciones de cloruro de guanidinio (Gn•HCl), en CI obtenidos a 3 

h y 15 h después de la inducción. Se resuspendieron CI purificados, para una 

concentración final de 125 µg/mL en un volumen final de 100 µL con amortiguador 

(10 mM de Tris-HCl, pH 7.5) y diferentes concentraciones de Gn•HCl (0, 1, 2, 4, 6 

M) (Sigma, EE.UU.). Las muestras se incubaron en agitación a temperatura 

ambiente por 24 h. Posteriormente, se centrifugaron a 10,000 rpm/15 min 

(Centrífuga 5417R, Eppendorf, Alemania). El sobrenadante se cuantificó por 

Bradford (Bradford, 1976), obteniéndose así, la fracción solubilizada a cada 

concentración (Castellanos-Mendoza, et al., 2014). Para cada concentración de 

Gn•HCl utilizada, se obtuvieron curvas de calibración partiendo de una solución 

estándar de albumina de suero bovino (BSA) a 2.0 mg/mL, y posteriores diluciones 

seriadas 1:2 en un intervalo de 0 – 0.375 mg/mL. (Anexo 11.2) 

 

6.13  ATR-FTIR (Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier- 

Reflectancia Total Atenuada)  

 

Para su análisis, se tomaron CI purificados, provenientes de 4 mL de cada cultivo a 

las 3 h y 15 h postinducción. Los CI se concentraron en una centrífuga por vacío 

(SpeedVac Concentrator Savant ISS110, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.), a 

temperatura ambiente por 30 min. Una vez secos los CI, se obtuvieron los espectros 

de absorbancia, analizando la región entre 1500 cm-1 – 1700 cm-1 (región amida I). 
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Los espectros de absorción se adquirieron en modo de absorbancia con un 

espectrofotómetro infrarrojo IRAffinity-1S con el software IR Solutions (Shimadzu, 

Japón) y el dispositivo de reflexión atenuada Specac Quest ATR (Specac Limited, 

Reino Unido). Para obtener espectros de absorción con bajo nivel de ruido, se 

obtuvieron los espectros de fondo antes de cada medición. Se realizaron 40 

escaneos de cada muestra a 2 cm-1 de resolución (Ami et al., 2005). Después de un 

suavizado de 13 puntos por el método Savitzky-Golay con el software IR Solutions 

(Shimadzu, Japan) (Ami et al., 2005), se obtuvieron las segundas derivadas de los 

espectros IR (Rieppo et al., 2012) para una identificación más específica de los 

picos de absorción pequeños y cercanos que no se resuelven en el espectro 

original. Las segundas derivadas fueron normalizadas con el valor del pico de 

tirosina (~1510 cm-1) (Ami et al.,2005, 2006; Calcines-Cruz et al., 2018). 

 

6.14 Ensayos de unión a Tioflavina T (Th-T) 

 

Se utilizaron 50 µg/mL de CI purificados obtenidos a 3 h y 15 h postinducción, en 

una solución de reacción (10 mM de fosfatos, 150 mM de NaCl, pH 7.0 y 75 µM de 

Th-T) (Castellanos-Mendoza et al., 2014). Tras realizar la mezcla, se dejaron 

incubar a temperatura ambiente por 30 min. Se registraron los espectros de 

fluorescencia de 450 a 560 nm (espectrofluorómetro Agilent Cary Eclipse, EE UU), 

utilizando una longitud de onda de excitación de 440 nm y 5 escaneos por muestra. 

El ancho de rendija se fijó en 5 nm, tanto para la emisión como excitación. Se obtuvo 

también el espectro de fluorescencia de Th-T libre como control (Upadhyay et al., 

2012).  

 

6.15 Microscopía electrónica 

 

El análisis microscópico de los CI se realizó en un microscopio electrónico (ZEISS 

Libra 120 plus) en la Unidad de Microscopía del IBt-UNAM en colaboración con la 

Dra. Guadalupe Zavala, para CI obtenidos después de 3 h de inducción. Las 

muestras fueron fijadas por 4 h con glutaraldehído al 2.5% y paraformaldehído al 

4% en solución de cadicolato de sodio (0.16 M pH 7.2). Para la post fijación se aplicó 

tetraóxido de osmio 1% durante 90 min/4°C. Posteriormente, los CI se lavaron dos 

veces en solución y seis veces en agua destilada fría. Luego las muestras se 

deshidrataron gradualmente en etanol y se embebieron en Epon. Las muestras se 

tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo. 
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Para el análisis de tamaño de CI, se midieron los diámetros máximos de los CI en 

las micrografías utilizando el programa ImageJ y posteriormente se graficó la 

distribución de los tamaños encontrados.  

 

6.16 Estadística 

 

Todos los cultivos se realizaron por triplicado (3 réplicas biológicas) y cada análisis 

de las técnicas se realizó por triplicado (3 réplicas técnicas). Se utilizaron muestras 

independientes, pruebas t de Student, ANOVA de una y dos vías, con la prueba de 

Tukey para la comparación de medias múltiples. En las figuras se indican con letras 

minúsculas las diferencias de forma significativo para p<0.05 y con mayúsculas para 

p<0.01. Para diferencias de forma significativa, respecto al tiempo, se indican con 

un *. 
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7 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Caracterización cinética  

 

El control postinducción de TOD a valores ≥ 5% afecta la µ, pero no la 

biomasa máxima alcanzada 

Para este proyecto se plantearon 4 condiciones de control postinducción de TOD 

(70, 30, 10 y 5 %) y una condición adicional sin control postinducción de TOD. En 

todas las condiciones se controló el pH a 7.0 ± 0.2, durante todo el cultivo. Hasta 

aproximadamente 1.35 g/L de biomasa ( ~ 3.0 U.A.), todos los cultivos se 

mantuvieron a 30°C, 500 rpm y 1 vvm constante. Al llegar a esa concentración 

celular, la inducción se realizó elevando la temperatura a 42°C a una velocidad de 

calentamiento de 0.37 ± 0.03 °C/min y manteniendo los 42°C durante todo el cultivo 

(Figura 7.-1 y Anexo 11.4). Se decidió realizar el cambio en el control de TOD en el 

momento de la inducción con la finalidad de que la acumulación de biomasa y 

condiciones metabólicas fueran similares antes de la inducción en todas las 

condiciones propuestas. 

 

Bajo todas las condiciones de control de TOD postinducción, se tienen crecimientos 

similares, alcanzando una biomasa máxima similar (4.34 ± 0.4 g/L) (Figura 7-2 y 

Tabla 7-1). Sin embargo, cuando se realiza sin control de TOD, y el cultivo 

permanece por varias horas en 0% TOD (Figura 7-1 e), la biomasa se reduce en un 

50% (2.30 ± 0.3 g/L). No obstante, la biomasa máxima es 37% mayor, a la obtenida 

a nivel matraz (Anexo 11.3). Esto debido a que en biorreactor se puede alcanzar 

valores más altos de transferencia de masa, que en los matraces de agitación orbital 

y se realiza control de pH (Büchs, 2001; Klöckner & Büchs, 2012). 

 

Los cultivos crecieron exponencialmente con una velocidad específica de 

crecimiento (µ) preinducción de 0.56 ± 0.03 h-1 (Tabla 7-1). En comparación con la 

velocidad de crecimiento preinducción, el valor obtenido en postinducción para 

todas las condiciones, disminuyó (Tabla 7-1). La disminución de µ podría deberse a 

los desvíos de flujos metabólicos hacia la síntesis de proteínas recombinantes 

(Bentley et al., 2009). Además, al usar un sistema de inducción por temperatura, 

puede deberse a la síntesis de proteínas de respuesta de choque térmico (Hoffmann 

et al., 2002; Wittmann et al., 2007, Restrepo-Pineda et al., 2019). Por un lado, 

después del incremento de temperatura, la síntesis global de proteínas aumenta en 

un factor de tres, donde hasta el 25% corresponde a proteínas de choque térmico 
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(HSP) (Valdez-Cruz et al., 2010). Por otro lado, la síntesis de proteínas 

recombinantes y HSP, incrementa los flujos catabólicos para la generación de 

energía, por lo que se disminuyen también los recursos para generación de biomasa 

(Hoffmann et al., 2002; Wittmann et al., 2007).  
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Figura 7-1. Ejemplo representativo de perfiles de control de TOD, pH y temperatura de las 
cinéticas de crecimiento de E.coli W3110 recombinante productora de rHuGM-CSF. TOD: 

línea continua negra, temperatura: línea punteada, pH: línea intermitente. a) 5 % TOD, b) 
10 %TOD c) 30% TOD, d) 70% TOD, e) Sin control de TOD  
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Figura 7-2. Comparación de cinéticas de crecimiento de E. coli W3110 recombinante como 
biomasa (g/L) y Ln (g/L) bajo diferentes condiciones de control de TOD postinducción. El 
cambio del cultivo a una temperatura de 42° C se muestra con una línea vertical. 
Condiciones de control de TOD postinducción: ( X ) 70%, ( ○ ) 30%, ( Δ ) 10%, ( ■ ) 5%, ( ♦ 
) Sin control.  

 

Respecto al control postinducción de la TOD, los cultivos realizados a 70% de TOD 

no mostraron diferencias con respecto a los cultivos donde se mantuvo una TOD de 

30% postinducción, siendo 0.28 ± 0.01 y 0.32 ± 0.04 h-1, respectivamente. Por el 

contrario, los valores de µ postinducción son 35%, 44% y 15% menor a 10%, 5% y 

sin control de TOD postinducción, respectivamente.
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Tabla 7-1.Parámetros cinéticos y estequiométricos a nivel biorreactor, para los diferentes % de control de TOD postinducción 

utilizados (70%, 30%, 10%, 5% de TOD y sin control de TOD) 

Parámetro TOD 70 % TOD 30% TOD 10 % TOD 5% Sin control 

µ preI (h-1) 0.56 ± 0.03 
A µ postI (h-1)  0.28 ± 0.01 a 0.32±0.04 a 0.21 ± 0.03 b 0.18 ± 0.03 b 0.24 ± 0.02 b 

Biomasa máxima (g/L) 4.15 ± 0.46 a 4.61 ± 0.85 a 4.69 ± 0.70 a 4.45 ± 0.71 a 2.30 ± 0.36 b 

B Y x/s 

(gcélulas/gglucosa) 
0.25 ± 0.02 a 0.25 ± 0.002 a 0.26 ± 0.04 a 0.26 ± 0.01 a 0.12 ± 0.01 b 

C Acetato (g/L) 2.47 ± 1.38 a 2.88 ± 0.11 a 2.50 ± 0.98 a 4.3 ± 3.66 a 10.18 ± 0.21 b 
Y ace/s (gacetato/gglucosa) 0.15 ± 0.08 a 0.15 ± 0.01 a 0.13 ± 0.05 a 0.22 ± 0.17 a 0.58 ± 0.02 b 

D Proteína total (mg/mL) 1.67 ± 0.09 a 1.39 ± 0.02 a 1.96 ± 0.11 b 1.92 ± 0.05 b 0.92 ± 0.10 c 
E Y p/x (g

prot
/g

biomasa
) 0.40 ± 0.004 b 0.32 ± 0.05 a 0.41 ± 0.03 b 0.45 ± 0.005 b 0.41 ± 0.01 b 

F rHuGM-CSF (mg/mL) 0.34 ± 0.07 a 0.28 ± 0.06 a 0.53 ± 0.03 b 0.49 ± 0.10 b 0.22 ± 0.03 a 

G Y rP/x 

 (mgrHuGM-CSF/gcélula) 
84 ± 13a 64 ± 8a 110 ± 9 b 106 ± 3 b 94 ± 6 b 

H qs (gglu/gbiomasa*h) 1.40 ± 0.10 a 1.50 ± 0.20 a 0.84 ± 0.11 b 0.78 ± 0.08 b 0.90 ± 0.09 b 

El análisis estadístico por ANOVA de una sola vía se muestra con letras minúsculas para p< 0.05 con respecto a los valores 

obtenidos en 30% TOD. Misma letra: el resultado es no es diferente de forma significativa (p>0.05). Diferente letra: El resultado 

es diferente de forma significativa (p<0.05). 

A: La velocidad de crecimiento postinducción se obtuvo como la pendiente del crecimiento después de la inducción y antes de 

entrar en fase estacionaria. 

B: El rendimiento de biomasa/glucosa (Yx/s) se obtuvo con la glucosa consumida hasta el punto donde se obtuvo la biomasa 

máxima para cada condición. 

C, D, E y G: Concentración de acetato, proteína total y rendimientos Yp/x, YrP/x tras 15 h después de la inducción. 

F: Concentración de rHuGM-CSF basado en análisis densitométrico de geles de SDS-PAGE de proteína total (Figura 7-7) a 

partir del porcentaje de banda correspondiente. 

H: La velocidad específica de consumo de glucosa se obtuvo con valores posteriores a la inducción. 
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El oxígeno disuelto es un sustrato importante que puede ser limitante, si la velocidad 

de consumo de oxígeno excede la velocidad de transferencia (Liu, 2017). Cuando 

el nivel de oxígeno disuelto está por debajo de la concentración crítica de oxígeno, 

la µ se ve afectada. Al igual que otro caso limitado por sustrato, la µ varía con la 

concentración de oxígeno disuelto según la ecuación de Monod (Chen et al., 1985; 

Li et al, 1992; Sandoval-Basurto et al., 2005). Algunos autores consideran que la 

concentración crítica de oxígeno disuelto, es aproximadamente del 5 al 10% de la 

concentración de saturación de oxígeno disuelto (Liu, 2017), mientras otros, cuando 

se tienen µ por debajo del 95% de la µ máxima observada (Chen et al., 1984; 

Galvanauskas et al., 2018). Para los datos aquí presentados, bajo control 

postinducción de la TOD (Figura 7-3) se obtuvo una µmáx de 0.31 h-1 y una constante 

de saturación (kO2) de 3.8% de TOD ajustando los datos experimentales mediante 

una linealización Lineweaver-Burk (no mostrado). 

 

Figura 7-3.a) µ postinducción de E.coli W3110 a 70%, 30%, 10% y 5% de control de TOD 
a 42°C. b) µ postinducción como función de la velocidad específica de consumo de sustrato 
de E. coli W3110 recombinante productora de rHuGM-CSF.  

 

A partir de 10% de TOD postinducción, las µ determinadas son menores al 95% de 

la µ observada a 30% de control postinducción de TOD, pues disminuyeron para 

10% y 5% de control de TOD postinducción, 0.35 y 0.43 veces, respectivamente. 

Sin embargo, como puede observarse en las curvas de crecimiento, en estas 

condiciones no se tuvo una limitación por oxígeno disuelto, mientras que en los 

cultivos sin control de TOD se observó limitación de oxígeno. 
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 A menor TOD postinducción durante el cultivo, menor es la velocidad 

específica de consumo de glucosa (qsGlu) 

 
La glucosa fue consumida en su totalidad, medida como glucosa residual en el 

medio, en todos los cultivos realizados (Figura 7-4) y, la entrada a fase estacionaria 

está asociada con su agotamiento (Anexo 11.5). Durante la inducción por 

temperatura, se puede requerir un mayor consumo de sustrato, en este caso 

glucosa, para fines de generación de energía, para la síntesis de proteína 

recombinante, HSP y mantenimiento celular (Schmidt et al., 1999). El valor de la 

velocidad específica de consumo de glucosa (qsGlu) preinducción, fue de 0.70 ± 0.15 

gglu/gbiomasa*h. Después de la inducción, la qsGlu incrementó para todos los cultivos, 

sin embargo, fue menor para los cultivos a 10%, 5% y sin control de TOD 

postinducción (Tabla 7-1). Los valores obtenidos fueron 0.46, 0.42 y 0.37 veces 

menor, respectivamente, a la obtenida para 30% y 70% de TOD postinducción (1.50 

± 0.20 y 1.40 ± 0.10 gglu/gbiomasa*h, respectivamente). El valor de qsGlu obtenido para 

30% y 70% de TOD postinducción, se encuentra en el rango reportado para E.coli 

W3110 a 37°C con valores entre alrededor 1.38 gglu/gbiomasa*h (Fuentes et al., 2013; 

Seong et al., 2020). 

Figura 7-4. Comparación de cinéticas de consumo de glucosa en cultivos de E. coli W3110 
recombinante como glucosa residual (g/L) bajo diferentes condiciones de control de TOD 
postinducción a nivel biorreactor. El cambio y periodo de tiempo del cultivo a una 
temperatura de 42° C se muestra una línea. Condiciones de control de TOD postinducción: 
( X ) 70%, ( ○ ) 30%, ( Δ ) 10%, ( ■ ) 5%, ( ♦ ) Sin control 

 

La relación entre la velocidad específica de crecimiento y la velocidad específica de 

consumo de sustrato postinducción, fue lineal para todas las condiciones 

postinducción utilizadas (Figura 7-3 b). Algunos autores han propuesto que la 
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velocidad de crecimiento está inversamente relacionada con la síntesis de proteínas 

recombinantes. Así, considerando una relación lineal entre µ y qs, menores valores 

de qs, favorecen no sólo la síntesis de proteínas recombinantes, sino también, una 

menor acumulación de acetato (Fragoso-Jiménez et al., 2019; Fuentes et al., 2013; 

Picon et al., 2005). 

En términos de rendimientos biomasa/sustrato (Yx/s), para todos los esquemas con 

control de TOD postinducción, se obtuvieron Yx/s alrededor de 0.25 (gcélulas/gglucosa), 

mientras que para los cultivos realizados sin control de TOD postinducción, el 

rendimiento es sólo del 0.12 (gcélulas/gglucosa) (Tabla 7-1). Esta diferencia indica que en 

condiciones sin control de TOD postinducción el consumo de glucosa se desvió a 

otras rutas metabólicas para transformación de otros productos diferentes a 

biomasa, como ácidos orgánicos. 

 

La TOD postinducción no tuvo efecto sobre la acumulación de acetato 

extracelular en las primeras 3 h después de la inducción 

 

Para evaluar el efecto del control postinducción de la TOD sobre el metabolismo 

central de carbono en E. coli W3110 productora de rHuGM-CSF, se realizó la 

cuantificación extracelular de acetato, citrato, formiato, malato y succinato al 

momento de la inducción, 1, 3, y 15 h después de la inducción. (Figura 7.5).  

Primero, en un sistema de inducción por temperatura, la sobreexpresión de 

proteínas recombinantes y la sobreexpresión de HSP endógenas, incrementa los 

requisitos de ATP hasta 6 veces (Hoffman et al., 2002). Tal requerimiento se ve 

reflejado en el aumento de la respiración, pero no es suficiente para compensar la 

demanda de ATP para la producción de proteínas, por lo que causa una caída 

transitoria de energía en la célula. Aunado a esto, se ha demostrado que la 

velocidad del incremento de la temperatura, tiene un papel importante en el 

requerimiento energético de la célula (Caspeta et al., 2009). A velocidades de 

calentamiento más altas, las células requieren más energía para mantener la 

homeostasis celular y experimentan desequilibrios más grandes entre la glucólisis 

y ciclo TCA. Mientras que, velocidades de calentamiento más lentas, permiten una 

mejor adaptación de la célula obteniéndose una mejor producción de proteínas 

recombinantes y menor acumulación de ácidos orgánicos (Caspeta et al., 2009). En 

este trabajo, la velocidad de calentamiento en todos los cultivos fue de a 0.37 ± 0.03 

°C/min, velocidades cercanas a la mejor condición encontrada por Caspeta et al., 

(2009) (0.4°C/min).  
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Después, bajo condiciones aerobias, cuando la concentración de glucosa en el 

medio no es limitante, E. coli muestra altas velocidades de crecimiento y de 

consumo de sustrato. Sin embargo, en estas condiciones E. coli secreta acetato, 

como resultado de un desbordamiento metabólico, donde la velocidad de síntesis 

de acetil-CoA supera la capacidad de TCA para consumirlo por completo, 

provocando la ramificación hacia producción de acetato. Aunque esta vía no 

contribuye con la regeneración de NAD+, permite la producción de ATP a nivel de 

sustrato para satisfacer la demanda (Rinas et al. 1989; Wolfe, 2005). 

 

Figura 7-5. Acumulación extracelular de ácidos orgánicos al momento de la inducción, y 1, 
3 y 15 h después de la inducción, a diferentes condiciones de control de TOD postinducción. 
Se muestra el promedio y la desviación estándar de 3 réplicas técnicas, provenientes de 3 
réplicas biológicas. Condiciones de control de TOD postinducción: ( X ) 70%, ( ○ ) 30%, ( Δ 
) 10%, ( ■ ) 5%, ( ♦ ) Sin control. 
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Además, después de la inducción por temperatura, se ha observado la acumulación 

de acetato, debido a la reducción de flujo de carbono por la piruvato deshidrogenasa 

en el ciclo TCA, donde el flujo de carbono a través del nodo de piruvato se canaliza 

a través de la descarboxilación oxidativa del piruvato por la piruvato oxidasa (poxB) 

(Figura 2-8 a) (Caspeta et al., 2009; Valdez-Cruz et al., 2010). 

En los cultivos realizados en este trabajo, el principal ácido orgánico acumulado fue 

acetato (Figura 7-5). La velocidad de formación de acetato es proporcional a la µ 

(Fragoso-Jiménez et al., 2019; Fuentes et al., 2013), y dado que todos crecieron 

bajo las mismas condiciones, en el momento de la inducción todos los cultivos 

presentaron una acumulación extracelular de acetato similar, cercana a 1 g/L. 

Después de 3 h de inducción, la acumulación de acetato incrementó, 

aproximadamente, a 2 g/L, sin diferencias significativas entre las condiciones 

utilizadas (Figura 7-5). Además, la entrada a fase estacionaria podría no sólo ser 

efecto del agotamiento de la fuente de carbono, sino también de la acumulación de 

acetato (Nakano et al., 1997; Pinhal et al., 2019). 

La limitación de oxígeno es otro fenómeno que favorece la producción de ácidos 

orgánicos. Bajo limitación de oxígeno, se favorece la acumulación de NADH, por lo 

que la célula ramifica la vía de la glucólisis hacia la producción de ácidos orgánicos 

tras la oxidación de NADH a NAD+, siendo acetato el principalmente producido (De 

Mets et al., 2019; Shalel-Levanon et al., 2005; Shimizu, 2013).  

En tanto, los cultivos con control de TOD no presentaron diferencias de forma 

significativa en la acumulación de acetato, en los cultivos sin control de TOD 

postinducción, donde se observó limitación de oxígeno, el acetato se acumuló de 

manera diferencial después de 15 h de inducción, alcanzando una concentración de 

10 ± 0.3 g/L y un rendimiento Y ace/s de 0.58 ± 0.02 gacetato/gglucosa. Lo anterior podría 

indicar que por encima de 5% de TOD, no hay diferencias en la regulación de 

metabolismo central de carbono y el ciclo TCA (Sharma et al., 2020).  

Restrepo-Pineda et al., (2019) demostraron que en cultivos en lote de E.coli ATCC® 

53606 productora de rESAT-6, bajo un sistema de inducción por temperatura a 42°C 

y control de TOD a 30%, la acumulación de acetato alcanzaba un máximo de 7.37 

± 0.99 g/L después de 5 h de inducción y acumulaciones de, aproximadamente, 3 

g/L a las 3 h de inducción. Además, el acetato acumulado era reasimilado durante 

la fase estacionaria, alcanzando 1.88 ± 0.54 g/L tras 14 h de inducción. 

En el presente estudio no se observaron altas concentraciones de acetato 

extracelular, como otros estudios donde se han utilizado sistemas de inducción por 

temperatura (Restrepo-Pineda et al., 2019; Wittmann et al, 2007), posiblemente 
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porque no se evalúo la acumulación de ácidos orgánicos entre las 3 h y 15 h 

postinducción. Por lo tanto, no se puede saber si los valores encontrados 

corresponden al máximo acumulado en los cultivos. E. coli es capaz de consumir 

glucosa y acetato aún bajo exceso de glucosa (Enjalbert et al., 2017). E.coli puede 

tomar acetato, para la síntesis de acetil-CoA, usando la vía Pta-AckA a la inversa, 

cuando hay concentraciones de acetato extracelular cercanas a 8 mM y hay 

disponibles fuentes de carbono glicolítico. Cuando el carbono es limitante, como 

sucede en la fase estacionaria, y bajo bajas concentraciones de oxígeno, la acetil-

CoA sintetasa (Acs), cataliza la conversión a acetil-CoA (Enjalbert et al., 2017; 

Wolfe, 2005).  

En condiciones microaerobias, o anaerobias, el piruvato puede metabolizarse a D-

lactato, o transformarse en formiato o acetil-CoA, para formar etanol o acetato. 

Además, para satisfacer la demanda energética, las células toman vías alternas 

como la fosforilación a nivel de sustrato, que lleva a la formación de acetato y 

formiato (Förster & Gescher, 2014; Perrenoud & Sauer, 2005; Wolfe, 2005). 

Como se puede observar en la Figura 7-5, los cultivos sin control de TOD 

postinducción, donde el cultivo permanece en 0% de TOD durante varias horas 

después de la inducción, hubo una acumulación extracelular de formiato (0.4 g/L) a 

3 h postinducción, característica de una fermentación ácido mixta. Después de 15 

h de inducción, los niveles de formiato son cercanos a cero y similares a los 

obtenidos en las otras condiciones de control de TOD postinducción. El formiato 

acumulado, pudo ser entonces reasimilado por las células (Bar-Even, 2016; Yishai 

et al., 2017).  

Por otro lado, en los cultivos con control postinducción a 70% de TOD, se observó 

una acumulación extracelular de succinato (Figura 7-5) desde las 3 h y en 15 h 

postinducción se observó también para los cultivos realizados a 30% de TOD 

postinducción. En estas condiciones, la producción de ROS podría estar favorecida 

(Lin et al., 2020), sobre todo, en 70% de TOD postinducción, donde se adicionó 

oxígeno puro en la entrada de aire. En E.coli la acumulación de ROS es contenida 

por la superóxido dimutasa (SOD), peroxidasas y catalasas que degradan O2- y 

H2O2. Además, el α-cetoglutarato tiene un papel importante en la desintoxicación de 

ROS, como H2O2 y O2
-, ya que disminuye los niveles de ROS y la formación de 

NADH, acompañado de la acumulación de succinato (Mailoux et al., 2007).  
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7.2 Evaluación de la producción de proteína total y rHuGM-CSF en E.coli 

W3110 bajo un sistema de inducción por temperatura  

 

Valores ≤ 10% de TOD favorecieron la producción de proteína total y proteína 

recombinante  

 

La cuantificación de proteínas totales por método de Bradford (1976), se realizó en 

muestras de 3, 9 y 15 h después de la inducción. 

Al evaluar la producción volumétrica de proteína total, después de 3 h de inducción, 

los cultivos con control postinducción de TOD a 10%, muestran una concentración 

0.5 veces mayor, comparado con los cultivos que se mantuvieron a 30% de TOD 

postinducción. Después de 9 h y 15 h postinducción, la mayor producción 

volumétrica de proteína total se observó en los cultivos con control de TOD 

postinducción a 10% y 5% (Figura 7-6). Por el contrario, debido a la menor biomasa 

obtenida en los cultivos sin control de TOD postinducción, la producción de proteína 

total en los cultivos, fue 35% menor en todos los tiempos evaluados. 

Los rendimientos proteína total/biomasa (YPT/x) mostraron diferencias de forma 

significativa a las 3 h desués de la inducción, entre las condiciones de 10% de TOD 

y 30% y 70% de TOD, siendo 0.7 veces mayor para 10% de TOD después de la 

inducción. A las 15 h postinducción, los rendimientos YPT/x, a 30 % de TOD fueron 

menores que para todas las otras condiciones evaluadas. 

Los rendimientos de proteína insoluble/proteína total (YpI/PT) (Figura 7-6. c), en 3 

h postinducción fueron, aproximadamente, 0.3 veces menor en los cultivos a 70% y 

30% de TOD, comparado con los rendimientos a 5% de TOD y sin control de TOD 

postinducción. Respecto al tiempo, para todas las condiciones utilizadas se observa 

que, la fracción insoluble de proteína va aumentando al incrementar las horas de 

inducción, excepto en los cultivos sin control de TOD, donde los rendimientos se 

mantuvieron constantes alrededor de 0.25 g
protinsoluble

/g
proteínatotal 

desde las 3 h. 
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Figura 7-6. a) Producción de proteína total; b) rendimiento proteína total/biomasa; c) 

rendimiento proteína insoluble/proteína total, en diferentes tiempos postinducción y distintas 
condiciones de control de TOD postinducción. Se muestra el promedio y la desviación 
estándar de muestras de tres cultivos por condición. El análisis estadístico por ANOVA de 
una sola vía se realizó por horas postinducción y se muestra con letras minúsculas. Misma 
letra: el resultado no es diferente de forma significativa (p>0.05). Diferente letra: El resultado 
es diferente de forma significativa (p<0.05). 
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En sistemas de inducción por temperatura, tras el incremento de temperatura, la 

síntesis global de proteínas aumenta en un factor de tres, por lo que, el 

requerimiento de energía aumenta (Valdez-Cruz et al., 2010). Además, la síntesis 

de proteína se encuentra entre los procesos celulares más exigentes de energía. 

(Heyland et al., 2011; Lin et al., 2020). De hecho, la síntesis de proteína 

recombinante demanda, aproximadamente, dos tercios de la energía total producida 

en una célula en fase exponencial, requiriéndose una mayor generación de ATP 

(Hoffmann et al., 2002; Mahalik et al., 2014).  

Lin et al., (2020) evaluaron, en sistemas de síntesis de proteínas de E. coli libres de 

células, el efecto de diferentes gradientes de TOD, entre el 0-100% sobre la síntesis 

de proteína. Las corrientes fueron creadas por una corriente de oxígeno y nitrógeno 

por controladores de flujo másico. El efecto sobre la síntesis se determinó 

analizando la síntesis de proteínas fluorescentes “superfolder-GFP”. Se encontró 

que la concentración mínima para la síntesis de proteínas es de 2%, y entre 4% y 

70% el rendimiento de síntesis de proteínas no dependía en gran medida del 

oxígeno, ya que se afectaba la velocidad de síntesis de proteínas, pero se 

alcanzaban rendimientos similares de proteínas. Además, el análisis proteómico 

mostró que cuando la síntesis se llevó a cabo a 0% de O2 (100% de N2), se tenía 

poca influencia a nivel transcripcional, pero con un efecto importante a nivel 

traducción. Por otro lado, a 100% de O2, se tenía una regulación negativa de 

proteínas relacionadas con la traducción, y a partir de 21% de O2 se favorecía la 

producción de ROS que sugieren se relaciona con la degradación de proteínas.  

A nivel de traducción, la síntesis de proteínas puede verse limitada por el suministro 

de precursores de energía, aminoácidos y nucleótidos (Baez et al., 2019; Elf & 

Ehrenberg, 2005; Kim et al., 2012). E. coli puede sintetizar aminoácidos a partir de 

moléculas precursoras. De los precursores para la síntesis de aminoácidos, cinco 

se encuentran presentes en las rutas glucolíticas o ciclo TCA (α-cetoglutarato, 

oxalacetato, acetil-CoA, piruvato, fosfoenolpiruvato) (Konz et al. 1998), por lo que, 

si estas rutas se ven afectadas, la síntesis a nivel traducción podría afectarse. Sin 

embargo, en el análisis de ácidos orgánicos no hubo diferencias de forma 

significativa, en ninguna de las condiciones con control postinducción, utilizadas. 

La mayor producción de proteína insoluble en 70% de control de TOD postinducción 

(Figura 7-6 c), podría asociarse a la inducción de respuestas a estrés oxidativo que 

causan la agregación de proteínas (Alam et al., 2017; Sharma et al. 2020; Schramm 

et al., 2020), al tener una mayor concentración de oxígeno e inyección de oxígeno 

puro. Aun cuando el mayor rendimiento YpI/PT se obtuvo a 70% de TOD 

postinducción, esta no es la condición donde se obtuvo la mayor producción de 
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rHuGM-CSF (Tabla 7-1). Es decir, aunque a mayor concentración de oxígeno se 

favorezca la producción de proteína en fracción insoluble, esta no corresponde a la 

proteína recombinante en forma de CI. Dela Coletta et al., (2019) mostraron que al 

producir la proteína recombinante CFP10 en E. coli, a pesar de obtener menores 

concentraciones de proteína insoluble en 15% de control de TOD, el 72% de la 

proteína insoluble correspondía a la proteína recombinante CFP10, contrario al 20% 

de proteína recombinante obtenido a 30% de control de TOD.  

Para analizar la producción de la proteína rHuGM-CSF por SDS-PAGE, se cargó en 

cada carril 25 µg de proteína total (Figura 7-7 a) de todas las condiciones con control 

de TOD postinducción, excepto para 1 h postinducción, donde se cargó un volumen 

de 35 µL por pozo y en el último carril, 2 µg de estándar de rHuGM-SCF. Al realizar 

el análisis densitométrico (Anexo 11-6) se encontró que no hay cambios de forma 

significativa en el porcentaje de la banda correspondiente a rHuGM-CSF, de 14.4 

kDa, en cada hora y condición con control de TOD postinducción utilizada. rHuGM-

CSF representó aproximadamente, el 25-30% de la proteína total desde las 3 h post-

inducción. En el perfil electroforético (Figura 7-7), también se observan bandas que 

se mantienen constantes incluso desde la primera hora postinducción. Al estar 

presentes desde la primera hora, podrían corresponder a proteínas de choque 

térmico, las cuales, tras el aumento de temperatura, son sintetizadas por E. coli para 

mantener la homeostasis celular y han sido descritas incluso, como parte de los CI 

(Carrió & Villaverde, 2003; Rinas et al., 2007).  

Debido a que no se encontraron cambios en el perfil electroforético de los geles 

cargados por concentración de proteína, se propuso realizar geles volumétricos. Se 

cargaron 15 µL de 1.0 U.A. de biomasa de E.coli W3110 a 15 h postinducción de 

cada una de las condiciones utilizadas, incluidos los cultivos sin control de TOD. En 

estos geles (Figura 7-7 b), las bandas correspondientes a rHuGM-CSF fueron, en 

promedio, 1.4 veces en las condiciones de 5% y 10% de control de TOD 

postinducción comparadas con las obtenidas a 30% de control de TOD. Asimismo, 

la mayor producción volumétrica de rHuGM-CSF (mg/mL) se obtuvo en los cultivos 

realizados con control postinducción a 10% y 5% de TOD (Tabla 7-1). 
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Figura 7-7. a) SDS-PAGE de lisado celular de E. coli W3110 productora de rHuGM-CSF a 

diferentes % de control de TOD postinducción. En cada carril se cargó, 25 µg de lisado 

celular. b) SDS-PAGE de proteína total, cargado volumétricamente (15 µL) partiendo de 1 

U.A. a 15 h postinducción. Las condiciones de %TOD postinducción se indican en la parte 

superior y los números indican las horas postinducción. En los últimos carriles (st) de cada 

gel, 2 µg de rHuGM-CSF estándar. La banda correspondiente a rHuGM-CSF se indica con 

una flecha. PM: Marcador de peso molecular (kDa), st: Estándar de rHuGM-CSF.  
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En producción de proteínas recombinantes utilizando sistemas de inducción por 

temperatura en E. coli, se han reportado rendimientos de hasta 30% de proteína 

recombinante con respecto a la proteína celular total (Valdez-Cruz et al. 2010). 

Rendimientos de proteínas recombinantes producidas en E.coli como CI en 

citoplasma, bajo un promotor pL/pR y realizados a nivel biorreactor, se encuentran 

en la Tabla 7-2, encontrando rendimientos YrP/PT alrededor de 0.2, es decir, 20% 

de la proteína total. En este trabajo, para todas .las condiciones utilizadas, se 

obtuvieron YrHuGM-CSF/PT alrededor de 0.25. 

Tabla 7-2. Ejemplos de proteínas recombinantes producidas en citoplasma como CI, 
expresadas en E.coli utilizando un sistema de inducción por temperatura a nivel 

biorreactor. 

Proteína 
Cepa, plásmido y 

sistema 

Condiciones de 

cultivo 

Producción 

de proteína 

recombinante 

Referencia 

Insulina 

cadena A-  

Mut3sY 

TG1; PMYW-A; 

λpL/cI857 

FB; HCD; 40% TOD, 

inducción 30°C a 

42°C 

13% de la 

proteína 

total 

Schmidt et 

al., 1999 

Insulina 

cadena B- 

Muy3sY 

TG1; PMYW-A; 

λpL/cI857 

FB; HCD; 40% TOD, 

inducción 30°C a 

42°C 

18% de la 

proteína 

total 

Schmidt et 

al., 1999 

rHuBMP-2 

TG1: 

pCYTEXP3-

BMP-2; 

λpL/cI857 

FB; HCD; 25% de 

TOD; inducción 

30°C a 42°C 

20% de la 

proteína 

total 

Vallejo et 

al., 2002 

rHuGH 
DH5α; pET21-

hgh; λpL 

FB; 40% de TOD, 

inducción de 30°C a 

42°C (30 min) y 

reducción a 37°C (4 

h) 

20% de la 

proteína 

total 

Tabandeh 

et al., 

2004 

hPPI 
BL21; λ-pL-cI857 

pUC; λpL/cI857 

FB; 40% de TOD, 

inducción 30°C a 

42°C 

3.3 g/L 
Caspeta et 

al., 2009 

ESAT-6 
ATCC® 53606 

™; λpL/cI857 

BC, 30% de TOD; 

inducción 30°C a 

42°C 

18% de la 

proteína 

total de CI 

Restrepo-

Pineda et 

al., 2019 

FB: Lote alimentado (Fed-batch); BC: Lote (Batch culture), HCD: Cultivos de alta densidad 

(High Cell Density); Muy3sy: versión más corta del gen INF-γ; rHuBMP-2: proteína 

morfogénica ósea 2 humana; rHuGH: Hormona del crecimiento humana; hPPI: pre-

proinsulina humana; ESAT-6: antígeno de secreción temprana de 6 kDa. 
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La mayor producción de proteína recombinante en las condiciones de 5% y 10% de 

control de TOD postinducción (Figura 7-8), puede deberse a las menores qsGlu en 

estos cultivos. Fragoso-Jimenez et al. (2019) evaluaron a nivel matraz y biorreactor, 

la producción de la proteína recombinante GFP en cepas de E.coli W3110, con 

deleciones simples o combinadas, de genes que codifican para PTS y otros 

transportadores de azúcares. Demostraron que, la reducción de qsGlu, conduce a 

una mejora en la producción de proteína recombinante, en este estudio, de GFP, y 

una reducción en la producción de acetato. El máximo de producción se observó, 

aproximadamente, a valores de 50% de la qs máxima encontrada en la cepa 

silvestre. En los datos mostrados en este estudio, las qsGlu a 5% y 10% de control 

de TOD, corresponden aproximadamente al 50% de la qs máxima observada a 30% 

de TOD postinducción. Otros autores también han reportado para algunas cepas de 

E.coli con mutaciones en el importe de glucosa, una disminución de qs y un 

incremento en la producción de proteínas recombinantes (Bäcklund et al., 2011; 

Fuentes et al, 2013; Wurm et al., 2006), donde se ha propuesto que una menor qs 

favorece una menor velocidad de síntesis de proteínas y eso a su vez, favorece la 

acumulación de la proteína recombinante.  

 

Figura 7-8. Producción de rHuGM-CSF en E.coli W3110. El análisis estadístico por ANOVA 
de una sola vía se realizó por horas postinducción y se muestra con letras minúsculas. 
Misma letra: el resultado no es diferente de forma significativa (p>0.05). Diferente letra: El 
resultado es diferente de forma significativa (p<0.05). 

 

Sharma et al., (2020) evaluaron la producción de rARU en E.coli en condiciones 

restringidas (650 rpm y 2 vvm constantes durante todo el cultivo) y no restringidas 

de oxígeno (30% de TOD). El perfil de TOD para la condición restringida, mostró 

periodos con concentraciones de TOD cercanas a 0%. Encontraron que la expresión 

de rARU fue 27 mayor que en condiciones restringidas. En la condición restringida, 
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el regulador global lrp estaba regulado positivamente, lo que redujo la absorción de 

nutrientes y la µ. Además, las vías de traducción y generación de energía estaban 

regulados negativamente en la condición no restringida, mientras que los mismos 

procesos celulares estaban regulados en exceso en la condición restringida. 

También se observó un aumento de 4 veces en genes asociados con ciclo TCA que 

podría estar favoreciendo la generación de energía para síntesis de la proteína 

recombinante, como podría estar pasando en nuestros cultivos con control 

postinducción a 5% y 10% de TOD. Asimismo, observaron aumentos en la 

expresión de genes relacionados en procesos como la traducción, plegamiento y 

secreción de proteínas en la condición restringida. Por el contrario, en la condición 

no restringida, un mayor número de genes diferencialmente expresados se 

regularon negativamente, entre ellos, la formación de ribosomas, biosíntesis de 

aminoacil-tRNA sintasas, biosíntesis de aminoácidos y fosforilación oxidativa que 

podrían afectar la síntesis de proteínas 

En el actual estudio, los cultivos sin control de TOD, tuvieron una metodología 

similar a la condición no restringida de Sharma et al., (2020). Los cultivos se 

mantuvieron con una agitación y entrada de aire constante, pero a 500 rpm y 1 vvm 

para nuestro trabajo. Estas condiciones de cultivo llevaron a valores cercanos o 

igual a 0% de TOD, por una velocidad de consumo de oxígeno igual a la velocidad 

de transferencia de oxígeno del sistema en ambos trabajos. Sin embargo, en este 

caso, la condición sin control postinducción de TOD no fue donde se obtuvo la 

mayor producción de rHuGM-CSF. Seguramente, en la condición de oxígeno 

restringido utilizada por Sharma et al., (2020) (650 rpm y 2 vvv), se alcanzó un kLa 

mayor, lo que incrementa la velocidad de transferencia de oxígeno, por lo cual, la 

mayor producción de rHuGM-CSF se obtiene al mantener el control de TOD en 5% 

y 10%. De hecho, en su estudio de Sharma et al., (2019) no se menciona si se 

tuvieron valores de 0% de TOD o solo cercanos a ellos, ni se menciona limitación 

de oxígeno para sus cultivos.  

Por otro lado, el hecho de no haber encontrado cambios de forma significativa en 

los perfiles electroforéticos para otras proteínas en ninguna de las condiciones 

utilizadas puede ser que, la respuesta a estrés por calor tras el incremento de 

temperatura a 42°C tuvo mayor influencia en la célula que el efecto por oxígeno 

disuelto. 
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7.3 Análisis de cuerpos de inclusión de rHuGM-CSF  

 

7.3.1 Detección y análisis de proteína en CI por electroforesis en geles de 

poliacrilamida (SDS-PAGE) con tinción de azul de Coomasie 

 

El valor de TOD postinducción no tiene un efecto en la composición de 

los cuerpos de inclusión de rHuGM-CSF obtenidos por termoinducción 

La producción de proteínas en forma de CI ha tomado importancia a nivel industrial, 

debido al alto porcentaje de proteína recombinante que pueden contener (Baneyx 

& Mujacic, 2004; González-Montalbán et al., 2007). Para el análisis de la 

composición de los CI, se cargaron geles de poliacrilamida con 20 µg de CI, excepto 

para 1 h postinducción, donde se cargaron 35 µL por pozo. 

Todos los CI obtenidos bajo las condiciones de control de TOD postinducción 

probadas, incluyendo la condición sin control postinducción de TOD, estuvieron 

altamente enriquecidos con la proteína rHuGM-CSF (Figura 7-9). De acuerdo con 

el perfil electroforético (Figura 7-9), no se observaron cambios en la composición de 

los CI respecto al tiempo. Contrario a estos resultados, otros autores han reportado 

que la composición de los CI cambia con el tiempo de cultivo, donde la proteína 

recombinante llega a ser predominante en tiempos finales (Calcines-Cruz et al., 

2018; Rinas & Bailey, 1992). En el presente estudio, a las 3 h después de la 

inducción se encontró una acumulación de rHuGM-CSF de, aproximadamente, 20% 

más en los CI formados a 70% y 30% de TOD postinducción, así como en los CI 

formados sin control de TOD postinducción (Figura 7-10), pero al incrementar las 

horas postinducción, el % de rHuGM-CSF fue similar en todas las condiciones 

evaluadas, siendo aproximadamente, el 55% del contenido del CI. Para los carriles 

de 1 h postinducción, no se realizó análisis respecto a las otras condiciones, pues 

éstos no fueron cargados por cantidad de proteína.  

En el perfil electroforético se encuentran otras bandas que permanecen constantes 

incluso desde la primera hora después de la inducción. En CI se han encontrado 

otros elementos no proteicos, como fosfolípidos y ácidos nucleicos, procedentes de 

una ruptura celular insuficiente o que fueron arrastrados durante la purificación. Sin 

embargo, proteínas citoplasmáticas, que pueden observarse mediante SDS-PAGE, 

como chaperonas y HSPs, han sido descritas como componentes reales de los CI 

(Carrio & Villaverde, 2003, 2005; Jürgen et al., 2010; Restrepo-Pineda et al., 2019), 

como se mencionó anteriormente. 
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Figura 7-9. SDS-PAGE de cuerpos de inclusión purificados, cargando 20 µg de CI 

cuantificados por Bradford. Los números indican las horas postinducción para cada uno de 
las condiciones de control de % de TOD postinducción utilizadas, indicadas en la parte 
superior. En los últimos carriles (st) de cada gel, se cargó 2 µg de rHuGM-CSF estándar. 
La banda correspondiente a rHuGM-CSF se indica con una flecha. PM: Marcador de peso 
molecular (kDa), st: Estándar de rHuGM-CSF. 

 

Figura 7-10 % rHuGM-CSF en CI por densitometría de geles en el programa Image Lab de 
BioRad, a diferentes tiempos postinducción y diferentes %TOD. Se muestra el promedio y 
desviación estándar de tres réplicas técnicas provenientes de tres réplicas biológicas. El 
análisis estadístico por ANOVA de una sola vía se realizó por horas postinducción. Misma 
letra: el resultado no es diferente de forma significativa (p>0.05). Diferente letra: El resultado 
es diferente de forma significativa (p<0.05). 
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De esta forma, las otras bandas que se observan, podrían ser proteínas de choque 

térmico, en respuesta al incremento de temperatura para la inducción y a la 

sobreexpresión de proteínas. Además, en nuestro grupo de investigación, en otro 

proyecto, se han identificado varias chaperonas en CI de rHuGM-CSF mediante 

Western-blot (datos no mostrados). Se ha propuesto que, la chaperona DnaK se 

encuentra en superficie y se cree se requiere para los procesos iniciales de 

despliegue de las proteínas en los CI (Carrió & Villaverde, 2005; Rinas et al., 2007; 

Weibezahn et al., 2005). IbpA e IbpB por su parte, parecen tener un papel 

importante en evitar la inactivación enzimática de las proteínas en CI y facilitar la 

presentación de las proteínas a DnaK para su posterior replegamiento (García-

Fruitós et al., 2007b; Kuczynska-Wisnik et al., 2004). 

En nuestros resultados, el oxígeno disuelto parece no tener ningún efecto de forma 

significativa sobre la composición de los CI de rHuGM-CSF obtenidos en un sistema 

de inducción por temperatura a 42°C. Sin embargo, podría ser que la respuesta a 

estrés por calor, tras el incremento de temperatura a 42°C, tuvo mayor influencia en 

la célula que el efecto por oxígeno disuelto y no fue posible observar cambios de 

forma significativa en el perfil electroforético. Para identificar posible cambios podría 

hacerse uso de metodologías como la electroforesis en gel bidimensional (DIGE 2D) 

o bien, probar temperaturas de inducción más bajas. 

 

7.4 Arquitectura de cuerpos de inclusión 

 

Se sabe que durante la agregación de proteínas recombinantes en forma de CI, las 

proteínas pierden su estructura nativa y se enriquecen de estructuras β que dan 

lugar a una estructura tipo amiloide. Este cambio es función de condiciones de 

cultivo como temperatura (de Groot & Ventura, 2006; Jevševar et al., 2005; Peternel 

et al., 2008; Strandberg & Enfors, 1991), pH (Calcines-Cruz et al., 2018; 

Castellanos-Mendoza et al., 2014;), tiempo de cultivo (Castellanos-Mendoza et al., 

2014.; Margreiter et al., 2008a), entre otras. Debido al potencial de los CI no slo en 

producción de proteínas recombinantes, sino también en sectores como 

biorremediación, alimentos y biomateriales, la caracterización de su estructural, 

entendida como arquitectura, está tomando gran relevancia.  
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7.4.1 Degradación proteolítica por Proteinasa K 

 

Los CI formados sin control de TOD y a 70% de TOD fueron menos 

resistentes a la degradación proteolítica. 

 

La resistencia a la degradación por Proteinasa K (PK) se evalúo en CI obtenidos a 

3 h y 15 después de la inducción. Los perfiles de degradación se muestran en la 

Figura 7-11. Al analizar los cambios de pendientes en el tiempo de reacción, se 

observa que la velocidad de degradación es mayor durante los primeros minutos de 

la reacción, mientras que se vuelve menor y constante al avanzar la reacción. 

Además, después de 100 min de reacción, ninguno de los CI se degrada por 

completo.  

La Tabla 7-3 muestra las máximas velocidades de degradación en cada condición 

de control de TOD postinducción y sin control de TOD. En los CI obtenidos después 

de 3 h de inducción, formados a 5%, 10% y 30 % de control postinducción de TOD 

no se observaron diferencias. Por el contrario, la velocidad de degradación fue de 

1.55 veces y 2.6 veces, en los CI obtenidos a 70% de TOD y sin control de TOD 

postinducción, respectivamente, comparada con las otras condiciones evaluadas. 

En los CI obtenidos después de 15 h de inducción, las diferencias se encontraron 

en las mismas condiciones, mostrando velocidades de degradación de 2 veces y 

1.40 veces, respectivamente, con respecto a los CI obtenidos a 30% de TOD 

postinducción. Es decir, tanto los CI obtenidos a 70% de TOD como los obtenidos 

sin control de TOD postinducción fueron menos resistentes a la degradación 

proteolítica con proteínas K, mostrando velocidades de degradación más rápidas. 

Incluso, los formados sin control de TOD postinducción fueron más susceptibles, 

visto no solo en la mayor velocidad de degradación, sino también, en la DO 350 nm 

final de 0.63 ± 0.03 U.A., comparados con los CI formados a 70% TOD (0.75 ± 0.08 

U.A.), y a los obtenidos a 5%, 10% y 30% de TOD postinducción, que tuvieron una 

DO 350 nm final similar (0.8 ± 0.1 U.A.). 

Respecto al tiempo de formación, al aumentar el tiempo de inducción, los CI 

formados a 10% de control de TOD y sin control de TOD postinducción tuvieron una 

mayor resistencia a la degradación proteolítica, al compararse con las velocidades 

de degradación obtenidas en CI formados a las 3 h de inducción (Tabla 7-3). 
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Figura 7-11. Perfiles de degradación con proteinasa K (50 µg/mL), de CI purificados, 

obtenidos a diferente control postinducción de %TOD post. 3 h (Superior) y 15 h (Inferior) 
después de la inducción. Se muestra el promedio del triplicado de 3 réplicas técnicas, 
provenientes de 3 réplicas biológicas. Condiciones de control de TOD postinducción: ( X ) 
70%, ( ○ ) 30%, ( Δ ) 10%, ( ■ ) 5%, ( ♦ ) Sin control 

Tabla 7-3. Velocidades de degradación (x10-3) con proteinasa K. 

TOD postinducción 
(%) 

V (U.A./min) V (U.A./min) 

3 h 15 h 

5 6.01 ± 0.6 a 4.3 ± 0.7 a 

10 6.1 ± 1.3 a * 3.9 ± 0.7 a * 

30 6.6 ± 0.9 a 5.3 ± 0.5 a 

70 9.7 ± 0.8 b 10.1 ± 1.7 b 

Sin control 16.75 ±2.4c * 7.6 ± 0.6 c * 

El análisis estadístico por ANOVA de una vía se muestra con una minúscula para comparación de 
condiciones y por comparaciones múltiples con * para diferencias en tiempo. Se muestra el promedio 
y desviación estándar de 3 réplicas técnicas, provenientes de 3 réplicas biológicas. Misma letra: el 
resultado no es diferente de forma significativa (p>0.05). Diferente letra: El resultado es diferente de 
forma significativa (p<0.05). 
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7.4.2 Ensayos de estabilidad ante solubilidad química con Gn•HCl 
 

Los CI formados a 70% de TOD y sin control de TOD fueron menos 

estables frente a la solubilización química a las 3 h postinducción. 

 

La estabilidad de los CI obtenidos a diferentes % de control de TOD se evaluó con 

la solubilización de CI obtenidos a 3 h y 15 h después de la inducción, utilizando 

diferentes concentraciones de Gn•HCl. La Figura 7-12 muestra la proteína que se 

solubilizó después del tratamiento con Gn•HCl., mientras que la Figura 7-13 muestra 

el análisis por horas a cada condición de control postinducción de TOD. 

 
Figura 7-12. Proteína solubilizada de CI purificados, formados a diferente % de control de 
TOD postinducción a 3h (a) y 15 h (b) posterior a la inducción después de 24 h de incubación 
a diferentes concentraciones de Gn•HCl. Se muestra el promedio y desviación estándar del 
triplicado de 3 réplicas técnicas, provenientes de 3 réplicas biológicas.  
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Se observó un incremento de proteína solubilizada de los CI al incrementar la 

concentración de Gn•HCl en todas las condiciones evaluadas. Después de 3 h de 

inducción, los CI formados a 70% de control postinducción de TOD y sin control de 

TOD, presentaron menor estabilidad. Con Gn•HCl 1M, la proteína solubilizada de 

los CI formados a 70% de control de TOD postinducción fue 4.5 veces mayor, a la 

solubilizada de CI a 5% y 10% de control de TOD postinducción y 1 vez mayor que 

los formados a 30% de control de TOD y sin control de TOD postinducción. Con 

Gn•HCl 2M, se encontraron diferencias (Figura 7-12) en la proteína solubilizada de 

CI formados en las condiciones de 70% de control de TOD y sin control de TOD, 

donde fue en promedio, 0.6 veces mayor a la proteína solubilizada de CI a 5% y 

10% de control de TOD. Además, estos CI alcanzaron la máxima proteína 

solubilizada de CI a 2M, mientras que el máximo de proteína solubilizada para las 

otras condiciones se observó entre 4M y 6M. Por otro lado, después de 15 h de 

inducción, aunque también se observó el incremento de proteína solubilizada de CI 

al incrementar la concentración de Gn•HCl en todas las condiciones, no existen 

diferencias de forma significativa entre las condiciones evaluadas (Figura 7-12). 

Por otra parte, al comparar el efecto del tiempo de cultivo (3 h y 15 h después de la 

inducción) en la estabilidad de CI (Figura 7-13), se encontró que mientras a 2 M, los 

CI formados sin control postinducción de TOD, eran más estables al incrementar el 

tiempo de formación, a 4M los CI formados a 5% y 10% de control postinducción de 

TOD tuvieron una menor estabilidad. Al tratar los CI con Gn•HCl 6M, no se observó 

diferencias en la proteína solubilizada en ninguna de las condiciones de control 

postinducción de TOD.  
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Figura 7-13. Comparación de proteína solubilizada de CI obtenidos a diferente control de 
%TOD postinducción después de 24 h de incubación en diferentes concentraciones de 
Gn•HCl de CI. 3 h después de la inducción: barra rellena y 15 h después de la inducción: 
barra sin rellena. Se muestra el promedio y desviación estándar del triplicado de 3 réplicas 
técnicas, provenientes de 3 réplicas biológicas. Se muestra con (*) para diferencias de 
forma significativa (p < 0.05). 

 

7.4.3 FTIR-ATR (Attenuated Total Reflection- Fourier Transform 

Infrared Spectroscopy) 
 

Los CI formados a 5% y 10% de TOD postinducción obtenidos después 

de 3 h de inducción tienen menor proporción de estructuras tipo amiloide. 

 

Para el análisis de la región amida I (1700-1600 cm-1) a través de FTIR-ATR, se 

analizaron los espectros infrarrojos de CI obtenidos a 3 h y 15 h después de la 

inducción para cada condición de control de TOD utilizada. Para una identificación 

más específica de los picos de absorción pequeños y cercanos que no se resuelven 

en el espectro original, se obtuvieron las segundas derivadas de los espectros IR 

(Figura 7-14), donde los picos en ~1655 cm-1, ~1636 cm-1 y ~1626 cm-1 
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corresponden a estructuras α-hélice, hojas β y estructuras tipo amiloide, 

respectivamente.  

 

Figura 7-14. Segundas derivadas de los espectros IR por ATR-FTIR después de un 

suavizado de 13 puntos por el método Savitzky-Golay con el software IR Solutions 
(Shimadzu, Japón)  para CI purificados obtenidos a 3 h (a) y 15 h (b) después de la 
inducción en 5 condiciones diferentes de control de TOD postinducción. Los valores se 
encuentran normalizados al pico de tirosina (~1508 cm-1). Se señala la posición de las 
bandas correspondientes a las estructuras α-hélice (~1655 cm-1), random coil (~1647 cm-

1), hojas β (~1636 cm-1) y estructuras tipo amiloide (~1626cm-1). Se muestran los promedios 
de los perfiles de 3 réplicas técnicas provenientes de 3 réplicas biológicas. 
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Además, de la segunda derivada de los componentes se puede realizar una 

cuantificación relativa, pues los mínimos son proporcionales al pico de absorbancia 

original.  

En la Figura 7-14, se comparan las segundas derivadas de los espectros IR de CI 

formados a 3 h y 15 h después de la inducción en diferentes condiciones de control 

de TOD. Los espectros de todos los CI, muestran un mínimo en ~1626 cm -1, 

indicativo de un alto contenido de estructuras tipo amiloide, excepto para los CI 

formados sin control de TOD a las 15 h después de la inducción. También, se 

muestran picos bien definidos en ~1653, 1647 y 1636 cm-1, lo que sugiere que los 

CI formados en todas las condiciones evaluadas, contienen otras proteínas, 

correcta o parcialmente plegadas. En la misma figura se observa que, el mínimo en 

~1626 cm-1 después 15 h de inducción para CI formados a 70% de TOD, es superior 

a las demás condiciones y el pico se encuentra ligeramente desplazado.  

Para conocer si el control postinducción a diferentes % de TOD tuvo efecto en la 

proporción de estructuras α-hélice, hojas β y tipo amiloide en los CI, se analizaron 

los mínimos de la segunda derivada para ambos tiempos (Figura 7-15). Primero, 

comparando por condiciones, en ~1653 cm-1 a las 3 h postinducción, aunque 

pareciera haber una tendencia, de mayor proporción de α-hélices a manera que 

incrementa el % de control de TOD, la diferencia solo resultó diferente de forma 

significativa (p<0.05) entre los CI formados a 5% de TOD y los formados a 30% y 

70% de TOD. Al incrementar el tiempo de cultivo, los CI formados sin control de 

TOD, tienen una menor proporción de α-hélices, comparados con todas las 

condiciones de control de TOD utilizadas. Después, en ~1636 cm-1 (Figura 7-15 b), 

pico correspondiente a estructuras de hojas β, no hay una tendencia en función de 

la TOD. En los CI obtenidos a 3 h después de la inducción, se observa que los CI 

formados a 70% de TOD postinducción tienen menor proporción de hojas β (p<0.01) 

que los formados a 5% y 30% de TOD y los formados sin control de TOD. Aun así, 

no son diferentes a los obtenidos a 10% de control de TOD postinducción. Después 

de 15 h de inducción, solo se muestran diferencias (p<0.01) entre los CI formados 

a 5% de control de TOD y sin control de TOD, y los formados a 10% y 70% de TOD 

postinducción.  

Por último, en los mínimos del pico correspondiente a las estructuras tipo amiloide, 

que aparece en ~1626 cm-1 (Figura 7-15 c), se encontró que después de 3 h de 

inducción, los CI formados a bajos % de TOD, e incluso en 0% de TOD, que es el 

caso de los formados sin control de TOD a esta hora de inducción, parecen tener 

un menor enriquecimiento de estructuras tipo amiloide, en comparación con los CI 

formados por arriba de 30% de TOD postinducción (p<0.01). Por otro lado, en los 

CI obtenidos después de 15 h de inducción, la proporción de estructuras tipo 

amiloide es mayor para los CI formados en esquemas con control de postinducción. 
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El mínimo en ~1626 cm-1, para CI formados sin control de TOD es de -0.5 ± 0.18, 

comparado con los mínimos de los CI formados con control de TOD postinducción 

(-1.07 ± 0.03 para 5% de TOD; -1.02 ± 0.08 para 10% de TOD y -1.04 ± 0.15 para 

70% de TOD). 

Para poder visualizar de mejor manera si al incrementar el tiempo de inducción se 

tiene cambios en las estructuras de las proteínas que forman los CI, la Figura 7-16 

presenta la comparación de los mínimos respecto al tiempo para cada condición. 

Se encontró que al incrementar el tiempo de cultivo, los CI formados a 5% de control 

postinducción de TOD tienen un enriquecimiento en estructuras α-hélice y tipo 

amiloide, mientras que hay pérdida de estructuras hoja β. Por su parte, los CI 

formados a 70% de TOD y sin control de TOD postinducción muestran una 

disminución en estructuras α-hélice al incrementar el tiempo de cultivo, pero no 

tienen cambios en estructuras tipo amiloide. Respecto a estructuras de hoja β, 

mientras que en los CI formados a 70% de control de TOD hay ganancia de hoja β, 

en los formados sin control de TOD postinducción hay pérdida de ella. Por otro lado, 

en los espectros de los CI formados a 10% de control de TOD se encontró una 

ganancia de estructuras tipo amiloide al incrementar el tiempo de cultivo, similar a 

los formados a 5% de TOD.  

En resumen, después de 3 h de inducción los CI formados con un control 

postinducción de TOD ≤ 10% mostraron una menor proporción de estructuras tipo 

amiloide, al igual que los obtenidos sin control de TOD. Sin embargo, al incrementar 

el tiempo de inducción a 15 h, en los CI formados a 5% y 10% de TOD hubo 

ganancia de estructuras tipo amiloide. Por otro lado, los espectros de los CI 

formados a 70% de control de TOD, y obtenidos después de 15 h de inducción, 

mostraron mínimos superiores a todas las demás condiciones y un desplazamiento 

hacia el rojo, que es indicativo de una estructura altamente ordenada β cruzada de 

tipo amiloide. 
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Figura 7-15. Mínimos de la segunda derivada normalizada de los espectros IR 
correspondientes a las bandas de α- hélice (a), hojas β (b) y agregados (c) para CI 
purificados a 3 h y 15 h postinducción. Se muestra el promedio y desviación estándar del 
triplicado de 3 réplicas técnicas, provenientes de 3 réplicas biológicas. Misma letra: el 
resultado no es diferente de forma significativa. Diferente letra: El resultado es diferente de 
forma significativa. Se muestra con letras minúsculas para p < 0.05 y con mayúsculas para 
p < 0.01. 
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Figura 7-16. Comparación de los mínimos de la segunda derivada normalizada de los 

espectros IR correspondientes a las bandas de α- hélice (a), hojas β (b) y agregados (c) 
para CI purificados respecto al tiempo de inducción. 3h: barra rellena y 15 h: barra sin 
relleno. Se muestra el promedio y desviación estándar del triplicado de 3 réplicas técnicas, 
provenientes de 3 réplicas biológicas. Se muestra con (*) para diferencias con p< 0.05. 

 

7.4.4 Ensayos de unión a Thioflavina T (Th-T) 

 

Después de 3 h de inducción, los CI formados a 30% de TOD mostraron 
menor emisión de fluorescencia, mientras que a 15 h la emisión fue superior 
en comparación con los CI formados en las otras condiciones de TOD. 

 
Otro método que se decidió utilizar para evaluar el efecto sobre la formación de 

estructuras fibrilares en CI al utilizar diferentes % de TOD, fue realizar ensayos de 

unión a Th-T, un cromóforo que incrementa su fluorescencia al unirse 

específicamente a estructuras amiloides (Naiki et al., 1989; Lindgren et al., 2005).  

En 3 h después de la inducción, la intensidad máxima de fluorescencia de los CI 

formados a 30% de control de TOD postinducción fue alrededor de 25% menor  al 
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máximo mostrado por los CI formados a 10%, 70% de TOD y sin control de TOD 

(Figura 7-17). De manera contraria, después de 15 h de inducción, los CI formados 

a 30% de TOD mostraron una intensidad máxima de fluorescencia 1.5 veces mayor 

que los CI formados a 70% de TOD y en promedio, 0.6 veces mayor que los 

obtenidos a 5%, 10% y sin control de TOD postinducción. 

 

Figura 7-17. Comparativo de espectros de fluorescencia de Th-T incubada con CI formados 
a diferentes valores de control de TOD postinducción, obtenidos después de 3 h (a) y 15 h 
(b) de inducción. c) Análisis estadístico de los máximos de fluorescencia de Th-T Se 
muestra el espectro de Th-T libre como control, y el promedio y desviación estándar de 3 
réplicas técnicas provenientes de 3 réplicas biológicas.  

 

Para observar los cambios respecto al tiempo en cada condición de TOD utilizada, 

se realizaron las comparaciones de los máximos obtenidos por condición (Figura 7-

18). Solo se observaron diferencias en la máxima fluorescencia en los CI formados 

a 30% y 70% de control de TOD. Los CI formados a 30% de control de TOD, 

mostraron un aumento de la emisión de fluorescencia, 0.85 veces mayor. Mientras 

que, los CI formados a 70% de control de TOD mostraron la mitad de emisión de 

fluorescencia (0.54 veces) que la mostrada a 3 h después de la inducción.  
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Figura 7-18. Espectros de fluorescencia de Th-T incubada con CI formados a 5 condiciones 

diferentes de control de TOD postinducción (70%, 30%, 10%, 5%, sin control) después de 
3 h (línea negra) y 15 h de inducción (línea roja). En la gráfica final se observa la 
comparación de los máximos de fluorescencia a diferentes tiempos de inducción: 3h: barra 
rellena; 15 h: barra sin relleno. Se muestra el espectro de Th-T libre como control (línea 
punteada negra), y el promedio y desviación estándar de 3 réplicas técnicas provenientes 
de 3 réplicas biológicas. Las diferencias de forma significativa p < 0.05 se muestran con (*). 

 

7.4.5 Microscopía electrónica de cuerpos de inclusión 
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Los CI formados a 5% y 10% de TOD postinducción, presentaron rangos 

más amplios de diámetros y fueron en promedio más grandes que los 

formados a 30% y 70% de TOD. 

 

A fin de observar cambios en la morfología de los CI formados en diferentes valores 

de control de TOD, se tomaron micrografías electrónicas a CI obtenidos después de 

3 h de inducción (Figura 7-19). 

Para el análisis del tamaño de los CI obtenidos a 3 h después de la inducción, se 

analizaron las micrografías electrónicas con el programa ImageJ (Figura 7-20).  

Se observa que la superficie de los CI formados fue mayormente esférica, sin 

embargo, en 5% y 10% de control de TOD, se observaron un mayor número de CI 

con formas elipsoidales y otros más alargados (Figura 7-19).  

Los CI formados a 5% de control de TOD postinducción, tuvieron diámetros entre 

0.2 y 1 µm, mientras que en 10% de TOD, aunque se encontraron entre 0.2 y 0.9 

µm, la mayor frecuencia se encontró entre 0.5-0.6 µm. Por el contrario, en las 

condiciones con 30% y 70% de control de TOD post-inducción, no se encontraron 

CI con diámetros mayores a 0.8 µm y 0.7 µm, respectivamente, y la mayor 

frecuencia de CI con este diámetro fue menor al 4%. En tanto, la mayor frecuencia 

se encontró entre diámetros de 0.4-0.6 µm y 0.3-0.5 µm, respetivamente. Por último, 

aunque en CI formados sin control de TOD se encontraron tamaños entre 0.2-1 µm, 

la frecuencia de CI con tamaños mayores a 0.7 µm fue menor a 10%, encontrándose 

la mayor frecuencia entre 0.4-0.6 µm.  

Como resumen, la frecuencia acumulada de los diámetros máximos medidos se 

presenta en la Figura 7-20 f), donde las curvas son similares entre ellas para todas 

las condiciones de control de TOD utilizadas, excepto para 5% de control de TOD. 

Se muestra que los CI formados a 5% de TOD, tienen un amplio rango de tamaño, 

mientras que los formados a 70% de CI tienen diámetros menores.  
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Figura 7-19. Micrografías de CI purificados obtenidos 3 h después de la inducción, 

formados a diferentes % de control de TOD postinducción. Las barras representan la 
escala. Izquierda: barra representa 2 µm, centro: barra representa: 1µm, derecha: barra 
representa 0.5 µm o 1 µm.  
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Figura 7-20. Histograma de los diámetros máximos de CI purificados formados a diferentes 

% de control de TOD obtenidos a 3 h después de la inducción medidos mediante el 
programa ImageJ. a) 5% de TOD (N=193), b) 10% de TOD (N=98), c) 30% de TOD (N=312), 
d) 70% de TOD (N=300), e) Sin control de TOD (N=153). f) Frecuencia acumulada de los 
diámetros máximos de CI obtenidos después de 3 h de inducción. 5% de TOD (línea-punto-
línea), 10% de TOD (línea punteada), 30% de TOD (línea continua), 70% de TOD (línea 
discontinua), sin control de TOD (línea-punto-punto) 

 

7.4.6 DISCUSIÓN DE ARQUITECTURA DE CUERPOS DE 

INCLUSIÓN  

 

El resumen de los resultados para caracterización de arquitectura de CI se muestra 

en la Tabla 7-4. 
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Tabla 7-4. Resumen de los resultados de caracterización de arquitectura de CI obtenidos para CI formados a diferentes % de 

control de TOD postinducción. 

 

% Control de 

TOD 

postinducción 

Vel. de 

degradación con 

PK (U.A./min) 

Proteína solubilizada 

a 2M de Gn•HCl 

(mg/mL) 

Mínimo de la segunda 

derivada (1626 cm-1) 

ATR-FTIR 

Máximo de 

fluorescencia de Th-T 

(U.A.) 

Tamaño promedio de 

CI (µm) 

3 h 

5% 6.01 ± 0.6 a 0.13 ± 0.02a -0.78 ± 0.02a 68.1 ± 4.6a 0.680 ± 0.23 

10% 6.1 ± 1.3 a 0.14 ± 0.02a -0.80± 0.01a 71.9 ± 15.8ac 0.520 ± 0.15 

30% 6.6 ± 0.9 a 0.17 ± 0.06ab -0.98 ± 0.03b 62.2 ± 17.1b 0.434 ± 0.12 

70% 9.7 ± 0.8 b 0.20 ± 0.02b -0.92 ± 0.07b 86.3 ± 5.6c 0.377 ± 0.09 

Sin Control 16.75 ± 2.4c 0.22 ± 0.01b -0.70 ± 0.02a 77.3 ± 10.5c 0.477 +/ - 0.12 

15 h 

5% 4.3 ± 0.7 a 0.15 ± 0.01a -1.07 ± 0.03a 71.4 ± 4.5a - 

10% 3.9 ±0.7 a * 0.14 ± 0.03a -1.02 ± 0.08a 74.2 ± 8.4a - 

30% 5.3 ± 0.5 a 0.17 ± 0.001a -0.84 ± 0.16ab 115.3 ± 9.2 b - 

70% 10.1 ± 1.7 b 0.18 ± 0.03a -1.04 ± 0.15a 46.9 ± 4.5c - 

Sin Control 7.6 ± 0.6  c  0.17 ± 0.002a -0.5 ± 0.18b 68.4 ± 8.5a - 
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La proteinasa K, es una serín proteasa que corta selectivamente en el enlace 

peptídico adyacente al grupo carboxilo de aminoácidos localizados en regiones no 

estructuradas, como loops, y en regiones cercanas α-hélices, pero aparentemente 

nunca lo hace en estructura β cruzada (Fontana et al., 1997; Hubbard et al., 1998; 

Kheterpal et al., 2001). De esta forma, las estructuras amiloides, que son altamente 

estructuradas en láminas β cruzada, son total o parcialmente resistentes a la 

proteólisis por proteinasa K.  

Los perfiles de degradación obtenidos muestran diferentes velocidades de 

degradación para los CI formados a diferentes % de control de TOD postinducción 

(Tabla 7-4). Sin embargo, ninguno de los CI se degradó completamente. Se ha 

propuesto que los CI están estructurados por fibras tipo amiloide, resistentes a 

proteinasa K, que forman un andamio con espacios compuestos por especies 

sensibles a proteinasa K, que probablemente representan las especies con 

estructura similar a la nativa o estructura secundaria nativa (Cano-Garrido et al. 

2013). Después de 100 min de reacción, la DO a 350 nm muestra la estructura que 

no fue degradada, es decir, resistente a la proteólisis. Aunque ninguno de los CI se 

degradó completamente, los CI formados sin control de TOD después de 3 h de 

inducción mostraron una resistencia aún menor a la degradación y una DO 350 nm 

final menor a las otras condiciones evaluadas. Asimismo, los CI formados a 70% de 

TOD fueron menos resistentes a la degradación por PK. Posiblemente, estos CI 

tengan menor estructura tipo amiloide.  

Las velocidades de degradación para todos los CI fueron mayores al inicio de la 

reacción, llegando a ser constantes hacia el final de la reacción. Carrió et al. (2000), 

evaluaron la resistencia proteolítica de CI de la proteína VP1LAC y LACVP1, un 

derivado de β galactosidasa propensa a la agregación, que contiene fusionada la 

proteína de la cápside VP1. Observaron que las velocidades de degradación no 

eran constantes, sino, eran mayores durante los primeros minutos e iban 

disminuyendo con el tiempo, como se observa en nuestros resultados. También, se 

evaluaron CI obtenidos a diferentes tiempos de cultivo, encontrando que la 

resistencia proteolítica incrementaba con la edad de los CI, lo que puede sugerir 

que dentro de los mismos, se dan transiciones y reorganizaciones dinámicas de la 

estructura del cuerpo. En nuestros resultados, los CI formados a 10% de control de 

TOD y sin control de TOD postinducción, mostraron menores velocidades de 

degradación al incrementar el tiempo de inducción a 15 h, comparados con los 

obtenidos a 3 h después de la inducción. 

Durante la proteólisis, se observó un aumento de la DO 350 nm antes de la 

degradación, en los primeros 20 minutos (Anexo 11-7). Carrió et al., (2000) 
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observaron, mediante SEM, que al tratar los CI con tripsina, los CI aumentaban su 

volumen al fragmentarse por el tratamiento. Las subpartículas formadas iban 

desapareciendo en tiempos de incubación más largos. Se ha sugerido que la 

degradación proteolítica ocurre por un mecanismo de cascada donde se da también 

la degradación de intermediarios (Carbonell & Villaverde, 2002; Cubarsí et al., 

2001).  

Los ensayos de estabilidad frente a la solubilidad química con Gn•HCl, mostraron 

que también los CI formados a 70% de control de TOD y sin control de TOD 

postinducción, obtenidos después de 3 h de inducción, fueron menos estables, pues 

la proteína solubilizada de los CI fue mayor, comparada con las otras condiciones 

después de 24 de incubación con 2 M de Gn•HCl (Tabla 7-4).  

Se cree que Gn•HCl puede desestabilizar la estructura de una proteína al afectar 

las interacciones agua-agua en la capa de hidratación, promoviendo la solubilidad 

de grupos no polares en el interior de las proteínas (Lim et al., 2009; Mason et al., 

2003) e implica la interacción con cadenas laterales de aminoácidos presentes en 

regiones no estructuradas. De forma que, los aminoácidos que se encuentran en 

regiones altamente estructuradas, como hojas β cruzada, presentes en estructuras 

tipo amiloide, no podrían interactuar con Gn•HCl y por ende, no podrían 

solubilizarse, dando mayor estabilidad a los CI con mayor contenido de láminas β 

cruzada.  

Aunque los resultados obtenidos por estabilidad ante la solubilización con Gn•HCl, 

parecen confirmar que los CI a 70% de TOD y sin control de TOD postinducción 

podrían tener una composición menos amiloide, permitiendo así una degradación 

más rápida y una solubilización a menor concentración de Gn•HCl, los resultados 

por FTIR sugieren lo contrario para los CI formados a 70% de TOD. Los CI obtenidos 

a las 3 h y 15 h después de la inducción, formados a 70% de TOD están mayormente 

enriquecidos en estructuras tipo amiloides comparados con las demás condiciones, 

mientras que, los formados a valores ≤10% de control de TOD, obtenidos a las 3 h 

tienen un pico mínimo menor (Tabla 7-4). 

El análisis de las segundas derivadas de la región amida I (1700-1600 cm-1) de los 

espectros IR de los CI ha sido utilizado para su caracterización (Ami et al., 2006; 

Kong & Yu, 2007; Moran & Zanni, 2014). Puesto que las fibras amiloides producen 

un espectro característico, con una banda independiente a las hojas β nativas con 

un máximo en 1615 cm-1 y un pico adicional de baja intensidad en 1684 cm-1, 

contrario al máximo en 1630 cm-1 para hojas hojas β, es posible observar la 

existencia de esta estructura (Carrió et al., 2005; Doglia et al., 2008; Jiang et al., 

1996; Zandomeneghi et al., 2009). Además, con la segunda derivada se puede 
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realizar una cuantificación relativa, pues los mínimos son proporcionales al pico de 

absorbancia original (Ami et al., 2006). 

El hecho de no haberse degradado completamente con PK, muestra la existencia 

de un núcleo resistente a la proteólisis, que resulta de la degradación de las partes 

más expuestas y sensibles a proteólisis dejando dicho núcleo sin degradar 

(Bocharova et al., 2006; Carrió et al., 2000; Chatterjee et al., 2013; Fontana et al., 

1997; Vindigni et al., 1994). Los estudios por ATR-FTIR reafirman la existencia de 

estructuras α-hélice y hojas β, que son, seguramente, sensibles a la proteólisis, y 

estructuras tipo amiloide. 

Dado que la Th-T no interactúa con proteínas monoméricas plegadas o 

parcialmente plegadas, oligómeros solubles o agregados amorfos, o bien, su 

interacción produce un incremento de fluorescencia insignificante (Lindgren et al., 

2005), se ha usado para estudiar la composición amiloide de CI. Así, una mayor 

fluorescencia puede sugerir una mayor proporción de contenido amiloide. No 

obstante, nuestros resultados de unión a Th-T no se relacionan con los obtenidos 

mediante degradación con PK, solubilización con Gn•HCl y FTIR-ATR (Tabla 7-4). 

Morell et al. (2008) sugirieron la presencia de estructuras β cruzadas 

intermoleculares. En sus estudios, incubaron CI purificados de Aβ42-GFP con Th-T 

y PK. En los CI con PK se incrementó dos veces la emisión de fluorescencia 

comparados con los CI sin tratamiento con PK. Este aumento se le atribuyó a que 

la proteólisis favorece la accesibilidad de las moléculas de Th-T a estructuras tipo 

amiloide que se encontraban previamente escondidas al interior. En el mecanismo 

de unión propuesto, el “modelo de canal”, la unión de la molécula de Th-T es 

paralela, por complementariedad geométrica, al eje largo de la fibrilla amiloide, 

formado por la estructura β cruzada (Biancalana & Koide, 2010; Sulatskaya et al., 

2017). Para la unión, se requiere un sitio mínimo de unión de cuatro residuos 

aromáticos hidrofóbicos en hojas β consecutivas (Murugan et al., 2016; Wu et al., 

2009) y cuatro sitios de unión para Th-T: uno en la hendidura de entrada, dos sitios 

centrales en los canales, y un sitio superficial (Murugan et al., 2016). Por lo cual, si 

los CI fueran más compactos, podrían bloquearse los accesos a alguno de estos 

sitios, resultando en una menor intensidad de fluorescencia.  

Respecto al efecto del tiempo de inducción, los resultados obtenidos por FTIR y PK 

podrían indicar que al aumentar el tiempo de cultivo, en los CI obtenidos a 10% de 

control de TOD, hay ganancia de estructuras altamente estructuradas, en este caso, 

de estructuras β cruzada, resistentes a proteólisis, tal como ha sido reportado por 

otros autores al incrementar el tiempo de cultivo (Carrió et al., 2000; Castellanos-

Mendoza et al., 2014; Upadhyay et al., 2012). La disminución de la velocidad de 
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degradación por PK y la menor proteína solubiliza a 2 M al incrementar el tiempo de 

inducción en los CI formados sin control de TOD, también sugieren que hay 

ganancia de estructuras tipo amiloide, sin embargo, no se observó la misma 

tendencia en FTIR y Th-T. 

La ganancia de estructuras tipo amiloide, no es la única respuesta a una menor 

velocidad de degradación o menor solubilización con Gn•HCl. Ambos fenómenos 

podrían deberse a diferencias en la composición de los CI. Sin embargo, no se 

encontraron diferencias en ella ni en las condiciones de TOD ni al incrementar el 

tiempo de cultivo. Las diferencias entonces, podrían deberse a la compactación de 

CI, que limitaría la unión de proteasas o agentes caotrópicos al sustrato dentro de 

los CI, lo cual, también ha sido propuesto por otros autores (Castellanos-Mendoza 

et al., 2014; Upadhyay et al., 2012). 

Castellanos-Mendoza et al. (2014) mostraron que los CI obtenidos bajo condiciones 

controladas de pH mostraban espectros de emisión de fluorescencia altos en 

tiempos iniciales, y que la fluorescencia de Th-T disminuía al avanzar el tiempo de 

cultivo. Sin embargo, en este estudio, además se observó que a mayor tiempo de 

cultivo, también el tamaño de los CI disminuía. Los autores sugieren que la 

disminución de tamaño podría estar asociado a compactación de las estructuras del 

CI, por lo cual, la accesibilidad de Th-T se veía limitada.  

Por el contrario, Upadhyay et al. (2012), realizó experimentos con CI de dos 

proteínas recombinantes, L-asparaginasa II y la hormona de crecimiento humano 

(rHuGH), expresados en E.coli. Encontraron que, los CI de rHuGH, incrementaban 

su tamaño y su resistencia proteolítica, al incrementar el tiempo de cultivo, mientras 

que los cuerpos de inclusión de asparaginasa, que eran cuerpos más pequeños y 

que no incrementaron su tamaño con el tiempo de cultivo, fueron más susceptibles. 

Además, los CI de rHuGH fueron progresivamente más solubles al incrementar la 

concentración de urea y solubilizaron completamente a una concentración 7 M, 

mientras que, los de asparaginasa lo hicieron entre 2-3 M. Lo anterior debía ser 

resultado de que los CI más grande, de rHuGH, tenían una naturaleza más 

compacta que los CI de asparginasa que eran más pequeños. 

La formación de agregados compactos no implica necesariamente la participación 

de láminas β cruzadas, puede formarse por una fuerte interacción entre hélices 

anfipáticas o hidrófobas (Upadhyay et al., 2012). Los espectros de ATR-FTIR, 

mostraron que los CI en todas las condiciones tenían una proporción 

significativamente grande de α-hélices que podrían interactuar y formar CI muy 

compactos. 
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Los CI formados a 70% de control de TOD y sin control de TOD postinducción, 

resultaron ser de menor tamaño, comparados con los obtenidos a 5 y 10% de TOD 

(Tabla 7-4), y además, podrían ser menos compactos, pues fueron menos 

resistentes a la degradación con PK, y menos estables a la solubilidad, resultado de 

una mejor interacción de PK y Gn•HCl con la estructura. Por otro lado, no mostraron 

diferencias de forma significativa en los resultados por ATR-FTIR, pues esta prueba 

no depende de la compactación de los CI.  

Por el contrario, los CI formados a 5% y 10% de TOD, son agregados de mayor 

tamaño, pero podrían tener mayor compactación. Por esta razón, aunque los 

espectros por FTIR muestran que la proporción de estructuras tipo amiloide es 

menor en comparación con los formados con un control postinducción de TOD ≥ 

30%, resultaron ser más resistentes y estables a la degradación con PK y 

solubilización con Gn•HCl, respectivamente.  

Los resultados de Th-T también podrían explicarse por el tamaño y compactación 

de los CI. Los ensayos de unión a Th-T no mostraron diferencias de forma 

significativa en los CI formados a 70% de control de TOD y sin control de TOD 

postinducción y los formados a 10% de TOD obtenidos después de 3 h. Prodía ser 

que en los primeros, al ser más pequeños pero menos compactos, la interacción de 

Th-T con estructuras tipo amiloide puede ser tanto interna como superficial, mientras 

que los obtenidos a 5 y 10% de TOD, a pesar de ser más compactos y no permitir 

la unión de Th-T con estructuras que se encuentra al interior de CI, al tener mayor 

tamaño, la interacción de Th-T puede darse con las estructuras tipo amiloide 

localizadas en el área superficial.  

Los resultados para CI obtenidos a 15 h después de la inducción a 70% de TOD por 

FTIR muestran el pico correspondiente a estructuras tipo amiloide ligeramente 

barrido. Este barrido de banda, es indicativo de una estructura β cruzada de tipo 

amiloide más condensada, debido al alto ordenamiento de las láminas β en las fibras 

amiloides, que ocasionan un mayor desplazamiento hacia el rojo (García-Fruitós et 

al., 2007b; Moran & Zanni, 2014), indicando que estos CI son los que tienen una 

mayor estructuración tipo amiloide o bien, un mayor grado de compactación, que 

podría explicar la disminución en la fluorescencia de Th-T al incrementar el tiempo 

de cultivo en estos cuerpos.  

Los resultados a 15 h después de la inducción no mostraron en general diferencias 

de forma significativa entre las condiciones de control de TOD. Esto puede ser 

resultado del tiempo prolongado que permanecieron a 42°C, pues se ha demostrado 

que al incrementar la temperatura de inducción, los CI formados muestran 

velocidades de degradación y solubilización más lentas (de Groot & Ventura, 2006; 
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Restrepo-Pineda et al., 2019), lo que podría estar interviniendo con la visualización 

de efectos por oxígeno disuelto. 

Para finalizar, de manera específica, en la producción de proteínas recombinantes, 

se prefieren CI con características que faciliten los procesos de recuperación, 

solubilización y replegamiento de la proteína. De esta forma, CI con menor 

proporción de estructuras tipo amiloide o bien, menos compactos podrían facilitar 

tales procesos, haciéndo atractivo el uso de proteínas en forma de CI para la 

producción.  

De modo que, para la obtención de rHuGM-CSF en forma de CI, E.coli W3110 con 

un sistema de inducción por temperatura, un proceso podría tener TOD ≥ 5% de 

control de TOD postinducción, donde la concentración de biomasa no se ve 

afectada e incluso se favorece la producción de rHuGM-CSF a valores de 5% y 10% 

de TOD. Sin embargo los CI con menor resistencia a la degración proteólitica por 

PK y menor estabilidad ante Gn•HCl, fueron los formados a 70% de control de TOD 

y los formados sin control de TOD. Estas características podrían favorecer procesos 

de solubilización y posterior replegamiento de la proteína. Por lo cual, realizar los 

cultivos sin control de TOD, podría resultar más práctico y representar menores 

costos en un proceso para la recuperación de proteínas producidas como CI.  
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8 CONCLUSIONES: 
 

 El cultivo de E. coli W3110 recombinante, productora de rHuGM-CSF a 5% y 10% 

de control de TOD postinducción, favoreció la producción de proteína total, 

siendo 0.41 y 0.38 veces mayor comparados con los cultivos a 30% de TOD 

postinducción.  

 

 La producción de la proteína recombinante, rHuGM-CSF, fue 0.89 y 0.71 veces 

mayor en los cultivos con 5% y 10% de control de TOD postinducción, 

respectivaente, que con 30% de TOD postinducción. 

 

 No se observaron cambios en la concentración máxima de biomasa alcanzada 

en todas las condiciones de control de TOD postinducción utilizadas, mientras 

que, los cultivos sin control de TOD postinducción, mostraron una disminución 

del 50% de biomasa, comparada con todas las condiciones con control de TOD 

postinducción.  

 

 A menores valores de control de TOD, se observó una disminución de la 

velocidad específica de crecimiento, así como de la velocidad específica de 

consumo de glucosa post-inducción. 

 

 El control de la TOD postinducción ni el tiempo de cultivo ocasionan cambios 

observables en el perfil electroforético de la composición de los CI, donde para 

todas las condiciones evaluadas, la proporción de rHuGM-CSF fue ≥ al 55% del 

contenido de los CI.  

 

 Los CI formados a 70% de TOD y sin control de TOD fueron menos resistentes 

a la degradación proteolítica y menos estables frente a la solubilización química 

a las 3 h postinducción. 

 

 Los resultados mediante FTIR sugieren que los CI formados a 5% y 10% de TOD 

postinducción tienen menor proporción de estructuras tipo amiloide.  

 

 Los CI formados a 5% y 10% de control de TOD postinducción, presentaron 

diámetros más grandes comparados con los obtenidos a 30% y 70% de control 

de TOD postinducción.  

 

 Los datos obtenidos es este proyecto sugieren que los CI formado a 70% de 

control de TOD y sin control de TOD, pueden ser menos compactos comparados 

con los obtenidos a 5% y 10% de control de TOD postinducción. 
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9 Perspectivas 
 

1. Realizar cultivos de E.coli W3110 recombinante productora de rHuGM-CSF 

con una temperatura de inducción menor (39°C), con la finalidad de observar 

si el control de TOD tiene un efecto mayor en la arquitectura de los CI donde 

se ha observado, que al obtenerse a menor temperatura, éstos presentan 

características menos amiloides.  

 

2. Llevar a cabo la identificación de chaperonas en CI y sobrenadantes por 

Western Blot. 

 

3. Realizar electroforesis en gel bidimensional (DIGE 2D) para evaluar cambios 

en la producción de proteínas  

 

4. Evaluar cambios en la expresión de genes involucrados en metabolismo 

central en las diferentes condiciones. 
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11 Anexos 
 

11.1 Curva estándar para proteína total y proteína en cuerpos de 

inclusión y proteína soluble 
 

Las curvas estándar se realizaron tal y como se describió en la sección 0 de 

Materiales y métodos, obteniéndose los siguientes datos. 
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Figura 11-1.Curva estándar de albumina de suero bovino (BSA) + IEF (1:5) (●) en un 

rango de 0 - 0.5 mg/mL y de BSA (■) en un rango de 0 - 0.75 mg/mL 

 

11.2 Curvas estándar para proteína soluble en diferentes 

concentraciones de Gn•HCl  

m g /m L  p ro te ín a  s o lu b le

A
b

s
 6

0
0

 n
m

 (
U

.A
.)

0 .0 0 .1 0 .2 0 .3 0 .4

0 .0

0 .2

0 .4

0 .6

0 M

Y = 1.25*X + 0.0175

2 M

Y = 1.21*X + 0.0109

4 M 

Y = 1.07*X + 0.00315

6 M

Y = 0.801*X + 0.00850
 

Figura 11-2.Curvas estándar de albumina de suero bovino (BSA) + 0 M (○), 2 M (■), 4 M 
(∆), 6 M (▼) en un rango de 0-0.375 mg/mL 
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11.3 Caracterización a nivel matraz 

 

La caracterización inicial a nivel matraz se realizó en matraces convencionales de 

250 mL con 50 mL medio mineral descrito por Restrepo-Pineda et al. (2019), 

suplementado con glucosa, casaminoácidos y kanamicina, como se describió en 

Materiales y Métodos.  En la Tabla 7-1 se encuentran los parámetros encontrados 

para la cinética de crecimiento a nivel matraz sin inducción y con inducción por 

temperatura al alcanzar aproximadamente 2.0 U.A. 

En las primeras horas, antes de la inducción (6 h), la µ preinducción es de 0.43 ± 

0.03 h-1 para todos los cultivos realizados. Después de la inducción por temperatura, 

el cultivo entra en fase estacionaria (Figura 11.3. a). Los cultivos con inducción, 

alcanzan una biomasa máxima menor comparada con la que permanece a 30°C, 

de 1.66 ± 0.05 y 1.99 ± 0.04 g/L, respectivamente (Tabla 11-1). Asimismo, en los 

perfiles de consumo de glucosa, se alcanzan concentraciones residuales finales de 

9.06 ± 0.4 g/L y 8.84 ± 0.31 g/L, respectivamente (Figura 11.3. b), pero el 

rendimiento Yx/s, en el cultivo con inducción es 26% menor (0.17 ± 0.01 contra 0.23 

± 0.2 sin inducción). En ambos casos, hay limitación de oxígeno, reflejado en la 

Figura 11.3. c. Los cultivos con inducción muestran una reducción en densidad 

óptica en los últimos tiempos, que concuerda con el perfil de TOD, donde se muestra 

que la demanda de oxígeno para estos cultivos, fue menor en las últimas horas del 

cultivo. Además, en ambas condiciones, la limitación de oxígeno ocurre desde antes 

de la inducción. Restrepo-Pineda et al. (2019) realizaron estudios a nivel matraz y 

biorreactor para la producción del antígeno ESAT-6 en un sistema termoinducible 

de E. coli y encontraron que la glucosa no se consumía por completo a nivel matraz, 

a diferencia del nivel biorreactor, y que la glucosa podría no ser un factor limitante 

de crecimiento en los matraces, pero sí podría serlo, la limitación de oxígeno y/o la 

acumulación de acetato. Fragoso-Jiménez et al. (2019), menciona que la mayor 

producción de acetato en los matraces de agitación podría ser el resultado de la 

limitación de oxígeno y la falta de control del pH. Además, las velocidades 

específicas de consumo de sustrato, qs, no presentaron diferencias significativas 

entre la no inducida (0.75 ± 0.19 gglucosa/gbiomasa*h) y las termoinducidas (0.89 ± 0.13 

gglucosa/gbiomasa*h) (Tabla 7-1). Este mismo comportamiento, fue reportado para 

matraces con y sin inducción por temperatura por Restrepo-Pineda et al. (2019).  

La menor biomasa máxima alcanzada, el menor rendimiento Yx/s, así como la 

disminución de la velocidad de crecimiento, podría deberse al desvío de flujos 

metabólicos para la síntesis de proteínas recombinantes (Bentley et al., 2009). 

Además en sistemas de inducción por temperatura, a la síntesis de proteínas de 
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respuesta de choque térmico (Hoffmann et al., 2002; Wittmann et al., 2007, 

Restrepo-Pineda et al., 2019).  

Respecto al pH, en los cultivos con inducción, parece que se presenta una 

acidificación más rápida del medio y se alcanza un pH final de 4.96, comparado con 

5.48 del cultivo sin inducción térmica (Figura 11.3 d), lo cual concuerda con la mayor 

acumulación de acetato en cultivos con inducción térmica (Restrepo-Pineda et al, 

2019). No obstante, estas mediciones no se realizaron por duplicado, por lo cual, 

podría no existir una diferencia significativa.  

Tabla 11-1.Parámetros cinéticos estimados para cultivos de E.coli W3110 recombinante productora 
de rHuGM-CSF en matraces en agitación orbital, a 200 rpm con y sin inducción a 42°C 

Parámetro No inducido (30°C) Inducido (42°C) 

µ preinducción (h-1) 0.46 ± 0.01 a 0.42 ± 0.03 a 

µ postinducción (h-1)  - 0.29 ± 0.02 

biomasa máxima (g/L) 1.96 ± 0.04 a 1.66 ± 0.05 b 

Glucosa residual (g/L) 9.06 ± 0.4 a 8.84 ± 0.31 a 

qs ((gglu/gbiomasa*h) 

pre estacionaria 

0.75 ± 0.19 a 0.89 ± 0.13 a 

Acetato final 4.49 ± 0.7 a 3.85 ± 1.76 a 

Y x/s (gcélulas/gglucosa) 0.23 ± 0.02 a 0.17 ± 0.01 b 

Y ac/s (gacetato/gglucosa) 0.50 ± 0.008 a 0.42 ± 0.18 a 

pH final 5.48 4.96 

T DOT → 0% (h) 10.1 8.4 

Proteína total (g/L) 0.52± 0.05 a 0.42 + 0.04 a 

Y p/x (gproteína/gcélula) 0.26 ± 0.05 a 0.42 ± 0.05 b 
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Figura 11-3.Cinéticas de E.coli W3110 productora de rHuGM-CSF a) Cinética de 

crecimiento (g/L), b) Glucosa residual en el medio (g/L), c) Perfiles de TOD (%), d) Perfiles 
de pH. Los cultivos a 30°C sin inducción, se muestran con (○) y TOD con línea punteada, 
y los inducidos a 42°C, se muestran con (●) y TOD con línea continua. 
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11.4  Perfiles de control  
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Figura 11-4. Perfiles de control de las cinéticas de crecimiento de E.coli recombinante productora de rHuGM-CSF. TOD: línea 

continua, temperatura: línea punteada, pH: línea intermitente. a) 5 % TOD, b) 10 %TOD c) 30% TOD, d) 70% TOD, e) Sin 
control de TOD. Se muestran 3 réplicas biológicas por condición 
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11.5 Cinéticas de crecimiento y consumo de glucosa 
 

 

Figura 11-5.Cinéticas de crecimiento de E. coli W3110 recombinante como biomasa (g/L) 
( ● ) y consumo de glucosa (g/L) ( ○ ) en los diferentes esquemas de control de TOD 
postinducción. a) 5 % TOD, b) 10 %TOD c) 30% TOD, d) 70% TOD, e) Sin control de 
TOD.  
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11.6 . Densitometría de geles de proteína total para condiciones con control de TOD 

postinducción 

 

Figura 11-6. % rHuGM-CSF en proteína total por densitometría de geles en el programa 

Image Lab de BioRad, a diferentes tiempos postinducción y diferentes %TOD. Se muestra 
el promedio y desviación estándar de tres réplicas técnicas provenientes de tres réplicas 
biológicas. El análisis estadístico por ANOVA de una sola vía se realizó por horas 
postinducción y se muestra con letras minúsculas. Misma letra: el resultado no es diferente 
de forma significativa (p>0.05). Diferente letra: El resultado es diferente de forma 
significativa (p<0.05). 
 

11.7  Perfiles de degradación de CI con Proteinasa K 
 

 

Figura 11-7. Perfiles de degradación con proteinasa K (50 µg/mL), de CI purificados, 

obtenidos a diferente control postinducción de %TOD post a 3 h y 15 h después de la 
inducción. Se muestra el promedio del triplicado de 3 réplicas técnicas, provenientes de 3 
réplicas biológicas. Condiciones de control de TOD postinducción: ( X ) 70%, ( ○ ) 30%, ( Δ 
) 10%, ( ■ ) 5%, ( ♦ ) Sin control. 
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Tabla 11-1. Análisis estadístico mediante ANOVA de 2 vías y comparaciones múltiples, 

para mínimos en 1626 cm-1 de los espectros IR de CI purificados obtenidos por diferentes 

condiciones de control de TOD postinducción. 

3 h TI ¿Significativo? valor P 

70%TOD vs. 30% TOD No - 

70%TOD vs. 10% TOD No - 

70%TOD vs. 5%TOD No - 

70%TOD vs. Sin control de TOD No - 

30% TOD vs. 10% TOD No - 

30% TOD vs. 5%TOD No - 

30% TOD vs. Sin control de TOD SI P < 0.05 

10% TOD vs. 5%TOD No - 

10% TOD vs. Sin control de TOD No - 

5%TOD vs. Sin control de TOD No - 

15 h TI 

70%TOD vs. 30% TOD No - 

70%TOD vs. 10% TOD No - 

70%TOD vs. 5%TOD No - 

70%TOD vs. Sin control de TOD Si P < 0.01 

30% TOD vs. 10% TOD No - 

30% TOD vs. 5%TOD No - 

30% TOD vs. Sin control de TOD Si P < 0.5 

10% TOD vs. 5%TOD No - 

10% TOD vs. Sin control de TOD Si P < 0.01 

5%TOD vs. Sin control de TOD Si P < 0.01 
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Tabla 11-11-2. Análisis estadístico mediante ANOVA de 2 vías y comparaciones 

múltiples, para resultados de fluorescencia de Th-T tras la unión a CI obtenidos por 

diferentes condiciones de control de TOD postinducción. 

 ¿Significativo? Valor P 

3 h de inducción con temperatura 

5% TOD vs. 10% TOD No - 

5% TOD vs. 30% TOD Si P < 0.01- 

5% TOD vs. 70% TOD Si P < 0.05 

5% TOD vs. Sin Control SI P < 0.05 

10% TOD vs. 30% TOD Si P < 0.01 

10% TOD vs. 70% TOD No - 

10% TOD vs. Sin Control No - 

30% TOD vs. 70% TOD Si P < 0.01 

30% TOD vs. Sin Control Si P < 0.01 

70% TOD vs. Sin Control No - 

15 h de inducción con temperatura 

5%TOD vs. 10% TOD No - 

5%TOD vs. 30% TOD Si P < 0.01 

5%TOD vs. 70%TOD Si P < 0.01 

5%TOD vs. Sin Control No - 

10% TOD vs. 30% TOD Si P < 0.01 

10% TOD vs. 70%TOD Si P < 0.01 

10% TOD vs. Sin Control No - 

30% TOD vs. 70%TOD Si P < 0.01 

30% TOD vs. Sin Control Si P < 0.01 

70%TOD vs. Sin Control Si P < 0.01 
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