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Introduccidn. Diferentes proteinas recombinantes (PR)
han sido producidas en E. coli, pues llega a acumular
hasta 30 g/L ). Sin embargo, la sobre-expresion de PR
puede rebasar la capacidad biosintética bacteriana,
causando deficiencias en el plegamiento de las PR,
propiciando su agregacién y dando lugar a la formacion de
cuerpos de inclusion (CI)®. Anteriormente los Cl se
consideraban agregados amorfos sin uso. Sin embargo, se
ha demostrado que algunos Cl contienen proteinas
ordenadas, estructuradas y activas. Por lo que los Cl se
han usado como catalizadores, materia prima para la
purificacién de PR, agentes de liberacion e inmunogénos.
No obstante, las caracteristicas de los Cl dependen del
bioproceso y fondo genético de las cepas en los que se
producen®. De ahi que evaluaramos el efecto de la
variacibn de pH sobre algunas caracteristicas
fisicoquimicas de Cl formados por esfingomielinasa D de
garrapata (SMDg) producida en E. coli.

Metodologia. Se evaluaron dos estrategias de cultivo: pH
7.5 y pH sin control, usando una clona de E. coli BL21-
Gold (DE3) que produce SMDg. Los cultivos se realizaron
en biorreactores de 1.0 L con 600 mL de medio Super
Broth (SB), turbinas tipo Rushton, a 37°C, con oxigeno
disuelto >30%, controlado por cascada de agitacion, y 1.0
vvm. El control de pH (7.5) se mantuvo por adicién
automatica de NaOH y HCI 1 M. El contenido de PR en los
Cl fue comparado mediante SDS-PAGE. La SMDg
recombinante fue identificada por Western-Blot. Los ClI
fueron purificados e identificados por microscopia de
transmisién electrénica (TEM). Ademas se compard su
unién por colorantes de union a estructuras amiloides, su
degradacion con proteinasa K y agentes caotropicos. El
tamafo de los Cl fue determinado por TEM y por
dispersion dinamica de luz.

Resultados. En los cultivos sin control de pH se observé
una mayor acumulacion de biomasa (25%) comparada con
los cultivos controlados (Fig.1A). En los cultivos sin control
se observd una basificacién después de la induccion, lo
que favorecié la formacion de CI (Fig.1B,2B). El control de
pH favoreci6 la formacion de SMDg soluble y CI
enriquecidos en SMDg (Fig.1C). Los CIl producidos sin
control de pH fueron >500 nm y presentaron menor
resistencia a la protedlisis y a agentes desnaturalizantes,
sugiriendo una estructura relajada y menor compactacion.
Mientras que los Cl formados en condiciones controladas
de pH fueron compactos, con baja afinidad por colorantes
de estructuras amiloides y dificiles de solubilizar.
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Fig.1. Cinéticas de crecimiento de E. coli BL21-Gold (DE3) productora de

SMDg en biorreactor con medio SB en condiciones controladas (pH 7.5)

y sin control de pH (A). SDS-PAGE (B) y Western blot para identificar la

SMDg (C). PS: proteina soluble, Cl: cuerpo de inclusién. Se observa

mayor acumulacién de SMDg en Cl.
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Fig. 2. Comparacién de Cl purificados por TEM, colectados después de
20 h de induccién en pH 7.5 (izquierda) y sin control de pH (derecha).
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Fig. 3. Perfiles de solubilizacién de Cl obtenidos a pH 7.5 (circulos llenos)
y sin control de pH (circulos vacios), usando cloruro de guanidinio.

Conclusiones: El pH tiene impacto sobre la formacién de
Cl, asi como en sus caracteristicas fisicoquimicas. Bajo
condiciones sin control de pH fue favorecida la formacion
de CIl con una estructuracién relajada, obteniéndose ClI
conformados por la SMDg recombinante que se solubilizan
mas facilmente con enzimas o agentes caotrépicos, en
comparacién con aquellos obtenidos en condiciones
controladas.
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