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Introduccion. La termoinduccion en E. coli se emplea
comunmente a nivel industrial para producir altas
concentraciones de proteinas recombinantes (PRs),
evitando la adiciobn de inductores quimicos,
minimizando asi los riesgos de contaminacion (1,2). El
sistema de termoinduccion esta integrado por los
promotores pL/pR y el represor termolabil cl857
(derivados del bacteriéfago A) (1,2). La termoinduccién
per se favorece la formacion de Cuerpos de Incusién
(Cl) a traves de la sobreproduccion de PR. En este
trabajo describimos como la temperatura (pre- y post-
induccidn) afectan el metabolismo y la fisiologia de E.
coli, la sobreproduccion de la PR y la arquitectura de
los cuerpos de inclusion (Cl).

Metodologia Se realizaron cultivos de la cepa E. coli
W3110 productora del rhuGM-CSF en biorreactores de
1.2 L con 0.8 L de medio minimo (17.5 g/L de glucosa)
a dos temperaturas de pre-induccién (30°C vs 34°C)
(2) y dos de post-induccion (39 °C y 42°C) (3). Se
cuantificé el consumo de glucosa en un YS| 2900 y la
acumulacioén de acidos organicos por HPLC (2,3). Se
separaron y purificaron los Cl para determinar cambios
en los niveles de expresiéon del rHUGM-CSF vy las
chaperonas DnaK/J, GroEL/ES por SDS-PAGE vy
Western blot. Para la caracterizacion estructural de los
Cl, se utilizé espectroscopia infrarroja FTIR-ATR, unién
a tioflavina-T, digestion con proteinasa K vy
solubilizacion con cloruro de guanidinio (GndCl) (2,3).

Resultados. Los cultivos de E. coli recombinantes que
crecieron a 34 °C mostraron un aumento de ~ 69 % en
la velocidad especifica de crecimiento en comparacién
con cultivos crecidos a 30 °C. La cantidad de PR en los
IB fue significativamente mayor en los cultivos a 34 °C.
Las chaperonas (DnaK 'y GroEL) se asociaron con Cls
y sus co-chaperones (Dnad y GroES) normalmente con
la proteina soluble. Finalmente, los IB de cultivos que
crecieron a 34 °C tenian un menor contenido de
estructura tipo amiloide y eran mas sensibles a
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degradacion proteolitica que los IB obtenidos de
cultivos a 30 °C.

Por otra parte cambios tan pequefos como 3 °C en
post-induccion (39°C vs 42°C) favorecen la sintesis de
biomasa a 39°C, pero limitan la produccién de la PR
comparandolo con 42°C. A su vez, los Cl formados a
42°C eran menos propensos a la degradacion y
presentaban menos estructuras de tipo amiloide,
relacionado esto con una rapida formacion de Cl. En
comparacién, los Cl formados lentamente a 39 °C
presentaron una mayor proporcion de estructuras de
tipo amiloide, siendo mas susceptibles a la
degradacion. En ambos escenarios de termoinduccion,
los Cl fueron mas resistentes a medida que aumentaba
el tiempo de induccién.

Conclusiones. La temperatura de pre y post-
induccion no solo afecta el metabolismo y la fisiologia
de E. coliy la produccion de proteinas recombinantes,
sino también las velocidades de sintésis y la
arquitectura de los Cl. Esto puede ser util para
desarrollar un bioproceso mejorado para producir PR
terapéuticas en sistemas termoinducibles y para
disenar estrategias racionales de recuperacion y
purificacion de proteinas, ya que la arquitectura de los
IB es un factor determinante para iniciar el bioproceso
posterior.
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