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Introduccion. En la produccion de proteinas
recombinantes (PR) en E. coli, la formacién de cuerpos de
inclusién (ClI) es un fenémeno comudn en la produccion de
biofarmacos. Los Cl son mas densos que otros
componentes celulares y poseen una alta proporcion de
PR, siendo posible su separaciéon mediante centrifugacion
(1). Sin embargo, la proteina agregada, asociado a la
formacion de fibras amiloides en la estructura secundaria,
comunmente pierde su actividad biolégica y debe ser
desnaturalizada por completo para posteriormente ser
replegada (1). Se ha reportado que el pH alcalino en
sistemas inducidos por IPTG forma Cl més susceptibles a
la degradacion por proteinasa K y solubilizables a menores
concentraciones de GndCl (2,3). El sistema termoinducido
se fundamenta en la inhibicién de la transcripcion por el
represor termolabil CI857 unido a los promotores pR o pL
en temperaturas inferiores a 37°C (4). El incremento de la
temperatura (hasta 42°C) inicia la transcripcién de la PR y
desencadena la expresion de chaperonas moleculares
como parte de la respuesta de choque térmico (4). rHUGM-
CSF (14.47 kDa) es un biofarmaco empleado en el
tratamiento de neutropenia y promueve la proliferacién de
granulocitos y macréfagos (5). Este trabajo evalud el
efecto sobre el crecimiento bacteriano y la formacion de Cl
en dos condiciones de pH postinduccién (7.4 y 8.5), en
cultivos de E. coli K-12 productora rHUGM-CSF inducidos
a 42°C.

Metodologia. Se realizaron cultivos en lote en
biorreactores Applikon de 1.2 L. Después de 8 h de
crecimiento a 30°C y pH 7.4, los cultivos fueron inducidos
a 42°C con dos condiciones de pH, manteniendo a 7.4 o
incrementando a 8.5. Se monitore6 el consumo de
sustrato mediante un analizador bioquimico YSI 2900. La
produccion de proteina recombinante se observé por SDS-
PAGE (15%). Se emple6 FTIR en ClI liofilizados, por la
segunda derivada (1500-1700 cm) (6).

Resultados. El incremento en el pH postinduccién derivé
en la disminucidon a un tercio de la biomasa final en
comparacion a los cultivos a pH de 7.4; la produccion de
PR igualmente disminuyd. Sin embargo, los espectros de
infrarrojo muestran un incremento en el pico de a-hélice
(=1650 cm-1), en los Cl cosechados 3h después de inducir,
posiblemente indicando una estructura menos rigida.
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Fig. 1. Cinéticas de crecimiento y consumo de glucosa a pH 7.4
(circulos) y pH 8.5 postinduccién (tridngulos). La induccion se sefiala en
la grafica como una linea punteada.
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Fig. 3. Segunda derivada de
espectros IR de cuerpos de
inclusién secos, 3h después de
inducir.

Conclusiones. La carga metabdlica asociada al estrés
térmico y estrés alcalino, podria ser la responsable de la
disminucién en el crecimiento y en la acumulacién de PR.
No obstante, por lo visto en los espectros IR de los CI
cosechados a pH 8.5, 3h después de la induccion; parecen
tener una estructura menos rigida.
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Fig. 2. SDS-PAGE de proteina total
cargando 25 g de proteina.



