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RESUMEN

El renovado auge de los biofarmacos basados en ADN plasmidico ha venido acompafiado de
numerosos desarrollos tecnolégicos para incrementar su produccién masiva. Esto ha sido posible
mediante la integracion de diversas estrategias sobre la plataforma de manufactura actual,
consistente en cultivos de alta densidad celular de E. coli. Estos esfuerzos pueden estar
comprometidos por un problema inherente al cultivo microbiano aerobio que es la limitacion de O-.
La implementacion de los métodos disponibles para contender con esa problematica es complicada
e impondrian costos elevados en la escala productiva. La microaerobiosis es una condicién ventajosa
que puede ser considerada para la produccién de ADNp, si se dispone de células con un mejor
desempefio metabdlico bajo limitacion de O: y estrategias moleculares que maximizan los
rendimientos de plasmido en esa condicion. Esto ha sido aprovechado mediante células que
expresan la hemoglobina de Vitreoscilla y replicones de plasmidos que contienen el promotor
microaerobio Pygp con resultados promisorios para su aplicacion industrial.
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ABSTRACT

The plasmid DNA based biopharmaceuticals renewed boom has come along with several
technological developments to increase their largescale production. This has been achieved by the
combination of many strategies to increase plasmid DNA yields in the current manufacturing platform,
which consists in E. coli high cell density cultivation. Nonetheless, all these efforts could be
compromised by an inherent problem of the aerobic microbial cultivation that is the O: limitation. The
available methods to counteract this problematic have complexity and economical concerns for their
application at productive scales. Microaerobiosis represents an advantageous condition that can be
considered for pDNA production upon availability of cells possessing better metabolic performance
under Oz, as well as molecular strategies that maximize pDNA yields under such condition. This has

been exploited by cells expressing the Vitreoscilla hemoglobin and plasmid replicons containing the

microaerobic promoter Pygn, With promising results for harnessing their industrial use.

Key words: Plasmid DNA, microaerobic, E. coli, Vitreoscilla hemoglobin.

INTRODUCCION

A més de dos décadas del
surgimiento del ADNp como vector alternativo
de vacunacion y terapia génica, el ADNp no
figura aun como principio activo de
tratamientos de terapia génica para humanos.
Sin embargo, es el vector no viral
predominante para la introduccién de
transgenes en las células en los ensayos
clinicos de terapia génica (de acuerdo a la
base de datos “Gene Therapy Clinical Trials
Worldwide”

proporcionada por Journal of Gene Medicine)

(http://www.abedia.com/wiley/)

y es principio activo de tratamientos en salud
animal (Kutzler & Weiner, 2008). Otra
aplicacion importante del ADNp es en la
produccion de bioterapéuticos mediante la
expresion transitoria de genes (TGE por sus
siglas en inglés), una alternativa a la expresién
estable para la produccién rapida de proteinas
recombinantes terapéuticas y vectores virales

en células CHO y HEK293, principalmente con
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el objetivo de proveer material para las
pruebas clinicas. Debido a la baja eficiencia
de transfeccién (inferior al 70%), se necesitan
cantidades considerables de plasmido (1-2 nug
ADNp por mL de cultivo) y reunir atributos de
calidad tales como fraccion de plasmido
superenrollado (FSE de 70-90%) y pureza
(Az60nm/280nm de 1.8-2.0), lo que representa un
costo importante del proceso (Baldi et al.,
2007; Cheng et al., 2011, Gutiérrez-Granados
etal., 2018). Todo esto impone un desafio a la
capacidad de manufactura actual.
Actualmente el ADNp se produce en
cultivos de alta densidad celular (CADC) de E.
coli; principalmente de la cepa DH5a que,
mediante la integracion de una estrategia de
termoinducciéon de 30-42°C, un perfil de
alimentacion exponencial de glicerol y un
medio de cultivo propietario, se ha podido
obtener una concentracién y rendimiento
especifico de ADNp (Yrix) de 2.6 g/L y 56 mg/g
(Carnes et al., 2011), los mas altos reportados
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hasta ahora. Sin embargo, estan por debajo
del maximo teérico que es de 592 mg/g
(Cunningham et al., 2009). Mas aln, existen
reportes de que la presencia de secuencias de
insercion en el cromosoma de E. coli
DH50 comprometen la integridad estructural
del plasmido, sobre todo bajo las condiciones
de cultivo en el biorreactor (Van der Heijden et
al., 2013; Goncalves et al., 2014). Otros
hospederos celulares como E. coli W3110, E.
coli MG1655 y E. coli BL21crecen mejor que
E. coli DH5a durante su cultivo en biorreactor,
e inclusive han llegado a equiparar sus
rendimientos (Yau et al., 2008, Phue et al.,
2005). Para incrementar la capacidad
productiva de ADNp de E. coli, se han
modificado algunos genes del metabolismo
central (Flores et al., 2004, Borja et al., 2012)
de la replicacion del plasmido (Sprenger GA,
1995; Sorensen & Jensen, 1996), pero adn
hay muchos blancos genéticos no probados
con enorme potencial (Gongalves et al., 2012)
para el disefio de una cepa robusta para la
produccion de ADNp en biorreactores con
capacidades de 5-20 m?3 tipicas de
biofarmacéuticos y quimicos finos (Takors,
2012), en particular, que puedan contender
con un problema inminente y muchas veces
inevitable como lo es la limitacién por oxigeno.

Otras estrategias para la produccién
masiva de ADNp y de aplicacién més versatil
como esquemas de induccion de la replicacion
guimicos (adicion de cloranfenicol
(Reinikainen et al.,, 1989), adenosina
monofosfato y limitacion por aminoéacidos
(Riethdorf et al., 1989; Neubauer et al., 1996;
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Wang et al., 2007; Silva et al., 2011; Silva et
al., 2012) aunque efectivos, su aplicacion
puede estar limitada por restricciones
regulatorias o sus implicaciones economicas.
En el caso particular de la limitacion por
aminoacidos, esta puede activar la respuesta
estricta en cepas relA (Valdez-Cruz et al.,
2010). La termoinduccion es una estrategia
que prescinde de la adicion de aditivos
guimicos. Esta basada en la desestabilizacion
térmica del complejo inhibitorio de Ia
replicacion RNAI-RNAIl al incrementar la
temperatura de cultivo hasta 39-45 °C
(Ongkudon et al., 2011; Carnes et al., 2011;
Jaén et al, 2013). Sin embargo, esto
desencadena la respuesta de choque térmico
en el hospedero que despliega proteasas y
chaperonas para contrarrestar la
desnaturalizacion de las proteinas celulares
(Arséne et al, 2000), con consecuencias
catastréficas para la célula (Hoffmann &
Rinas, 2001; Wittmann et al., 2007, Hasan &
Shimizu, 2008).

Por otro lado, estrategias moleculares
tales como la poliadenilacion de RNAI
(Jasiecki & Wegrzyn, 2006) y la expresion de
Cas3 (una enzima que posee actividad
nucleasa y helicasa) (Howard et al., 2011)
aumentan la disponibilidad de RNAII. Esto se
logra al impedir la formaciéon del complejo
inhibitorio RNAI-RNAIl y acelerar la
degradacion de RNAI. Como resultado, han
incrementado el ndmero de copias Yy
rendimientos de plasmido hasta 5 veces. La
interferencia de RNAI por ARN antisentido no

ha sido probada hasta el momento, pero un
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acercamiento teérico indica que puede
incrementar en un 25% el ndmero de copias
(Freudenau et al., 2015). La eliminacion de
RNAI compromete RNAII, descontrola la
replicacion y hace inestable al plasmido
(Morita & Oka, 1979). La sobreexpresion de
RNAII mediante la duplicacion del origen de
replicacion (Wang et al., 2006) o a partir de
promotores como P15 (Bacharov et al., 1990),
Puwp (Gayle 1lI et al., 1986), Pwc (Togna et al
1993) y Py (Jaén et al, 2019°) han
incrementado el Yex de plasmidos de alto y
bajo nimeros de copias hasta 10 y 25 veces,
aunque otros autores encontraron que la
elevada transcripcion de RNAII a partir de Pt
disminuy6 el nimero de copias de plasmido
atribuida a un plegamiento no funcional de
RNAII (Chao et al., 1995). En todos estos
casos la induccion requirio IPTG, y el

reemplazo o incorporacion de promotores
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alrededor del replicon fue probado
principalmente en plasmidos de bajo nimero
de copias.

Aunque existen esquemas de
induccién para aumentar el rendimiento de
ADNp, tanto quimicos como fisicos, su
efectividad esta limitada al desempefio del
hospedero celular, y por tanto, son
vulnerables a las deficiencias de oxigeno. Los
esfuerzos aplicados hasta el momento son
escasos, pero con resultados que confirman
su enorme potencial. Sin embargo, sus
beneficios pueden verse mermados al
trasladar el bioproceso a gran escala por un
problema inherente e inevitable que es la
limitacion de O2. En este trabajo se han
revisado los métodos implementados para
contender la limitacién de Oz y como estos han

contribuido a mejorar la producciéon de ADNp.

L& Limitacién de
H2”/\f aminoécidos
OH
AA + ATP = aminoacil-AMP+PP; (1)

aminoacil-AMP+ARNt = aminoacil-ARNt + AMP  (2)

- 0 Adicién de
| AMP
42 °C
Incremento de
la temperatura
30°C

Figura 1. Estrategias moleculares y de proceso para incrementar la produccién de ADNp. La

replicacion de los plasmidos tipo pUC es favorecida cuando se impide la formacion del complejo
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inhibitorio RNAI-RNAII. Esto se logra incrementando la temperatura de cultivo por arriba de 32 °C lo

gue provoca su desestabilizacién, asi como con la degradacion de RNAI mediada por su

poliadenilaciéon o por la nucleasa Cas3, o bien por su bloqueo con ARN antisentido, como los ARN

de transferencia (ARNt) no cargados. Los niveles intracelulares de ARNt no cargados se incrementan

con la adicion del nucle6tido AMP y la limitacion de aminoacidos (reacciones 1y 2). La replicacion

del ADNp también se incrementa cuando se propicia la formacién del hibrido RNAII-ADN. Esto se

logra al incrementar la abundancia de RNAII mediante su sobreexpresion a partir de promotores

inducibles por IPTG. Una estrategia que redirige los recursos biosintéticos para la replicacion del

plasmido consiste en la adicién de cloranfenicol. Cuando este antibiético inhibe la actividad ribosomal

bacteriana y la replicacion del ADN gendmico, deja disponible la maquinaria replicativa para el

plasmido.

El problema de la limitacién de O, disuelto en
el biorreactor

El aumento en el nimero de células
con el tiempo incrementa la velocidad de
consumo de Oz y provoca la disminucion
progresiva de la concentracion de O: disuelto
en el medio de cultivo (Garcia-Ochoa &
GOmez, 2009). Por debajo de cierto nivel de
O:2 disuelto, la célula comienza a reconfigurar
su metabolismo para mantener la generacién
de energia y de potencial reductor ante el
inminente agotamiento del Oz en el medio de
cultivo, por lo que en esta situacion se dice
gue el cultivo esti limitado por O2. En los
reactores de escala industrial la limitacion de
O2 no solo estd en funcion del tiempo del
cultivo, sino también del espacio como
resultado del mezclado ineficiente. Esto
conduce a una pobre dispersion vy
homogenizacion del Oz por lo que surgen
regiones con diferentes concentraciones de
O: (gradientes), y por consecuencia de
diferentes velocidades de transferencia de Oz
(VTO) (Lara et al., 2006%). Estas
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heterogeneidades a las que se exponen los
hospederos celulares, que inclusive se
magnifican con el aumento en la escala, son
las responsables de la disminuciéon en su
desempefio. Esta adaptacion fisiologica de la
célula ocurre con gran rapidez (menos de 2 s),
de manera que su exposicién continua y
prolongada a gradientes de O2 como en un
biorreactor de escala productiva, conlleva a
una disminucion considerable en su
crecimiento y a un incremento importante en
la acumulacién de metabolitos parcialmente
oxidados, en comparacion a condiciones
aerobias constantes. Esto se debe a que el
metabolismo anaerobio predomina en la
célula independientemente de su transito a
condiciones aerobias. EI CAT opera en modo
reductivo y oxidativo y el citocromo bd
reemplaza al citocromo bo. Las vias
fermentativas estan activas tal como lo refleja
el aumento en la produccion de acetato,
formiato, lactato, succinato y etanol, asi como
el elevado nivel de transcritos de akcA, poxB,
adhE, IdhA, pflD, fdhF, frdD, aunque la

expresioén de los genes reguladores no cambia
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de manera importante (Lara et al., 2006%). En
el caso extremo del transito de las células
hacia regiones del biorreactor con alta
concentracion de sustrato y  baja
concentracién de O2, tal como ocurre en la
zona de adicion en un lote alimentado, se
intensifica la produccién de acidos organicos

y etanol, en gran parte debido a un incremento

en la tasa de consumo especifico de sustrato
(Yxs), para maximizar la produccion de ATP a
nivel de glicolisis. Esto representa un
desperdicio considerable de carbono que
impacta negativamente en el crecimiento
celular y su productividad (Lara et al., 2006 ¢
y 2009).
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Figura 2. Limitacion de O2 disuelto en el biorreactor - origen y consecuencias sobre el metabolismo

central de E. coli. La velocidad de consumo de Oz (VCO) se incrementa con el aumento de la

concentracién celular. Cuando se equiparan las VCO y VTOmax, la concentracion de O: disuelto

disminuye hasta un nivel critico. Bajo la limitacion de Oz, se inhibe la actividad respiratoria del

hospedero celular, el cual reconfigura su metabolismo para mantener la generacion de energia y el

poder oxidativo. Como consecuencia, gran parte de la fuente de carbono es oxidada parcialmente a

metabolitos que son excretados al caldo de cultivo e impactan negativamente el crecimiento celular.

Impacto de la disponibilidad de O, sobre la produccién de ADNp.

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3
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Pese al crecimiento potencial del
ADNp como agente terapéutico, es poco lo
que se ha investigado sobre el impacto de las
condiciones a gran escala sobre la produccion
de ADNp. Se ha reportado que la exposicién
transitoria (1.6 h) a limitacién de Oz disminuye
la fraccion de células portadoras de plasmido
en cultivo (Hopkins et al., 1987). Namdev et al.
(1993) reportaron que las fluctuaciones de
oxigeno creadas por la aireacion intermitente
no condujeron a la segregacién de plasmido,
pero ocasionaron una disminucion en el
namero de copias de plasmido. Por el
contrario, el nimero de copias de plasmido en
un cultivo contintio operado a una TOD de 0-
25% fue 75% mayor que a una TOD de 90-
100% sat. de aire (Ryan & Parulekar, 1990).
De acuerdo a otros reportes, las condiciones
microaerobias (TOD = 5% sat. de aire) no
provocaron la pérdida del plasmido e incluso
increment6 el titulo de plasmido en
comparacibn a condiciones  aerobias
(Passarinha et al.,, 2006). Esto ha sido
observado en otros trabajos. En la produccion
de ADNp en un cultivo en biorreactor en modo
lote, el Yrix a TOD<2% sat. de aire fue 38%
superior a las condiciones aerobias; bajo TOD
heterogenea (0-90% sat. de aire) creada por
el cambio en la velocidad de agitacion cada 10
min a lo largo del cultivo no fue
significativamente diferente de la observada
en aerobicidad (Jaén et al.,, 2017). En la
evaluacion de cultivos bajo VTOs de 10, 14,
30,45y 110 mmol LT h'1, el Ypix se increment6

gradualmente con la disminucién en la VTO y
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fue hasta 2.5 veces superior con la VTO mas
baja con respecto a la de los cultivos con la
VTO més alta (Lara et al., 2019%). El Yeix en la
produccion de un plasmido sintético que
contiene una versiéon minima del replicon R1
en dos cepas de E. coli, fue 1.8-3.6 veces mas
alto en microaerobicidad que aerobicidad
(Lara et al., 2019Y). El aumento de Ypx cuando
se limita el Oz se atribuye principalmente a la
consecuente disminucion en la velocidad de

crecimiento especifico (u).

Impacto de la disponibilidad de O» sobre la
calidad de ADNp

Los efectos de la disponibilidad de Oz
sobre la calidad del plasmido producido no
han sido apropiadamente caracterizados. Por
ejemplo, la fidelidad de la secuencia debe
verificarse  durante los procesos de
produccién, mientras que la topologia del
plasmido es un factor de calidad requerido
para su uso terapéutico y la transfeccion a
células en cultivo (Cherng et al., 1999).
Cortassa & Aon (1993) demostraron que el
superenrrollamiento se incrementd 6 min
después del transito de E. coli de aerobiosis a
anaerobiosis, y que el superenrrollamiento fue
maximo 20 min después de ese cambio. Esto
fue atribuido a una disminucion en la actividad
de relajacion del ADN de la topoisomerasa | y
a la actividad constante de la girasa después
del cambio a anaerobiosis. Jaén et al. (2017)
no observaron diferencias en la topologia del
plasmido pVAX1 producido en cultivos

aerobios y microaerobios de E. coli W3110
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recA a TOD constante, pero si una
disminucién del 20% en la fraccién de
plasmido superenrrollado (FSE) y un aumento
en la heterogeneidad del plasmido reflejada
en la mayor variabilidad de la FSE y las
diferencias en la movilidad electroforética de
las poblaciones de plasmido producido en
cultivos con oscilaciones en la TOD. En este
mismo reporte se demostré que la secuencia
de los plasmidos no fue afectada por la
limitacibn de O2. Ramirez et al. (2016)
tampoco encontraron diferencias en las
secuencias de un plasmido terapéutico
producido por E. coli DH5a y E. coli VH33 en
cultivos que experimentaron limitacién de Oa.
En la produccion del plasmido pUC18 por E.
coli W3110 recA  en cultivos alimentados
exponencialmente con glucosa, se observo un
incremento en la variabilidad de la FSE
cuando se cambié la TOD de 30% a < 2% (sat.
aire) (Jaén et al., 2019). Esto mismo también
se observo, aunque en menor intensidad en la
produccion del plasmido pVAX1 por las cepas
E. coli W3110 recA" y E. coli BL21(DE3) en
cultivos en modo lote cuando la TOD cay6 de
>40% a 0% cuando se disminuy6 la velocidad
de agitacion de 1250 rpm a 750 rpm. Se ha
observado que a VTOs inferiores a 30 mmol L-
1 h?1, la FSE disminuye mientras que la
fraccion de las isoformas lineal y circular
relajada se incrementan (Lara et al., 20192). Al
poner en balance los rendimientos y la
calidad, los autores determinaron una VTO
optima de 30 mmol L?! h? y escalaron la
produccion del cultivo en microplaca de 0.9

mL a biorreactor de tanque agitado de 1000
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mL en el que practicamente reprodujeron el
Yeixy FSE obtenidos en el sistema de cultivo
de microplaca. EI hecho de que Ia
microaerobicidad no  compromete la
produccion y calidad (fidelidad de la secuencia
y FSE) de ADNp, representa una condicion
ventajosa para la manufactura de esta
biomolécula. Sin embargo, es necesario
robustecer los hospederos celulares para
tolerar mejor los ambientes con TOD
heterogenea, los cuales si repercuten
considerablemente en el crecimiento celular y

la FSE.

Estrategias para incrementar la produccién de

ADNp bajo limitacién de O

Estrategias de proceso

Maximizar la VTO en el disefio y
operacion de los biorreactores permite
prolongar el tiempo productivo de la fabrica
celular, desde los sistemas de cribado masivo
de apenas unos cuantos mililitros (Latterman
& Bichs, 2015), preparacion de precultivos,
hasta los de produccién de decenas de metros
cubicos. Las directrices fundamentales en las
estrategias para incrementar la VTO en los
biorreactores radican en mejorar el mezclado
y la dispersién del gas, asi como incrementar
la solubilidad del O.

Incremento en el ki a

El  coeficiente  volumétrico de
transferencia de Oz (k.a) es determinante de
la VTO. A partir de su definicién fundamental,

el kca engloba el coeficiente de transferencia
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de masa en la fase liquida que comprende los
términos difusivos y convectivos, y el area
superficial de contacto entre la fase liquida y
la gaseosa. ElI ka esta fuertemente
influenciado por las propiedades
hidrodinamicas del medio, el mezclado vy el
burbujeo. A continuacién, se describen
algunas de las estrategias implementadas en
el disefio y operacién de biorreactores de

tanque agitado.

Dispersion de la fase gaseosa

Los difusores son piezas tubulares,
por lo general en forma de anillo provistas de
orificios a través de los cuales se distribuye la
corriente de aireacion al medio de cultivo.
Mientras mas numerosos y de menor didmetro
sean los orificios, se obtienen burbujas de
menor tamafio y por consiguiente mayor area
superficial de contacto gas-liquido, como en el
caso de los microdifusores de acero
sinterizado con poros de tamafio micrométrico
que incrementan considerablemente el k.a
(Fenge et al., 1993). Esto ademas contribuye
a un aumento en la retencion del gas y en el
tiempo de residencia de las burbujas (Merchuk
etal., 1998) lo cual es deseable para el cultivo
microbiano, pero no para el de células
sensibles al estrés hidrodinamico (Oh et al.,
1992; Xie et al., 2003). La posicion y el tamafio
del difusor en relacion al tipo de impulsor, asi
como el flujo volumétrico especifico, influyen
de manera importante en la dispersion del gas
en términos de su retencion (Birch & Ahmed,
1997).
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Mezclado

Esta operacion tiene como objetivos
lograr las mayores VTOs y los menores
tiempos de mezclado posibles para el cultivo
microbiano a gran escala. Sin embargo, dada
la limitada capacidad de los motores, el
margen de maniobra para incrementar el k.a
con el aumento en la velocidad de agitacién a
gran escala se estrecha, prolongando los
tiempos de mezclado (Lara et al., 2006?). Es
por ello que las mejoras en este proceso tales
como incrementar la turbulencia y minimizar
las zonas de estancamiento se consiguen
desde el disefio del tanque y los impulsores
(Kumaresan & Joshi, 2006). En general, los
impulsores de flujo radial como el Rushton
dispersan mejor la fase gaseosa en el medio
de cultivo al prolongar el tiempo de retencion
de las burbujas que los de flujo axial, a
expensas de un mayor consumo de potencia
y menor tiempo de mezclado (Vrabel et al.,
2000). El empleo de dos o0 mas impulsores en
serie incrementa la eficiencia de mezclado
dependiendo de su espaciamiento en la flecha
(Nienow & Lilly, 1979; Armenante & Chang,
1998). Cuando se combinan impulsores
radiales y axiales se obtienen menores
consumos de potencia y tiempos de
mezclado. Sin embargo, el empleo de 3
turbinas Rushton de 6 paletas espaciadas
entre si a una distancia equivalente al
diametro del impulsor, es la configuracion que
permite obtener los k.a por unidad de potencia
suministrada mas altos (Moucha et al, 2009).

Gracias a la sofisticacion de herramientas
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como la dindmica computacional de fluidos
(CFD), es posible contar con una evaluacién a
priori de los sistemas de agitacion. Por
ejemplo, Gelves et al. (2014) compararon el
desempefio del sistema tipico de impulsores
Rushton contra un sistema novedoso de
impulsores de paletas inclinadas con
microdifusores  rotatorios  mediante el
modelado de la hidrodinamica y Ila
transferencia de masa con CFD. Las
mediciones de los k a validaron los resultados
de las simulaciones y confirmaron que el
sistema novedoso incrementd el k a hasta 34
veces con un ahorro de potencia del 50% en

comparacion al sistema convencional.

Incremento en la solubilidad del O,

El gradiente de concentracion de O2
es la fuerza motriz bajo la cual tiene lugar la
transferencia de masa y alcanza su valor mas
alto cuando la concentracion de Oz disuelto en
el medio de cultivo es cero. Sin embargo, tal
condicién es prohibitiva dada la limitacion por
O2 por lo que el valor mas alto posible del
gradiente estard en funcibn de la
concentracion de O: disuelto critica. Ademas,
existe la posibilidad de incrementar la
concentracién de saturacién de Oz, por lo que
puede aumentarse aun mas dicho gradiente
bajo las estrategias que se describen a

continuacion:

Enriguecimiento de la fase gaseosa con O
puro
De acuerdo con la ley de Henry, la

concentraciéon de O: en la fase liquida es
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directamente proporcional a la presion parcial
del Oz en la fase gaseosa. Por tanto,
incrementar el contenido de Oz en la corriente
de aireacion aumenta la solubilidad de O:z en
el medio de cultivo. El suministro de mezclas
enriquecidas con Oz ha permitido incrementar
la densidad celular y los titulos de los
productos de interés con la calidad requerida
en procesos de produccion de proteina
recombinante y ADN plasmidico (Castan et
al., 2002; Shang et al., 2009, Lara et al., 2011).
Sin embargo, algunos autores sefialan que las
concentraciones elevadas de Oz
desencadenan respuestas de  estrés
oxidativo, pero sus efectos no son tan
evidentes en el crecimiento de la célula (Baez
& Shiloach, 2013). El desarrollo de
tecnologias de absorcion y de membrana han
conseguido abatir los costos de generacion de
0O2. Sin embargo, es necesario evaluar la
factibilidad de su implementacion en la escala
que se pretende operar el bioproceso

(Hendershot et al., 2010; Hashim et al., 2011).

Presurizacién

Incrementar la presién en el espacio
de cabeza del biorreactor aumenta la presion
parcial de Oz y su solubilidad en el medio de
cultivo. Esto permite un aprovechamiento mas
eficiente de la potencia volumétrica que se
refleja en altas VTO (Knoll et al., 2005). Con
respecto a cultivos de alta densidad celular no
presurizados de E. coli, la aplicacién de una
sobrepresion de 11 bar incrementé la VTO en
un 74% y la concentracion de biomasa en

268%. Resultados similares fueron
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observados con otros microrganismos (Knoll
et al., 2007). En la produccién de una vacuna
de ADN plasmidico en un cultivo de alta
densidad celular de E. coli presurizado a 8 bar,
se alcanzaron concentraciones de biomasa,
titulos y calidad del plasmido similares a los
obtenidos en el proceso enriquecido con Oa.
Sin embargo, el cultivo presurizado requirié
menor potencia volumétrica y la VTO fue 20%
superior a la del cultivo enriquecido con Ox.
(Lara et al., 2011). Sin embargo, algunas
limitaciones de esta estrategia son el COzy la
generacion de calor. El CO2 es 5 veces mas
soluble que el Oz (Rischbieter et al., 1996) y
con la presurizacion puede alcanzar
concentraciones inhibitorias. La exposicion de
E. coli a niveles de CO2 15 veces superiores a
los convencionales por periodos prolongados,
exacerba la excrecion de acetato, disminuye
el crecimiento celular y la produccion de
proteina recombinante (Baez et al., 2009 y
2011). Por otro lado, la operacion a VTOs
superiores a 0.7 kmol/m?3 h en un biorreactor
de 5 m3, estd limitada por la capacidad de
disipacibn de calor, que representa el
concepto mas costoso en la adquisicion y

operacion del mismo (Knoll et al., 2005).

Disminucién de la temperatura de cultivo
Considerando que tipicamente E. coli
se cultiva a 37 °C, disminuir la temperatura a
30 o inclusive a 25 °C aumenta la
disponibilidad de Oz en el medio de cultivo
entre 10 y 20%. Sin embargo, el k a disminuye
con el aumento en la viscosidad y la tensién

superficial del medio por lo que la VTO se
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mantiene sin cambios importantes con la
temperatura (Vogeelar et al, 1999, Lee et al.,
2017). No obstante, los beneficios de esta
estrategia estriban en gran medida en la
fisiologia de E. coli al minimizar la carga
metabdlica de la fabrica celular e incrementar
la 4y el rendimiento de biomasa en sustrato
(Yxs) (Jaén et al., 2013) asi como la calidad
(plegamiento, fraccién soluble) en el caso de
la produccién de proteina recombinante
(Baneyx & Mujacic, 2004).

Empleo de acarreadores de O;

Los perfluorocarbonos (PFC) e
hidrocarburos alifaticos de 12 y 13 carbonos
son algunos de los acarreadores mas
utilizados debido a que no son toéxicos y
pueden solubilizar el Oz hasta 20 veces mas
que el agua. Debido a que ambas sustancias
incrementan sustancialmente la viscosidad de
la fase liquida, solo pueden utilizarse hasta en
un 15% en volumen (Ju et al., 1991; Galaction
et al, 2004). Con ese contenido de
acarreador, se ha incrementado el ka
(Galaction et al.,, 2004 y 2005), las
concentraciones celulares y las
productividades de E. coli (Ju et al., 1991;
Pilarek et al., 2011 y 2013). Esta estrategia se
ha planteado como alternativa al incremento
en la potencia volumétrica, pero es
incongruente con el hecho de que el
acarreador requiere ser dispersado
adecuadamente para aumentar la superficie
de contacto y el consecuente aumento en la
viscosidad del medio (Ju et al., 1991; Clarke

et al.,, 2006), aunque algunos autores han
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observado lo contrario con los hidrocarburos
(Galaction et al., 2004 y 2005). Los PFC son
dificiles de dispersar debido a que son 2 veces
mas densos que el agua y requieren de la
adicién de surfactantes, mientras que los
hidrocarburos, al ser menos densos que el
agua, tienden a agregarse en la superficie de
la fase liquida y dificultan la transferencia de
O:2 en esa zona (Galaction et al., 2004). Otro
inconveniente que no debe ser pasado por
alto es que los acarreadores solubilizan 6
veces mas el CO:z que el agua. Los beneficios
de su empleo dificilmente compensan los
desafios  técnicos que implica su
implementacion a gran escala. Es por esta
razén que solo han sido aplicados a nivel

laboratorio.

Generacion de Oz in situ

La descomposicion del peroxido de
hidrbgeno en agua y O: catalizada por
enzimas o cationes metalicos divalentes surge
como una alternativa de oxigenacioén en fase
liquida adicional, o para microorganismos en
los que la aireacion es contraproducente para
la utilizacion de sustratos altamente volatiles,
0 que generan bastante espuma. Mediante un
esquema de alimentacion se adiciona el H20:
al medio de cultivo bajo demanda para
mantener su crecimiento aerobio y evitar
concentraciones  inhibitorias de  H20:2
(Sonnleitner & Hahnemann,1997). Sin
embargo, la elevada concentracién de H20:
en la zona de adicién, aunado a su toxicidad,
resultan en una disminucién de la densidad
celular en comparacién a cultivos aireados
(Sarkar et al., 2008).

0, Aire) Enriquecimientode O,

Acarreadores

37°C
!
25°C

¢

¢
de 02@
Enfriamiento

Adicionde H,0,

@ Presurizacion

Reconfiguracién

,/5 de impulsores y

difusores

Figura 3. Estrategias de proceso para contender con la limitacion de O: disuelto en el biorreactor.

Aunque existen estrategias para
contender con la limitacion de Oz, su
implementaciéon es complicada e impondria

costos elevados en la escala productiva. Otra
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forma de abordar esta problemética consiste
en robustecer la célula ante la limitacion de O2
mediante la expresién de la hemoglobina de
Vitreoscilla (VHb).
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Hemoglobina de Vitreoscilla (VHb)-alternativa
bioldgica para contender con la limitacion de
0Oa.

La hemoglobina de Vitreoscilla es una
proteina homodimérica de 32.8 kDa cuyas
cadenas de 146 residuos de aminoacidos
estructuradas en 10 hélices alfa conforman el
dominio globina sobre el cual se asienta el
grupo hemo (ndimero de acceso PDB: 1VHB).
La capacidad de la VHb para mantener a
Vitreoscilla  stercoraria  en  ambientes
deficientes en O: al tratarse de una bacteria
Gram negativa aerobia estricta, planted la
posibiidad de su uso en otros
microorganismos mediante la tecnologia de
ADN recombinante como una alternativa para
contender con la limitacion de Oz en cultivos

aerobios de alta densidad celular (Khosla &

Bailey, 1988%). Esto llevé a la clonacion del
gen vgb de 441 pb (que codifica la VHb) junto
con su promotor nativo (Pygb) y @ Su expresion
en E. coli (Khosla & Bailey, 198820; Dikshit &
Webster, 1988). Rapidamente se elucidé que
la expresién de la VHb a partir de su promotor
nativo se activa en respuesta a bajos niveles
de O2y que la VHb increment? la velocidad de
crecimiento y la densidad celular de E. coli
(Khosla & Bailey, 1988%). Su elevada
constante disociacion de O: (Tabla 1), su
localizacion en el periplasma (Ramandeep et
al., 2001), y la interaccién significativa con el
citocromo bo (Park et al., 2002), sugieren que
la VHb funge como reservorio y transportador

de O2 hacia las oxidasas terminales.

Tabla 1. Parametros cinéticos de la union de Oz con hemoglobinas. Datos tomados de (a) Trent et
al., 2001, (b) Orii y Webster, 1986, (c) Dikshit et al., 1998 y (d) Hill et al., 1994. “***” : No disponible.

VHb + O, = VHb-0O,
Hemoglobina Kon (uM-1s71) Kot (571) Ko (uM)
Neurohemoglobina humana? 130 0.3 0.005
Hemoglobina humana a (R)2 19 15 0.77
Hemoglobina humana B(R)?2 74 47 0.63
Mioglobina de esperma de ballena? 17 15 0.90
Leghemoglobina de soya?® 130 5.6 0.04
Hemoglobina de Synechocystis? 240 0.038 0.000323
Hemoglobina de Vitreoscilla®® 78 5600 7.1+0.8
Citocromo bd¢ 2000 50 0.025
Citocromo bo¢ 160 ok ok

kon, constante cinética de asociacion; Ko, constante cinética de disociacion;

equilibrio de disociacion.

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3

Kp: constante de
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La capacidad de la VHb de mantener
la respiracion en células de E. coli carentes de
los citocromos bd y bo plantea dos
posibilidades: un papel de citocromo
alternativo (Tsai et al., 2002) o una interaccion
con otros componentes de la cadena
respiratoria  (Dikshit et al., 1992). En
condiciones microaerobias, la VHb
incrementa el contenido y la actividad de los
citocromos, particularmente bo, aumentando
sustancialmente la actividad respiratoria e
incrementando la afinidad aparente por el Oz
(Tsai et al., 2002); esto se traduce en una
mayor translocacion de protones y produccion
de ATP por mol de oxigeno consumido (Kallio
et al.,, 1994). A nivel metabdlico, la VHb
redirige un mayor flujo de carbono hacia la via
de las pentosas-5-fosfato (P5F) y disminuye la
excrecion de acetato y formiato, subproductos
predominantes de la fermentacién acido-mixta
(Frey et al, 2001). Este aumento en la
eficiencia energética y de aprovechamiento de
la fuente de carbono bajo limitacién de O2 se
refleja en un mejor crecimiento y capacidad de
produccion de proteina recombinante (Khosla
et al., 1990; Khosravi et al., 1990) y etanol
(Arnaldos et al.,, 2012) en E. coli. Estas
ventajas de la VHb no se presentan en otras
hemoglobinas (Kallio et al., 1996°; Bollinger et
al.,, 2001) y se han extrapolado a otros
hospederos bacterianos en la produccion de
proteina recombinante (Kallio & Bailey,
19962), antibidticos (Wang et al., 2014),
carotenoides (Ma & Lin, 2014), biopolimeros
(Ye et al.,, 2012; Zhang et al., 2013), entre
muchos otros (Wei & Chen, 2008; Stark et al.,
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2015). Los efectos benéficos de la VHb no se
acotan Unicamente a condiciones limitantes
de O2, ya que en condiciones aerobias ha
demostrado incrementar la L, densidad
celular, asi como disminuir el sobreflujo
metabdlico de cepas nativas y modificadas
genéticamente de E. coli (Pablos et al., 2011
y 2014), y el efecto Warburgh en células CHO
(Pendse & Bailey.1994; Juarez et al., 2017)
En la mayoria de los trabajos, la VHb
se ha expresado en microaerobiosis a partir
de vectores de bajo y alto numero de copias
bajo el control de su promotor nativo, aunque
modificaciones a este o el empleo de
promotores inducibles por IPTG como Pjc 0
Pwac han hecho posible su expresion en
condiciones aerobias. Como cualquier otra
proteina recombinante, su expresion en E. coli
no esti exenta de su agregacion en cuerpos
de inclusidn, la cual es ademés propiciada por
la limitacion en la disponibilidad del grupo
hemo, su oxidaciéon en el periplasma y la
expresién simultanea de otras proteinas
recombinantes como los marcadores de
presion de seleccion de plasmido (Hart et al.,
1990 y 1994; Rinas & Bailey, 1993). En este
sentido, la integracion de una sola copia de
vgb bajo promotores fuertes en el cromosoma
de E. coli es una alternativa genéticamente
mas estable y efectiva de expresion de VHb,
que aminora sustancialmente la carga
metabolica de los hospederos. Aunque el nivel
de expresién cromosomal es inferior al de
plasmido, sus efectos benéficos en el
desempefio biosintético de E. coli (Khosla et
al., 1990; Jaén et al, 2019%, B.
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amyloquefaciens (Zhang et al., 2013), S.
gilvosporeous (Wang et al., 2014) y células
CHO (Pendse & Bailey,1994) demuestran que

es suficiente.

Aplicacion de VHb en la produccién de ADNp

La expresion aerobia de la VHb a
partir de un vector de alto nimero de copias
duplicé Yeix en E. coli W3110 (Pablos et al.,
2014). No obstante, expresar la VHb a partir
del pldsmido no es apropiado, dado que es el
producto en cuestién y no es deseable incluir
mas secuencias bacterianas en plasmidos
destinados como biofarmacos. Por estas
razones cepas recA* y recA de E. coliWw3110
y BL21(DE3) fueron modificadas para
expresar la VHb constitutivamente desde el
cromosoma de los hospederos. En cultivos en
modo lote aerobios en matraz, con respecto a
las cepas parentales, la presencia de VHb
practicamente no tuvo efecto sobre uy Yxs de
estas cepas. En cuanto a la produccion, tuvo
efectos opuestos; incremento6 el Ye/x de E. coli
W3110 recAvgb*y de E. coli BL21(DE3)recA*
vgb*, pero disminuyé el de E. coli
W3110recA*vgb* y E. coli BL21(DE3)recA
vgb*. VHb no tuvo un efecto significativo sobre
la calidad de los plasmidos en E. coli
W3110(recA* y recA)vgb* ni en E. coli
BL21(DES3) recA*vgb*, pero disminuyé la FSE
practicamente a la mitad en E. coli BL21(DE3)
recA- vgb*. Esto se revirtié con la integracion
de una versidon optimizada del gen que
codifica VHb con el uso preferente de
codones. En E. coli W3110 recA- cultivada en

biorreactor en modo lote, VHb no tuvo efecto
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en la u en aerobicidad, pero duplicé la u e
incrementd en un 25% la concentracion
celular cuando se limit6 el O2 por la
disminucién en la velocidad de agitacion. VHb
abatid parcialmente el sobreflujo metabdlico al
disminuir en un 30% la excrecién de acetato,
pero acompafado de un incremento de 3
veces en la excrecion de lactato. Mediante la
evaluacién de oxido-reductasas con Redox
Sensor Green (RSG) (Baert et al., 2016) se
demostrdé que VHb triplicé la actividad de la
cadena transportadora de electrones en este
fondo genético (Jaén et al., 2019%). VHb no
influy6 en la viabilidad celular, pero el ensayo
con yoduro de propidio (PI) revel6 que VHb
vuelve més susceptible a la célula a dafio en
aerobicidad, posiblemente por estrés
oxidativo. No obstante, bajo las condiciones
evaluadas, VHb no influyé en el Ypix ni en la
FSE del plasmido producido en aerobiosis y
microaerobiosis. Por el contrario, con E. coli
BL21(DE3) recA, la presencia de VHb
disminuyo la x# en un 18% en aerobicidad y
hasta un 50% en microaerobicidad. A
diferencia de E. coli W3110recA, este fondo
genético acumulé una menor cantidad de
subproductos, pero VHb no influyé
sustancialmente, tan solo una sutil
disminucién del 10% en la excrecion de
lactato. No obstante, VHb incrementé hasta 10
veces la actividad de la cadena transportadora
de electrones y mantuvo la viabilidad celular
por encima de la cepa parental en
microaerobiosis. Sin embargo, esta fortalecida
condicién metabdlica no se reflejo6 en una

mayor produccion de ADNp, aunque mostrd
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un ligero incremento en la FSE del plasmido
producido en microaerobiosis. La produccion
aerobia y microaerobia de E. coli W3110recA
vgb* de un plasmido con una version minima
del replicon R1 resultdé en Yeix 14 y 7 veces
mayores mas altos que los obtenidos en E.
coli W3110recAvgb* (Lara et al., 2019b).

Pese al impacto negativo de la
limitacibn de Oz sobre el metabolismo del
hospedero, que es mas severo bajo
condiciones de TOD heterogénea, la
produccion microaerobia de ADNp es una
alternativa viable con células que contiendan
mejor con la limitacion de O2. Los efectos
indeseables originados bajo esta condicién
han demostrado ser atenuados en cepas que
expresan intracelularmente y de manera
constitutiva VHb, siendo la cepa E. coli
W3110recAvgb* propuesta como mejor
candidata para la produccién microaerobia de
ADNp.

¢, Cémo obtener ventajas de la adversidad?
La limitacion de O2 puede estropear
estrategias que incrementan aun mas los
rendimientos de ADNp, como la
sobreexpresion de RNAII. Lara et al. (201725)
observaron una disminucion del 63% en la
expresién de una proteina reportera a partir de
un promotor constitutivo Py €n los cultivos
microaerobios con respecto a los aerobios. El
empleo de promotores inducibles por
limitacién de O2 es una alternativa que puede
sacar ventaja de esa condicion adversa para
maximizar la producciébn de ADNp, como

pueden ser algunos promotores enddégenos
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de E. coli y de globinas heterélogas, cuya
capacidad de expresion bajo condiciones
aerobias y de limitacion de oxigeno ha sido
evaluada (Lara et al.,, 20172b). Es deseable
gue la expresion de estos promotores no sea
activada en aerobiosis, ya que esto aminora la
carga metabdlica del hospedero en las etapas
tempranas del cultivo cuya finalidad es
acumular biomasa rapida y eficientemente,
pero en microaerobiosis, debe ser lo mas
fuerte y estable posible para aprovechar la
capacidad biosintética de la célula por el poco
tiempo productivo disponible. Entre los que
rednen algunas de estas caracteristicas se
encuentran el promotor de globina derivado de
Streptomyces coelicolor (Psc¢), cuyo nivel de
expresién en aerobiosis es el mas bajo,
mientras que el derivado de Salmonella typhi
(Psc) posee el nivel de expresion mas alto en
microaerobiosis. Sin  embargo, ambos
promotores no mostraron diferencias en la
relacién de induccién (nivel de expresion
microaerobio/nivel de expresion aerobio
cuando la VTO disminuy6 de 11 a 7 mmol L
h1, mientras que el del promotor vgb de V.
stercoraria (Pvgp) tuvo el incremento mas alto
que fue de 2 veces, seguido del promotor
derivado de Deinococcus radiodurans (Ppr) de
1.7 veces. Esto indica que estos promotores
responden de manera gradual a la limitacién
de Oz, lo cual permite balancear mejor los
recursos del hospedero durante el cultivo que
una respuesta rapida y subita. Pyg, ademas
presenta uno de los rendimientos mas altos en
la expresion con la limitacion de Oz. Py, €S

una secuencia de alrededor de 100 pb bajo la
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cual se controla la expresion de VHb en
Vitreoscilla  stercoraria en condiciones
limitantes de Oz (Khosla & Bailey, 1989). El
Pvgb €s completamente funcional en E. coli y
otras bacterias Gram negativas (Dikshit et al.,
1990) ya que posee sitios sobre los que
actian  positivamente los reguladores
transcripcionales ArcA y FnR, los cuales se
activan en respuesta a bajos niveles de Oa.
Este promotor ha sido empleado para
expresar proteinas recombinantes (Jiang et
al.,, 1999) y enzimas de rutas clave para la
sintesis de biopolimeros en condiciones
limitantes de Oz (Wu et al, 2014) vy
recientemente en la produccion de ADNp que

se describe enseguida.

Aplicacion de Pyg, en la produccion de ADNp

El plasmido pUC18Pgrnall, el cual
contiene una copia extra de rnall bajo el
promotor Py, en el plasmido de alto nimero
de copias pUC18, increment6 en 42% el Ypix
de ADNp de E. coli W3110 recA- en cultivos
microaerobios en matraz en comparacion a la
del plasmido pUC18. Ademés, la FSE fue
similar para ambos pladsmidos y cercana al
100%, lo cual significa que la sobreexpresion
no repercutié en la calidad, a diferencia del
promotor trc (Jaén et al., 2019%). En cultivos
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de alta densidad celular de E. coli W3110
recA en biorreactor alimentado
exponencialmente con glucosa, para
mantener una Y de 0.15 h?l, el Ypx de
pUC18P.grnall no fue diferente al del
plasmido original en la etapa aerobia del
cultivo, pero con la limitacion de Oz, el Yp/x de
pUC18Pgrnall se incrementé gradualmente
hasta duplicarse al final del cultivo. En
contraste, el Yex de pUC18 solo se
incrementd un 26% en un periodo corto de
tiempo, y se mantuvo sin cambios hasta el
final del cultivo. A nivel molecular, tanto el
namero de copias de plasmido (NCP) como
los niveles de RNAII con respecto a RNAI de
pUC18P.gsrnall aumentaron 3.5 veces a partir
de la microaerobiosis, mientras que los pUC18
solo aumentaron 1.7 veces. En cuanto a la
calidad, la FSE de pUC18P.grnall presento
menos variabilidad que la de pUC18 durante
la etapa microaerobia del cultivo, pero ambas
estuvieron por arriba del 80% que se
recomienda para su aplicacion clinica (Jaén et
al., 2019%). Esto representa una alternativa
tecnoldgica valiosa para la produccion de
ADNp tanto en pequefia escala (reactores de
laboratorio, matraz agitado) como en escala

industrial.
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Sobreexpresion de RNAII
a partir de P, en microaerobiosis

Biopartes de
Vitreoscilla stercoraria

Expresion constitutiva de VHb desde
el cromosomade E. coli

5’—@ rnall — 3
Y QIR 5 \ , PDBID: 3TM3
Pvgb ng ,
‘ I ) \ +
"ArcA -10' ' i i
RNAII A.- ! ;%
Fnr ADP+P,  ATP
HO
400 500
g — qub; g — iy
g 300 Pugy S o = ygh
— L2}
g g
2 g
§ 200 :_g 400
8 @
g k:
L 100 g-
o 8 200
2 5
0 =z
O "
2 -0, 0, -0,

Figura 4. Estrategias bioldgicas para incrementar la produccion de ADNp bajo limitacion de Oz. La

utilizacion de vgb para expresar VHb en E. coli, produce efectos positivos en el metabolismo

energético del hospedero celular. VHb canaliza eficientemente el O disponible hacia los citocromos,

estimulando de manera indirecta la actividad del CAT. Esto acrecienta la translocacion de protones

y la sintesis de ATP. Bajo limitacion de Oz, el NCP de las células con vgb fue 2.5 veces mayor al de

las células sin vgb. Por otro lado, la utilizacion del promotor inducible por microaerobiosis, Pygp,

sobreexpresa RNAII bajo limitacion de O2. Como resultado, el NCP de las células con Pyg, duplico el

NCP de las células sin Pygb.

Conclusiones y Perspectivas

Larobustez de la produccion de ADNp
bajo limitacion de O2 ha llevado al disefio y
evaluacion de estrategias de ingenieria celular
y del vector que han mejorado la produccion
de ADNp

cuantitativos y cualitativos, concretamente

microaerobia en términos

mediante el empleo de la hemoglobina
heteréloga VHb y su promotor microaerobio
Pugo. Un analisis exhaustivo del metabolismo

de los hospederos celulares que expresan

BioTecnologia, Afo 2019, Vol. 23 No. 3

VHb es necesario para comprender los
efectos observados en distintas cepas de E.
coli. Dotar con VHb a cepas modificadas en su
transporte de glucosa es una alternativa
atractiva que puede simplificar la operacion en
los biorreactores para alcanzar altas
concentraciones celulares. Evaluaciones del
desempefio de las cepas mas tolerantes a la
limitacion de Oz en sistemas de escalamiento
descendente o en biorreactores de mayor
escala, podran apuntalar su aplicacion
industrial. Por otro lado, la caracterizacion de

promotores inducibles por limitacion de O:
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constituye un elemento valioso para la
ingenieria de bioprocesos. La informacion
disponible puede dar pie a la creacion de
promotores hibridos que reunan las
caracteristicas de expresion deseadas.
Asimismo, la sinergia de la replicacion de los
plasmidos autoinducida por microaerobiosis y
la capacidad biosintética de las cepas que
expresan VHb representan una oportunidad
para llevar la produccion de ADNp al nivel que
allanara la viabilidad de biofarmacéuticos que
lo emplean como principio activo o en la etapa

productiva de su bioproceso.
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