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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacion original, asi como de revision en
los campos de la Biotecnologia y Bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a
revision por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una

recomendacion de aceptacion para ser publicados.
Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenes
aplicados a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi
como 3 cm de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y central

de cada hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y
ortografia del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan
un maximo de 25 paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las
tablas y figuras. Las publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo para

los autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a
unidades de tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN y

otras comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos
campos que cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales
hasta sus aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia
Agricola y Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia farmacéutica,
Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles,
Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y

biomateriales, Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberdn apegarse

al siguiente formato:

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1 4
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Instrucciones para los autores

1. Eltitulo del manuscrito se escribira en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo deberd estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones
y formulas.

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nhombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglon con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluird la direccién postal de la institucion de adscripcion de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, deberd incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afadir un Resumen de no mas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base
de datos. Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algin subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se
iniciara el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un
rengléon al inicio de una seccion o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con arabigos, correlativamente en orden de apariciéon
en el texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para
facilitar el trabajo de edicion, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el
momento en que son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir
un breve titulo explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos,
éstas se deberan designar como figuras.

7. Las tablas también se numeraran con arabigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluiran un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras mindsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefialada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al
final del manuscrito.

8. Lainformacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar

con facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias
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Instrucciones para los autores

se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han
mostrado...” Si la cita es una pagina de Internet, la direccidon URL debera escribirse
completa y entre paréntesis directamente en el texto.

9. La lista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafio 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
€0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. In: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess,
Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons,
Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the
marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones:

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccion diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. Olll-12.
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Instrucciones para los autores

Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccién de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad

Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines
de divulgacion y difusion de la actividad cientifica y tecnol6gica. En ningun caso, dichos
derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad

o parte de ese articulo con fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccion https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviar4 un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccion
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx o

romina@biomedicas.unam.mx.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccion. En esta condicién no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los
mismos sin la aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicard en linea y podra ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Editorial

La Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria establecié en 2003 este
reconocimiento a los mejores protocolos de tesis de investigacion sobre Biotecnologia
y Bioingenieria. Este premio, tiene la finalidad de estimular a estudiantes sobresalientes
durante la realizacion de su trabajo de investigacion.

Para lograr este objetivo, se decidi6 apoyar a estudiantes que se encontraran apenas
iniciando el trabajo experimental que los llevara a obtener el Titulo de Licenciatura o el
Grado de Maestro o Doctor en cualquiera de las areas de la Biotecnologia o
Bioingenieria, y se les convocé a participar enviando los protocolos de sus proyectos de
investigacion.

Al nombrar este premio se pensé en rendir homenaje a un destacado biotecndlogo que
mantuviera su quehacer cientifico vigente. El Dr. Sergio Sanchez pertenece a una
generacion de médicos egresados de la UNAM que, impulsados por los pioneros de la
Bioguimica en México, como Guillermo Soberén, Jesis Guzméan y Jaime Mora,
decidieron hacer de la investigacion cientifica su plan de vida profesional. Fue fundador
del primer departamento de Biotecnologia en México dentro del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, funda y coordina en 1984 el Proyecto Académico de
Especializacion, Maestria y Doctorado en Biotecnologia de la UNAM, actualmente parte
del Posgrado en Ciencias Bioquimicas de la misma Universidad.

Convencido de la necesidad de fortalecer los vinculos entre la, entonces reducida
comunidad biotecnoldgica, promueve en 1982 la fundacién de la SMBB que hoy lo
celebra entregando un premio con su nombre.

La labor de evaluacion de estos trabajos estuvo a cargo de la Comision de
Premios de la SMBB, integrada por académicos reconocidos y miembros activos de
nuestra Sociedad, los doctores Alvaro R. Lara (UAM), Maria Soledad Coérdova Aguilar
(UNAM), Katiushka Nifio Arévalo (UANL), Carolina Pefia Montes (ITVER) y José Luis
Martinez Hernandez (UAdeC), a quienes agradecemos todo el tiempo dedicado y la

excelente labor de revisién, asi como la dificil tarea de seleccion de los ganadores.

De acuerdo a las bases de la convocatoria publicada en la pagina de la sociedad, se
dictaminé por unanimidad otorgar el premio “SERGIO SANCHEZ ESQUIVEL -
APPLIKON 2019” a los siguientes trabajos:

BioTecnologia, Afio 2020, Vol. 24 No. 1 8
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LICENCIATURA
Jesus Antonio Rauda Ceja de la Licenciatura en Ingenieria Bioquimica del Instituto

Tecnoldgico de Morelia. Con el protocolo: “Efecto del pH sobre la produccion de rHUGM-
CSF en Escherichia coli a través de un sistema termoinducido.

MAESTRIA
Rubén Mendoza Flores de la Maestria en Ciencias Bioquimicas de la UNAM. Con el
protocolo: “Ingenieria de vias metabdlicas para la produccion de aminoshikimato en una

cepa de E. coli PTS-".

Ademas, debido a la calidad del trabajo presentado, se otorgé una mencién honorifica
a Daniela Velazquez Gallegos, estudiante de Maestria en Ciencias Naturales e
Ingenieria de la Universidad Autbnoma Metropolitana-Cuajimalpa, cuyo protocolo se
titula: Ingenieria celular: una alternativa al cultivo por lote alimentado para la produccién

de proteina recombinante.

En este numero de la revista se presenta el trabajo de los ganadores.

Dra. Romina Rodriguez Sanoja
Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM

Editor

BioTecnologia, Afio 2020, Vol. 24 No. 1 9



Articulos

PREMIO SERGIO SANCHEZ ESQUIVEL
CATEGORIA MAESTRIA

Ingenieria de vias metabdlicas en bacterias para la produccion de

intermediarios de interés industrial de la via del aminoshikimato

Rubén Mendoza-Flores?!, Dulce Diaz-Quiroz!, Andrea Sabido-Ramos?, Francisco
Bolivar!, Adelfo Escalante®*
1Departamento de Ingenieria Celular y Biocatalisis, Instituto de Biotecnologia,
Universidad Nacional Autbnoma de México, Cuernavaca, Morelos, México.
2Departamento de Procesos y Tecnologia, Universidad Autbnoma Metropolitana
Unidad Cuajimalpa, Cuajimalpa de Morelos, Ciudad de México, México.

*Contacto: adelfo@ibt.unam.mx

Resumen

La via del aminoshikimato (ASHK) descrita en Amycolatopsis mediterranei es una variante de la ruta
del shikimato (SHK). Los principales intermediarios de esta ruta son la kanosamina, el 3-amino-5-
hidroxibenzoato (aminoHBA) y el ASHK, compuestos precursores de una amplia variedad de
moléculas de valor comercial entre los que se incluyen antivirales, anticancerigenos y antibiéticos.
Estos precursores tienen también el potencial de aplicacion para el desarrollo de nuevas moléculas
bioactivas. Para mejorar la capacidad de produccién de estos compuestos, se han aplicado
diferentes estrategias de ingenieria de vias metabdlicas para el desarrollo de cepas
sobreproductoras, sin embargo, en todos los casos se han alcanzado rendimientos y titulos bajos.
En el caso de la kanosamina y el aminoHBA, las estrategias aplicadas se han limitado principalmente
a sobreexpresar los clusteres de produccion. Los experimentos de produccion de ASHK ponen en
evidencia que es fundamental aumentar la disponibilidad de fosfoenolpiruvato (PEP) e 1-imino-1-
desoxi-D-eritrosa-4-fosfato (iminoE4P), y por tanto la capacidad de produccion de kanosamina o
kanosamina-6-fosfato. La limitacion de PEP podria ser minimizada aplicando estrategias
previamente reportadas para produccion de SHK y otros compuestos aromaticos. Mientras que la
via del shikimato es una fuente importante de pérdida de sustrato. En esta contribucion se describe
la relevancia de la via del ASHK, las principales aplicaciones de los intermediarios de importancia
de esta via y las principales estrategias reportadas para su produccién mediante ingenieria de vias

metabolicas con el fin de explorar su potencial biotecnoldgico.

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1 10
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Palabras clave: Via del aminoshikimato, aminoshikimato, acido 3-amino-5-hidroxibenzoico,
kanosamina, ingenieria de vias metabdlicas.

Abstract

The aminoshikimic acid (ASHK) pathway is a variant of the shikimic acid pathway described in the
bacteria Amycolatopsis mediterranei. In this pathway, the metabolic intermediates kanosamine, 3-
amino-5-hydroxybenzoic acid (aminoHBA), and ASHK are precursors for the synthesis of high-value
molecules such as antivirals, anticancer compounds, and antibiotics. These intermediates also have
the potential for the development of new bioactive molecules. Metabolic engineering strategies for
overproduction of kanosamine and aminoHBA have upregulated their codifying biosynthetic clusters.
Meanwhile, strategies for the overproduction of ASHK shown the relevance to increasing the
availability of phosphoenolpyruvate and imino-erythrose-4-phosphate, resulting in the increased
production of the intermediates kanosamine or kanosamine-6-phosphate. Nevertheless, metabolic
engineering pathway strategies for the overproduction of these compounds in several microbial cells
resulted in the production of lower titers and yields. In this contribution, we describe the relevance of
the ASHK pathway, the main applications of relevant intermediates and an overview of the central
metabolic engineering strategies for the overproduction of these high- value aromatic compounds.
Key words: aminoshikimate pathway, 3-amino-5-hidroxibenzoic acid, kanosamine, aminoshikimic
acid, metabolic engineering.
Introduccion monomerico y es también un componente
La via del aminoshikimato (ASHK) fue estructural de otros antibidticos como la

descrita inicialmente en la actinobacteria kanamicina y la 3,3 -neotrehalosadiamina

Amycolatopsis mediterranei cuyo producto es
el acido 3-amino-5-hidroxibenzoico
(aminoHBA), un componente estructural
comun en los antibiéticos de las familias de
ansamicinas, ansamitocinas y salinicetales.
La via del ASHK es de gran relevancia desde
el punto de vista biotecnoldgico ya que, a
partir de tres de sus intermediarios, la
kanosamina, el aminoHBA y el ASHK es
posible obtener diferentes compuestos de
importancia farmacéutica (Figura 1). La

kanosamina es un antibiético aminoglucdsido

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1

(Vetter et al., 2013). El aminoHBA es un
componente comun en una amplia variedad
de metabolitos secundarios de las familias de
las ansamicinas, ansamitocinas y salinicetales
gue incluyen antibiéticos, anticancerigenos y
antioxidantes (Kang et al., 2002). Mientras
gue el ASHK es un compuesto aroméatico que
posee varios centros estereogénicos y grupos
funcionales ordenados alrededor de un anillo
carbociclico de seis carbonos. Por estas
caracteristicas, el ASHK (al igual que el

shikimato o SHK), es un compuesto muy
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Articulos

atractivo como andamio estructural para la
sintesis de bibliotecas combinatorias y es
también una alternativa relevante para ser
utiizado como material de partida para la
sintesis quimica del antiviral tamiflu, inhibidor
de la enzima neuraminidasa de virus de
influenza (Guo & Frost, 2004; Diaz et al.,
2014).

La via del aminoshikimato esta
presente en microorganismos como A.
mediterranei, Actinosynnema pretiosum y
Streptomyces collinus y requiere de la
formacion de 1-imino-1-deoxi-D-eritrosa-4-
fosfato (iminoE4P) a partir de 3-amino-3-
deoxi-D-glucosa o kanosamina. La iminoE4P
es condensada con fosfoenolpiruvato (PEP)
para generar acido 3,4,dideoxi-4-amino-D-
arabino-heptulonico-7-fosfato (aminoDAHP);
la siguiente reaccion de la via es catalizada

por la enzima a&cido 5-deoxi-5-amino-3-

dehidroquinico (aminoDHQ) sintasa que cicla
el aminoDAHP a aminoDHQ, el cual es
deshidratado para generar acido 5-amino-5-
desoxi-3-dehidroshikimico (aminoDHS). La
Ultima reaccion de la via es la biosintesis de
aminoHBA por la enzima aminoHBA sintasa la
cual aromatiza al aminoDHS. Como estas
reacciones de formacion de aminoDAHP
hasta aminoDHS son similares a las de la ruta
del shikimato, ambas rutas se consideran
paralelas (Guo & Frost, 2004; Diaz et al.,
2014). En esta revisién se describe la via de
sintesis del ASHK y de sus intermediarios
kanosamina, el aminoHBA y el ASHK como
precursores para la sintesis de diferentes
compuestos de relevancia farmacéutica, asi
como la aplicacion de diversas estrategias de
ingenieria de vias metabdlicas para la
sobreproduccion de estos intermediarios en

sistemas de fermentacion.

HO N,

OH
Kanosamina

I

|

|

|

|

I o
| ‘

|

l

NTD

(Antibidtico) OH
HO. H

HO, 0 NH, NHy
HaNT Y Y

&H H,
Kanamicina
(Antibidtico)

Qs -OH

HO E “NH,

———————— / CH,COOH

AminoHBA

RifamicinaB
" (Antibictico)

o CH0CONH,
HaN CHy

N—
o
Mitomicina C
(Antitumoral)

Figura 1. Algunos productos derivados de los intermediarios de la via del aminoshikimato. ASHK
(acido aminoshikimato); aminoHBA (acido 3-amino-5-hidroxibenzoico); NTD (3,3
neotrehalosadiamina); (Modificado de Vetter et al., 2013; Floss et al., 2011; Guo & Frost, 2002a, b).
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Via del aminoshikimato.

Reacciones de la via del aminoshikimato en
Amycolaptosis mediterranei.

De acuerdo con la propuesta de Guo
& Frost (2002a, b), la via del ASHK puede ser
divida en dos etapas (Figuras 2y 3):
Etapa de sintesis de iminoE4P. La UDP-
glucosa es reducida a UDP-3-ceto-D-glucosa
(UDPCG) por accién de la enzima UDP-D-
glucosa deshidrogenasa (rifL) en una reaccion
dependiente de NAD*. La UDPCG es
transformada a UDP-kanosamina en una
reaccion catalizada por de la UDP-ceto-D-
glucosa aminotransferasa (rifK) generando
UDP-kanosamina; esta molécula es
transformada a kanosamina por la UDP-
kanosamina fosfatasa (rifM); la kanosamina
es fosforilada por la kanosamina cinasa (rifN)
generando kanosamina-6-fosfato (K6P) que
se isomeriza a 3-amino3-desoxi-D-fructosa-6-

fosfato  (aminoF6P) por accién una

fosfokanosamina isomerasa; la aminoF6P
junto con ribosa-5-fosfato son convertidas a 1-
imino-1-desoxi-eritrosa-4-fosfato (iminoE4P) y
sedoheptulosa-7-fosfato (S7P) por accion de
una transcetolasa (orfl15).

Etapa de sintesis de aminoHBA. La
iminoE4P es condensada junto con el PEP
para formar aminoDAHP en una reaccién
catalizada por la enzima aminoDAHP sintasa
(rifH), posteriormente el aminoDAHP es
transformado a 5-amino-5-desoxi-3-
deshidroquinato (aminoDHQ) por la
aminoDHQ sintasa (rifG), el aminoDHQ es
deshidratado a 5-amino-5-desoxi-3-
deshidroshikimato (aminoDHS) por la enzima
aminoDHQ deshidratasa (rifJ), finalmente, el
aminoDHS es transformado a aminoHBA por
la aminoHBA sintasa (rifK). En A. mediterranei
el aminoHBA se incorpora a la ruta de sintesis

de la rifamicina B (una ansamicina).

OH OH OH
HO Q — e 0 —_ » HO O e HO O
HO . H,MN
OH RifL d H i HoN H RifM 2 H
OUDP upp UDP OH
UDP-Glucosa UDPCG UDP-Kanosamina Kanosamina
RIifN
_ Transcetolasa P—0
CH=NH orf1s @®oHC ,  Of
H——O0H HO 0
H——OH {oN H-N
Lo CH,0H  KOP 2 OH
H,0—P isomerasa OH
iminoeap  >7P AminoF6p Kep

Figura 2. Etapa de sintesis de iminoE4P en A. mediterranei. Los grupos en rojo estan involucrados
en la reaccion enzimatica. UDPCG, UDP-3-ceto-D-glucosa; K6P, kanosamina-6-fosfato; aminoF6P,
3-amino3-desoxi-D-fructosa-6-fosfato; iminoE4P, imino-eritrosa-4-fosfato; S7P sedoheptulosa-7-
fosfato; R5P, ribosa-5-fosfato (Modificado de Gou & Frost, 2002a,b).
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Figura 3. Segunda etapa de la via del aminoshikimato (ASHK) en A. mediterranei (abajo) y via del
shikimato (SHK) en E. coli (arriba). Los grupos en rojo participan en la reaccion respectiva.
aminoDAHP, acido 3,4,dideoxi-4-amino-D-arabino-heptulonico-7-fosfato; aminoDHQ, acido 3-
amino-3-desoxi-deshidroquinico; aminoDHS acido-3-amino-3-desoxi-deshidroshikimico, ASHK (3-
amino-3-desoxishikimato); aminoHBA, acido 3-amino-5-hidroxibenzoico; DAHP, 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato-7-fosfato; DHQ, acido 3-dehidroquinico; DHS, acido 3-dehidroshikimico; (rifH) y
aroFGH, (amino)DAHP sintasa; (rifG) y aroB, (amino)DHQ sintasa; (rifJ) y aroD, (amino)DHQ
deshidratasa; rifk, aminoHBA sintasa; (rifl) y aroE, (amino) shikimato deshidrogenasa (modificado
de Gou & Frost, 2002a, b; Diaz et al., 2014).

Los genes codificantes para las S. arenicola. En el cluster rif también se
enzimas de sintesis de rifamicina se encuentra el gen rifl que codifica para una
encuentran en un clister denominado rif en el enzima con actividad in vivo de
genoma de A. mediterranei. En el cluster rif de aminoshikimato deshidrogenasa que puede
A. mediterranei también se encuentran otros reducir aminoDHS a ASHK (Guo y Frost,
genes involucrados en la sintesis y transporte 2002a, b).

de la rifamicina B. Clusteres similares han sido

encontrados en microrganismos del género Ingenieria de vias metabdlicas para la
Streptomyces flaveolus, S. hygroscopicus, S. produccion de intermediarios de la via del
achromogenes, S. collinus, S. lavendulae y en ASHK.

otros microorganismos como A. pretiosum y
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La ingenieria de vias metabdlicas
(IVM) busca manipular el metabolismo de los
microorganismos con el fin de generar cepas
capaces de sobreproducir metabolitos de
relevancia industrial por medio de la
aplicacion de ingenieria genética (Lee et al.,
2019). En la IVM se suelen usar herramientas
de otras éareas de conocimiento como la
biologia de sistemas, biologia sintética,
evolucién adaptativa en laboratorio, ciencias
Omicas y bioinformatica; por lo que es
denominada en ocasiones ingenieria
metabdlica de sistemas (systems metabolic
engineering) (Choi et al., 2019).

Dado la relevancia de la kanosamina,
el aminoHBA y el aminoshikimato se han
explorado estrategias para aumentar su
produccion, incluida la IVM en hospederos
heterélogos (Tabla 1). Una primera estrategia
consiste en aumentar la disponibilidad de
kanosamina o kanosamina-6-fosfato por lo
que se deben buscar formas eficientes de
canalizar glucosa hacia su via de sintesis (Fan
etal., 2016), sin afectar el flujo de glucosa a la
glucdlisis y la via de las pentosas fosfato pues
se pondria en riesgo la capacidad de
crecimiento del fondo genético. Dado que la
kanosamina presenta actividad antibiética es
necesario evitar también su acumulacion
mediante su rapida conversién a iminoE4P; el
fondo genético deberia tolerar la presencia de
este antibiético (Guo y Frost, 2007).

De forma relevante, dado que las

reacciones de formacion de aminoDAHP y
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posteriores son similares a las de la ruta del
SHK, la aplicacién de diversas estrategias
previamente usadas para la sobreproduccion
de SHK y otros compuestos aromaticos
podrian ser aplicadas a la sintesis de ASHK 'y
aminoHBA (Diaz et al., 2014; Rodriguez et al.,
2014). Mientras que algunos genes de la via
del ASHK podrian sustituirse por los de la via
del SHK reduciendo la cantidad de genes
heter6logos necesarios, sin embargo, también
se debe considerar evitar la competencia
entre las rutas de SHK y ASHK (Diaz et al.,
2014; Guo y Frost, 2002a, b).

Estrategias de IVM para la sintesis de
kanosamina.

La kanosamina o 3-amino-3-desoxi-
D-glucosa consta de un grupo amino
sustituyendo al grupo hidroxilo de la glucosa
en el carbono 3 y es considerada el Unico
antibiético aminoglucésido monomérico. Fue
identificada originalmente como componente
de la kanamicina producida por Streptomyces
kanamyceticus (Umezawa et al., 1967).
Posteriormente la kanosamina fue aislada de
caldos de fermentacién de Bacillus de la
kanamicina producida por Streptomyces
kanamyceticus (Umezawa et al.,, 1967).
Posteriormente la kanosamina fue aislada de
caldos de fermentacion de Bacillus pumilus
(originalmente denominado Bacillus

aminoglucosidicus), Bacillus cereus y
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Tabla 1. Reportes de Ingenieria de vias metabdlicas para la produccion de intermediarios de la via

del aminoshikimato.

Cepa

E. coli
SP1.1/pSN1.2
92

Bacillus
pumillus
ATCC 21143

Streptomyces
coelicolor
YU105/
pHGF7612

E. coli BL21
(DE3) /
pKW255

E. coli BAP1
pKW255/
pKW256

E. coli
BAP1/pKW25
5

A.
mediterranei
ATCC
21789/pJG8.2
192

E. coli
SP1.1/pJG6.1
81B

E. coli
SP1.1/pJG11.
265

Compuest

(0]

Kanosamin

a

Kanosamin

a

aminoHBA

aminoHBA

P8/1-0G

aminoHBA

ASHK

ASHK

ASHK

Genotipo

RB791 serA::aroB
aroL::Tnl10
aroK::CmR trc/
ndcA ntdB ntdC

Cepa silvestre

YU105 pact/ rifG
rifH rifK rifL rifM rifN
rifJ

BL21 T7/ rifH rifK
rifL rifM rifN asm47
asm23

BAP1 T7/ rifH rifK
rifL rifM rifN asm47
asm23 pccB accAl

riflLM+rifM1
rifM2+rifM3

BAP1 T7/ rifH rifK
rifL rifM rifN asm47
asm23

ATCC 21789 amy/
rifl

RB791 serA::aroB
aroL::Tnl10
aroK::CmR tac/ rifH
aroE serA tktA glK

RB791 serA::aroB
aroL::Tnl10
aroK::CmR tac/
yhjJ yhjL rifH aroE
serA tktA

Condiciones de cultivo

Cultivo en lote
alimentado en medio
rico
Lote alimentado
adicionado con harina

de soya, soitona y NaCl

Medio R5 modificado sin

Sacarosa

Medio M9 en matraz

agitado

Cultivo lote alimentado
en fermentador en
medio F1

Medio LB en matraz
agitado
Cultivo en fermentador
en medio adicionado
con 32 g/L de harina de
soyay 7.5 g/L
(NH4)2S04
Cultivo lote alimentado
en medio minimo con
glucosa y kanosamina
Medio minimo en

fermentador con 10 g/L
de (NH4)2S04

ASHK = aminoshikimato; aminoHBA = acido 3-amino-5-hidroxibenzoico.

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1

Titulo
(g/L)

20

0.45-
0.50

0.0031

trazas

0.055

0.2

1.1

0.06

Referencia

Nisthala, 2018

Gou & Frost,
2001

Yu et al., 2001

Watanabe et al.,
2013

Watanabe et al.,
2013

Rude et al., 2006

Gou & Frost,
2004

Gou & Frost,
2004

Gou & Frost,
2007
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de la kanamicina producida por Streptomyces
kanamyceticus (Umezawa et al., 1967).
Posteriormente la kanosamina fue aislada de
caldos de fermentacion de Bacillus pumilus
(originalmente denominado Bacillus
aminoglucosidicus), Bacillus cereus vy
Streptomyces lansus (Umezawa, 1968;
Milner, 1996; Dolak, 1980).

La kanosamina presenta actividad
antibidtica contra algunas bacterias y hongos
entre los que se incluyen fitopatbgenos como
Phytophthora medicaginis, Venturia
inaequalis y Ustilago maydis asi como cepas
patébgenas de humanos como Escherichia
coli, Salmonella y Candida albicans (Janiak &
Milewki., 2001). Las concentraciones minimas
inhibitorias de la kanosamina son altas y no
puede ser usada como antibidtico comercial,
sin embargo, su actividad se ve beneficiada
de forma sinérgica en presencia de otros
antibioticos como la swittermicina A, por lo
que cepas productoras de estos compuestos
podrian ser usadas en control biolégico de
fitopatégenos (Milner et al., 1996). Ejemplo de
esto es la cepa de B. cereus UWS85 que ha
mostrado ser efectiva para el control del mal
del talluelo de Ila alfalfa causada por
Phytophthora medicaginis. Se ha reportado
que esta cepa de B. cereus logra acumular 2.2
pg/ml de kanosamina en cultivos en
fermentador, aunque el titulo final varia de
acuerdo con la composicién del medio de
cultivo (Milner et al.,, 1996). Experimentos
realizados en C. albicans demuestran que la

kanosamina es fosforilada facilmente por la
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hexocinasa, la K6P actia como inhibidor
competitivo de la enzima glucosamina-6-
fosfato sintasa deteniendo la sintesis de pared
celular (Janiak & Milewki, 2001). La adicion de
N-acetil-glucosamina en una concentracién de
10 mM recupera la capacidad de crecimiento
en presencia de kanosamina (lwai et al., 1977;
Janiak & Milewki., 2001).

En  microorganismos como A.
mediterranei y B. pumilus la kanosamina es
sintetizada a partir de UDP-glucosa en tres
reacciones enzimaticas. La primera es una
oxidacion de la glucosa dependiente de NAD*
en el carbono 3, seguida de una
transaminacion dependiente de glutamina,
posteriormente el UDP es hidrolizado (Figura
2). En 2013, Vetter y colaboradores
reportaron en B. subtilis una ruta de
biosintesis de kanosamina alternativa a la
reportada previamente en A. mediterranei, en
la que la kanosamina participa como un
intermediario en la ruta de biosintesis del
antibiotico 3,3'-neotrehalosadiamina (NTD),
un antibiético descrito originalmente en B.
pumilus y B. circulans, el cual presenta
actividad inhibitoria contra Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae y
curiosamente al mismo B. pumilus (Tsuno,
1986). En B. subtillis (Figura 4) la glucosa-6-
fosfato es oxidada a 3-ceto-3-desoxi-D-
glucosa-6-fosfato (30G6P) por accion de la
enzima 30G6P deshidrogenasa (ntdC) en una
reaccion dependiente de NAD*. La 30OG6P es
posteriormente transformada a K6P por

accion de la 30G6P aminotransferasa (ntdA);
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en esta reaccion el grupo amino es cedido por
el L-glutamato que es transformado a
oxoglutarato. La K6P es transformada a
kanosamina por la kanosamina fosfatasa
(ntdB), para continuar la ruta de produccion de
NTD. Para la produccién mediante IVM de
kanosamina, aminoHBA o ASHK, la via en B.

subtilis tiene la ventaja de que permite generar

kanosamina a partir de glucosa-6-fosfato en
Mmenos reacciones enzimaticas y no requiere

de UDP-glucosa.

2-oxoglutarato #—————— L-Glutamato

O_@ NAD* NADH+H* 0@ /\

PMP
HO O 4—#’ HO% 4;4}
HO H “ou NtdC oF H ™ou

G6P 30G6P

o@ O

H,N gy NtdB HoN

K6P Kanosamina

Figura 4. Sintesis de kanosamina en B. subtillis, los grupos en rojo estan invocados en la reaccién
respectiva. G6P, glucosa-6-fosfato; 30G6P, 3-oxoglucosa-6-fosfato; K6P, kanosamina-6-fosfato;
PLP, coenzima piroxidal fosfato; PMP, piridoxamina fosfato; NtdC, glucosa-6-fosfato-3-
deshidrogenasa; NtdA, 3-oxoglucosa-6-fosfato-glutamato aminotransferasa; NtdB, K6P fosfatasa

(Tomado de van Straaten et al., 2013).

B. pumilus es el microorganismo que
mas acumula kanosamina por lo que es
cominmente utilizado para la produccion de
este metabolito. Guo & Frost (2004), han
logrado la producciéon de hasta 20 g/L de
kanosamina en cultivos en lote alimentado
con la cepa B. pumilus ATCC 21143 en un
medio de cultivo que contiene glucosa, harina
de soya, soytona (hidrolizado comercial de
soya) y cloruro de calcio. Estos cultivos se
realizaron con la finalidad de aprovechar la
kanosamina para su posterior conversion en
ASHK. Por otro lado, B. pumilus K-169-B61 en
un medio de cultivo rico optimizado se reportd
la produccion de hasta 700 pg/ml de NTD
(Tsuno, 1986).
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Més recientemente Nisthala (2018),
clon6 los genes ntdC, ntdB y ntdA en un
operén regulado por el promotor trc en el
plasmido pSN1.292 que fue utilizado para
transformar a la cepa de E. coli SP1.1. Esta
cepa ha sido previamente usada para la
produccion de SHK cuya principal
caracteristica es que tiene las dos isoenzimas
de shikimato cinasa inactivadas (aroK-, aroL")
(Chandran et al., 2003). En cultivos en lote
alimentado en un medio rico la cepa
transformante fue capaz de acumular 8 g/L de
kanosamina y 10.8 g/L de SHK, mientras que
en un medio minimo se obtuvieron 6 g/L de
kanosamina y 1.3 g/L de SHK. En
fermentaciones similares en medio rico

usando a la misma cepa transformada con un
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plasmido que solo incluye los genes ntdB y
ntdC se obtuvieron 1.7 g/L de kanosamina y
7.6 g/L de SHK, lo que indica que E. coli es
ligeramente capaz de desfoforilar al la K6P, La
acumulacion de SHK se debe a la inactivacion
de las dos isoenzimas de shikimato cinasa.
Curiosamente en estos cultivos no se
encontr6 ASHK debido posiblemente a que la
fraccion de kanosamina convertida a
iminoE4P tiende a hidrolizarse rapidamente a
E4P, el cual finalmente se convierte en SHK,
mientras que las isoenzimas de DAHP sintasa
(aroFGH) no serian capaces de catalizar la
reaccién de formacion de aminoDAHP (Guo y
Frost, 2002a, b).

Estrategias de IVM para la sintesis de
aminoHBA

El aminoHBA es el precursor
universal de las familias de metabolitos
secundarios conocidos como ansamicinas,
ansamitocinas y saliniciteles, entre estos
compuestos se incluye al antibiético rifamicina
B, producidos de manera natural por las
actinobacterias y que es utilizada para el
tratamiento de la tuberculosis y compuestos
antitumorales como la geldanamicina y la
ansamitocina (Floss et al., 2011). La
estructura del aminoHBA presente en estos
antibiéticos consta de un anillo aromatico con
un carbono adicional y un nitrégeno en arreglo
meta. Esta estructura es conocida como
mC-N y funciona como la unidad de inicio de
sintesis de estos policétidos (Floss et al.,

2011). Se han descrito varios clisteres
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biosintéticos relacionados con la sintesis de
antibiéticos derivados del aminoHBA que
estan presentes en actinobacterias tales como
Streptomyces coelicolor, S. collinus, S.
hygroscopicus y A. pretiosum (Floss et al.,
2011). El primer cluster descrito es el del
antibiotico rifamicina B de A. mediterranei, el
cual consta de 5 genes que codifican para
policétido sintasas y una amida sintasa (rifA-
F), los genes para la sintesis de aminoHBA
(rifG-J, K-N), ademas de genes involucrados
en la regulacién, procesamiento y exporte de
dicho antibiotico. Existen clusteres adicionales
para la produccién de metabolitos derivados
del aminoHBA tales como el de produccién de
ansatrianina de S. collinus, que posee dos
clusteres, uno con genes de ansatrianina y los
genes del cluster rif y el segundo clister
asociado con genes putativos de la biosintesis
de naftomicina y genes homologos del clister
rif. De igual manera, S. hygroscopicus posee
los clusteres AHBA-N y AHBA-B, el primero
de ellos asociado con genes putativos de la
biosintesis de naftomicina y el segundo con
genes de geldanamicina, en este Ultimo estan
presentes dos copias homologas de rifG, pero
carece de rifH. Por su parte, el clister de
ansamitocina de A. pretiosum posee dos
copias de los genes rifK, una de ellas asociada
al cluster principal de ansamitocina donde se
encuentran homologos de rifd y rifN, y el
segundo dentro de un grupo de genes que
contienen homologos de rifL, rifM y rifG.
Mientras que Actinosynnema mirum posee

otro arreglo en donde dos genes homologos a
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rifk se encuentran separados 112 Kb uno de
otro y asociados con genes de las policétido
sintasas de ansamitocina. De manera general,
estos hallazgos permiten identificar que los
genes rifK, rifL, rifM y rifN, involucrados en los
primeros pasos de la sintesis de aminoDAHP
son imprescindibles, mientras que los
involucrados en los pasos posteriores de la
via del ASHK pueden estar ausentes y ser
sustituidos por los genes de la via paralela del
SHK (Floss, 2011).Como se ha sefialado, la
sintesis de metabolitos derivados del
aminoHBA es compleja pues involucra
mdltiples genes, ademas de que,
dependiendo  del microorganismo, se
encuentran  organizados en diferentes
arreglos. Para el caso de la biosintesis de
ansamicinas, una vez que el aminoHBA es
sintetizado, éste tiene que pasar por una serie
de modificaciones que involucran su
activacién, elongacién y ensamblado por una
policétido sintasa (RifA), enzima de 530 kDa
que requiere de metilmalonil-CoA y malonil-
CoA para la elongacion. Para el caso de la
geldamicina y las ansamitocinas, también se
requiere de metoximalonil-ACP (proteina
acarreadora de acilos) (Rude y Khosla, 2006).

A la fecha se han obtenido cepas de
actinobacterias sobreproductoras de
metabolitos secundarios a partir de distintos
enfoques entre los que incluyen mutagénesis
tradicional e ingenieria genética (Baltz, 2011).
Sin embargo, también resulta atractivo buscar
su sobreproduccion usando fondos genéticos

heterélogos cuyo metabolismo sea mas
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conocido, que puedan ser facilmente
manipulados genéticamente y que puedan
crecimiento en medios cultivo simples (Weber
et al., 2014). Como el aminoHBA funciona
como unidad de inicio, su sobreproduccion es
un primer paso hacia la produccion mediante
IVM de compuestos derivados (Rude &
Khosla, 2006). Con este fin se han generado
cepas de E. coli con varias modificaciones
genéticas, tales como el ensamblado de
operones multigénicos con 5 genes de A.
mediterranei (rifH, -K, -L, -M y -N), 2 genes
homélogos de A. pretiosum (asm47 y asm23)
gue suplen la funcién de las proteinas RifG y
RifJ respectivamente y 2 genes de S.
coelicolor (pccB y accAl) involucrados en la
sintesis de metilmalonil-CoA (Watanabe et al.,
2003). En dicho trabajo se logré producir 3.1
mg/L de aminoHBA a partir de glucosa en
medio minimo utilizando un fermentador de 10
L. Una vez obtenida esta unidad primaria, el
siguiente paso fue sintetizar el intermediario
de la rifamicina, el compuesto P8/1-OG. Este
compuesto es el producto de la policétido
sintasa RIfA, la cual esta conformada por 4
modulos cada uno con dominios y actividades
enzimaticas involucradas en la activacion y
elongacion del aminoHBA. Debido a que no
fue posible sobreexpresar el polipéptido
completo, los 4 médulos de RifA se dividieron
en 2 construcciones genéticas por separado.
Las dos proteinas truncas se lograron
expresar en E. coli, obteniéndose trazas de
P8/1-0G y 2.5 mg/L del compuesto N-acetil

P8/1-OG en un cultivo en lote alimentado
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(Watanabe et al., 2003). Otra aproximacion
para la sintesis de las ansamicinas en E. coli
consiste en sobreexpresar los genes
responsables de la produccién de las
unidades de elongacién del aminoHBA, como
es el caso de los genes fkbG, -H, -I, -J y -K de
S. hygroscopicus involucrados en la sintesis
del metoximalonil-ACP utilizado por la
policétido sintasa de la via de sintesis de las
geldamicinas (Rude y Khosla, 2006).

Otra aproximacion para la produccion
de aminoHBA fue la sobreexpresion del
cluster rifG-N en S. coelicolor que resulto ser
suficiente, al menos en este hospedero, para
producir de 350 a 400 mg/L de aminoHBA (Yu
et al., 2001). Por su parte, la delecion de rifG
(aminoDHQ sintasa) y rifJ (aminoDHQ
deshidratasa) en S. coelicolor reduce la
produccion de aminoHBA en un 90%,
mientras que la ausencia de rifH
(aminoDAHPsintasa) elimina la sintesis de
dicho precursor. Por su parte, la inactivacion
de estos mismos genes en la cepa silvestre de
A. mediterranei disminuye del 1 al 10% la
producciéon de rifamicina (Yu et al., 2001).
Estos resultados sugieren que las enzimas
correspondientes a la via de sintesis del SHK
como la DHQ sintasa (aroB) y la DHQ
deshidratasa (aroD) pueden suplir la funcion
de aquellas de la ruta del aminoHBA y utilizar
los compuestos aminados anéalogos (Yu et al.,
2001).

Con el objetivo de determinar el papel
de los genes involucrados en la primera parte

de la via, la sintesis de iminoE4P, se han
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realizado trabajos preliminares en los que se
expresan los genes rifL y rifK, el producto del
primero esta involucrado en la reduccién de
UDP-glucosa a  UDP-3-ceto-D-glucosa,
mientras que en el segundo caso ademas de
su papel como aminoHBA sintasa, tiene una
segunda funcion como aminotransferasa,
responsable de transformar la UDP-3-ceto-D-
glucosa en UDP-kanosamina. La expresion
individual de rifL en E. coli generé cuerpos de
inclusién, mientras que al ser co-expresada
con rifK, se logré observar en geles SDS las
bandas correspondientes a cada una de las
proteinas. Estos resultados sugieren un
posible complejo entre ambas proteinas que
provee de estabilidad estructural o funcional a
cada una de ellas (Floss et al., 2011). Existe
un panorama amplio de posibilidades para
seguir caracterizando las diferentes vias de
sintesis de policétidos naturales derivados del

aminoHBA.

Estrategias de IVM para la sintesis de
aminoshikimato
El ASHK (acido

deoxishikimico) recibe su nombre por ser un

5-amino-5-

analogo del SHK con la diferencia de que en
el carbono 5 se sustituye al grupo hidroxilo por
un grupo amino, el ASHK fue inicialmente
propuesto como un posible precursor en la
ruta de biosintesis de aminoHBA. El ASHK no
ha sido encontrado en cepas silvestres y su
papel en el metabolismo no esta claro, pues
no participa en la ruta de biosintesis del
aminoHBA (Peek & Christendat, 2015). Se ha

21



Articulos

demostrado que el ASHK puede ser
sintetizado por via enzimatica in vivo e in vitro
a partir de aminoDHS (Guo & Frost, 2002a), y
puede ser obtenido mediante sintesis quimica
a partir de shikimato (Kim et al., 1992). Como
la via del SHK esta presente solo en plantas,
bacterias, algas, hongos y parasitos del
género aplicomplexa y su funcion de sintesis
de aminoacidos aromaticos es esencial (figura
2), las enzimas de esta ruta son un excelente
blanco para el desarrollo de antibidticos,
antimicoéticos, antiparasitarios, herbicidas y
herramientas de control biolégico de plaga.
Estos compuestos deberian ser inocuos para
aves, mamiferos, reptiles y anfibios dada la
ausencia de la ruta en estos organismos
(Diaz-Quiroz et al., 2018; Amer et al., 2008).
Como los intermediarios de la via del ASHK
son similares a los de la via del shikimato, los
primeros podrian ser un excelente andamio
para la generacion de bibliotecas quimicas
para el desarrollo de inhibidores de esta via
(Pansegrau et al., 1991).

Bajo este enfoque Pansegrau vy
colaboradores (1991), obtuvieron ASHK a
partir de SHK por sintesis quimica y
posteriormente ASHK-3-fosfato por via
enzimatica, este compuesto demostré ser un
inhibidor competitivo ante la enzima ESPS
sintasa, que cataliza la formacion de 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato  (EPSPS) a
partir de la reaccion de PEP en el carbono 5
del shikimato-3-fosfato (S3P); la sustitucion
del grupo hidroxilo en el carbono 5 por el

grupo amino evita que la formacion de ESPS
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se lleve a cabo. Un estudio mas reciente
demuestra que uno o dos sustituyentes
voluminosos pueden ser agregados al grupo
amino del ASHK, lo que les da capacidad de
inhibir a la enzima shikimato deshidrogenasa
de los patdégenos humanos Mycobacterium
tuberculosis y Helicobacter pylori (Prado et al.,
2016). Estos experimentos demuestran que
compuestos derivados del ASHK tienen
potencial para el desarrollo de inhibidores de
enzimas de la via del SHK.

Por otro lado, el ASHK ha ganado
interés por ser un atractivo precursor del
oseltamivir fosfato (OSP) o Tamiflu® que
presenta actividad contra distintos subtipos de
virus de influenza, incluidos HIN1 y la
influenza aviar (A5N1) (Diaz et al., 2014). El
OSP actta deteniendo el ciclo litico del virus
mediante la inhibicion de la neuraminidasa,
una enzima presente en la céapside de los
viriones sintetizados en el interior de la célula
infectada, que escinde la union entre la
hemaglutinina de la capside de los viriones y
el acido sialico de los receptores de
membrana en la célula infectada, lo que
permite a los viriones continuar su ciclo litico
(Ward et al., 2005). Actualmente el OSP es
sintetizado quimicamente a partir de SHK que
originalmente era obtenido Unicamente, con
bajo rendimiento, por extraccion del anis
estrella, un fruto del arbol lllicium verum (Diaz
et al., 2014). En las dltimas décadas la
constante aparicion de pandemias de
influenza generé alta demanda de OSP y por

lo tanto de SHK cuya cantidad ofertada llegd

22



Articulos

a ser insuficiente, dejando a gran parte de la
poblacién mundial desprotegida ante esta
amenaza, principalmente en paises en
desarrollo, por lo que fue necesario explorar
nuevas alternativas de produccién de SHK
(Martinez et al., 2015).

Actualmente, mediante la aplicacién
de IVM se han desarrollado varias de cepas
de E. coli productoras de SHK con las que se
han obtenido titulos de hasta 84 g¢g/L y
rendimientos de hasta 43 % mol/mol usando
medios ricos con glucosa como sustrato. Sin
embargo, el titulo mas alto reportado de SHK
es de 151 g/L con rendimientos de hasta 56 %
en una cepa de Corynebacterium glutamicum
aplicando diversas estrategias de IVM y un
sistema de cultivos de células en reposo
(Kogure et al., 2016; Bibal et al., 2018). En
general las estrategias se han enfocado en
aumentar la disponibilidad de E4P y PEP, asi
como de evitar pasos limitantes en la ruta y
evitar la conversion de SHK a otros
subproductos (Martinez et al, 2015;
Rodriguez et al., 2014). En algunos de los
procesos actuales de sintesis de OSP se
requieren cuatro etapas para incorporar el
grupo amino en la posicion 5 del SHK, por lo
que sustituir al SHK por ASHK eliminaria
operaciones de reaccion y separacion en los
procesos industriales, lo que se podria
traducir en menor costo de produccion, a la
vez que aumentaria la productividad y el
rendimiento global del proceso (Diaz et al.,
2014; Guo y Frost, 2007, 2004; Karpf, 2005).
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En el cluster rif de A. mediterranei se
encuentra el gen rifl que fue propuesto como
una quinato o SHK deshidrogenasa putativa
(Peek & Christendat, 2015). Guo & Frost
(2004), lograron la primera sintesis
microbiana de ASHK a partir de glucosa
mediante la sobrexpresion de rifl en el
plasmido pJG8.219A en la cepa A.
mediterranei ATCC 21789 en cultivos en lote
alimentado, obteniendo 0.2 g/L de ASA, con
un rendimiento molar de 0.4% y 1.4 g/L de
rifamicina B; dado que no se encontrd
aminoquinato en el medio de cultivo, se da por
hecho que esta enzima tiene actividad in vivo
de aminoshikimato deshidrogenasa. Sin
embargo, el papel de rifl y del ASHK en la
sintesis del aminoHBA permanece incierto, se
piensa que su papel sea posiblemente regular
el flujo de carbono hacia la ruta de biosintesis
de ansamicinas (Peek & Christendat, 2015).

Alternativamente Guo & Frost (2004),
han propuesto un cultivo en dos etapas para
la produccién de ASHK, en la primera etapa
se utiliza a B. pumilus como productor de
kanosamina que es posteriormente
transformado a ASHK por cepas
recombinantes derivadas de E. coli SP1.1.
Una de estas cepas sobreexpresa los genes
gue codifican para shikimato cinasa (aroE),
trancetolasa (tktA) y aminoDAHP sintasa (rifH)
y el gen de glucosa cinasa (gIK) en el plasmido
pJG6.181B (usado para fosforilar a la
kanosamina). Con esta estrategia se obtuvo
un titulo de 1.1 g/L de ASHK, con un

rendimiento global de 5 % y contaminacién
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con SHK de 3.4 g/L. Esta estrategia valida el
concepto de que no todas las enzimas
heterélogas de la via de ASHK son necesarias
para la sintesis de este compuesto, pudiendo
ser sustituidas por las de la via del SHK del
hospedero (E. coli), y que especificamente
catalizan las  siguientes  reacciones:
conversion de K6P a iminoE4P por accion de
la transcetolasa (tktA), conversion de
aminoDAHP a aminoDHQ por la enzima DHQ
sintasa (aroB), conversién de la aminoDHQ a
aminoDHS por la enzima DHQ deshidratasa
(aroD) y conversion de aminoDHS a ASHK
por la shikimato deshidrogenasa (aroE). La
aplicacion industrial de este proceso de
sintesis de ASHK se ve limitada pues se
requieren dos fermentaciones y varias etapas
de purificacion de la kanosamina.

Una tercera propuesta de Guo & Frost
(2007), utiliza la cepa recombinante E. coli
SP1.1/ pJG11.233 que es capaz de producir
ASHK en un cultivo en una sola etapa, esta
cepa derivada de SP1.1 sobreexpresa el
plasmido pJG11.233 con los genes yhjL y
yhjJ, (ndtC y ntdA) para sintesis de K6P
(Inakota et al., 2003), ademas de rifH, aroE,
serA, tktA. La K6P que se transforma en
aminoF6F por la enzima glucosa-6-fosfato
isomerasa (pgi) nativa de E. coli y
posteriormente es transformada a iminoE4P
por la transcetolasa (tktA) nativa de E. coli; la
aminoDAHP (rifH) de A. mediterranei
condensa la iminoE4P con PEP para generar
aminoDAHP que es transformado a ASHK

aprovechando los genes nativos de E. coli de
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la ruta del SHK. Con esta estrategia se logré
una produccién de ASHK de 0.06 g/L, trazas
de kanosaminay 3.10 g/L de SHK.

Si bien estas estrategias son prueba
de concepto de que el ASHK puede ser
producido mediante la aplicacién de IVM en A.
mediterranei y E. coli, los bajos titulos y
rendimientos y la contaminacién con SHK son
una limitante para su implementacién a escala
industrial, lo que representa una oportunidad
para el desarrollo de mejores cepas

productoras.

Conclusiones

La kanosamina, el aminoHBA y el
aminoSHK son compuestos derivados de la
via del ASHK con potencial industrial. Se han
aplicado diferentes estrategias de IVM para el
desarrollo de cepas sobreproductoras de
estos compuestos, sin embargo, solo se han
alcanzado rendimientos y titulos bajos. En el
caso de la kanosamina y el aminoHBA, las
estrategias se han limitado principalmente a
sobreexpresar los clusteres de produccion.
Los experimentos de produccion de ASHK
ponen en evidencia que es fundamental
aumentar la disponibilidad de PEP e
iminoE4P, y por tanto la capacidad de
produccion de kanosamina o K6P. La
limitacibn de PEP podria ser minimizada
aplicando estrategias previamente reportadas
para produccion de SHK y otros compuestos
aromaticos. Por otro lado, la mayor parte del
carbono es canalizado a la via del SHK por lo

gue se deben buscar estrategias que permitan
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reducir la competencia de sustrato (SHK vy

ASHK) entre ambas vias.
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RESUMEN

Los avances en la ingenieria metabdlica y celular han resultado en un amplio desarrollo de fabricas
celulares con la capacidad de producir diversas moléculas de interés comercial. Escherichia coli es
una de las fabricas celulares méas importantes de la industria. La produccion industrial de metabolitos
de interés se realiza en cultivos de alta densidad celular, pues éstos maximizan los rendimientos de
biomasa y producto. Una limitacion de estos cultivos es la alta concentracién de sustrato requerida
principalmente en los cultivos por lote, la cual lleva a una alta tasa de consumo, generando un
sobreflujo metabodlico, el cual se refiere a la conversion de carbono en metabolitos indeseables
debido a una saturacion en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. Para evitar este fendmeno se han
seguido diversas estrategias que van desde la alimentacion controlada (cultivo en lote alimentado)
hasta la ingenieria metabdlica y celular. Los cultivos por lote alimentado son utilizados ampliamente,

sin embargo, estos presentan ciertas desventajas. El presente trabajo se enfocara en el uso de
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ingenieria celular para alcanzar altas densidades celulares en cultivos por lote evitando el sobreflujo
metabdlico, como una alternativa a los cultivos por lote alimentado, con énfasis la modificacién de
genes relacionados con el transporte de glucosa en E. coli.

Palabras clave: cultivos de alta densidad celular, sobreflujo metabdlico, E. coli, PTS

ABSTRACT

Advances in metabolic and cellular engineering have resulted in extensive development of cellular
factories with the ability to produce metabolites of commercial interest. E. coli is one of the most
important bacterial cell factories in the industry. The industrial production of metabolites of interest is
carried out in high cell density cultures, as these maximize the yields of biomass and product. A
limitation of these cultures is the high concentration of substrate required, which carries a high
consumption rate, generating a metabolic overflow (conversion of carbon into undesirable
metabolites due to saturation in the tricarboxylic acid cycle). To avoid this phenomenon, various
strategies have been followed, ranging from controlled feeding (fed batch culture) to genetic,
metabolic and cellular engineering. Fed batch cultures are widely used; however, these have certain
disadvantages. The present work will focus on the use of cellular engineering to achieve high cell
densities in batch mode cultures avoiding metabolic overflow, as an alternative to fed batch cultures,
with emphasis on the modification of genes related with the glucose transport in E. coli.

Key words: high density cell culture, overflow metabolism, E. coli, PTS

INTRODUCCION

Fabricas celulares

dos Ultimas las mas utilizadas (Rue et al.,
2019). Otros organismos utilizados para la

) L » produccion de proteinas recombinantes

Los avances en la ingenieria metabdlica y
. o incluyen a hongos filamentosos como

celular han permitido el desarrollo de fabricas
) Aspergillus niger y Aspergillus awamori;

celulares capaces de transformar materias
) ) ) o células de insectos como Autographa

primas en biocombustibles, quimicos,
) ) ) o californica y Spodoptera frugiperda; asi como

ingredientes  alimenticios 'y  productos
animales y plantas transgénicas (Demain y

farmacéuticos. Algunos de los organismos )
Vaishnav, 2009).

mas utilizados como fabricas celulares

incluyen a Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Bacillus subtilis y Streptomyces
coelicolor (Keasling, 2010), asi como las
lineas celulares 3T3, HelLa, BHK, HepG2,
HEK y CHO (Jayapal et al., 2007), siendo las
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A pesar que E. coli tipicamente no es utilizada
para la produccion de proteinas complejas o
proteinas que requieran modificaciones
postraduccionales, sigue siendo la fabrica

celular mas empleada a nivel académico e
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industrial, debido a que existe un gran
conocimiento acumulado sobre su genoma,
metabolismo y fisiologia, aunado a su rapido
crecimiento en medios simpes y con altos
de

recombinante (Demain y Vaishnav, 2009). En

niveles de  produccion proteina
la tabla 1 se enlistan algunos ejemplos de

biomoléculas de interés industrial producidas

en E. coli. La insulina humana producida en E.
coli por Genentech fue la primera proteina
recombinante aprobada para su uso en
humanos (Lara, 2011), aunque actualmente
las células CHO constituyen el sistema
preferencial para la produccion de proteinas
recombinantes o0 anticuerpos monoclonales

(Demain y Vaishnav, 2009).

Tabla 1. Algunos ejemplos de moléculas de interés industrial producidas en E. coli

Cepa de E. coli Producto Referencia/ compafiia
Interés alimenticio, cosmetologico y quimico
BTO03 Trealosa sintasa Chen et al., 2012
XH001 L-treonina Yang et al., 2011
BL21(DE3) Acido glutacénico Djurdjevic et al., 2010
NZN111; Acido succinico Vemuri et al., 2002; Sanchez et al., 2005
SBS110MG
FBR11 (B) Acido lactico Dien et al., 2001
ALS848 acido 3-hidroxipropanoico Suthers y Cameron, 2005; Selifonova et al.,
2002
Biocombustibes, biopolimeros y productos de bajo valor agregado
JLX7 Acido polilactico (PLA) y Jung et al., 2010; Jung et al., 2011
P(3HB-co-LA)
BW25113 Butanol Atsumi et al., 2008
DH10B Isopentanol Withers et al., 2007
KO11 Etanol Underwood et al., 2002

Biofarmacos aprobados

Admelog (inyeccién de
insulina)

Sanofi (Bridgewater, NJ, USA), 2017

Accretropin (somatropina)

Emergent Biosolutions (Rockville, MD, USA)
Cangene (Winnipeg, MB, Canada), 2008

Natpar (hormona
paratiroidea)

Shire Pharmaceuticals Ireland (Dublin), 2017

Infergen (interferon alficon-
1)

Kadmon Pharmaceuticals (Warrendale, PA,
USA), 1997

Trumenba (vacuna
meningococica del grupo B)

Pfizer (Philadelphia), 2014

Dentro de la gran variedad de productos sector de salud humana, ademas de su

biotecnolégicos, los biofarmacos tienen una impacto econdmico. En los Ultimos afios se ha

gran relevancia debido a su importancia en el observado un incremento continuo en el valor
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de mercado de los biofarmacos. Reportes
financieros de La Merie indican que las ventas
acumuladas durante el 2014 y el 2017
alcanzaron los 651 billones de ddlares

(http://www.lamerie.com).

Durante el periodo de enero de 2014 y julio de
2018, se aprobaron 155 biofarmacos en
Estados Unidos y la Union Europea. De estos,
el 52% fueron nuevos ante el mercado,

mientras que el resto se trata de biosimilares,

1.61%

6.45%

Il Lineas celulares de mamiferos
B Escherichia coli
B Saccharomyces cerevisiae

Il Sistema transgénico de mamifero

productos reformulados o con indicaciones

diferentes vy productos previamente
aprobados en otros lugares. Dentro de los
productos nuevos se cuenta con 71
ingredientes activos diferentes, de los cuales
62 son proteinas recombinantes. 52 de estas
proteinas recombinantes son expresadas en
lineas celulares de mamiferos, 1 se expresa
en un sistema transgénico de mamifero, 5 se
producen en E. coliy 4 en S. cerevisiae (Fig.

1) (Walsh, 2018).

83.87%

Figura 1. Numero de proteinas recombinantes aprobadas en diferentes organismos (con datos de

Walsh, 2018).
Cultivos de alta densidad celular

Los cultivos de alta densidad celular se utilizan
a nivel industrial ya se consideran de las
mejores estrategias de cultivo para reducir

costos al maximizar los rendimientos de

BioTecnologia, Afio 2020, Vol. 24 No. 1

biomasa y las productividades de metabolitos
o0 de proteina recombinante (Blunt et al.,
2019), ademéas de ser economicamente
viables para su introduccion en el mercado
(Lara y Ramirez, 2012) y reducir el volumen

de cultivo, facilitar la purificacion y reducir el
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consumo de agua (Lee, 1996). Se consideran concentracién que exceda los 20 g L pues al
cultivos de alta densidad celular cuando se utilizar mas que esto, el consumo de sustrato
alcanzan concentraciones de biomasa de 40 g se da a una alta velocidad, generando un
L1 o mas (Borja et al., 2014). Sin embargo, desbalance de la via glicolitica y la via de los
este tipo de cultivos tiene desventajas tales acidos tricarboxilicos, lo cual lleva a la
como la inhibicién por sustrato, transferencia produccion de acetato; a este fendmeno se le
de oxigeno limitada, formacién de productos conoce como sobreflujo metabdlico (Eiteman
inhibitorios del crecimiento y disipacion de y Altman, 2006). Se estima que la
calor limitada (Lee, 1996). acumulacion de acetato puede llegar a ser

) hasta el 15% (en masa) de la glucosa
Para lograr una alta densidad celular se

) i suministrada (Wolfe, 2005). En la figura 2 se
requieren grandes concentraciones de ) )
) muestran las rutas metabdlicas involucradas
sustrato  (generalmente  glucosa).  Sin ) ]
. " en la produccién de acetato de E. coli.
embargo, para E. coli no suele utilizarse una

Acetato
Gl Uﬁosa 4

@

v

G6P

|

2PEP

l Acetato

Piruvato

|

B-oxidacion » Acetil-CoA

Biosintesis v
de lipidos OAA

Figura 2. Rutas metabdlicas involucradas en la produccién de acetato en E. coli y su relevancia con
el resto del metabolismo. En la glicolisis, por cada mol de glucosa se generan dos de

fosfoenolpiruvato (PEP). Uno de estos es utilizado por el PTS para la fosforilacion y el transporte de
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la glucosa mediante la permeasa IICB®. A partir del catabolismo de acidos grasos se produce acetil-

CoA, el cual puede ser utilizado para la produccion de acetato.

Bajo condiciones aerobias y sin limitacion de
oxigeno, E. coli presenta una alta tasa de
consumo especifico de sustrato (gs) asi como
una alta tasa de crecimiento especifico (l) v,
sin importar la disponibilidad de oxigeno, la
bacteria tiene una tasa de consumo de

oxigeno limite (Varma y Palsson, 1994), la

cual corresponde a la tasa de crecimiento
especifico y tasa de consumo especifico de
sustrato criticas en donde comienza la
acumulacion de acetato  (Meit Y Qscrity
respectivamente) debido al sobreflujo

metabdlico (Fig. 3).

qacet

g, Critica, g; critica

doz

Figura 3. La tasa de produccion especifica de acetato (gacet) €n E. coli incrementa cuando la

bacteria presenta una tasa de consumo especifico de sustrato por arriba de un valor determinado

(0scrit). La gscrit también corresponde a la tasa de consumo de oxigeno limite gozcrit. Adaptado de

Eiteman y Altman, 2006.

El sobreflujo metabdlico ocurre debido a que
la tasa de sintesis de acetil coenzima A
(AcCoA) sobrepasa la capacidad del ciclo de
los 4cidos tricarboxilicos (TCA) para consumir
el metabolito. Debido a esto, la cantidad de
AcCoA no consumida por el TCA es llevada a
la ruta de fosfotranscetilasa (Pta)-acetato
cinasa (Ack) en donde se sintetiza acetato
(Delgado y Liao, 1997). Se ha propuesto que
la acumulacién de acetato ocurre por la

represion catabdlica de la expresion AcCoA

BioTecnologia, Afio 2020, Vol. 24 No. 1

sintetasa bajo condiciones de altas tasas de

importe de glucosa (Valgepea et al., 2010).

El sobreflujo metabdlico se presenta en una
variedad de bacterias, levaduras y células
mamiferas (Paczia et al., 2012). En levaduras,
al sobreflujo metabdlico se le denomina efecto
Crabtree y este se define como la represion de
la respiracién, bajo condiciones aerobias,
inducida por la presencia de azlcares como
fuente de carbono (Samper, 2019). Similar al

sobreflujo metabdlico en E. coli, el efecto
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Crabtree representa una desviacion de
carbono a la produccién de etanol al utilizar
concentraciones altas de sustrato (Childers et
al., 2016). Se ha discutido que este fenbmeno
es parte de una estrategia de supervivencia de
las levaduras pertenecientes al género
Saccharomyces para competir con otros
microorganismos en el consumo rapido de

sustrato (Rozpedowska et al., 2011).

A pesar de -cultivarse bajo condiciones
aerobias, las células mamiferas presentan un
alto flujo de glucosa a lactato (Hu et al., 1987).
La acumulacion de lactato lleva a una
disminucién indeseable de pH, ademas de
reducir la tasa de crecimiento y la
productividad especifica de anticuerpos
(Glacken et al., 1986). En células
cancerigenas y otras células proliferantes o en
desarrollo, la tasa de consumo de glucosa
incrementa y se forma lactato ain en la
presencia de oxigeno, a este fendbmeno se le
conoce como el efecto Warburg (Liberti y
Locasale, 2016).

A pesar de que el sobreflujo metabdlico se
encuentra descrito, no se cuenta con una
explicacion clara de su regulacion. Enjalbert y
colaboradores (2017) realizaron un analisis
dinamico del flujo metabdlico-'3C, el cual
reveld un intercambio bidireccional de acetato
entre E. coli y su ambiente, donde la ruta Pta-
AckA es central para ambas direcciones de
flujo. La modelacion cinética de esta ruta
predijo que su flujo se encuentra controlado de

manera termodinamica por la concentracion
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de acetato extracelular in vivo. A partir de una
validacion experimental se confirmé que es
posible reducir, e incluso revertir, la
producciéon de acetato dependiendo de su

concentracion extracelular.

Paczia y colaboradores (2012) realizaron
andlisis cuantitativos sobre los
exometabolomas de E. coli, C. glutamicum, B.
lichenformis y S. cerevisiae en cultivos en
reactor bajo condiciones controladas. En
todos los casos se encontraron con un
fendmeno que determinaron como sobreflujo
metabdlico “extendido”, en el cual se
acumulan subproductos primarios tales como
etanol o acetato, pero, a diferencia del
sobreflujo metabdlico, también se acumulan
intermediaros metabdlicos centrales, los
cuales se transportan fuera de la célula
posteriormente. Es posible que la conversion
de carbono a biomasa o producto se
encuentre obstaculizada por las actividades
restricciones

enzimaticas maximas,

termodindmicas y por regulaciones
metabdlicas del TCA y glicdlisis, lo cual puede

llevar a una acumulacion de intermediarios.

Zhuang y colaboradores (2011) modificaron el
modelo metabdlico a escala genémica de E.
coli ya existente (Feist et al, 2007) para incluir
una  restriccion de la.  membrana
citoplasmatica, basada en la hip6tesis de que
existe una competencia en el espacio
membranal entre transportadores de glucosa
y proteinas relacionadas con la cadena

respiratoria. En este estudio revelé6 una
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utilizacion diferencial de los citocromos y un
consumo de glucosa mayor bajo condiciones
anaerobias comparado con condiciones
aerobias. A partir de las simulaciones
realizadas, propusieron que las bacterias
modifican la composicion de su membrana
citoplasmatica de tal forma que se mantenga
una producciéon de ATP Optima mediante el
cambio entre la fosforilacién oxidativa y el

nivel de sustrato.

Szenk y colaboradores (2017) propusieron la
hip6tesis del estado real de la membrana, la
cual sugiere que el sobreflujo metabdlico en E.
coli se debe a que el crecimiento rapido hace
que las células sean mas grandes, reduciendo
la relacion de superficie/volumen. Esto
provoca una disminucion del é&rea de
membrana disponible para las proteinas
respiratorias a pesar de la demanda de
oxigeno. Esta limitaciébn requiere que se
produzca ATP mediante la producciéon de
acetato, ya que de esta forma se produce mas
ATP por unidad de area de membrana. Este
estudio demuestra que el comportamiento
celular se encuentra limitado por los tamafios

y formas de las proteinas de la célula.

Un estudio realizado por Molenaar vy
colaboradores (2009) sugirié que el sobreflujo
metabdlico es el resultado de una asignacion
global de recursos celulares, en donde se
consideran tanto las eficiencias enzimaticas,
como el rendimiento global de las rutas
metabolicas para obtener un crecimiento

Optimo sujeto a diferentes condiciones. Esto
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da nocion a que el proceso fermentativo
puede ser mas eficiente en términos del
proteoma, que la respiracion. Basan vy
colaboradores (2015) propusieron y validaron
que el costo protedmico de la generacion de
energia por respiracion supera el de la
fermentacion, lo cual lleva a la produccién de
acetato bajo condiciones de alto crecimiento.
Esta teoria fue incorporada al analisis de
balances de flujo, obteniendo un modelo
capaz de predecir de manera cuantitativa el
inicio y el alcance del sobreflujo metabdlico en

varias cepas de E. coli (Zeng y Yang, 2019).

La produccion de acetato en E. coli es
indeseable debido a que, ademas de
representar un desperdicio de carbono,
concentraciones ca. 1 g L' resultan
perjudiciales para la produccion de biomasa y
de proteina recombinante (Continero et al.,
2000). El acetato tiene un impacto negativo en
la estabilidad de proteinas intracelulares,
induce respuestas de estrés (Han & Eiteman,
2019) y su acumulacién lleva a una
acidificacion del medio lo que podria llevar a
la lisis celular (Cherrington, 1991). Para
solucionar el problema de la produccion
problema se han explorado estrategias como
la alimentacién controlada y la modificacion
genética de cepas. También se han generado
cepas mutantes con la capacidad de importar
glucosa reducida con la finalidad de reducir la

produccion de acetato (Chou y Bennet, 1994).

Como ya se menciono, la transferencia de

oxigeno suele ser una limitante en los cultivos
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de alta densidad celular debido a la baja
solubilidad de este, asi como las restricciones
operacionales del sistema. La concentracién
de saturacién del oxigeno disuelto en agua
bajo condiciones estandar (25°C, 1 atm) es de
aproximadamente 7.54 mg L (Carpenter,
1966), sin embargo, el suministro de oxigeno
se puede aumentar mediante el incremento en
la velocidad de agitacion y/o la tasa de
aireacién, el enriquecimiento del aire con
oxigeno, o bien, el suministro de oxigeno puro
(Lee, 1996). Otra estrategia que se ha
implementado de manera exitosa es el uso de
reactores presurizados, pues estos permiten
incrementar la tasa de transferencia de
oxigeno maxima (Knoll et al., 2005; Matsui et
al., 2006; Knoll et al., 2007).

La alta densidad celular es dificil de alcanzar
en cultivos por lote, pues la alta concentracion
de glucosa requerida resultaria en una gscrit, lo
que llevaria a la acumulacion de acetato (Lara
et al.,, 2008). Una estrategia para realizar
cultivos de alta densidad celular y evitar el
sobreflujo metabdlico es la operacion en por
lote alimentado. En este modo de operacion el
sobreflujo metabdlico se puede prevenir
mediante el control de la U, ya que esta se
puede disminuir al limitar nutrientes
esenciales tales como la fuente de carbono o

de nitrogeno (Riesenberg et al., 1991).

Los cultivos por lote alimentado consisten en
una fase Ilote de corta duraciéon vy
posteriormente una fase de alimentacion de

sustrato 0 medio completo. En estos cultivos,
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la tasa de alimentacion determina tanto la p
como la gs; esta tasa puede ser constante o
con un incremento ya sea lineal o exponencial
de tal forma que se evite el sobreflujo
metabdlico. En la alimentacién exponencial, la
tasa de alimentacion incrementa en
proporcién al crecimiento celular, de tal forma
que se mantenga a una [ determinada y que
la concentracion de sustrato en el medio sea
igual a cero (Korz et al., 1995). Esta tasa de
alimentacion se puede determinar mediante la

siguiente ecuacion (Ec. 1) (Jaén et al., 2013):

Uset xV eHset(t)
F= + —_— Ec.1
(e ) 55 51

Donde F es la tasa de alimentacion, pse: €s la
tasa de crecimiento especifica deseada, Yys
es el rendimiento biomasa-sustrato, ms se
refiere al coeficiente de mantenimiento, x y V
son la concentracién de biomasa y el volumen
actuales respectivamente, t es el tiempo y S;

es la concentracion de sustrato inicial.

A pesar de que este modo de cultivo se ha
implementado de manera exitosa en la
industria, presenta algunas desventajas como
una larga duracion debido a los bajos valores
de gs Y W, lo cual puede llevar a una baja
productividad global, ademas de requerir
esquemas de control adicionales y equipo
suplementario. De igual forma, pueden existir
gradientes de glucosa debido a un mezclado
imperfecto, lo que lleva a una serie de
respuestas fisiol6gicas indeseables, ya que
podrian impactar de manera negativa al

proceso (Lara, et al., 2008).
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Generalmente los cultivos por lote alimentado
se realizan en reactores instrumentados, sin
embargo, se han desarrollado estrategias que
permiten simular un lote alimentado en
matraces agitados y en placas multipozo. La
empresa BioSilta (Universidad de Oulu, Oulu)
desarroll6 un medio en el cual la glucosa se
libera de manera controlada mediante la
adicion de la enzima glucoamilasa (Panula-
Perala et al., 2008). Con este medio se han
alcanzado concentraciones celulares de hasta
15 g L% y se han obtenido mayores
rendimientos de proteinas recombinantes y
ADN plasmidico (ADNp) comparado con otros
medios comunmente utilizados (Krause et al.,
2010; Ramirez et al., 2016; Galindo et al.,
2016; Chrast et al., 2018).

Una estrategia similar en la que no se requiere
un equipamiento adicional para realizar la
alimentacion controlada, es el uso de discos
de elastbmero de silicona que contienen
cristales de glucosa. Estos fueron
desarrollados por Jeude y colaboradores
(2006), y los estudiaron en cultivos de
Hansenula polymorpha, obteniendo
rendimientos de biomasa similares a
reactores equipados con bomba de
alimentacion. Utilizando este mismo sistema,
Habicher y colabor adores (2019) evaluaron la
produccion de proteasas en B. licheniformis
bajo Imitacién de glucosa y de nitrégeno
simulando un lote alimentado. Con esta
estrategia se evito la represion de produccion
de proteasas por amonio y glucosa, ademas

de incrementar los rendimientos producto-
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sustrato entre 1.5y 2.1 veces comparados con

los cultivos por lote.

Ingenieria metabdlica para reducir el

sobreflujo metabolico en E. coli

Ademas del uso de estrategias operacionales
tales como los cultivos en lote alimentado, la
produccion de acetato se puede reducir
mediante la modificacion genética de rutas
relacionadas con su sintesis (Eiteman y
Altman, 2006). Las cepas B de E. coli tienen
activado la ruta del glioxilato, por lo que
producen menos acetato que las cepas
derivadas de K-12 (Phue y Shiloach, 2004).
Existen tres estrategias principales para
reducir la produccion de acetato: la primera es
un enfoque en el cual se disminuye
directamente el consumo de glucosa, la
segunda es reducir el flujo de carbono hacia el
acetato y la tercera aborda los mecanismos
metabdlicos y regulatorios que llevan a la
produccion de acetato (Eiteman y Altman,
2006).

El ciclo de los &cidos tricarboxilicos juega un
papel muy importante en la formacién de
acetato. A partir de que se forma el piruvato,
el flujo de carbono puede ser dirigido al ciclo
de los &cidos tricarboxilicos, o bien, a la
produccion de acetato mediante los genes de
las enzimas acetato cinasa (ackA),
fosfotransacetilasa (pta), acetil-CoA sintasa
(acs) y piruvato oxidasa (poxB) (De Mey et al.,
2006). Un enfoque directo para reducir la

formacion de acetato es eliminar las enzimas
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fosfotransacetilasa y/o la acetato cinasa
(Bauer et al., 1990). Otro enfoque se basa en
el uso de ARN antisentido para bloquear de
manera parcial la sintesis de las enzimas
fosfotransacetilasa y acetato cinasa (Kim y
Cha, 2003).

El acetato también puede ser dirigido al ciclo
de los &cidos tricarboxilicos mediante la
enzima piruvato carboxilasa. Esta enzima no
se encuentra de manera nativa en E. coli y
puede carboxilar directamente el piruvato a
oxaloacetato (Gokarn et al., 2001). March y
colaboradores (2002) produjeron un 68% mas
de proteina modelo (B-galactosidasa) y
observaron una disminucion alrededor del
60% en la produccién de acetato en una cepa

que expresa la enzima piruvato carboxilasa.

Veit y colaboradores (2007) identificaron que
las enzimas succinato deshidrogenasa, a-
cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-CoA
sintetasa, aconitasa, fumarasa y malato
deshidrogenasa, las cuales forman parte del
ciclo de los acidos tricarboxilicos, asi como el
operén acs-yjcH—actP, se correlacionan de
manera negativa con la formacién de acetato.
En funcién de estos resultados, generaron una
cepa de E. coli con una mayor actividad
especifica de las enzimas succinato
deshidrogenasa, a-cetoglutarato
deshidrogenasa y succinil-CoA sintetasa. Esta
cepa mantuvo un alto crecimiento, asi como
una alta tasa de consumo de glucosa, a la vez

que produjo menos acetato y presentd un
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mayor flujo de carbono a la formacion de CO»,

comparada con la cepa parental MG1655.

El NAD* tiene un papel importante en el
metabolismo, ya que es una coenzima para
més de 300 reacciones redox. EI NAD* es
utilizado como coenzima durante la glicélisis y
se convierte en NADH+H*. Mediante la
reduccién del oxigeno o de otro producto
oxidante, la célula regenera el NAD* a partir
del NADH+H* producido (De Mey et al., 2006).
Tanto la glicélisis como el ciclo de los &cidos
tricarboxilicos generan NADH, mientras que
en la sintesis de acetato se consume, por lo
que es posible que la acumulacién de NADH
a altas tasas de consumo de glucosa,
conduzca a la célula a formar acetato para
modular el equilibrio redox (Vemuri et al.,
2006a). El cociente NADH+H*/NAD* regula la
expresion de algunas enzimas tales como
alcohol deshidrogenasa, al igual que la
actividad de otras como el complejo de
piruvato deshidrogenasa (Berrios-Rivera et
al., 2002). Vemuri y colaboradores revelaron
que la formacion de acetato debido al
sobreflujo metabdlico ocurre cuando se llega
al cociente NADH+H*/NAD" critico de 0.06. La
expresion de una NADH oxidasa heterdloga,
junto con la eliminacion de arcA resulté en un
incremento en el flujo glicolitico y redujo la

produccion de acetato (Vemuri et al., 2006b).

La acetilacién de proteinas en residuos de
lisina es un fendbmeno ampliamente
observado, sin embargo, su entendimiento es

escaso. Esta modificacion proteica se ha
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relacionado principalmente a la regulacion
transcriptomica. Las enzimas involucradas en
la acetilacién y desacetilacion de proteinas ya
se han descrito en una amplia variedad de
bacterias (Castafio-Cerezo et al., 2014).
Varios estudios de proteémica han revelado
que la acetilacion es abundante en E. coli
(Zhang, et al., 2009). CobB fue la primera
desacetilasa bacteriana descrita y es la Unica
conocida en E. coli (Castafio-Cerezo, et al.,
2014), esta es capaz de desacetilar residuos
de acetil-lisina utilizando NAD* como sustrato

(Tsang y Escalante-Semerena, 1998).

Castafio-Cerezo y colaboradores (2014)
analizaron el acetiloma en mutantes de E. coli
cobB-y patZ, este Ultimo gen codifica para una
acetiltransferasa. Se identificaron y
cuantificaron mas de 2000 péptidos acetilados
pertenecientes a 809 proteinas, de las cuales
cerca del 65% estdn relacionadas al
metabolismo. En este estudio demostraron
que CobB regula a la enzima acetil-CoA
sintetasa, la cual es mas activa en su forma
desacetilada. El efecto de eliminar cobB y
patZz depende del fondo genético. La
eliminacién de cobB en E. coli K-12 y BL21
incrementd la produccion de acetato, mientras
que la eliminacién de patZ resulté en una
eliminacién de sobreflujo de acetato en BL21,
sin embargo, K-12 no presentd este efecto.
Esto puede deberse, entre otros factores, a
que la actividad de acetil-CoA sintetasa se
encuentra mejor regulada por la acetilacion en
BL21 que en K-12 (Castafio-Cerezo, et al.,
2015).
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Debido a que las altas tasas de transporte de
glucosa estan estrechamente relacionadas
con la produccion de acetato, una de las
estrategias para reducir su acumulacién se
basa en limitar el consumo de sustrato. El
sistema fosfoenolpiruvato fosfotransferasa
(PTS, por sus siglas en inglés) esta
involucrado en el transporte y fosforilacion de
varios carbohidratos, en la quimiotaxis y en la
regulaciéon de varias rutas metabdlicas (De
Mey et al., 2006).

El PTS se compone de una proteina soluble y
no azUcar-especifica enzima | (El) y de la
proteina acarreadora de fosfohistidina (Hpr).
Esta dltima mueve el grupo fosfato del
fosfoenolpiruvato (PEP) a las enzimas llIA y
IIB. También se encuentran  otros
componentes como el IIC y IID que
constituyen permeasas que transportan
moléculas de azlcar, las cuales son
fosforiladas por el componente IIB (Fuentes et
al., 2013).

La eliminacién de genes pertenecientes al
PTS elimina la produccion de acetato, sin
embargo, reduce la tasa de crecimiento
méaxima un 40% o mas (Siglenza et al., 1999).
La disminucion de la tasa de crecimiento en
cepas con deleciones en genes PTS se puede
contrarrestar mediante la mejora simultanea
de algin sistema de transporte de glucosa
alternativo, por ejemplo, mejorar el promotor
del gen galP, el cual codifica para una

galactosa permeasa (De Anda et al., 2006).
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Otra forma de modificar el PTS es mediante la
regulacion del gen ptsG, el cual codifica para
la enzima especifica para glucosa IIACc. El
regulador ArcA se une al promotor de ptsG, la
delecidon de arcA incrementd alrededor de dos
veces la expresion del gen ptsG. Por otro lado,
la sobreexpresion de arcA disminuyd el
consumo de glucosa, lo cual llevd a una
disminucién en la acumulaciéon de acetato
(Jeong et al., 2004).

Un enfoque mas es sobreexpresar la proteina
Mcl, la cual es un regulador global del
consumo de carbohidratos y reprime el PTS
(Kimata et al., 1998; Kim et al., 1999). Cho y
colaboradores (2005) modificaron la regién
del promotor del gen mcl y observaron una
disminucién del 50% en la produccion de
acetato, asi como un incremento importante
en los rendimientos de proteina en cultivos en

matraz agitado utilizando medio complejo.

Como ya se menciond, el sobreflujo
metabodlico no esta Unicamente relacionado
con la qs, pues también interviene Ila
capacidad de la célula para oxidar
completamente la glucosa en CO2 (Perrenoud
y Sauer, 2005), lo cual se ve reflejado en la
tasa de consumo especifico de oxigeno (goz).
La hemoglobina de Vitreoscilla (VHb)
expresada en E. coli, es una proteina
transmembranal que captura el oxigeno y lo
transfiere a oxidasas terminales (Hwang et al.,
2001).

La caracteristica principal de esta

hemoglobina es que, a pesar de que su
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constante de asociacion de O2 es similar a la
de otras hemoglobinas, su constante de
disociacion es considerablemente méas alta
(Wei y Chen, 2008) lo que indica que VHb es
capaz de entregar de manera eficiente el Oz a
los citocromos, mejorando la respiracion
aerobia, lo que provocara una regeneracion
de NAD* mas réapida, activando el ciclo de los
acidos tricarboxilicos y disminuyendo la

produccion de acetato (Pablos et al., 2014).

Modificacion del transporte de glucosa como
estrategia para reducir el sobreflujo

metabodlico en E. coli

La glucosa es el sustrato més utilizado en la
industria para cultivos de E. coli ya que es la
fuente de carbono preferida por esta bacteria.
Una vez dentro del periplasma, la glucosa
puede ser internalizada en el citoplasma
mediante el PTS. La glucosa es importada
mediante el complejo enzimatico de glucosa |l
(nerey, el cual incluye la enzima IIAGC y la
permeasa IICBC'c (Misset, et al., 1983). Se ha
reportado que el complejo de manosa (l1Ma")
también es capaz de transportar glucosa. Este
complejo estd compuesto por la enzima
IIABMan y por la permeasa [ICDMa" (Curtis y
Epstein, 1975).

Chou y colaboradores (1994) demostraron
que una cepa mutante de E. coli con el
complejo PTS de glucosa (ptsG) inactivo es
capaz de crecer en glucosa con una tasa
correspondiente al 80% de lo observado en

una cepa silvestre. Esta estrategia permitié
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disminuir el flujo glicolitico, lo que llevé a una
menor acumulacion de acetil-CoA. Por otro
lado, Han y colaboradores (2004) encontraron
un incremento en la produccién de biomasa y
de proteina recombinante como resultado de
la eliminacion de ptsG, ya que al reducir el
flujo glicolitico se redujo la acumulacién de

acetato, evitando el desperdicio de carbono.

Se ha observado que en cepas de E. coli con
el sistema PTS inactivo, proteinas
relacionadas con el transporte de galactosa
son inducidas y son capaces de importar
glucosa (Flores et al., 2005). Esto también se
ha observado en cultivos de E. coli en
condiciones de limitacién de glucosa (Death y
Ferenci, 1994). Uno de estos genes inducidos
es galP, el cual codifica para el cotransporte
paralelo GalP (McDonald, et al., 1997). Los
genes mglABC codifican para una proteina de
unién al ATP, una proteina de union al
periplasma de galactosa/glucosa y una
proteina intramembranal de transporte
respectivamente. Estas proteinas, las cuales
también se inducen bajo limitacién de glucosa,
son parte del sistema Mgl de alta afinidad de
transporte ABC (Death y Ferenci 1994).

SgrS es un ARN pequeiio de E. coli que regula
la expresién del transportador de glucosa
IICB€'c, por lo que también regula el consumo
de glucosa. Negrete y colaboradores (2010)
estudiaron el efecto de altas concentraciones
de glucosa (40 g L?1) en los niveles de
transcripcion del SgrS y del ARN mensajero
ptsG en las cepas de E. coli MG1655, JIM109
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y BL21. En este estudio encontraron que la
transcripcion de sgrS se regula diferente en
BL21 que en las cepas derivadas de K-12
(MG1655 y JM109). En las cepas derivadas
de K-12, la transcripcion de sgrS fue mas baja,
lo cual contribuye a una mayor concentracion
del transportador y a un mayor consumo de
sustrato; mientras que en BL21 ocurrié lo
contrario.

Una posible explicacién al incremento en la
transcripcion de sgrS es la acumulacion de
intermediaros de la via glicolitica, lo que
podria indicar un sobreflujo de glucosa. Estos
resultados sugieren que BL21 tolera altas
concentraciones de glucosa no solo por su
metabolismo eficiente, si no por su capacidad
de controlar el transporte de glucosa regulada
por SgrS. A partir de estos resultados, se
sobreexpres6 SgrS en ambas cepas
derivadas de K-12, lo cual resultdé en una
reduccién en la produccion de acetato
(Negrete et al., 2013).

Cultivos por lote empleando cepas
modificadas en el sistema de transporte para

alcanzar altas densidades celulares

La inactivacion del sistema PTS, mediante la
delecion del operén ptsHI-crr (el cual codifica
para los genes El, HPr y lIAGV), aunado a la
sobreexpresion cromosomal del gen galP bajo
el control del promotor trc, dio como resultado
la cepa VH32GalP*. Esta cepa modificada

presenta una menor tasa de produccién de
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acetato comparada con la cepa nativa W3110,
asi como una produccion de GFP cuatro
veces mayor que la obtenida con W3110 (De
Anda et al., 2006). De igual forma, Lara y
colaboradores (2008) evaluaron la produccién
de GFP cepa VH32GalP* en lote y la
compararon con la produccion en la cepa
W3110 en lote alimentado. En este estudio
demostraron que tanto la alta densidad
celular, como altas concentraciones de
proteina recombinante, se pueden obtener en
cultivos por lote simple al lograr evitar la

produccion de acetato.

La cepa VH33 (VH32GalP* con el gen de
resistencia a kanamicina extraido) fue
evaluada por Knabben y colaboradores (2010)
en un cultivo por lote en un reactor
presurizado, en donde a lo largo del cultivo, la
presién fue incrementando de tal forma que se
mantuviera la tension de oxigeno disuelto por
arriba del 30% de la saturacion del aire,
alcanzando la tasa de transferencia de
oxigeno més alta obtenida en cultivos por lote
(451 mmol L1 h™1) hasta esa fecha con este
tipo de reactores. A pesar de que la
concentracién de glucosa inicial fue de 130 g
L1, la concentracion de acetato fue de 0.35 g
Lt y obtuvieron una concentracién de
biomasa de 48 g L%, asi como una

productividad promedio de 2.10 g L h1,

La cepa VH33 también fue evaluada por Soto
y colaboradores (2011) para la produccién de
ADN plasmidico (ADNp), empleando el
plasmido pHN, el cual es una vacuna
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experimental contra las paperas, en cultivos
por lote con 100 g L! de glucosa. La cepa
nativa W3110 produjo 17 mg L* de plasmido
y 5.3 gL! de acetato, mientras que VH33
produjo 40 mgL* de pHN y Unicamente 2 g L-
! de acetato. Borja y colaboradores (2012)
compararon la produccién de ADNp en la cepa
productora DH5a con VH33 y derivadas de
esta con los genes endA, recA, deoR y nupG
inactivados de manera independiente y en
combinacion. En altas concentraciones de
glucosa (100 g L), la triple mutante VH33 A
recA deoR nupG produjo 186 mg L* de ADNp,
40 g L! de biomasa y 2.2 g L! de acetato,
mientras que la cepa DH5a produjo
Gnicamente 70 mg Lt de ADNp y acumulé 9.5

g L1 de acetato.

Por otro lado, las cepas W3110 vgb* y
MG1655 vgb*, las cuales expresan VHb, se
evaluaron en cultivos aerobios y se
compararon con las cepas nativas W3110 y
MG1655 (vgb-). La produccion de acetato se
redujo un 50% en MG1655 vgb* y mas del
90% en W3110 vgb*. Los valores de |, Yys Y
gs Se mantuvieron similares en las cepas vgb*
y vgb. En contraste, la presencia de esta
hemoglobina incrementé al doble el
rendimiento de ADNp (Ypix) en la cepa W3110
vgb* en comparacién con la nativa. La cepa
MG1655 no presentd cambios en Ypx con la
presencia de VHb. Estos resultados
mostraron que mejorar la eficiencia del
metabolismo aerobio es un enfoque

interesante  para evitar el sobreflujo
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metabdlico en cultivos de alta densidad celular
por lote (Pablos et al., 2014).

Juérez y colaboradores (2017) estudiaron el
impacto de la VHb en el crecimiento y
acumulacion de lactato en cultivos de CHO-
K1. La expresibn de esta hemoglobina
incrementd la p y los rendimientos de biomasa
en glucosa y glutamina, ademas de reducir la
produccion de lactato por célula un 40%
comparada con las células vgb. Aunado a
esto, estudiaron la distribuciébn de VHD,
demostrando que esta se encuentra en el
citoplasmay organelos, lo cual indica que VHb
puede servir como transportador de oxigeno,
mejorando asi la respiracién aerobia. Licona-
Cassani y colaboradores (2014) evaluaron la
produccion de dos compuestos de valor
industrial: &cido 3-dehidroshikimico y &cido
shikimico, en cepas de B. subtilis PTS-y con
la enzima piruvato cinasa inactiva (PYKA").
Comparada con la cepa nativa, Ilos
rendimientos de acido shikimico (Ysuis) y de
acido 3-dehidroshikimico (Ypnsis) en glucosa
con la cepa PTS  fueron 1.9 y 4.6 veces
mayores, respectivamente. Mientras que en la
cepa PYKA- los rendimientos Yswikis Y Yohsis
fueron 2y 4.2 veces mayores que en la nativa,

respectivamente.

Potencial biotecnolégico de cepas con
diferentes capacidades de transporte de
glucosa

Fuentes y colaboradores (2013) generaron
una coleccion de E. coli W3110 con

mutaciones en las proteinas relacionadas con
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el transporte de glucosa (tabla 2). Incluyendo
a la cepa progenitora, los valores de |, gs Y
Oacet abarcan de 0.18 a 0.65 h'1; de 0.33 a 1.33
g g ht y de 0 a 019 g g!' ht,
respectivamente. Este amplio espectro de
tasas especificas permite generar un
panorama completo de cultivos en lote que
asemejen la operacion por lote alimentado. La
producciéon de GFP inducida por IPTG fue
evaluada por Fragoso-Jiménez y
colaboradores (2019) en las cepas WHI,
WHIC, WG, WGX y WGM, siendo el mayor
rendimiento de GFP (Ycrrix) de 91.3 mg/g en
WGM, mientras que para la nativa fue de 10.5
mg/g. Existen evidencias que sugieren que las
modificaciones en el sistema de transporte de
glucosa afectaron también el transporte de
IPTG, lo que puede sesgar los resultados
observados. Por otro lado, la induccién con
IPTG genera estados bi-estables, que pueden
dificultar la interpretacion fisiolégica. Debido a
esto, la acumulacion de  proteina
recombinante esta acompafiada de una fuerte
diversificacion fenotipica de la poblacion
microbiana. Las cepas que presentaron los
mayores rendimientos de proteina también
presentaron la mayor heterogeneidad con
respecto a la morfologia y acumulacion de
GFP. Unade las principales consecuencias de
la acumulacion masiva de GFP observadas en
este estudio es la elongacion celular, aunado
a un incremento en la permeabilidad de la

membrana.

El resto de la coleccion no ha sido evaluada

para la produccién de proteina recombinante.
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Sin embargo, Fuentes y colaboradores (2013)
evaluaron la produccion del plasmido pHN en
las mutantes WG, WGMC, WGM, WGME
WHIC, y la cepa nativa W3110. En este
estudio encontraron que todas las cepas

mutantes evaluadas presentaron mayores

rendimiento de ADNp 3.2 veces mayor al de la
cepa nativa con el plasmido pHN, esto puede
deberse a que la distribucién de los flujos
metabdlicos asociados a la generacion de
biomasa y acidos nucleicos en esta cepa

favorece la sintesis de precursores de ADN,

Tabla 2. Coleccion de cepas mutantes de E. coli generadas por Fuentes,et al., 2013.

Cepa Genes eliminados p (ht) gs(@gth?l) | gac(ggth?) Yxis
W3110 | - 0.65+0.02 | 1.33+0.04 | 0.19+£0.02 0.49 +0.00
WG ptsG 0.51+0.01 | 1.05+0.12 | 0.07 £0.05 0.53+0.12
WGX ptsG, malX 0.23+0.03 | 051+001 |O 0.41+0.01
WGB ptsG, bglF 0.43+0.04 | 1.06 £0.03 | 0.06 +0.02 0.42 +0.03
WGE ptsG, nagE 0.41+0.02 | 0.69+0.06 |O 0.60 + 0.08
WGM ptsG, manX 0.36 +0.03 | 0.65+0.05 |O 0.56 + 0.08
WGMX | ptsG, manX, malX 0.32+0.01 |0.58+0.06 |O 0.55 + 0.06
WGMB | ptsG, manX, bglF 0.29+0.00 | 0.66+0.07 | O 0.40 £ 0.02
WGME | ptsG, manX, nagE 0.28+0.02 | 0.56+0.00 |0 0.48 + 0.03
WGP ptsG, galP 0.49+0.08 | 1.19+0.00 | 0.06 +0.00 0.44 £0.01
WGC ptsG, mglABC 0.49+0.01 | 1.02+0.00 | 0.08+0.00 0.47 + 0.05
WGMP | ptsG, manX, galP 0.29+0.01 | 056+001 |O 0.52 +0.02
WGMC | ptsG, manX, mglABC | 0.31+0.01 | 0.68+0.00 |O 0.47 +0.01
WHI ptsHicrr 0.25+0.01 | 049+£0.03 |O 0.51 +0.02
WHIP ptsHicrr, galP 0.18+0.02 | 0.32+0.02 | O 0.55+0.03
WHIC ptsHlcrr, mglABC 0.20+0.01 |0.32+0.02 |O 0.38 £ 0.02

K Tasa especifica de crecimiento
gs: Tasa especifica de consumo de sustrato
Jac: Tasa especifica de produccién de acetato

Yws: Rendimiento biomasa-sustrato

rendimientos producto-biomasa (Ypx) que la

cepa nativa, estos incrementos pueden
deberse a la escasa o nula produccion de
acetato. La cepa que presentd los mejores

resultados fue WGMC, la cual obtuvo un
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generando una mayor produccion de

plasmido.
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Actualmente se esta evaluado la produccion
de GFP usando un promotor constitutivo en la
coleccion de mutantes con diferentes
concentraciones de glucosa inicial. Se
encontré6 que las cepas WGMB y WHIC
presentaron valores de fluorescencia
especifica mayores a la nativa en todas las
concentraciones de glucosa inicial evaluadas.
Los rendimientos obtenidos con 20 g/L de
glucosa fueron 68 y 237% mayores al de
W3110 en WGMB y WHIC, respectivamente.
Estos resultados indican que las cepas
WGMB y WHIC resultan interesantes para la
produccion de proteina recombinante en
cultivos de alta densidad celular en lote, por lo
gue se evaluara su desempefio en

concentraciones altas de glucosa inicial.

De acuerdo a lo obtenido por Fragoso-
Jiménez y colaboradores (2019), se espera
que la cepa WHIC portando el plasmido con
expresién constitutiva de GFP presente
heterogeneidades en su  morfologia,
provocando una posible elongacion celular.
De igual forma, se espera encontrar
heterogeneidad poblacional respecto a la
acumulacion de GFP, obteniendo poblaciones
en un estado alto y en un estado bajo de
produccion. A pesar de los posibles
efectos negativos de la acumulaciéon masiva
de GFP, la cepa mutante WHIC podria resultar
en una fabrica celular capaz de crecer en altas
concentraciones de glucosa, sin producir
acetato y obteniendo altos rendimientos

producto-biomasa.
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Perspectivas

El desarrollo de estrategias que permitan
realizar cultivos de alta densidad celular
evitando el sobreflujo metabdlico ha
progresado notablemente en los Ultimos afios.
De acuerdo a lo reportado por diferentes
autores y para el caso de E. coli, se puede
concluir que la disminucién en la acumulacion
de acetato requiere modificaciones en mas de
un gen. La inactivacion total o parcial del PTS,
asi como la inactivacion de otras proteinas
relacionadas con el transporte de glucosa,
resulta en fabricas celulares mejoradas para
la produccién de diferentes clases de
compuestos. Sin embargo, varias de estas
modificaciones son especificas para un solo
producto, por lo que resultaria interesante
desarrollar una cepa capaz de producir una
variedad de productos en grandes cantidades.
Adicionalmente, se requiere un analisis
detallado que permita determinar el impacto
de las diferentes modificaciones mencionadas

en la fisiologia de la fabrica celular.

Otra area de oportunidad consiste en
implementar estas estrategias en otros
microorganismos o lineas celulares. Wlaschin
y Hu (2007) expresaron el transportador de
fructosa GLUT5 en células CHO, este
transportador tiene un valor de Km alto para el
sustrato, por lo que lo importa a una menor
tasa, comparada con el transportador GLUT1
de alta afinidad. El importe moderado permitio
el cultivo de CHO en concentraciones altas de

glucosa evitando el sobreflujo metabdlico y la
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acumulacioén de lactato. Esta disminucion en
la acumulacion de lactato llevé a un
incremento importante en la concentracion

celular final.

La implementacion de fabricas celulares
capaces de crecer en altas concentraciones
de sustrato, producir grandes cantidades de
metabolitos de interés y sin producir
subproductos  metabdlicos  indeseables,
permitird tener una alternativa a los cultivos
por lote alimentado, evitando la
heterogeneidad  poblacional debido a
gradientes de sustrato y generando una

disminucién en el costo operacional.
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Resumen

Uno de los sistemas de expresion predilectos para la produccién de proteina recombinante (PR) es
la bacteria Escherichia coli, a pesar de que la proteina producida generalmente forma agregados,
denominados cuerpos de inclusiéon (Cl). Estos agregados proteicos poseen una alta proporcion de
PR, sin embargo, la proteina generalmente pierde su actividad biolégica. Distintas variables han sido
estudiadas y se ha observado efecto tanto en la agregacion de proteina recombinante como en la
arquitectura de los Cl; entre esas variables, el pH ha tomado relevancia. La respuesta metabdlica de
E. coli contra el pH acido y basico involucra el uso de desaminasas y descarboxilasas, asi como la
importacion y exportacion de protones al espacio extracelular, la nueva homeostasis que debe
alcanzar la célula modifica la estructura y tamafio de los CI. Los pH &cidos, por debajo de 6, y
béasicos, por encima de 8, propician la agregacion, sin embargo, los mismos pH alcalinos parecen
favorecer CI con arquitectura més relajada. La modificacion de la arquitectura de estos agregados,

desde el proceso fermentativo, puede abrir la puerta a la produccion de Cl para aplicaciones
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especificas como enzimas inmovilizadas, andamiaje para ingenieria de tejidos o sistemas de
liberacién de farmacos y llegar al disefio de procesos fermentativos dirigidos a estas aplicaciones.

Palabras clave: pH, cuerpos de inclusién, proteina recombinante.

Abstract

One of the most preferred expression system of recombinant protein (RP) is the bacteria Escherichia
coli, despite the protein produced form aggregates, denominated inclusion bodies (IBs). These
protein aggregates have a high proportion of recombinant protein, notwithstanding protein generally
loses its biological activity. Different variables have been studied and an effect both in recombinant
protein aggregation and IBs architecture have been observed; among these variables, pH has taken
relevance. The metabolic response of E. coli against acid and basic pH involves the use of
deaminases and decarboxylases as well as importation and exportation of protons to extracellular
space, the new state of homeostasis of the cell modifies the structure and size of IBs. Acid pH, below
6, and basic, above 8, propitiates aggregation, however, alkaline pH seems to favor IBs with a more
relaxed architecture. The modification of these aggregates, from the fermentative process, could
enable the production of IBs to specific applications as immobilized enzymes, tissue engineering
scaffoldings or drug release systems, and reach the fermentative process design directed to these
applications.

Keywords: pH, inclusion bodies, recombinant protein.

Introduccion (Walsh, 2014; Walsh, 2018). El cultivo de E.

E. coli fue aislada por primera vez en 1885, es
un componente habitual de la microbiota de
los mamiferos, usualmente inofensivo, y
representa el modelo bacteriano utilizado por
excelencia desde el inicio de la biotecnologia
(Kaper et al., 2004; Meric et al., 2016). Pese a
que la industria biotecnolégica ha puesto su
atencién en la produccién de biofarmacéuticos
complejos  expresandolos en  células
animales, E. coli continua como el sistema
microbiano mas importante, ideal para la
produccion de proteina heter6loga que no

requiera modificaciones postraduccionales

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1

coli es econémico, pese a que la purificacion
de sus productos se torne problematica
(Berlec & Strukelj, 2013), tiene un genoma
ampliamente estudiado (Huang et al., 2012),
posee una alta tasa de duplicacion y la
posibilidad de alcanzar altas densidades
celulares a partir de medios de cultivo
econdmicos (Shiloach & Fass, 2005; Sezonov
et al.,, 2007; Rosano & Ceccarelli, 2014) asi
como altos rendimientos de proteinas
heterélogas (Lee et al, 2011), son
caracteristicas que hacen a E. coli un modelo

atractivo para la produccion de proteina
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recombinante. Sin embargo, la incapacidad de
realizar modificaciones postraduccionales con
relevancia para la industria biotecnolégica,
limitan su eleccion a proteinas que conserven
su actividad en ausencia de estas
modificaciones, tales como el factor
estimulante de colonias de granulocitos y
macréfagos (GM-CSF), factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF), interferén 3
e interferon vy, por mencionar algunos
ejemplos, éstas proteinas se estima que
abarcan el 40 % del mercado de
biofarmacéuticos (Adrio y Demain, 2010;
Zhang et al., 2017).

La expresion de grandes cantidades de
proteina recombinante (PR) trae consigo el
problema de agregacion proteica y la
formacioén de cuerpos de inclusién (Cl). Los Cl
son agregados electrodensos entre los 50—
800 nm enriquecidos de  proteina
recombinante, hasta un 95 % (Garcia-Fruitos
& Villaverde, 2010). Los CI pueden contener
proteinas tanto nativas como de respuesta al
choque térmico, fosfolipidos de membrana y
acidos nucleicos (Rinas et al., 2017). Pueden
ser benéficos para el proceso productivo a
gran escala, pues su formacion constituye un
paso de purificaciéon por si mismo, pero estos
Cl requieren ser desnaturalizados y pasar por
un replegamiento para que la proteina
recombinante recupere su conformacion vy
posiblemente su actividad biolégica (Ramén
et al., 2014).

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1

La produccion de proteina recombinante en E.
coli, la formacién de cuerpos de inclusién vy el
impacto sobre la arquitectura de los
agregados que ejercen distintos factores
abiéticos como agitacion, temperatura v,
particularmente, pH durante la fermentacion,

son temas a tratar en el presente articulo.

Desafios en la produccién de proteina

recombinante en Escherichia coli

El profundo conocimiento que se ha generado
sobre la genética y fisiologia de E. coli y la
versatilidad de esta bacteria le permitieron
adelantarse en la industria biotecnoldgica, a
pesar de las limitaciones que presenta. Sigue
siendo uno de los modelos mas utilizados
gracias a su alta velocidad de crecimiento,
facilidad para trabajar y altos rendimientos de
producto (Demain & Vaishnav, 2009). Las
cepas mas empleadas son derivadas de K-12
y BL21 (Terpe, 2006). Su velocidad de
crecimiento no es equiparable con otros
modelos usuales, con tiempos de duplicacion
de hasta 20 minutos en medios salinos
adicionados con glucosa, que proporcionan
un beneficio econdémico al ser sensiblemente
menos costosos (Sezonov et al.,, 2007,
Rosano & Ceccarelli, 2014); altas densidades
celulares mediante técnicas de lote
alimentado, con concentraciones de biomasa
en peso seco cercanas a los 150 g/L, o
dialisis, hasta de 190 g/L (Shiloach & Fass,
2005); concentraciones de proteina
recombinante superiores a 5 g/L (Rader &

Langer, 2016) y un maximo reportado de 17.5
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g/L (Lee et al, 2011); y protocolos de
transformacion simples y extremadamente
rapidos (Pope & Kent, 1996).

Sin embargo, E. coli es incapaz de realizar
modificaciones postraduccionales, la
ausencia de glicosilaciones, acilaciones y
otras modificaciones afectan parametros
como la actividad bioldgica, funcion,
estructura y vida media en algunas proteinas
con fines farmacéuticos (Yin et al.,, 2007;
Baeshen et al., 2015). Se estima que el 40 %
del mercado de los biofarmacéuticos se
compone de proteinas no glicosiladas,
usualmente fabricadas en E. coli (Zhang et al.,
2017). ElI ambiente reductor en el citoplasma
de E. coli impide la formacién de puentes
disulfuros en las proteinas, para evitarlo, se ha
explorado el uso de cepas Origami, cepa que
contiene mutaciones en la tiorredoxina
reductasa (trxB-) y glutation reductasa (gor) y
una gran capacidad para generar enlaces
disulfuro en el citoplasma (Berkmen, 2012;
Calcines-Cruz et al., 2018).

Los aminoacidos suelen ser codificados por
mas de un codon y cada organismo presenta
preferencia por ciertos codones y por lo tanto
una mayor cantidad de ARN de transferencia
(ARNL) para algun coddn en especifico puede
ser un problema al expresar una proteina
heteréloga en altas cantidades (Terpe, 2006).
Codones como AGG y AGA, codificantes para
arginina; CUA, para leucina; AUA, para
isoleucina; CCC, para prolina y GGA, para

glicina son comunes en las proteinas
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humanas, pero raros en E. coli. La deficiencia
de estos codones puede culminar en errores
en la cadena peptidica, estancamiento de la
traduccién o hasta terminaciéon prematura
(Kurland & Gallant, 1996; Goldman et al.,
2006). Este problema se ha solucionado con
la incorporacion de plasmidos con los genes
codificantes de ARNt o la mutacion del gen de
la proteina recombinante para que sea
compatible con la reserva de ARNt usual de E.
coli (Baeshen, 2015).

Las células tendran que ser lisadas para
obtener las proteinas, si son acumuladas en el
citoplasma o periplasma. La ruptura libera
componentes que pueden contaminar el
producto y requerir purificacién, siendo los
lipopolisacaridos (LPS) la mayor fuente de
contaminacion (Mamat et al, 2015). Este
componente de la membrana celular puede
desatar respuestas proinflamatorias en
humanos (Yin et al., 2007; Wells & Robinson,
2017). La industria farmacéutica ha ideado
distintos procesos para la remocién de
endotoxinas, como lo son la ultrafiltracion,
cromatografia de intercambio anibnico,
cromatografia de interaccion hidrofébica o
centrifugacién con gradientes de sacarosa
(Petsch & Anspach, 2000).

Los cuerpos de inclusién en Escherichia

coli

Proteinas mal plegadas o parcialmente
plegadas tienden a ser probleméaticas por su
tendencia a agregarse, dirigida por la

exposicion de residuos de aminoacidos
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hidrofobicos que propician el plegamiento
intramolecular hacia estructuras amorfas v,
alternativamente, fibras tipo amiloide (Hartl et
al., 2011). Este

inmediatamente después de la induccion de la

fenémeno inicia

expresion del gen heterélogo. Usualmente la
velocidad de produccion de la proteina
recombinante sobrepasa la capacidad del
sistema de control de calidad, por lo cual se
ha considerado como el principal cuello de
botella en el proceso de produccién de
proteinas recombinantes (Singh et al., 2015).
En el caso de los sistemas termoinducidos, el
estrés adicional originado por la sintesis de las
proteinas de choque térmico (HSP) contribuye
ala aparicion de Cl. Ademés, la agregacién es
un fendmeno favorecido
termodindmicamente, el cual ocurre de forma
pasiva, mientras que la desagregacion llevada
a cabo por las chaperonas moleculares es un
fendbmeno dependiente de ATP (Valdez-Cruz
et al.,, 2010; Hartl et al., 2011; Rinas et al.,
2017). A pesar del desarrollo de algoritmos de
prediccién de agregacién de proteinas a partir
de la secuencia de aminoacidos, no se ha
logrado anticipar de manera precisa la
tendencia a formar Cl por las proteinas
heterélogas en sistemas de alta productividad.
Principalmente porque la solubilidad de las
proteinas no es un fenémeno unifactorial
dependiente Unicamente de la secuencia de
aminoacidos; factores como los niveles de
chaperonas, proteasas, moléculas de alta
energia, parametros ambientales y hasta

genética de la cepa, contribuyen a obtener
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una mayor o menor agregacion (de Marco et
al., 2019)

Existen dos modelos propuestos para
describir la formacién de los Cl, sin existir un
consenso de cudl es la teoria mas probable.
El primero establece la creacién desde un solo
o] limitados sitios de nucleacion
termodinamicamente estables, a los cuales, la
agregacion de intermediarios mal plegados se
vera favorecida (Kopito, 2000). El segundo
modelo postula que los Cl son producto de la
formacion de la agregacion de agregados mas

pequefios (Upadhyay et al., 2012).

Las diferencias estructurales de las proteinas
gue tenian la capacidad de agregarse y la
ausencia de un patrén aparente concluyd en
la errébnea creencia que la formacién de los Cl
era resultado de contactos intermoleculares
no especificos (Ventura & Villaverde, 2006).
Sin embargo, se ha demostrado que la
agregacion si es especifica, dependiente de la
secuencia y de interacciones
estereoespecificas, explicando la alta
proporcién de proteina recombinante presente

en los CI (Morell et al., 2008).

La formacién de Cl esta ligada a respuestas
fisiolégicas de estrés celular y presentan un
efecto negativo en la velocidad de crecimiento
de la bacteria. Sin embargo, la exposicién a
células eucariotes o0 a organismos completos,
via oral o solucién inyectada, no parece
presentar efectos adversos; gracias a eso, se
ha generado interés para formular materiales

biocompatibles (de Marco et al., 2019).
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Histéricamente, la concepcion de los Cl era de condiciones del cultivo, que estos se
productos muy ricos en proteina heteréloga, encuentran en un constante ciclo de
cuyo estado de agregacion la hace no solubilizacibn y agregacién con los
funcional (Baneyx & Mujacic, 2004). Su componentes del sistema de control de
estudio se centraba en generar estrategias calidad y donde existen fracciones bien
para evitar su formacion o en la plegadas y biolégicamente activas (Gonzélez-
desnaturalizacion de estos por agentes Montalban et al., 2007).

caotrépicos fuertes, como la urea o el cloruro
En los CI se presenta un desbalance entre los
de guanidinio, a pH alcalino y su posterior L ) y .
. ) ) procesos de deposicion, digestion proteolitica
replegamiento, conocidos como CI clasicos

(Tsumoto et al., 2003; Singh & Panda, 2005).

Durante los ultimos diez afios ha surgido y

y desagregacion proteica. Incluso, el arresto
de proteina recombinante en células

metabdlicamente  activas promueve la
crecido un nuevo concepto que renovo el ) o

desintegracién fisiolégica de los Cl. Para esta
interés por los cuerpos de inclusion, el de ClI ) » o ]

desintegracion participan mecanismos de
no clasicos (Figura 1) (Peternel et al., 2008). ) i

replegamiento proteico que llevan a las
Las investigaciones alrededor de la estructura i o ,

cadenas polipeptidicas a su estructura nativa,
de los CI cambiaron el enfoque hacia un o )

pero una fraccién importante se desintegra
modelo més dindmico, donde su arquitectura, . y »

por digestion proteolitica (de Marco et al.,

tamafio y composicion se ve influido por las
2019).

Figura 1. Representacion grafica de un cuerpo de inclusion clasico (A) y no clasico (B). Se marcan fibras tipo amiloide
(rojo), proteina correctamente plegada (azul), intermediarios de plegamiento (gris) y proteinas de hospedero (verde). La
menor presencia de fibras tipo amiloide y mayor cantidad de intermediarios de plegamiento favorecen la extraccion de PR
en los cuerpos de inclusion no clasicos.
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Los Cl poseen un esqueleto formado por
fibras de tipo amiloide, hojas-f cruzadas que
corren perpendicularmente a un eje, que le
confieren estabilidad mecanica, resistencia a
la degradacion por proteinasa K y su caracter
insoluble (Rambaran & Serpell, 2008). En los
poros generados por el esqueleto amiloide se
pueden encontrar estructuras secundarias
desordenadas e incluso  estructuras
secundarias nativas, que pueden ser
biolégicamente activas y son sensibles a la
degradacion por proteinasa K (de Groot et al.,
2009; Cano-Garrido et al., 2013). Los cuerpos
de inclusiébn no clasicos han atraido la
atencion por su alta cantidad de proteina
correctamente plegada que los dota de
actividad biolégica (Peternel et al.,, 2009;
Garcia-Fruitos, 2010). Son agregados
generalmente menos resistentes, sensibles al
pH y capaces de desagregarse en
condiciones no desnaturalizantes, eliminando
por completo la necesidad de disefiar
operaciones para el replegamiento (Singh et
al., 2015). Su composicion presenta una
menor presencia de estructuras amiloides y
predominan las estructuras a-hélice, lo cual
representa en muchos casos una gran
proporcién de proteina correctamente plegada
(Peternel et al., 2008). Al igual que los ClI
clasicos, éstos pueden ser aislados mediante
la ruptura de la membrana celular y su
centrifugacién, aprovechando que son
materiales mas densos que los componentes
celulares. No obstante, se ha observado que

los procesos de disrupcion pueden afectar la
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estructura de los CIl, considerando la
homogenizacién a alta presién como el
método mas benéfico en el aislamiento de ClI

no clasicos (Peternel & Komel, 2010).

Las condiciones de cultivo alteran la

arquitectura de los ClI

Los CI histéricamente han sido concebidos
como agregados muy ricos en proteina
heter6loga pero sin actividad biol6gica
(Baneyx & Mujacic, 2004). No obstante,
estudios han demostrado que variables de
cultivo como temperatura (de Groot &
Ventura, 2006; Peternel et al., 2008), pH
(Strandberg & Enfors, 1991; Castellanos-
Mendoza et al., 2014; Calcines-Cruz et al.,
2018), agitacion (Valdez-Cruz et al., 2017) o
tiempo de cultivo (Upadhyay et al., 2012)
pueden modificar las propiedades de los CI
(Tabla 1), dando indicios que la arquitectura,
tamafio y composicibn pueden  ser
optimizados, acorde a la aplicacién, desde la
fermentacion (de Marco et al., 2019; Slouka et
al.,, 2019). Se han evaluado distintas
estrategias de cultivo con la finalidad de
obtener cuerpos de inclusién cataliticamente
activos o que puedan ser solubilizados en
condiciones no desnaturalizantes. En
términos generales se ha observado que
diferentes propiedades de los CI son
modificadas mediante la variacion de las
condiciones de proceso. El tiempo de cultivo
contribuye al incremento en el diametro medio
de los cuerpos de inclusion, llegando a un

limite alrededor de los 700 nm (Upadhyay et
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al., 2012). Las bajas temperaturas (menores a
30 °C) favorecen la aparicion de proteina
correctamente plegada e incluso activa; de la
misma manera, presentan menos impurezas y
son solubilizadas mas  rapidamente,
comparado con los que se formaron a
temperaturas altas (Jev8evar et al., 2005; de
Groot & Ventura, 2006). En los sistemas
donde se involucran inductores quimicos
como IPTG, la tendencia se inclina a una
disminucién de la agregacién y la formacion

de ClI mas pequefos y enriquecidos en

proteina recombinante, a concentraciones
bajas de inductor (Luo et al., 2006; Jhamb &
Sahoo, 2012). Finalmente, las altas
velocidades de agitacién, conseguidas
mediante agitacién por resonancia acustica,
producen Cl menos resistentes a la protedlisis
en contraste a los producidos mediante
agitacion orbital, y agregados de proteina
difusos que podrian corresponder a CI
nacientes (Valdez-Cruz et al., 2017). Los
efectos del pH sobre la produccién de Cl seran

analizados en la siguiente seccion.

Tabla 1. Influencia de distintos pardmetros de cultivo sobre la produccion y arquitectura de Cl

Parametro de cultivo

Efecto en el CI

Referencia

Temperatura

Las bajas temperaturas favorecen la
presencia de proteinas activas y facilita su
desnaturalizacion. Altas temperaturas

favorecen la agregacion de proteinas.

JevSevar et al., 2005; de
Groot & Ventura, 2006;
Peternel et al., 2008;
Restrepo-Pineda et al.,
2019

Tiempo de cultivo

Tiempos de cultivo mayores pueden
favorecer la agregacion, incrementando el
diametro; de la misma forma, la afinidad por

colorantes amiloides es mayor. 2019

Upadhyay et al., 2012;
Castellanos-Mendoza et
al., 2014; Zhang et al.,

Concentracién de

Concentraciones bajas de inductor
disminuyen la agregacion y el diametro y, en | Luo et al., 2006; Jhamb &
inductor algunos casos, incrementa la proporcion de

proteina recombinante.

Sahoo, 2012

Agitacion

Altas velocidades de agitacion (20 g) por
resonancia acustica, disminuye la resistencia
a la protedlisis y forma agregados de

proteina difusos.

Valdez-Cruz et al., 2017

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1

63



Articulos

Comportamiento de Escherichia coli ante
las variaciones de pH: respuesta molecular
y efecto en la formacion de cuerpos de

inclusion.

E. coli posee la capacidad de mantener su
homeostasis en condiciones de pH
extracelular (pHo) que varian entre 5.5-9.0,
mientras su pH intracelular (pHi) se mantiene
entre 7.4-7.8 (Martinez et al.,, 2012). Las
respuestas moleculares de E. coli a menudo
estan ligadas a diferentes tipos de estrés, el
caso del estrés por pH no es la excepcion. Un
estudio transcriptomico observé que a pHo 8.7
son activadas las respuestas mediadas por el
regulén SOS (recA y lexA), la respuesta al
choque térmico (rpoH) y la respuesta general
de estrés (rpoS) (Maurer et al.,, 2005); el
consumo de glucosa se incrementa entre 2 a
2.5 veces, al igual que el coeficiente de
mantenimiento, para hacer frente al estrés
alcalino que viene acompafiado
frecuentemente por estrés osmoético (Wu et
al., 2014). Estas respuestas metabolicas
asociados al estrés por pHo alcalino se
pueden agrupar en tres mecanismos
diferenciados, i) proteinas de membrana
encargadas de mantener la homeostasis en el
gradiente de pH y osmotico, ii) catabolismo de
aminoacidos y iii) reguladores

transcripcionales (Cortes et al., 2016).

La sintesis de ATPsintasa importadoras de
protones se ve incrementada a pH alcalino,
con la finalidad de reducir el gradiente de

protones a través de la membrana celular

BioTecnologia, Afo 2020, Vol. 24 No. 1

(Padan et al.,, 2005); de la misma manera
colabora el antiportador de sodio y protones,
NhaA. Esta bomba incorpora un sensor de pH
en su estructura formado por aminoacidos de
caracter acido que permiten o no la unién de
tripsina, provocando un cambio
conformacional que maximiza su actividad a
pH 8.5y tiene actividad nula por debajo de pH
6 (Karpel et al., 1991; Padan, 2008). Existen
otros antiportadores de cationes mono y
divalentes que permiten la importacién de
protones en situaciones de estrés, como lo
son ChaA y MdfA, e incluso porinas como
MalE, OmpA y OmpX (Padan et al., 2005;
Stancik et al., 2002). Cortés et al. (2016),
encontraron que la produccion de acidos
organicos se ve incrementada, comparando la
produccion a pH 7.2 vs 8.0. En los cultivos a
pH alcalino, se expresan en mayor cantidad
enzimas involucradas en el catabolismo de
aminoéacidos, el amonio se volatiliza por las
desaminaciones de los esqueletos
carbonados (Stancik et al, 2002). La
triptofanasa TnaA es de los ejemplos mas
claros, al ser sobreexpresada entre 3-10
veces mas si E. coli crece a pH cercanos a 9,
comparadas contra E. coli a pH 7, TnaA es
crucial para la desaminacion de ftriptéfano,
serina y cisteina, posteriormente convertidos
a piruvato (Cortés et al, 2016). La
descarboxilasa GadA, la cual, peculiarmente,
es caracteristica en la respuesta de estrés
acido para la liberacién de iones amonio al
medio; por otra parte, se encuentra también

sobreexpresada por estrés alcalino. La
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funcion de GadA se puede centrar en la
formacién de acido y-aminobutirico (GABA) a
partir de glutamato, para que éste sea
convertido a succinato en conjunto con la
transaminasa GabT. CysK, la cisteina sintasa
representa otra respuesta metabdlica para el
procesamiento de cisteina en O-acetil-L-
serina y posteriormente piruvato (Stancik et
al., 2002; Krulwich et al., 2011).

En el caso de valores de pH cercanos a 5, el
periplasma se equilibra rapidamente con el
medio, mientras que el citoplasma presenta
una acidificacién transitoria, posteriormente
sucede la recuperacion de pH citoplasmatico
a 7.4, siendo éste dltimo su valor usual
(Slonczewski et al., 2009; Wiks &
Slonczewski, 2007). Los

fermentativos suplementados con glucosa,

sistemas

tipicamente tienden a la acidificacion del
medio de cultivo durante la fase de
crecimiento, mientras que la produccion de
proteina recombinante puede ocasionar
sobrecarga metabdlica, la cual incrementa la
produccion de acetato y contribuye a la
disminucién del pH (de Biase & Lund, 2015;
Menart et al., 2003). E. coli ha desarrollado
multiples mecanismos de resistencia acida,
entre ellos estan el sistema oxidativo (AR1),
glutamato dependiente (AR2), arginina
dependiente (AR3) y lisina dependiente (AR4)
(Foster, 2004).

Los sistemas oxidativos involucran la
respuesta RpoS y el receptor de cAMP, CRP,
por lo que la respuesta se encuentra inhibida
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por glucosa, la inhibicion por glucosa derivd
en el descubrimiento, por serendipia, de los
otros sistemas (Foster, 2004). Pese a ser el
primer sistema descubierto, su mecanismo no
se encuentra dilucidado (Aquino et al., 2017).
El sistema més eficiente es el AR2, consta de
la participacion de GadA y GadB, dos
isoformas intracelulares de la glutamato
descarboxilasa, que consume protones
intracelulares para lograr la descarboxilacion
del glutamato, y GadC, una proteina integral
de la membrana que realiza el intercambio de
glutamato extracelular a GABA (Castanié-
Cornet et al., 2010). De la misma manera, los
sistemas AR3 y AR4 dependen de la
presencia de un aminoécido especifico, la
induccion de su enzima descarboxilasa y un
antiportador. En el caso de AR3 se induce la
actividad de la arginina descarboxilasa AdiA,
gue cataliza la conversiéon de arginina a
agmatina, y el antiportador arginina/agmatina
AdiC (Auger et al., 1989). AR4 consiste en el
sistema lisina/cadaverina con la
descarboxilasa Ldcl y el antiportador CadB
(Kanjee & Houry, 2013). Los sistemas AR2,
AR3 y AR4, cuya eficiencia se encuentra en
ese mismo orden, pese a requerir la presencia
de diferentes aminoacidos, trabajan a nivel
citosolico, exportando los productos de las
descarboxilasas al espacio periplasmico (de
Biase & Lund, 2015). Los productos
exportados actian como bases fuertes que
buscan la neutralizacion de los componentes
acidos del espacio extracelular (Castanié-
Cornet et al., 2010).
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Durante la  produccién de proteina
recombinante, existen estudios donde el pH
es un factor a tener en cuenta para la
formacién y arquitectura de cuerpos de
inclusién (Tabla 2). ElI decremento de pH
menor a 5.5 parece propiciar la agregacién de
proteina recombinante, en contraste con
cultivos con pH sostenido (7.0) (Strandberg &
Enfors, 1991). En un estudio reciente Zhang
et al. (2019), observé que tanto el estrés por
pH acido (<5) y pH alcalino (28), induce la
agregacion de piruvato oxidasa recombinante,
disminuyendo la actividad residual del
extracto celular. El efecto campana también
se ha apreciado en el tamafio de los cuerpos
de inclusién, alcanzando un maximo a 7.2, sin
embargo, el maximo titulo de proteina
recombinante se alcanzé a pH 6.7 (Slouka et
al, 2018). La produccién de proteina
recombinante en pH alcalino puede ser una
estrategia que permita la produccién de Cl con
arquitectura mas relajada, segun lo
conseguido en sistemas inducidos
quimicamente (IPTG). Castellanos-Mendoza
et al. (2014), tomaron como modelo a una E.
coli BL21-Gold (DE3) para la produccion de
una esfingomielinasa-D y encontraron que los
cuerpos de inclusioén producidos en reactores
sin control de pH, que llegaron al final del

cultivo a un pH de 8.4, fueron méas sensibles a
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la degradacion por proteinasa K 'y
solubilizados de mejor manera por soluciones
de cloruro de guanidinio que sus contrapartes
sintetizados a pH 7.5. Calcines-Cruz et al.
(2017), usando una cepa de E. coli Origami
(DE3) expresando una fosfolipasa-A,
observaron, mediante Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR),
que la proporcion de estructuras a-hélices era
mayor en los cuerpos de inclusion en pH
alcalino (8.5) y fueron mas sensibles a la
degradacion por proteinasa K. Asi mismo, se
ha reportado que el pH alcalino activa la
respuesta de choque térmico (HSR)
estimulando la expresion de chaperonas
moleculares, necesarias para la modificacion
de la arquitectura de los agregados proteicos
y ayuda a la produccion de proteina
recombinante en sistemas con alta produccion
de acetato (Taglicht et al., 1987; Maurer et al.,
2005 Wang et al., 2014). Pese a que el pH
intracelular no presenta modificaciones
drasticas, el pH extracelular influencia en gran
manera en la bioenergética celular, la
importacion de protones en pH basico y la
exportacion en pH acido son ejemplo de ello;
ademas de la estimulacion de respuestas de
estrés (Maurer et al., 2005; Taglicht et al.,
1987; Zhang et al., 2019).
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Tabla 2. Efectos observados en la formacion y arquitectura de Cl, utilizando el pH como pardmetro de cultivo

pH

Efecto en el CI

Referencia

Cultivo sin control de pH, pH

Decrecio la fraccién de proteina soluble

cuando el pH alcanzé valores por

Strandberg & Enfors,

final 8.4 vs pH controlado a
7.5

susceptibles a la degradacién
proteolitica y solubilizacién por agentes

caotrépicos.

] ] i . i 1991
final 5.2 debajo de 5.5, el titulo incrementd.
Los ClI en cultivos que alcanzaron pH
) ) final 8.4, alcanzaron un mayor didmetro
Cultivo sin control de pH, pH ] . 3
al final de la fermentacion, fueron mas Castellanos-

Mendoza et al., 2014

CultivoapH 6.5vs 7.5 vs 8.5
en fase de induccion

A pH 8.5, los CI presentaron menor
afinidad por colorantes amiloides,
mayor susceptibilidad a degradacién
proteolitica, enriquecimiento de
estructuras a-hélice y mayor
rendimiento de PR, en contraste con el

resto de condiciones plantadas.

Calcines-Cruz et al.,
2017

CultivoapH 6.7vs 7.2 vs 7.7

Después de 6 horas de induccion, el
nivel bajo de pH (6.7) favorecio el
incremento en los titulos de pureza en
Cl, el pH 7.2, influencié en el

incremento del diametro.

Slouka et al, 2018

Resuspension de células a pH
50vs6.0vs 7.0vs 8.0vs 9.0

El pH &cido, 5.0, y bésico, 8.0y 9.0
favorecieron la agregacion de la
proteina recombinante, la fraccion
insoluble se enriquecié conforme mayor
fue el tiempo de cultivo.

Zhang et al., 2019
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Conclusiones

Actualmente, la tendencia indica que no existe
una linea divisora entre qué proteinas pueden
formar CI clasicos y cudales no clasicos, en
cambio, amplia la visibn de que son
agregados capaces de ser modificados
acorde a las condiciones de cultivo, las cuales
impactan en los atributos de calidad que seran
expresados en los Cl. Sin embargo, estos
procesos de optimizacion han resultado
dependientes de la proteina y la cepa
utilizada. La formacién de Cl y adaptacion de
éstos mediante la experimentacion de
distintas técnicas de cultivo, cosecha vy
purificacion han abierto las puertas a
aplicaciones inimaginables a principios de
siglo; su uso como enzimas inmovilizadas,
andamiaje para ingenieria de tejidos o
sistemas de liberacion de farmacos son
algunos de los nuevos enfoques que se han
evaluado en los Cl durante los Ultimos afios. A
pesar de la especificidad de resultados en
cuanto a proteina producida y cepa utilizada,
la adaptacion de las condiciones de
fermentacion, en particular pH, es una
alternativa prometedora para el desarrollo de
procesos dirigidos a la producciéon de CI con
arquitectura y tamafio necesario para

aplicaciones especificas.
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