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Resumen

Lawsonia intracellularis es el agente causal de la enteropatia proliferativa porcina, y se
asocia a la ocurrencia de grandes pérdidas econdmicas en el sector a nivel mundial. La
alternativa mas viable para la prevencién de esta enfermedad infecciosa es la vacunacion.
En la actualidad existen vacunas comerciales basadas en la bacteria viva atenuada e
inactivada, sin embargo, no existe una vacuna recombinante. Tres antigenos quiméricos
de L. intracelullaris desarrollados previamente OMP1lc, OMP2c e INVASc otorgaron
proteccion a cerdos contra la infestacion del patégeno, posterior a la inmunizacién con el
candidato vacunal en ensayos en condiciones controladas. En el presente trabajo se
desarroll6 un proceso productivo a escala de laboratorio para la produccion de los
antigenos quiméricos expresados como cuerpos de inclusion en la bacteria transformada
de Escerichia coli. La biosintesis de los antigenos recombinantes se desarrollé6 en un
cultivo por lote alimentado en un fermentador de 2 L. Las condiciones de cultivo
establecidas permitieron obtener un rendimiento volumétrico de antigenos mayor a 0,5
g/L. Mientras que los procesos de recuperacion y purificacion realizados mediante
centrifugacion y lavados, resultaron en una recuperaciéon del 63,7% y una pureza del
73,6%. Los antigenos mostraron ser estables durante 60 dias en condiciones de
almacenamiento de 4°C y -20°C. Ademas, la adicién de preservantes a la solucion de
antigenos es importante para garantizar la calidad microbioldgica del producto final.
Palabras clave:

e ANTIGENOS RECOMBINANTES

e ESCHERICHIA COLI

e CULTIVO ALIMENTADO

e CUERPOS DE INCLUSION
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Abstract

Lawsonia intracellularis is the causative agent of porcine proliferative enteropathy, and it
is associated with the occurrence of large economic losses in the sector worldwide. The
most viable alternative to prevent this infectious disease is vaccination. At present day
there are commercial vaccines based on live attenuated and inactivated bacteria,
however, there is no a recombinant vaccine. Three chimeric antigens of L. intracellularis
previously developed OMP1c, OMP2c and INVASc granted protection to pigs against the
infestation of the pathogen, after immunization with the vaccine candidate in controlled
conditions trials. In the present work a productive process was developed on a laboratory
scale for the production of the chimeric antigens expressed as inclusion bodies in a
transformed Escherichia coli. The biosynthesis of the recombinant antigens was carried
out in a fed-batch culture in a 2 L fermenter. The established culture conditions allowed to
obtain a volumetric yield of antigens greater than 0,5 g/L. While the recovery and
purification processes performed by centrifugation and washing, resulted in a recovery of
63,7% and a purity of 73,6%. The antigens were stable for 60 days under storage
conditions of 4 °C and -20 °C. In addition, the addition of preservatives to the antigen
solution is important to ensure the microbiological quality of the final product.
Key words:

¢ RECOMBINANT ANTIGENS

o ESCHERICHIA COLI

e FED-BATCH

e [INCLUSION BODIES
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Capitulo 1

Introduccién

Formulacién del problemay antecedentes

La enteropatia proliferativa (EP) o ileitis es una enfermedad infecciosa,
endémica de cerdos, caracterizada por el engrosamiento de la mucosa intestinal
(Vannucci, Gebhart y McOrist, 2019). El primer reporte de la enteropatia proliferativa se
realiz6 en 1931, descrito como un adenoma intestinal porcino (Biester y Schwarte,
1931). En 1973 con la ayuda del microscopio electronico se logré observar a una
bacteria curva intracelular en las lesiones adenomatosas relacionandolo con un vibrio
(Rowland et al., 1973). La bacteria causante de la patologia fue aislada en sistema de
cultivo celular con enterocitos de rata por primera vez en 1993 (Lawson et al., 1993) y
luego de su caracterizacién fue nombrada Lawsonia intracellularis (McOrist, Gebhart,

Boid y Barns, 1995).

La enfermedad puede presentarse de forma clinica o subclinica. Los animales
infectados de forma clinica presentan diarrea y crecimiento reducido, lo que resulta en
mayores gastos hasta llegar a su comercializacion (Jacobson et al., 2010). En los
adultos jovenes, la infeccion puede llevar a una forma hemorragica aguda de la
enfermedad y posteriormente la muerte (Jacobson et al., 2010; Vannucci et al.,
2019)Los animales infectados de forma subclinica, no tienen signos clinicos claros,
solamente se observa una disminucion de la velocidad de crecimiento (Vannucci et al.,

2019).
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Las pérdidas econdmicas causada por la enteropatia proliferativa dependen de
la cantidad de animales infectados y de la gravedad del cuadro clinico (Jansen et al.,
2019). Un estudio realizado por Pérez (2016) en Argentina, estimé que las pérdidas
economicas debido a la reduccion del crecimiento de los cerdos, en granjas donde se
detect6 L. intracellularis, fue alrededor de 1,3 a 4,66 dolares por cerdo. Mientras que en
Australia se estimo que las pérdidas econémicas eran entre 6,5 a 12 dolares por cerdo,

sin tomar en cuenta la forma subclinica de la enfermedad (Collins, 2013).

La enteropatia proliferativa porcina se encuentra extendida alrededor del mundo
(Arnold et al., 2019; Hossain et al., 2016; Resende et al., 2015). En Europa se estimo
gue entre el 70 y 100 % de los rebafios eran infectados con el patégeno (Arnold et al.,
2019). En Estados Unidos se informo que el 75% de los rebafios habian sido infectados
(Marsteller et al., 2003). En Sudamérica se han reportado infecciones por L.
intracellularis con prevalencias mayores al 30%. Estudios realizados en rebafios de
Perl reportaron una seroprevalencia del 38,5% (Calle et al., 2006), en Colombia se
determiné una prevalencia del 56% (Jiménez et al., 2014) y en Argentina 80% (Corrales

et al., 2009) lo que indica su amplia difusion en la region.

Las técnicas de tincion histoquimicas e inmunohistoquimica post-mortem son la
prueba de referencia para el diagnéstico de la enteropatia proliferativa (McOrist, Boid,
Lawson y McConnell, 1987). En la actualidad se han desarrollados técnicas moleculares
de diagnéstico que incluyen pruebas serolégicas (Hassenin et al., 2017) y de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) (Burrough, 2015). Sin embargo, los titulos positivos
solo indican una exposicion previa al patdgeno, y la PCR tiene una sensibilidad y
especificidad variable dependiendo de la forma de la enfermedad que puede llevar a

sobreestimar el nimero de cerdos infectados (Pedersen et al., 2010; Wattanaphansak
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et al., 2008). Por lo que aun no se ha encontrado una técnica de diagndstico

comparable con los ensayos histoldgicos (Jacobson et al., 2010).

El tratamiento actual para la EP estd basado en la administracion de antibiéticos.
Tiamulina, tilosina, lincomicina-espectinomicina y clortetraciclina han sido empleados
para el tratamiento y prevencion de la enteropatia proliferativa con efectos clinicos
positivos (McOrist, Muller Wager, Kratze y Sjosten, 2000; Otoni et al., 2019) . Sin
embargo, el uso de antibiéticos puede llevar a que se desarrollen bacterias resistentes,
complicando el tratamiento y siendo un problema de salud publica (Shrivastava et al.,
2018). Ademas, suspender el antibiético el animal queda expuesto a una posible
infeccién por L. intracellularis ya que la bacteria no es reconocida por el sistema

inmunoldgico (Collins, 2013).

La alternativa mas viable al uso de antibiéticos ha demostrado ser la vacunacion
(Obradovic y Wilson, 2020). En el mercado existen dos vacunas disponibles. La vacuna
basada en la bacteria viva atenuada Enterisol lleitis, administrada por via oral, aunque
la vacuna no logré eliminar por completo las bacteria patégenas expulsadas a través de
las heces, demostré levantar una respuesta inmune mediada por células, reduciendo los
signos clinicos provocados por L. intracellularis, (Riber et al., 2015). No obstante, el uso
de vacunas vivas atenuadas tiene riesgos potenciales, como la virulencia en animales
susceptibles y la posible reversion de la atenuaciéon (Nascimento y Leite, 2012). La
vacuna inactivada Porcilis lleitis, administrada por via intramuscular, levanta
principalmente una respuesta inmune humoral y demostré reducir la colonizacion del
patdégeno y la gravedad de la enfermedad (Roerink et al., 2018). Sin embargo, se

necesita mas estudios sobre el mecanismo de accién, ya que se ha demostrado la
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proteccion deberia estar mediado por una respuesta inmune celular (Cordes, Riber,

Jensen y Jungersen, 2012).

Justificacion del problema

Aunqgue en el mercado existen dos vacunas disponibles para la prevencion de la
Enteropatia proliferativa, una vacuna de subunidad podria competir con ellas, ya que las
vacunas actuales necesitan cultivar el patégeno en células eucariotas, siendo costoso
de producir (Plotkin et al., 2017). Las vacunas de subunidad por otro lado, son
relativamente mas baratas de producir y seguras, sin riesgo de reversion a la virulencia

(Obradovic y Wilson, 2020).

Un candidato vacunal basado en subunidades recombinantes fue desarrollado
por Montesino et al., (2019). Tres proteinas de L. intracelullaris como cuerpos de
inclusion se usaron como antigenos de la vacuna: dos proteinas de la membrana
externa de 63 kDa y 35 kDa (OMP1c, OMP2c) y una proteina secretora conocida como
invasina de 25 kDa (INVASc). Los antigenos fueron modificados insertandoles epitopes
de unién a linfocitos T (Montesino et al., 2019). La vacuna adjuvada con plFN-a fue
administrada en cerdos por via intramuscular y provocé una respuesta inmune humoral

y celular, protegiendo al animal contra el patégeno. (Montesino et al., 2019).

Aunque los antigenos recombinantes parecen ser ideales para una vacuna
contra L. intracellularis, la expresion de estas proteinas aun es muy baja (Montesino
et al., 2019). Los antigenos desarrollados por Montesino et al., (2019) se expresaron en
E. coli utilizando medio LB obteniéndose un rendimiento volumétrico de 5,6 mg Ag/L

cultivo, lo que resulta ser muy bajo si se quiere obtener una vacuna econémicamente
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factible que puede competir en el mercado. Por lo tanto, este trabajo busca establecer
procesos upstream y downstream a escala de laboratorio que permitan aumentar el

rendimiento, ademas de garantizar la calidad de los antigenos recombinantes para ser

usados en la formulacion de una vacuna contra L. intracellularis.

Objetivos del proyecto
Objetivo general

Establecer un proceso productivo para la obtencién de antigenos recombinantes
contra Lawsonia intracellularis, causante de la enteropatia proliferativa porcina, en

Escherichia coli.

Objetivos especificos
1. Definir las condiciones 6ptimas de cultivo para lograr méas de 0,5 gr de

antigeno por litro de cultivo.

2. Definir procedimiento de recuperaciéon de antigenos con rendimiento mayor de

85%.

3. Realizar ensayos de estabilidad acelerados de los antigenos.

4. Redactar Procedimiento de Operacion Estandar (POE) para cada etapa del

proceso de produccion.
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Capitulo 2

Marco Teodrico

Lawsonia intracellularis.

L. intracellularis es una bacteria intracelular obligada, Gram-negativa y sin
fimbrias o esporas, perteneciente a la familia Desulfovibrionaceae (McOirist et al., 1995).
La bacteria tiene 1,25-1,75 um de largo, 0,25-0,43 um de ancho y en su exterior una
capa trilaminar (McOrist et al., 1995). Un flagelo unipolar se ha observado, pero solo
cuando la bacteria se encuentra extracelular (Lawson y Gebhart, 2000). La bacteria
tiene un genoma unico y tres plasmidos, con un total de 1,72 millones de pby 1.324
regiones codificantes de proteinas (Vannucci, Gebhart y McOrist 2019). L. intracellularis
no puede ser cultivada in vitro en medios bacterioldégicos convencionales, requiere de la
divisién de células eucariotas crecidas en una atmosfera de 82,2% nitrégeno, 8,8%

diéxido de carbono y 8% oxigeno (Lawson et al., 1993).

Enteropatia proliferativa.

La enteropatia proliferativa (EP), también llamada ileitis, es una enfermedad
infecciosa causada por L. intracellularis (McOrist et al., 1995). Esta es una enfermedad
endémica de cerdos, también se ha diagnosticado la enfermedad en caballos, hamsters,
conejos, ratas, perros, gatos, focas, ovejas, ciervos, pollos, emus, cuyes y primates no
humanos (Bohlin, Olsen, Laursen, Ohman y Van Galen, 2019; Hwang, Seo y Yeh, 2017;
Resende et al., 2019; Ohta et al., 2017; Vannucci et al., 2019) . La forma cronica de la
enfermedad se observa en cerdos de 6 a 20 semanas de edad y a menudo se

caracterizan por diarrea leve, reducido consumo de alimento y baja ganancia de peso
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(Vannucci et al., 2019). En la infeccién subclinica solo se observan tasas de crecimiento

disminuidas (Vannucci, Gebhart y McOrist, 2019).

La forma aguda de la enfermedad se caracteriza por diarrea de intensidad
variable y ocasionalmente heces alquitranadas negras que pueden progresar a diarrea
acuosa con sangre franca (Vannucci et al., 2019). Otras observaciones comunes

incluyen palidez, debilidad y muerte rapida (Jacobson et al., 2010).

Patogénesis.

La enteropatia proliferativa ha sido estudiada en modelos animales como cerdos
y ratones. La invasion de L. intracellularis a enterocitos maduros diferenciados en el
yeyuno, ileon, ciego y colon ocurre a las 12 horas de la inoculacion oral en cerdos
(Boutrup et al., 2010). A los 5 dias existe la formacion de grupos discretos de micro-
colonias en el epitelio y la lamina propia (Guedes et al., 2017). A partir del dia 5 existe
una infeccién generalizada en criptas individuales, con una diseminacion en la lamina
propia adyacente (Boutrup et al., 2010). La presencia de L. intracellularis en las células
de la cripta intestinal, ubicadas en la base del epitelio, indica un tropismo hacia los
enterocitos inmaduros constantemente en divisién ( Vannucci et al., 2019). Esto puede
deberse a que la bacteria tiene un mejor crecimiento en cultivos de células que se
dividen rapidamente (McOrist, Jasni, et al., 1995; Resende, Pereira, et al., 2019). Por
otro lado, se ha encontrado que L. intracellularis puede internalizarse y sobrevivir en el
entorno fagolisosémico de los macréfagos del cerdo, pudiendo estar relacionado con la
persistencia del patdgeno en el huésped, que lleva a la forma crénica de la enfermedad

(Pereira et al., 2020).
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Respuesta inmune.

Aunque durante los primeros 7 dias de la infeccion se observa la infiltracién de
neutrofilos entre las células de la cripta no hay signos evidentes de inflamacion de las
células epiteliales (Guedes et al., 2017; Macintyre et al., 2003). Mediante un
mecanismo, aun desconocido, L. intracellularis provoca un estado de inmunosupresion
retrasando el efecto inmediato de las células inmunes innatas y las citoquinas. Este
mecanismo ayuda al patdgeno a sobrevivir, multiplicarse y diseminarse dentro de las

criptas intestinales (Obradovic y Wilson, 2020).

A los 15 dias de la infeccidon se ha informado que existe un aumento significativo
en el numero de macro6fagos que han capturado el antigeno bacteriano (Maclintyre et al.,
2003). Esto conduce a la secrecién de citoquinas, primero TNFa a los 5-10 dias de
infeccidn, seguido de IFNy e IL-6 a los 10-20 dias de infeccion. Las citoquinas tienen un

rol importante en la activacion de las células inmunes adaptativas (Yeh y Ga, 2018).

La produccion de interferén gamma (IFN-y) por linfocitos T activados fue
reportado en cerdos inoculados con L. intracellularis (Guedes y Gebhart, 2003). IFN-y
secretado por células T CD8+ tiene la funcion de activar macréfagos (Charles A
Janeway et al., 2001). Un estudio en ratones knockout carentes del receptor para IFN-y
(IFN-yR-) se demostré que la infeccion por L. intracellularis fue sustancialmente mayor
gue en los ratones de tipo silvestre. Por lo que, los investigadores concluyeron que IFN-

y es crucial para la limitar la proliferacion de la bacteria (Smith et al., 2000).

La respuesta humoral especifica contra L. intracellularis esta dada por grandes
acumulaciones de inmunoglobulinas A (IgA) en la mucosa intestinal, la lamina propia y

en el citoplasma apical de los enterocitos infectados que ocurre entre los 15y 29 dias
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de infeccion (Guedes y Gebhart, 2010). IgA tiene un importante papel en la proteccion
contra la invasion de L. intracellularis y la proliferacion intracelular (Obradovic et al.,

2019).

Por ultimo, a partir de los 20 dias de infeccién se ha observado un aumento
sérico de TGF, IL-10 e IL-8 (Yeh y Ga, 2018). Estas moléculas promueven la
homeostasis de la respuesta inmune disminuyendo el efecto de las citoquinas
proinflamatorias. IL-8 estimula a fagocitosis y la angiogénesis ayudando a la reparacién

de la mucosa intestinal (Obradovic y Wilson, 2020).

Diagnéstico

La prueba de referencia (gold standard) para el diagnostico de la enteropatia
proliferativa consta de un andlisis histoldgico post-mortem de las lesiones intestinales
causadas por el patégeno mediante técnicas de tincién histoquimicas e
inmunohistoquimica (Jacobs et al., 2019; McOirist, Boid, Lawson, y McConnell, 1987).
En la actualidad se han desarrollados técnicas moleculares de diagndstico ante-mortem,
las que incluyen pruebas serolégicas y de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
(Draskovic et al., 2018). La deteccion de anticuerpos especificos en el suero puede
identificar rebafios infectados (Barrera-Zarate et al., 2019; Wattanaphansak et al.,
2008); no obstante, los titulos positivos de anticuerpos solo indican una exposicion
previa al patégeno. La PCR tiene una sensibilidad y especificidad variable dependiendo
de la forma de la enfermedad que puede llevar a sobreestimar el nimero de cerdos

infectados (Pedersen et al., 2010).
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Tratamiento y control.

Dado que la transmision de L. intracellularis es a través de la ingesta de heces
contaminadas, la limpieza de las granjas utilizando desinfectantes es una de las
medidas més simples que pueden implementarse para prevenir infecciones en los
rebafios. El estudio de Collins et al., (2000) encontré que cetrimida 3% (amonio
cuaternario) y yodopovidona 1% eran efectivos para la inactivacion de la bacteria. Otros
desinfectantes comerciales como el Stalosan® F y el Virkon® S también han demostrado
inactivar el patégeno (Collins, Fell y Barchia, 2013; Wattanaphansak et al., 2009;
Karuppannan y Opriessnig, 2018).

Una vez que se ha diagnosticado la EP en el rebafio, usualmente se administra
antibiéticos en el agua o comida de los cerdos como tratamiento de la enfermedad.
Varios antibiéticos como tiamulin y lincomicina-espectinomicina y clortetraciclina han
demostrado ser eficaces en controlar y prevenir la enfermedad (McOrist, Muller Wager,
Kratzer y Sjosten, 2000; Otoni et al., 2019). Sin embargo, el continuo uso de antibiéticos
puede llevar a desarrollar bacterias resistentes (Shrivastava et al., 2018). En el contexto
actual de preocupacion publica por el desarrollo de bacterias resistentes ha llevado a
buscar estrategias alternativas para controlar la EP y reducir el uso profilactico de

antibidticos (Jansen et al., 2019).

Vacunas contra patdgenos intracelulares.

El desarrollo de vacunas eficaces contra patdgenos intracelulares generalmente
se centra en producir principalmente una respuesta inmune mediada por células T
(Hohman y Peters, 2019; Pham et al., 2017). Aunque el rol de las células B frente a

muchas infecciones de patégenos intracelulares aln es debatido, esta claro que la
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proteccion que ofrecen es bajo (Fulop et al., 2001; Torrado et al., 2013). Sin embargo, el
enfoque actual es la busqueda de una respuesta inmune celular y humoral sinérgica, ya
gue estos tipos de respuestas estan estrechamente interconectados (Casadevall, 2018).
Estudios demuestran que una respuesta inmune celular y humoral conjunta produce
una mejor proteccion contra patégenos intracelulares como en el caso de
Mycobacterium tuberculosis (Prados-Rosales et al., 2017).

En las infecciones de cerdos con L. intracellularis se ha encontrado evidencia
gue existe una respuesta inmune protectora luego que los cerdos son infectados con
una cepa virulenta de L. intracellularis, que evita que el patégeno recolonice el intestino
del animal (Collins y Love, 2007). Estudios reportan que el IFN-y secretado por células
T CD4"y CD8"y la IgA secretada por células plasmaticas tienen un rol importante en la
proteccion contra L. intracellularis (Cordes et al., 2012; Guedes y Gebhart, 2010;
Nogueira, Collins, Dunlop y Emery, 2015). Por lo tanto, una vacuna ideal deberia ser

capaz de provocar una respueste inmune equilibrada tanto celular como humoral.

Vacunas contra L. intracellularis

Una de las formas mas eficaces para la prevencion de la EP es la
vacunacion(Obradovic y Wilson, 2020). En la actualidad dos vacunas comerciales se
encuentran disponibles para la prevencion de la EP, la primer en ser desarrollada fue la
vacuna basada en la cepa de L. intracellularis B3909 viva atenuada denominada
Enterisol lleitis (Kroll et al., 2004). El estudio de vacunacion en cerdos con la bacteria
atenuada mediante el agua de bebida con una dosis de 10° bacterias mostr6é una
reduccion de las lesiones intestinales, eliminacién de sintomas clinicos y una mayor
ganancia de peso en comparacion con el grupo control no vacunado. No obstante, los

animales vacunados aun arrojaban un gran nimero de bacterias en las heces, por lo
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gue la dosis no fue suficiente para levantar una fuerte respuesta inmune (Kroll et al.,
2004). En otro estudio realizado por Riber et al., (2015), inform6 que los cerdos
vacunados con la cepa atenuada tenian baja respuesta inmune celular y humoral en
comparacion con cerdos infectados con la cepa virulenta. Por lo tanto, la vacuna viva
atenuada no garantiza una proteccidon completa contra L. intracellularis (Obradovic y
Wilson, 2020).

La segunda vacuna disponible en el mercado es la basada en el patégeno
inactivado junto con un adjuvate (aceite mineral-tocoferol) denominada Porcilis
Lawsonia (Roerink et al., 2018). La vacuna administrada por via intramuscular demostré
reducir la severidad de los signos clinicos, ademas de disminuir la colonizacién y la
cantidad de bacterias en las heces del animal (Roerink et al., 2018). La proteccién de
Porcilis demostré ser superior que la vacuna viva atenuada, mostrando un aumento en
los titulos de anticuerpo luego de la vacunacion y del reto frente al patégeno (Jacobs
et al., 2019). Se necesitan mas estudios que puedan ayudar a determinar si la
proteccion contra el patdgeno esté vinculada con la respuesta inmune mediada por

células.

A diferencia de las vacunas atenuadas, las vacunas de subunidades
recombinantes son mas seguras ya que solo toman una parte del microorganismo
infeccioso para levantar la respuesta inmune, ademas de que su produccién suele ser
mas barata (Obradovic y Wilson, 2020). Existe un candidato vacunal basado en
proteinas recombinantes de L. intracellularis desarrollado por Montesino et al., (2019).
La vacuna consiste en tres proteinas recombinantes a las que se les ha insertado
epitopes de unién de linfocitos T, dos de estas proteinas pertenecen a la membrana

externa (OMP1c y OMP2c), y la tercera es una proteina secretora denominada invasiva
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(INVASC). La vacuna consistia en una formulacion oleosa de las tres proteinas
recombinantes como cuerpos de inclusién adjuvados con Montanide. La respuesta
inmune y la protecccioén de la vacuna se estudié en cerdos, Montesino et al., (2019)
describe que luego del refuerzo, a los 21 dias, hubo un aumento significativo en los
titulos de IgG totales, en comparacion con los controles no inmunizados. Ademas, la
inmunizacion con la vacuna recombinante junto con pIFN-a como adyuvante provocé
una respuesta inmune celular, evidenciado como un aunmento en los niveles de
expresion de los genes il12a, CD4 y oas?2 en linfocitos de sangre periférica. El estudio
inmunohistoquimico del grupo vacunado, mostré una proteccion del tejido intestinal sin
lesiones macroscopicas luego del desafio bacteriano (Montesino et al., 2019).

Escherichia coli.

E. coli es uno de los organismos huésped mas utilizados para la expresién de
proteinas recombinantes debido a su capacidad para alcanzar altas densidades
celulares rapidamente, simplicidad y bajo costo de produccién (Fathi-Roudsari et al.,
2016; Rosano et al., 2019). Proteinas terapéuticas como antigenos, anticuerpos,
enzimas y complejos proteicos han sido sintetizados en E. coli (Tripathi, 2016). Aunque
E. coli es utilizada comUnmente para la expresion de proteinas de bajo peso molecular,
existen informes que reportan la expresion de proteinas de 90-95 kDa (Rosano y

Ceccarelli, 2014).

Generalmente las cepas E. coli By E. coli K12 son usadas para la expresion de
proteinas recombinantes. Empero, las cepas B como la BL21 son preferidas ya que
tiene un mejor rendimiento en comparacion con las cepas K (Kim et al., 2018).
BL21(DE3) es una cepa deficiente de las proteasas Lon y Omp, ademas expresa la

ARN polimerasa T7 bajo el control del promotor lacUV5, que conduce a una alta
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expresion de genes bajo el control del promotor T7 (Ahmad et al., 2018). La cepa
SHuffle T7 es derivada de la cepa B en la que se ha modificado el ambiente
citoplasmético haciéndolo reductivo, para mejorar el correcto plegamiento de las

proteinas (Lobstein et al., 2012).

Bioprocesos en la produccion de proteinas recombinantes.

El desarrollo de bioprocesos tiene como objetivo final la produccién rentable de
biofarmacos a gran escala, para satisfacer la demanda actual de productos
biofarmacéuticos (Narayanan et al., 2020). Los procesos para la produccién industrial
de proteinas recombinantes de importancia terapéutica y profilactica requieren de
estandarizacion y optimizacion (Tripathi y Shrivastava, 2019). Los bioprocesos pueden

ser divididos en dos etapas denominadas upstream y downstream (Jozala et al., 2016).

Los procesos upstream involucran la seleccién de sistema de expresion,
seleccién de clones, medio de cultivo, preparacién del in6culo y optimizacion de
parametros de crecimiento celular y produccién biofarmacéutica (Jozala et al., 2016).
Varios parametros de cultivo, como la composicion del medio, pH, agitacion, aeracion,
temperatura, densidad celular, concentracién del inductor, momento de la induccion y
estrategias de alimentacioén al cultivo se pueden optimizar a escala de laboratorio en
biorreactores pequefios para aumentar la productividad de proteinas recombinantes
antes de pasar a la produccion a gran escala (Chhetri et al., 2015). El éxito del
establecimiento de los procesos upstream a escala de laboratorio es que puedan llevar
a cabo a gran escala, siendo el principal reto mantener la misma productividad y calidad

del producto (Tripathi, 2016).



34

Los procesos downstream incluyen todos los pasos para purificar un producto,
desde el cultivo celular hasta el producto final purificado (Jozala et al., 2016). Las
proteinas recombinantes expresadas de manera intracelular requieren de ruptura
celular, los métodos mas comunmente usados a gran escala incluyen homogeneizador
de alta presion y molino de bolas (Mevada et al., 2019). Los métodos que mas son
utilizados para la separacion del producto de los restos celulares son la centrifugacion y

la filtracién de flujo tangencial (Jozala et al., 2016).

El desarrollo de proceso de purificacién es muy importante para lograr los
niveles de pureza requeridos del producto. Las proteinas producidas de manera
solubles generalmente se purifican por pasos de cromatografia (Adamikova et al.,
2019). Basados en el nivel de pureza requerido varias técnicas de cromatografia estan
disponibles tales como la cromatografia de afinidad, intercambio i6nico, interaccion
hidrofobica y de exclusion molecular (Tripathi, 2016; Wingfield, 2015). Por otro lado, las
proteinas expresadas como cuerpos de inclusion lado requiere de un paso de
solubilizacién antes de pasar por cromatografia, y posteriormente un paso de
replegamiento (Esmaili et al., 2018; Hadj Sassi et al., 2017). Sin embargo, los cuerpos
de inclusion requerir menos pasos de purificacion ya que generalmente son estructuras

relativamente puras (Slouka et al., 2019).
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Capitulo 3

Metodologia

La obtencién de un proceso productivo de las proteinas recombinantes puede
ser divido en tres etapas segun los objetivos planteados. En la primera etapa se
estableci6 las condiciones del indculo partiendo de un stock de glicerol de E. coli
transformada y la determinacion de las mejores condiciones de cultivo para la
fermentacion. La segunda fase se enfocé en la recuperacion y aislamiento de los
antigenos recombinantes expresados como cuerpos de inclusion. Por Ultimo, en la
tercera etapa se caracterizé el producto mediante ensayos de estabilidad y calidad
microbiol6gica. El procedimiento de operacién estandar se redact6 para cada uno de los

procesos establecidos para la obtencidén de los antigenos recombinantes.
Establecimiento del in6culo.

Prein6culo.

El prein6culo se preparé en dos tubos de 50 mL con 10 mL cada uno de medio
de cultivo Luria Bertani (LB) (Liofilchem, Italia) y ampicilina a una concentracion final de
100 pg/mL (USBiological, EE.UU). Los tubos se inocularon con 100 pL de un stock de
glicerol de E. coli SHuffle T7 (New England Biolabs, Reino Unido) transformada con el
plasmido pLawVac (Montesino et al., 2019), proveniente del banco de células de trabajo
del Laboratorio de Fisiopatologia de la Universidad de Concepcién (BCTLAW1801). Los

tubos se incubaron a 37 °C en agitacion constante de 150 rpm durante 14 horas.
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In6culo.

Tres matraces de 500 mL que contenian 100 mL de caldo LB cada unoy
ampicilina a una concentracion final de 100 pug/mL se inocularon con 1 mL 0 2 mL de
preinéculo. Los matraces se incubaron a 37 °C en agitacion constante de 150 rpm
durante 12 horas. La densidad éptica se midi6é a diferentes tiempos, por absorbancia a

600 nm en un espectrofotometro (UV-2505, Labomed, Inc., EE.UU).

Preparacion del medio de cultivo Terrific Broth modificado para crecimiento en

fermentador.

El medio de cultivo Terrific Broth (TB) se prepar6 segun lo publicado por Tartoff y
Hobbs (1987) afiadiendo mayor cantidad de glicerol (3% v/v). El medio TB modificado
contenia 24 g de triptona, 48 g de extracto de levadura (Becton Dickinson, EE.UU) y
70,6 mL de glicerol al 85% (v/v) disuelto en agua destilada en un volumen final de 1,6 L
se afladié al fermentador de 5 L (Winpact FS-06, EE.UU). Las sales del medio TB se
prepararon por separado, disolviendo 4,62 g de KH,PO4 (Merk, Alemania) y 25,08 g de
K:HPO, (Merk, Alemania) en agua destilada en un volumen final de 200 mL. El medio
TBy las sales se esterilizaron por 15 minutos a 121 °C. Luego las sales y 2 mL de
ampicilina (100 mg/mL) se afiadieron al medio de cultivo. El medio TB ademas se

modificé sustituyendo el glicerol por glucosa 2% (m/v) (Sigma, EE.UU).

Inoculacién del fermentador.

Dos matraces con 100 mL de in6culo de 10 horas de cultivo, preparado como se

describié previamente, se utilizaron para inocular el fermentador. Las condiciones
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iniciales de temperatura a 37 °C, agitacion a 200 rpm y pH de 7,0 se establecieron en el

equipo.

Crecimiento celular y determinacion de biomasa seca.

El crecimiento celular se midié por densidad 6ptica a 600 nm en el
espectrofotbmetro (UV-2.505, Labomed, Inc., EE.UU) durante la fase de crecimiento e
induccion de la expresion de los antigenos. Las muestras de cultivo tomadas durante la
fermentacion fueron centrifugadas a 4.400 G por 10 minutos y luego los pellets se
resuspendieron en una solucion de NaCl 0,85% (Merck, Alemania). El blanco y las

diluciones de las muestras se hicieron con NaCl 0,85%.

El peso seco se determind centrifugando una muestra de cultivo de entre 1y 10
mL a 4.400 G por 10 minutos. El sobrenadante se descartd, mientras que el pellet se
resuspendié en 1 mL de agua destilada y se secé sobre una bandeja de aluminio en
una balanza infrarroja de secado (Radwag, Radom, Polonia) a 90 °C hasta peso
constante. La concentracién de biomasa se calcul6 dividiendo el peso seco obtenido
por el volumen de la muestra (g/L). La curva de calibracion entre densidad Optica y peso
seco, permitié conocer que una unidad de densidad Optica a 600 nm es equivalente a

0,49 gramos de biomasa seca por litro de cultivo (g/L).

Monitoreo de las condiciones de crecimiento en fermentador.

Durante la fermentacion se monitore6 las condiciones de crecimiento:
temperatura, agitacion, pH y oxigeno disuelto. El oxigeno disuelto se control6 variando
la agitacién del cultivo para que permaneciera sobre el 20%. El ajuste de pH a 7,0 se

realizé6 mediante adicién de NH3;OH al 30% (v/v) y H3PO4 al 20% (v/v).
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Alimentacién del cultivo.

Una solucion estéril de 17,6% (m/m) de extracto de levadura 'y 22,1% (v/v) de
glicerol se adiciond al cultivo a las 6 horas de crecimiento, mediante flujo constante de

2,5 mL/min, durante 2 horas.

Adicion de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido.

La expresion de los antigenos recombinantes se indujo afiadiendo isopropil-f-D-
1-tiogalactopiranésido (IPTG) al cultivo a una concentracién final de 0,75 mM o0 1,5 mM

cuando la concentracion de biomasa seca fue cercanaa 50 11 g/L.

Anélisis de la estabilidad del plasmido.

La estabilidad del plasmido se evalu6 durante la fermentacién. Las muestras de
cultivo se diluyeron en una solucién de NaCl al 0,85% hasta una dilucién apropiada que
genere entre 30 y 300 colonias. 0,1 mL de las diluciones realizadas se sembraron en
placas con agar LB con y sin ampicilina. La retencién del plasmido se calculé como el
porcentaje de colonias que crecieron en agar LB con ampicilina respecto al total de

colonias que crecieron en agar LB sin ampicilina.

Ruptura celular en prensa francesa.

50 mL de cultivo en diferentes tiempos de induccién se centrifugaron a 4.400 G
por 20 minutos. El sobrenadante se descartd y el pellet se resuspendio en un volumen
de buffer de ruptura 1 (Tris HCI 50 mM, NaCl 300 mM, EDTA 5 mM a pH 7,0) para
obtener una suspension celular de 20 g/L. La suspensién se recirculd 8 veces por la

prensa francesa (Avestin, Canada) a una presion de 12.000 psi. Luego el equipo se lavo
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con el mismo volumen de buffer de ruptura 1 para obtener una crema de 10 g/L (relativo
a la suspension celular anterior). La crema se centrifugd a 4.400 G por 30 minutos. El
sobrenadante se recolectd y guardé a -20 °C. El pellet se resuspendié en el mismo
volumen con buffer fosfato 100 mM pH 7,0. Las muestras del sobrenadante y pellet de

ruptura se analizaron mediante SDS-PAGE y Western blot.

Ruptura celular en molino de bolas.

Terminada la fermentacién, el cultivo se centrifugé a 4.400 G durante 20
minutos. El sobrenadante se descarto y el pellet se resuspendié con el homogenizador
(Velp Scientifica, Italia) en un volumen de buffer de ruptura 2 (PBS, Triton X-100 0,1%)
para obtener una suspensién celular de 20 g/L. La suspension celular se pasé 10 veces
a través del molino de bolas (DynoMill Multilab, Suiza) con perlas de vidrio 0,4 mm, con
un tiempo de retencién de 0,8 minutos cada pase. Luego el equipo se lavé con el mismo
volumen de buffer de ruptura 2 para obtener una crema de 10 g/L (relativo a la
suspension celular anterior). La crema se centrifugd a 11.000 G por 30 minutos. El
sobrenadante se recolecté y guardd a -20 °C. El pellet se resuspendié en buffer PBS
con homogenizador. Las muestras del sobrenadante y pellet de ruptura se analizaron

mediante SDS-PAGE y Western blot.

Aislamiento de cuerpos de inclusion.

La recuperacion de los cuerpos de inclusion a partir de la crema rota fue
evaluada mediante diferentes tiempos de centrifugacion (10, 20 y 30 minutos) a una
velocidad de 4.400 G. Luego seis diferentes condiciones de lavado con PBS, Triton X-

100, NaCl, Urea y Na;HPO. se utilizaron para aumentar la pureza de los antigenos:
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- PBS,pH74 Tritén 0,1%, Urea 1M

- Buffer Fosfato 0,1 M, pH 7,0 Tritén 0,1%, Urea 2M

- Na:HPO4 0,1 M, pH 12,0 Triton 1%, NaCl 1M

Electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

La expresién de los antigenos se analiz6 mediante electroforesis SDS-PAGE en
geles de poliacrilamida al 12,5%, 1,5 mm de espesor. La electroforesis se corrié a 90 V
durante 3 horas. Las bandas de proteinas se visualizaron mediante tincién con azul de
Coomassie durante 1 hora, luego el gel se destifié con solucién de distincién (20%
metanol, 10% &cido acético). El gel se escane6 por el sistema de imagenes Odyssey
(LI-COR, EE. UU). La cuantificacion de los antigenos se realiz6é por densitometria en el

software Image Studio, utilizando BSA como estandar para la curva de calibracion.

Western blot.

Una vez separadas las proteinas en SDS-PAGE se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa utilizando un aparato de transferencia semiseco (BioRad,
EE.UU) a 0,3 A, 25 V durante 45 minutos. La membrana se bloque6 con leche
descremada al 5% en TBS durante toda la noche a 4 °C y agitacién constante.
Posteriormente, se incubd con el anticuerpo monoclonal anti-Histidina de ratén
(Clontech, EE.UU) diluido 1:5.000 en leche descremada al 5% en TBS durante 2 horas
a temperatura ambiente y agitacion constante. Luego de tres lavados con TBS de 10
minutos cada uno, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario anti-ratén Alexa
fluor 680 de cabra (Jackson ImmunoReseach, EE.UU) diluido 1:10.000 en leche

descremada al 5% en TBS durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
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constante. Luego de tres lavados con TBS de 10 minutos cada uno, la membrana se

analizé con el sistema de imagenes Odyssey (LI-COR, EE.UU).

Ensayo de estabilidad.

Los antigenos de L. intracellularis como cuerpos de inclusién se resuspendieron
en PBS hasta una concentracion de 523,4 ug/mL, luego se dispensaron 10 mL en tubos
conicos de 1mL y se dividieron en dos lotes. El primer lote se almacené a -20 °C. Al
segundo lote se le afiadi6 timerosal 100 pg/mL (Sigma, Espafia) y gentamicina 60
pg/mL (Sigma, EE.UU) y se almacené a 4 °C. Cada 15 dias se analiz6 la estabilidad de
antigenos de un tubo de cada lote al azar mediante electroforesis SDS-PAGE y Western

blot hasta los 60 dias.

Determinacion de la calidad microbioldgica.

Alicuotas de 1 mL de solucién de antigenos y de una dilucion de 1/10 se
sembraron en los diferentes medios de cultivo: agar triptona soja (Merk, Alemania), agar
Sabouraud (Merk, Alemania) y caldo Tioglicolato (Becton Dickinson, Francia) (US
Pharmacopeia, 2009). Las placas con agar triptona soja y los tubos con caldo
Tioglicolato se incubaron a 35 °C. Las placas con agar Sabouraud se incubaron a 25 °C.
Los ensayos de realizaron por triplicado. Luego de 7 dias se observé si existia

crecimiento de microorganismos en los diferentes cultivos.
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Capitulo 4

Resultados

El establecimiento de los procesos de produccién de los antigenos
recombinantes trae consigo beneficios en términos de costo y tiempo de produccién,
ademas de garantizar reproducibilidad y la calidad del producto final. La primera parte
de este trabajo se enfoco en el estudio de varios parametros de cultivo como, el medio
de cultivo, densidad celular, estrategia de alimentacion, concentracion del inductor,
momento de induccién y estabilidad del plasmido que conllevaron al desarrollo de un
bioproceso efectivo. En la segunda parte del trabajo, los procesos de aislamiento y
purificacion cuerpos de inclusion se realizaron utilizando técnicas simples para

minimizar costos y tiempo de produccién.

Determinacion de condiciones de cultivo parala expresion de los antigenos

recombinantes.

Establecimiento de condiciones del preindculo en tubos de 50 mL.

Previo al estudio de las condiciones de fermentacion se establecieron las
condiciones del preinéculo e inéculo con el objetivo de garantizar el mismo cultivo de
partida en todas las fermentaciones para que puedan ser comparables entre si con

respecto a la concentracion de biomasa en un tiempo determinado.

La primera fase del proceso productivo de los antigenos recombinantes de L.
intracellularis fue la definicion de las condiciones de cultivo del preindculo partiendo de
un stock de glicerol con la finalidad de activar metabolicamente a la bacteria y obtener la

mayor cantidad de células viables. Tubos con 10 mL de medio LB se inocularon a partir
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de un stock de glicerol. El crecimiento celular se evalu6 a través de la medicién de la
densidad oOptica a 600 nm (Tabla 1). A partir de los valores de densidad Optica se

calculd la velocidad de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacién (g) utilizando las

InDO,—1nDO4 __In2

' g

ecuaciones: u = po— p
274

(Widdel, 2010).

Tabla 1
Crecimiento celular de E. coli SHuffle transformada con el vector pLawVac en tubos de

polipropileno de 50 mL con 10 mL de medio LB (preinéculo).

Tiempo Densidad 6ptica p (horas?) g (horas)

(horas) (600 nm)

0 0,020 - -

2 0,020 0 -

4 0,028 0,164 4,233
6 0,131 0,775 0,894
8 0,395 0,553 1,254
10 1,103 0,513 1,351
12 1,584 0,181 3,827
14 1,991 0,114 6,055

Nota: Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacién (g).

El crecimiento del cultivo mostré un periodo de latencia de 4 horas, en el que la
bacteria posiblemente se adapté a las condiciones del medio de cultivo. La fase
exponencial comenzé cerca de las 6 horas y dur6 hasta las 10 horas de cultivo (Tabla 1,
Figura 1). A partir de este tiempo la velocidad de crecimiento disminuy6. De acuerdo a
los resultados se estableci6é que el preinéculo se creceria hasta las 10 horas para
obtener un cultivo de alta viabilidad celular que garantice la reproducibilidad en las

etapas posteriores del proceso de produccién de los antigenos.
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Figura 1

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawVac en tubos
de polipropileno de 50 mL con 10 mL de cultivo, partiendo de un stock de glicerol
(preinoculo).
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Estudio de condiciones del in6éculo en matraces de 500 mL.

Matraces de 500 mL se inocularon con el preinéculo, crecido en las condiciones
pre-establecidas (epigrafe 4.1), para aumentar la cantidad de células viables que
entraran al biorreactor. Durante 12 horas se evalu6 el crecimiento celular, a través de la
medicién de densidad 6ptica a 600 nm y se calcul6 la velocidad de crecimiento y el
tiempo de duplicacion (Tabla 2, Figura 2). Los datos muestran que el cultivo no tuvo
fase de latencia. La bacteria empez6 su crecimiento desde la fase exponencial, que se
mantuvo hasta la hora 6 del cultivo, a partir de ese tiempo se lleg6 a la fase
estacionaria. El cultivo de 10 horas con una densidad éptica de aproximadamente 2,4

se tomo6 como indculo para las fermentaciones posteriores.
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Tabla 2
Crecimiento celular de E. coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawVac en

matraces de 500 mL con 100 mL de medio LB (in6culo).

Tiempo Densidad 6ptica U (horas™) g (horas)
(horas) (600 nm)
0 0,015 - -
2 0,06 0,693 1,000
4 0,367 0,906 0,765
6 1,3 0,632 1,096
8 1,923 0,196 3,543
10 2,36 0,103 6,761
12 2,618 0,052 13,387

Nota: Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (g).
Figura 2
Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7, transformada con el vector pLawVac, en

matraces de 500 mL con 100 mL de medio LB, partiendo del preinéculo (inéculo).
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Analisis de crecimiento en medio TB sin induccion.
El medio Terrific Broth (TB) fue utilizado como medio de cultivo para el

crecimiento de E.coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawVac en fermentador.

Este experimento se realiz6 sin inducir la expresion de los antigenos recombinantes,
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para determinar las caracteristicas de crecimiento de la bacteria en este medio. Los
resultados mostraron que el cultivo empezé en la fase exponencial de crecimiento con
una velocidad de crecimiento promedio de 0,77 horas™, prolongandose hasta las 6
horas de cultivo (Tabla 3, Figura 3). A partir de las 7 horas el cultivo comenzé en la fase
estacionaria, observando una disminuciéon en la velocidad de crecimiento. La maxima
concentracion celular alcanzada fue de 12,25 g/L a las 7 horas de cultivo. Los
resultados indican que la mitad de la fase exponencial se alcanza a las 4 horas en
donde se obtiene una concentracion de biomasa de 3,31 g/L. Aunque la induccién de la
expresion de los antigenos se podria realizar en este punto, se buscé obtener una
mayor cantidad de biomasa enriqueciendo el medio y con esto aumentar el rendimiento

volumétrico.

Tabla 3
Crecimiento celular de E. coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawVac en medio

TB sin induccion.

Tiempo Densidad 6ptica Peso seco U (horas?) g (horas)

(horas) (600 nm) (g/L)

0 0,225 0,11 - -

2 1,206 0,59 0,84 0,83
3 2,468 1,21 0,72 0,97
4 6,750 3,31 1,01 0,69
5 12,65 6,20 0,63 1,10
6 23,90 11,71 0,64 1,09
7 25,00 12,25 0,04 15,40
8 24,25 11,88 -0,03 -22,76

Nota: Velocidad de crecimiento (u), tiempo de duplicacion (g).
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Figura 3
Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawVac en medio

TB sin induccion.
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Analisis de crecimiento celular en medio TB con 3% de glicerol (TB-modificado)

sin induccion.

Mediante la hip6tesis de que la induccion de la expresion de los antigenos en
cultivos de alta densidad celular aumenta el rendimiento volumétrico se busco
incrementar la cantidad de biomasa obtenida subiendo la concentracion de glicerol al
3% en el medio TB, llamado en el documento TB modificado (TBM). El crecimiento de la
bacteria se realiz6 en un fermentador de 2 L, sin induccién. Similar a lo obtenido en el
medio TB, el cultivo comenzd en la fase exponencial desde la inoculacion observandose
un rapido aumento en la concentracion celular con un tiempo de duplicacion de
aproximadamente 1 hora (Tabla 4, Figura 4). A partir de las 7 horas de cultivo, comenzé

la fase estacionaria, identificada por una disminucion en la velocidad de crecimiento.
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Tabla 4
Crecimiento celular de E. coli SHuffle T7 que expresa antigenos de L. intracellularis en

medio TB modificado (3% glicerol) sin induccién.

Tiempo Densidad 6ptica Peso seco p(horas™)

(horas) (600 nm) (g/L)

0 0,202 0,01 -

1 0,379 0,19 0,629
2 0,801 0,39 0,748
3 1,78 0,87 0,799
4 3,605 1,77 0,706
5 6,43 3,15 0,579
6 11,25 5,51 0,559
7 21,39 10,48 0,643
8 27,6 13,52 0,255

Nota: Velocidad de crecimiento ()
Figura 4
Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawVac en medio

TB modificado (3% glicerol) sin induccién.
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Al final del cultivo se obtuvo un incremento de la biomasa celular en

comparacion con el experimento anterior, alcanzandose aproximadamente 14 g/L de
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biomasa seca. Ademas, la adicién de glicerol al 3 % en el medio TBM resulté en un
aumento en la velocidad de crecimiento. A las 8 horas de cultivo la velocidad de
crecimiento fue de 0,255 horas™, siendo mayor que la velocidad de crecimiento de las
células en el medio TB (-0,03 horas™). El estudio de la curva de crecimiento del cultivo
por lote permitié determinar que aproximadamente a las 7 horas, la bacteria consume
los nutrientes, por tanto, un aumento de la biomasa a partir de este tiempo se alcanzaria

en un cultivo alimentado.

Influencia de la adicion de extracto de levaduray glicerol en el crecimiento

celular.

Una mayor cantidad de biomasa se logra afladiendo nutrientes durante la
fermentacion. El crecimiento celular fue estudiado en un cultivo alimentado por adicién
de extracto de levadura y glicerol, durante la fase exponencial. La adicién del
suplemento se realiz6 a las 6 horas, cuando el cultivo se encontraba en fase
exponencial tardia (Tabla 5, Figura 5). Se estima que la adicion de los nutrientes, en
esta fase, no resulta en una concentracién inhibitoria para el crecimiento por exceso de
sustrato, sino que permite prolongarla. Las nuevas condiciones de crecimiento
permitieron extender la fase exponencial hasta las 8 horas de cultivo y a partir de ese
tiempo empezé la fase estacionaria. La maxima concentracion de biomasa se alcanz6 a
las 12 horas de cultivo siendo de aproximadamente 30 g/L, el doble de lo obtenido en
un cultivo por lote. A partir de los resultados obtenidos todas las fermentaciones

realizadas posteriormente se hicieron suplementando el medio TBM.
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Tabla 5
Crecimiento celular de E. coli SHuffle T7, transformada con el vector pLawVac, en medio
TBM suplementado con glicerol 3 % (concentracion final) y extracto de levadura 2,4 %

(concentracion final) a las 6 horas.

Tiempo Densidad 6ptica Peso seco p (horas?)

(horas) (600 nm) (g/L)
0 0,175 0,086 -
6 13,4 6,57 0,723
8 35,5 17,40 0,487
10 50,8 24,89 0,179
12 61,3 30,04 0,094

Nota: Velocidad de crecimiento (L).

Figura5

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 transformada con el vector pLawac en medio
TBM suplementado con glicerol 3 % (concentracion final) y extracto de levadura 2,4 %

(concentracion final) a las 6 horas.
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Analisis de la expresion de antigenos recombinantes de L. intracelullaris.

El rendimiento de la expresion de antigenos recombinantes depende en gran

medida de la estrategia de induccién ya que el inductor puede resultar toxico o en su
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defecto no tener efecto sobre las células. En este trabajo se evalué la concentracion de
IPTG como inductor y el momento de la induccion determinando la mejor estrategia de

induccién en base al rendimiento volumétrico de antigenos.

Efecto de la concentracion de IPTG en la expresion de los antigenos

recombinantes.

La expresién de los antigenos de L. intracellularis en E. coli SHuffle T7 fue
evaluada usando IPTG como inductor a concentraciones de 0,75y 1,5 mM. La
induccidn se realizé cuando la concentracién de biomasa fue alrededor de 5 g/L. La
induccién con IPTG produjo una disminucion en la velocidad de crecimiento y en la
cantidad final de biomasa, comparada con el crecimiento celular sin induccion (Figura
5). Este comportamiento fue independiente de la concentracion de IPTG utilizada. En
ambos casos se alcanzé una biomasa final de aproximadamente 18 g/L luego de 12

horas de cultivo (Tabla 6, Figura 6).

Tabla 6
Efecto de la concentracion de IPTG en el rendimiento de los antigenos recombinantes de

L. intracellularis en E. coli SHuffle T7.

Concentracion de Biomasa ala Biomasa final Rendimiento de
IPTG (mM) induccién (g/L) (g/L) antigenos (mg/L)
0,75 5,02 18,70 536,06

15 5,23 17,20 292,45
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Figura 6

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 transformada en un cultivo alimentado. Efecto

de la concentracion de IPTG en el crecimiento celular.
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Figura 7
Andlisis de la expresion de los antigenos inducida con diferentes concentraciones de

IPTG luego de ruptura celular.
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Nota: A) Electroforesis SDS-PAGE, B) Western blot. Carriles PM: Peso molecular, P:

pellet de ruptura, S: Sobrenadante de ruptura.
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Analisis de los lisados celulares mediante electroforesis SDS-PAGE y Western
blot permitieron conocer que los antigenos OMP1c, OMP2c e INVASc se expresaron de
manera insoluble, independientemente de la concentracién de IPTG utilizada (Figura 7),
por lo que solo los pellets de ruptura se utilizaron para cuantificar la expresion y
rendimiento volumétricos de los antigenos recombinantes por densitometria. El
rendimiento de antigenos fue mayor cuando se indujo la expresion con IPTG 0,75 mM
(536 mg Ag/L), en comparacion a la induccion con IPTG 1,5 mM (292,45 mg Ag/L). Por

lo tanto, la concentracion de IPTG usada en los siguientes ensayos fue de 0,75 mM.

Relacion entre la concentracién celular ala induccion y la expresién de antigenos.

La expresién de los antigenos recombinantes se realizé induciendo con IPTG
0,75 mM a diferentes concentraciones de biomasa: 11,76 g/L (Fermentacion 1) y 5,02
g/L (Fermentacion 2). Similar a los resultados obtenidos anteriormente al final de las
fermentaciones se obtuvo una concentracion de biomasa aproximadamente 18 g/L,

independientemente del momento de la induccién (Tabla 7, Figura 8).

La evaluacion de la expresion de los antigenos se realizé luego de ruptura
celular en el sobrenadante y pellet de ruptura (Figura 9). En ambas fermentaciones se
observé que los antigenos se acumularon en la fraccién insoluble por lo que solamente

el pellet de ruptura se utilizé para cuantificar la expresién volumétrica de los antigenos.

El mayor rendimiento se obtuvo cuando la induccién se realizé a una
concentracion de biomasa de 11,76 g/L obteniéndose 602,5 mg de antigenos por litro
de cultivo (mg/L), luego de 4 horas de induccién (Tabla 7). No obstante, la fermentacion
2, que se indujo a menor biomasa (5,02 g/L) mostré6 menor rendimiento (536,06 mg/L) a

las 6 horas de induccion. Los resultados indican que la induccién a mayor densidad
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celular incrementa la expresion de los antigenos recombinantes (Fermentacion 1). Por
lo tanto, la mejor estrategia de induccion que se encontré es afiadir IPTG 0,75 mM

cuando la concentracion de biomasa es alrededor de 12 g/L.

Tabla 7

Dependencia entre la concentracién celular en la induccién y el rendimiento volumétrico

de antigenos recombinantes.

Fermentacion Concentracion Tiempo de Biomasa final Rendimiento

celular en la induccion (g/L) de antigenos
induccién (g/L) (horas) (mg/L)
Fermentacion 1 11,76 4 17,08 602,50
Fermentacién 2 5,02 6 18,72 536,06

Figura 8
Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 que expresa antigenos recombinantes contra

L. intracellularis. Induccién a 11,76 g/L (Fermentacién 1) y 5,02 g/L (Fermentacion 2).
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Figura 9

Analisis de la expresion de los antigenos mediante inducida a diferentes concentraciones

celulares.
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Nota: A) SDS-PAGE y B) western blot de las fermentaciones 1 (F1) y fermentacion 2

(F2). Carriles PM: peso molecular, P: pellet de ruptura, S: sobrenadante de ruptura.

Estabilidad del plasmido durante la fermentacion.

Durante el presente trabajo una de las estrategias evaluadas para obtener
mayor cantidad de antigenos recombinantes consistié en obtener cultivos de alta
densidad celular al momento de la induccion (Figura 8). No obstante, se ha observado
que durante la fermentacion el numero de células que retienen el plasmido disminuyen
con el tiempo. Este efecto se estudié en la fermentacion 1, donde la induccion se realiz6
a mayor densidad celular (~ 12 g/L). Al momento de la induccién el 62% de las células
del cultivo contenian el plasmido. Sin embargo, este valor disminuy6 al 11% luego de 4

horas de induccién (Figura 10).

La primera evidencia de pérdida del plasmido ocurri6 entre las 6 a 8 horas de
cultivo, al final de la fase exponencial, donde se alcanzé una alta densidad celular.
Durante esta etapa ademas ocurrié una expresion basal de los antigenos lo que pudiera

ocasionar un desgaste de energia innecesario. Este efecto negativo se pudiera
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disminuir empleando glucosa, en vez de glicerol, como fuente de carbono en la fase de

preinduccion o crecimiento, para prevenir la expresion basal de los antigenos.

Figura 10
Estabilidad del pldsmido en un cultivo alimentado, utilizando glicerol y glucosa como

fuente de carbono en la fase de preinduccion.
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Nota: Las flechas indican el momento de la induccién con IPTG 0,75 mM.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realiz6 un cultivo utilizando glucosa al 2%
como fuente de carbono en la fase de preinduccion y posterior adicién de glicerol en la
etapa post-induccién (alimentacion del cultivo). La utilizacion de glucosa al 2%, mostré
un valor de retencion del plasmido de un 87% al momento de induccion, superior al
obtenido en la fermentacion que utilizé glicerol en la etapa pre-induccién. A pesar de
ello, 4 horas posteriores este valor disminuyé hasta un 10%. Por lo tanto, una induccién
de mas de 4 horas, independientemente de la fuente de carbono utilizada previo a la

induccién, conduce a una pérdida del 90% de las células con plasmido.
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Validacién del proceso de produccién de antigenos utilizando glucosa como

fuente de carbono.

Tres fermentaciones utilizando glucosa como fuente de carbono en la etapa de
pre-induccién se realizd para validar el proceso de produccion de los antigenos
recombinantes. Coincidiendo con los resultados previos obtenidos, la cantidad de
biomasa producida en la fase inicial del cultivo, previo a la induccion, fue mayor cuando
se utilizé glucosa como fuente de carbono respecto al cultivo que utiliza glicerol (Tabla
8, Figura 11).

Tabla 8
Comparacion del rendimiento volumétrico de antigenos recombinantes de L.

intracellularis, utilizando glucosa y glicerol como fuente de carbono en la fase de pre-

induccion.
Fuente de Biomasa en Tiempo de Biomasa Rendimiento de
carbono lainduccién induccién final (g/L) antigenos
inicial (g/L) (horas) (mg/L)
Glicerol 11,76 4 17,08 602,50
Glucosa 10,24 4 17,88 627,00

Ademas, el empleo de glucosa al 2% mejoré la estabilidad del plasmido al
momento de la induccién, lo que conduce a tener una mayor cantidad de biomasa que
expresa los antigenos recombinantes. Consecuentemente, el rendimiento volumétrico
de los antigenos recombinantes aument6, alcanzando un valor promedio de 627 mg/L
(Tabla 8). Por lo tanto, la estrategia productiva para aumentar la cantidad de antigenos
recombinantes seria obtener un cultivo de alta densidad celular en la fase exponencial

final, usando glucosa e induciéndolo cuando la glucosa se haya consumido.



Figura 11

58

Curva de crecimiento de E. coli SHuffle T7 que expresa antigenos recombinantes de L.

intracellularis utilizando glucosa como fuente se carbono en la fase de pre-induccion.
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Aislamiento y purificacién de los antigenos recombinantes.

Eficiencia de ruptura celular.

El establecimiento de las condiciones de ruptura celular tiene como propdésito
garantizar la liberacion de los antigenos como cuerpos de inclusién de las células. La
recuperacion de los antigenos recombinantes se realiz6 usando dos métodos
mecanicos de ruptura celular: prensa francesa y molino de bolas. La eficiencia de la
ruptura se evalud por la medicion de unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL)
cada dos pases en cada equipo. Cada pase por el molino de bolas fue equivalente a 0,8
minutos de retencion. La eficiencia de la ruptura fue similar con ambos métodos,
mostrando ser un proceso de primer orden (Figura 13). Luego de 8 pases en la prensa
francesa y 6,4 minutos de retencién en el molino de bolas, el 99,9% de las células vivas
resultaron rotas.

Figura 13
Evaluacién de la eficiencia de ruptura celular mediante Molino de Bolas y Prensa

Francesa.
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Aislamiento de cuerpos de inclusion.

Teniendo en cuenta resultados previos, que informaron que los antigenos estan
en el pellet de ruptura se evallo diferentes tiempos de centrifugacion como método para
separar selectivamente los antigenos de otros contaminantes luego de la ruptura
celular. El ensayo de sedimentacion se realiz6 manteniendo constante la fuerza
centrifuga de 4.400 G y variando el tiempo de sedimentacion de los cuerpos de
inclusion a 10, 20 y 30 minutos. El andlisis por SDS-PAGE y Western blot permitié
conocer que la mayor cantidad de antigenos se obtiene centrifugado durante 30 minutos
(Figura 14). Luego, disminuir el tiempo de centrifugacion podria representar una pérdida
de antigenos durante el proceso de produccién. Otro criterio que se evaluo en el ensayo
fue la relacién pureza: recuperacion. La pureza de los cuerpos de inclusion estimada
por densitometria fue similar a los 10, 20 y 30 minutos de centrifugacion (~ 38 %). Por
tanto, una disminucién del tiempo de centrifugacidn no se corresponde con un aumento

de la pureza.

Los cuerpos de inclusién obtenidos luego de centrifugacion a 10, 20 y 30
minutos se lavaron dos veces con PBS para eliminar contaminantes como lipidos, ADN
y proteinas de membrana. La pureza de la muestra inicial, y la obtenida en cada lavado
se evalué mediante SDS-PAGE. En estas condiciones, no se logré6 aumentar la pureza
de los antigenos con respecto a las demas proteinas del pellet. Por tanto, se evaluaron
otras condiciones de lavado que no comprometieran la recuperacion de los antigenos.
Estos ensayos se realizaron manteniendo contante la fuerza de centrifugacion de 4400

G y tiempo de 30 minutos.
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Figura 14

Sedimentacion de los cuerpos de inclusion a 4400 G en el tiempo.
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20 y 30 minutos respectivamente; 3, 5y 7: pellet de ruptura a los 10, 20 y 30 minutos

Los lavados se realizaron utilizando combinaciones de Tritén X-100 0,1% y urea
1M o 2M. Adicionalmente se realizaron lavados con NaCl 1M y tritén X-100 1% al pellet
de ruptura; Los resultados obtenidos mostraron que ninguna de las condiciones de
lavado evaluadas aument6 la pureza de los antigenos significativamente. Finalmente se
ensayo6 un lavado con buffer NazHPO4 pH 12,0 y se logré aumentar la pureza hasta un

73,6% (Figura 15). Sin embargo, el 36,3% de los antigenos se perdi6 luego del lavado

(Tabla 9).

Tabla 9

Recuperacion y lavados del pellet de ruptura que contienen los antigenos recombinantes

de L. intracellularis.

Etapa Pureza Recuperacion  Concentracion
respecto a (%) (mg/L)
proteinas (%)
Pellet inicial 38,5 100 627,0
Lavados NaCl 1My Triton 1% 42,9 75,5 473,9

Lavado buffer pH 12 73,6 63,7 3994




Figura 15

Lavados de los cuerpos de inclusion.
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1%, 3) Lavado pellet con buffer pH 12. A) SDS-PAGE; B) Western blot.

Ensayos de estabilidad de los antigenos a temperatura de conservacion.

La estabilidad del producto debera ser estudiada con el fin de que garantice que

los antigenos pueden ser almacenados por largos periodos de tiempo sin sufrir

degradacion. La estabilidad de los antigenos recombinantes a temperaturas de

conservacion de 4 °C y -20 °C, mediante SDS-PAGE y Western blot. Los resultados

mostraron que los antigenos eran estables luego de los 60 dias que dur6 el ensayo

(Figura 16). Sin embargo, a la temperatura de -20 °C los antigenos recombinantes se

conservan mejor, manteniendo el 80% de la concentracion inicial (Tabla 10).
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Figura 16
Ensayos de estabilidad de los antigenos recombinantes de L. intracellularis a diferentes

temperaturas de almacenamiento.
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Tabla 10
Cuantificacion de la concentracién de antigenos recombinantes de L. intracellularis

almacenados a 4 °C y -20 °C a través del tiempo.

Concentracion de antigenos (ug/mL)

Temperatura de Dia0 Dial5 Dia30 Dia45 Dia60
almacenamiento

4°C 523,4 423,0 418,6 384,9 379,2

-20 °C 523,4 486,8 478,4 419,0 417,5

Calidad Microbiolégica.

La calidad microbioldgica se realizé para determinar la eficacia de los
preservantes utilizados para evitar la contaminacion de los antigenos. Timerosal 100
ug/mL y gentamicina 60 ug/mL como preservantes afiadidos a la solucién de antigenos
en PBS, se estudiaron utilizando diferentes medios de cultivo. Alicuotas de 1 mL de la
solucion de antigenos y 1 mL de una dilucion de 1/10 se sembraron en placas de agar
triptona soja y Sabouraud. Luego de 7 dias de incubacion se observé que las placas

sembradas directamente con 1mL de la solucion de antigenos no presentaba
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crecimiento de microorganismos. No obstante, las placas sembradas con la dilucion de
1/10 si mostraron crecimiento (Figura 17). Ademds, 1 mL de la solucion de antigenos
se inocularon en tubos con medio tioglicolato, los cuales luego de 7 dias mostraron

crecimiento de microorganismos (Figura 17).

Figura 17
Ensayo de calidad microbiol6gica en medios solidos. Agar Triptona incubados a 35 °C,

Agar Sabouraud incubados a 25 °C y Tioglicolato a 35 °C por 7 dias.
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Los resultados demuestran que la utilizacién de un cultivo de alta densidad
celular logrado mediante cultivo alimentado permitieron obtener un rendimiento de
antigenos mayor de 0,6 gramos de antigenos por litro de cultivo cumpliendo con el
primer objetivo planteado. Sin embargo, la produccion de antigenos recombinantes en
un cultivo de alta densidad celular también resulté en una mayor cantidad de proteinas
contaminantes, probablemente provenientes de las células sin pladsmido, que co-
precipitaron junto con los cuerpos de inclusion, lo que llevo a la utilizacion de fuertes

condiciones de lavado obteniéndose una recuperacion de solo el 63,7 % de los
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antigenos. El producto resultante permanecié estable durante los 60 dias de ensayo a
temperaturas de conservacion. Ademas, la concentracion de preservantes utilizada

inhibe el crecimiento de microorganismos en la solucién de antigenos.
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Capitulo 5

Discusion

El establecimiento de un proceso de produccién de biofarmacos recombinantes
incluye la estandarizacion de todas las etapas del cultivo y el aislamiento de las
moléculas (Tripathi y Shrivastava, 2019). Conocer las fases de crecimiento celular
durante las etapas de pre-inéculo e inéculo del fermentador del microorganismo
modificado permite utilizar indculos viables que reduzcan la fase estacionaria del cultivo
(Stanbury et al., 2017). Las variaciones entre diferentes fermentaciones, a menudo,
estan relacionadas a la utilizacién de inéculos de baja viabilidad (Gnoth et al., 2007).
Por tanto, conocer la curva de crecimiento del microorganismo en las primeras etapas

del proceso permite la reproducibilidad en las fermentaciones (Doran, 2013).

Un elemento importante en el proceso de produccién de biofarmacos es el
medio de cultivo que se utiliza en la etapa de expresion de las moléculas de interés
(Jozala et al., 2016). A pesar de ello, debido a que la biosintesis del producto de interés
no ocurre durante el cultivo que se utilizard como indculo, medios diferentes pueden ser
usados para el inéculo y la fermentacién (Busso et al., 2008). En el presente trabajo el
medio Luria Bertani (LB) se utiliz6 para el crecimiento del microorganismo durante el
pre-inéculo e inéculo del fermentador, pues contiene los nutrientes para lograr el

crecimiento en estas etapas.

El estudio de la cinética de crecimiento del pre-inéculo mostré que la fase
exponencial termind a las 10 horas de cultivo, donde alcanzé una densidad 6ptica a 600

nm de 1,1. Sezonov, Joseleau-Petit, y D’Ari (2007) afirma que la fase exponencial en
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cultivos de E. coli en medio LB usualmente termina cuando se alcanza una densidad
Optica a 600 nm entre 0,6 y 1, debido al consumo total de las fuentes de carbono del
medio de cultivo. Por lo tanto, la transferencia del cultivo a un medio fresco de mayor
volumen ayuda a prolongar fase exponencial y aumentar la cantidad de células
(Matteau et al., 2015). El estudio de la cinética de crecimiento del in6culo mostré que el
cultivo comenzo6 en fase exponencial desde la hora cero y se mantuvo por 6 horas. La
transferencia al fermentador se realizé a las 10 horas, cuando el cultivo se encontraba
en la fase estacionaria. En este caso el criterio de transferencia fue la estabilidad del
plasmido. Sabatié et al., (1991) demostré que el nUmero de copias de plasmido era
mayor cuando se usaba un inéculo en fase estacionaria, en cepas recombinantes de E.
coli productoras de biotina. Por otro lado, a pesar de utilizar un inéculo en fase

estacionaria no se observo fase de latencia en el cultivo en el fermentador.

La produccién de proteinas recombinantes a gran escala requiere el crecimiento
de las células transformadas bajo condiciones controladas de temperatura, pH y
oxigeno disuelto, ya que en esta etapa se realiza la conversion de compuestos
organicos simples para la formacion de productos de interés, en este caso antigenos
recombinantes, a través de la maquinaria enziméatica de E. coli (Bernard y Payton,
1995). El medio de cultivo debe suplementar los elementos necesarios para la
produccion de energia y material celular para el funcionamiento, mantenimiento y
reproduccién; ademas de la biosintesis de la proteina heteréloga (Kampen, 2014). El
medio TB fue seleccionado para la fermentacion, ya que produce mayor cantidad de
biomasa en comparacion con otros medios como el LB (Hori et al., 2019; Kram y Finkel,
2015). Luego el medio TB fue modificado enriqueciéndolo con glicerol al 3% (TBM),

para aumentar la concentracion celular final. A las 8 horas del cultivo sin induccién con
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el medio TBM se observo un aumento en el oxigeno disuelto, relaciondndolo con un
agotamiento de los nutrientes (Huang et al., 2012). Por lo que se decidi6 alimentar el
cultivo con fuentes de carbono y nitrégeno para lograr un cultivo de alta densidad

celular.

La alimentacion del medio TBM con glicerol y extracto de levadura permitié
duplicar la concentracion celular logrando 30 g/L a las 12 horas. Resultados similares
fueron informados logrando cultivos de alta densidad celular a través de la alimentacién
con glicerol y extracto de levadura conduciendo a un aumento la productividad
volumétrica (Shiloach y Fass, 2005; J. Zhang et al., 2015). La alimentacién con
nutrientes complejos como el extracto de levadura o triptona en el momento de la
induccién ha demostrado aumentar el rendimiento volumétrico de la proteina

recombinante (Krause et al., 2010).

La expresién de los antigenos recombinantes de L. intracellularis se evalué
induciendo con 0,75y 1,5 mM de IPTG. Una mayor expresion se observé a menor
concentracion de IPTG. La baja expresion al inducir con 1,5 mM de IPTG puede estar
relacionado a los efectos toxicos del inductor sobre la fisiologia celular, atribuido al
sobreconsumo de metabolitos precursores para la sintesis de proteinas foraneas no
esenciales (Dvorak et al., 2015; Ramchuran et al., 2005). Las estrategias de induccién
de la expresion de la proteina recombinante varian en cada caso, por lo que el
momento de induccién se debe determinar para cada proteina (Coelho et al., 2019;
Restaino et al., 2013). En este trabajo se pudo determinar que los mayores
rendimientos volumétricos de antigenos se obtuvieron al inducir a mayores

concentraciones de biomasa.
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Otro aspecto importante para incrementar el rendimiento de antigenos es la
estabilidad del plasmido. Las células que contenian plasmido en el cultivo con glicerol
fueron de aproximadamente un 60% al momento de la induccion. La carga metabdlica
gue representa la expresion de proteinas foraneas hacen que el crecimiento de la
bacteria con plasmido sea mas lento (Dvorak et al., 2015; Summers, 1991). Ademas, la
degradacién de la ampicilina por beta-lactamasa liberada de las células, hace que el
cultivo pierda la presién selectiva, favoreciendo la propagacion de células sin plasmido
(Sieben et al., 2016; Y. Zhang et al., 2003). De manera similar estudios han informado
la reduccion de la poblacion celular con plasmido luego la induccion en cultivos de lote

alimentados (Goyal et al., 2009; Park et al., 2018; Sohoni et al., 2015).

La glucosa como fuente de carbono se ha usado para aumentar la estabilidad
del plasmido (Goyal et al., 2009; Sohoni et al., 2015). La glucosa reprime la expresiéon
basal de la polimerasa T7 en la cepa de E. coli SHuffle T7, debido a que su expresion
esta controlada por un operén lac (Lobstein et al., 2012), evitando la expresion de las
proteinas recombinantes. El reemplazo de glicerol por glucosa como fuente de carbono
condujo a un aumento de la estabilidad del plasmido al momento de la induccion hasta
un 75% lo que llevé a un aumento del rendimiento volumétrico de los antigenos (627
mg/L). Un resultado similar informé Sohoni et al., (2015) mejorando la estabilidad del
plasmido del 47% al 70% afiadiendo 1% de glucosa al medio SB. Con el objetivo de
aumentar el rendimiento de los antigenos recombinantes el cultivo se realizé en dos
etapas. La primera etapa de crecimiento, donde se obtuvo un cultivo de alta densidad
celular, con la mayor cantidad de células con plasmido y una segunda etapa, donde
ocurrié la expresion de los antigenos, que no excedio las 4 horas para minimizar el

efecto téxico del inductor.
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Los procesos de separacion y purificacion del producto suelen ser las etapas
mas costosas de un bioproceso (Rasala y Mayfield, 2015). Los costos asociados a la
caracterizacion de las biomoléculas como la determinacion de pureza y estabilidad del
producto son criterios importantes a tomar en cuenta en los procesos productivos
(Oliveira y Domingues, 2018; Weuster-Botz et al., 2006). Debido a que los antigenos
recombinantes se acumulan como cuerpos de inclusién en el citoplasma de la bacteria,
los métodos de ruptura celular deben permitir la recuperaciéon de la mayor cantidad de
producto intracelular. A pesar de que existen varios métodos mecanicos de ruptura
celular el molino de bolas y la prensa francesa son los métodos mas usados en la
ruptura celular a escala industrial (Ho, Tan, Yap, Ling y Tey, 2008). Especificamente, el
molino de bolas tiene ventajas frente a la prensa francesa, debido a que permite trabajar
con volimenes mas grandes a menor costo de operacion (Costa-Silva, Flores-Santos,

Freire, Vitolo y Pessoa-Jr, 2018; Ho et al., 2008).

En el presente trabajo, ambos métodos fueron utilizados para evaluar la ruptura
celular de E. coli SHuffle T7. Peternel y Komel, (2010) determiné que dos pases por la
prensa francesa a 80 MPa (11603 psi) era suficiente para la liberacién de las proteinas
solubles. Sin embargo, la extraccion de los cuerpos de inclusion necesita al menos de 4
pases. En este estudi6 se determiné que luego de cuatro pases por ambos métodos la
viabilidad celular se redujo al 1% lo que sugiere alta eficiencia de ruptura. Segun
nuestros resultados 6 pases serian suficientes para romper el 99,9% de las células

viables.

La diferencia de densidades de los cuerpos de inclusién y las células permite
gue puedan ser separados por centrifugacion a velocidades moderadas (Hwang, 1996;

Margreiter, Messner, Caldwell y Bayer, 2008). Reportes de la literatura informan que
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ciertas proteinas como el factor de elongacién EF-Tu, proteinas de membrana celular o
pequefias proteinas de choque térmico pueden co-precipitar junto con los cuerpos de
inclusion (Fahnert et al., 2004). No obstante, las células sin romper o parcialmente rotas
constituyen la mayoria de los contaminantes en los cuerpos de inclusién aislados

(Fahnert et al., 2004).

Para aumentar la pureza de los antigenos se evaluaron diferentes condiciones
de lavados utilizando Tritén X-100 y urea. Solo lavados con 1M NaCl y 1% Triton X-100
produjo un ligero aumento en la pureza (45%), eliminandose principalmente
contaminantes como ADN vy lipidos de la membrana (Singhvi et al., 2020). La inclusién
de un paso de lavado con buffer pH 12,0 permitié aumentar la pureza de los antigenos
en el 74% a expensas de perder el 37,3%. Lavados a altos pH junto a agentes
caotrépicos han sido utilizados para la solubilizacion de los cuerpos de inclusiéon (Chung

et al., 2015; Singh et al., 2008).

Finalmente, estudios de estabilidad y calidad microbiolégica son de crucial
importancia en los procesos de fabricacién. Ensayos de estabilidad realizados
informaron que los antigenos permanecieron estables durante los 60 dias a
temperaturas de almacenamiento de 4 °C y -20 °C. Los cuerpos de inclusiéon son
estructuras muy estables mecdnica y térmicamente, que pueden permanecer durante
largos periodos de tiempo sin ser degradados. Garcia-Fruitos et al., (2009) informaron
gue los cuerpos de inclusion de GFP mantenian actividad durante 180 dias a
temperaturas de almacenamiento. Respecto a la calidad microbioldgica del producto
generado en condiciones de laboratorio, no hubo crecimiento de microorganismos al
sembrar directamente alicuotas de antigenos en los medios seleccionados. Solo se

observo crecimiento al diluir la solucion de antigenos, resultado este posiblemente
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relacionado a la disminucion de la concentracion de timerosal y gentamicina en la
muestra de partida, reduciendo su capacidad antimicrobiana. La concentracion de
timerosal de 100 pug/mL en la solucién de antigenos esta aprobada por la FDA (Food
and Drug Administration), siendo adecuada para impedir el crecimiento de

microorganismos en una vacuna multidosis.

Los cuerpos de inclusién han sido propuestos como antigenos en la formulacion
de vacunas, debido a sus caracteristicas como moderadores del sistema inmune contra
enfermedades infecciosas (Schetters et al., 2019; Torrealba et al., 2016). En un estudio
anterior se demostré que los antigenos recombinantes de L. intracellularis como
cuerpos de inclusién permitian la proteccién de los animales vacunados frente al
patdégeno (Montesino et al., 2019). El proceso de produccién descrito en el presente
trabajo esta enfocado en obtener antigenos de L. intracellularis con un alto rendimiento
volumétrico, ayudando a reducir los costos de produccién que permita continuar con el
desarrollo de una vacuna de subunidades rentable que pueda competir con las vacunas
para prevencion de la enteropatia proliferativa porcina existentes en el mercado actual.
Sin embargo, aun quedan cuestiones por resolver, principalmente la basqueda de un

adyuvante adecuado que potencie la respuesta inmune del animal.
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Capitulo 6

Conclusiones

1. El uso de glucosa como fuente de carbono en la fase de pre-induccion e
induccién a altas concentraciones celulares logran un rendimiento volumétrico de los
antigenos recombinantes de L. intracelullaris mayor a 500 mg/L, producidos en la cepa
E. coli SHuffle T7.

2. Un producto final con una pureza del 73,6% con respecto a proteinas y
una recuperacion del 63,7% se consiguié mediante procesos “downstream” que
involucraron disrupcion mecénica, centrifugacion a velocidades moderadas y etapas de
lavado.

3. Los antigenos recombinantes de L. intracelullaris producidos fueron
estables a temperatura de conservacion por 60 dias. Ademas, el uso de timerosal como

preservante permitié garantizar la calidad microbioldgica del producto final.

Recomendaciones

1. El IPTG es un inductor fuerte que provoca grandes cambios metabdlicos
en E. coli SHuffle T7 que puede ser téxico, mientras que la lactosa al ser un inductor
mas débil y metabolizable puede inducir la expresion de las proteinas recombinantes de
manera mas lenta y controlada siendo menos estresante para la célula que inducir con
IPTG. Por lo tanto, se recomienda evaluar el uso de pulsos de lactosa como estrategia
de induccioén y el rendimiento volumétrico alcanzado.

2. Recomiendo cuantificar el consumo de fuente de carbono y nitrdgeno

durante el proceso de fermentacion. Estos datos permitiran optimizar el medio de cultivo



74

y la estrategia de alimentacion, lo que pudiera reducir el uso de reactivos durante este
proceso.

3. Aunque la inmunogenicidad y proteccién de los antigenos como cuerpos
de inclusion fue comprobado en un estudio anterior, es recomendable realizar un nuevo
ensayo en ratones y cerdos utilizando los antigenos producidos mediante los métodos

descritos en este trabajo para garantizar su inmunogenicidad.

4, Debido a que hubo una pérdida de antigenos durante los procesos
downstream mayor al planteado en los objetivos, se recomienda mejorar o usar otras
las condiciones de lavado que permitan aumentar la recuperaciéon del producto, sin

disminuir la pureza alcanzada en este trabajo.
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