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RESUMEN

Cantidades significativas de proteinas puras, solubles y bioldgicamente activas
son requeridas de modo creciente tanto en proyectos de investigacion como para
su empleo con fines terapéuticos, diagnosticos o industriales. La purificacion de
proteinas a partir de sus fuentes naturales no logra suplir en la mayoria de los ca-
sos los requerimientos de cantidad, calidad, facilidad de aislamiento o factibilidad
econdmica del proceso. El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante desde
mediados de la década de los 70 del pasado siglo marco el comienzo de la era mod-
erna de la biotecnologia. Con los conocimientos actuales en gendmica, protedmica
y bioinformatica, el nUmero de proteinas producidas por via recombinante se ha
incrementado exponencialmente. Dado su rapido crecimiento y altos rendimientos
de biomasa en medios relativamente econémicos, el amplio conocimiento sobre
su fisiologia y genética, asi como su elevada capacidad de produccion de protei-
nas heterdlogas, la enterobacteria Escherichia coli continla siendo el sistema de
eleccion para la expresién recombinante, tanto a escala de laboratorio como en
la industria. En el presente trabajo revisamos los aspectos metodoldégicos mas
importantes a tener en cuenta para garantizar adecuados niveles de expresion
de proteinas recombinantes biolégicamente activas, empleando a E. coli como
organismo hospedero.

ABSTRACT

Large amounts of pure, soluble and biologically active proteins are increasingly
required in research projects, diagnosis, therapies and industry. Purification of pro-
teins from natural sources usually fails in guarantee the appropriate amount and
quality of these biomolecules, and sometimes diminishes the economic feasibility of
the process. The advent of recombinant DNA technology in the mid-1970s marked
the beginning of modern biotechnology. Current knowledges in genomic, proteomic
and bioinformatics have led to an exponentially increase in recombinant protein
production. Due to its fast growth and high cell yields in inexpensive media, its well-
characterized genetics and physiology, as well as its high capability for production of
heterologous proteins, the enterobacterium Escherichia coli remains as the system
of choice for the production of recombinant proteins in both on a lab scale and in
industry. Here, we review the most relevant methodological aspects to be considered
in order to ensure successful expression of biologically active recombinant proteins
using E. coli as host.
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1. Escherichia coli: una biofabrica unicelular
de produccion de proteinas

El primer aspecto a tener en cuenta para la ob-
tencion de una proteina por via recombinante es
la correcta seleccion del sistema de expresion. Un
sistema de expresion lo conforma un organismo
hospedero y un vector de expresion que contiene
los elementos génicos necesarios para realizar los
procesos de transcripcion y traduccion del gen de
interés en dicho organismo hospedero. La eleccion
del sistema 6ptimo de expresion dependera de di-
versos factores incluyendo el origen bioldgico vy las
propiedades de la proteina de interés, las caracte-
risticas de crecimiento del hospedero, los niveles de
expresion y la localizacion celular de la proteina, la
existencia de modificaciones postraduccionales y su
implicacion en la actividad bioldgica de la proteina,
los aspectos regulatorios derivados de su posterior
aplicacion, asi como el costo econdmico de todo el
proceso.

En la actualidad existe una amplia variedad de
sistemas de expresion disponibles para la produc-
cion a gran escala de proteinas recombinantes (1-
12), los cuales se dividen en dos categorias genera-
les: sistemas procaridticos y sistemas eucariodticos.
Dentro de los sistemas procaridticos, Escherichia
coli constituye sin lugar a dudas el hospedero mas
ampliamente utilizado a nivel de laboratorio y uno
de los mas importantes a escala industrial, dado el
vasto conocimiento que se tiene de su fisiologia y
genética, lo cual facilita enormemente los trabajos
de clonaje y cultivo (1, 13-15). Su alta velocidad
de crecimiento y rendimiento celular en medios de
cultivo poco costosos, unido a la capacidad de ex-
presar elevados niveles de proteinas heterdlogas,
en ocasiones hasta un 30% del contenido proteico
total, hacen de esta enterobacteria una auténtica
biofabrica. Las cepas de E. coli utilizadas para la
produccion recombinante has sido genéticamente
manipuladas delecionando los genes implicados en
los mecanismos de patogenicidad, por lo cual son
consideradas hospederos seguros para la fermenta-
cion a gran escala (1). Ademas de E. coli, han sido
empleadas con éxito otros hospederos bacterianos
para la produccion de proteinas recombinantes,
incluidos Bacillus megaterium, Bacillus subtilis,
Caulobacter crescentus, Pseudomonas fluorescens,
Staphylococcus carnosus, Streptomyces sp, entre
otros (4, 16, 17).

Los vectores de expresion en los sistemas pro-
caridticos cominmente son vectores plasmidicos
obtenidos por manipulacion genética y configura-
dos cuidadosamente a fin de asegurar los niveles
optimos de sintesis de la proteina de interés. Todos
los vectores de expresion tendran una arquitectura
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esencial con elementos necesarios para su replica-
cion en el hospedero y para la transcripcion vy tra-
duccién del gen clonado. Entre estos elementos se
encuentran el origen de replicacion, el promotor, el
sitio de union al ribosoma, la secuencia codificadora,
terminadores de la transcripcion, asi como mar-
cadores de resistencia a antibioticos que facilitan
la seleccion de los recombinantes y garantizan la
estabilidad del plasmido en el hospedero mediante
el cultivo en un medio selectivo (Fig. 1). Adicio-
nalmente, como parte de la estructura del vector
podra encontrarse un gen regulador que actle
directa (unién a operador) o indirectamente sobre
el promotor, modulando su actividad y permitiendo
condicionar los niveles de expresion segun los inte-
reses de sintesis de la proteina en cuestion (4, 15).
De la misma forma, el vector de expresion podra
incorporar secuencias especificas de codones en el
mismo marco de lectura del gen a expresar, que
codifican pequefios péptidos o proteinas de fusion,
gue como veremos en detalle mas adelante podran
cumplir diferentes propositos.

Los sistemas procarioticos, si resultan satisfacto-
rios, por lo general son los de eleccién para la ma-
yoria de los propodsitos dada su facil manipulacion y
relativo bajo costo, aunque en ocasiones presentan
serias limitaciones para la produccion de protei-
nas eucariodticas (1, 16, 18-20). Muchas proteinas
eucariodticas sufren una gran variedad de eventos
postraduccionales tales como formacion de puen-
tes disulfuro, glicosilaciones, fosforilaciones, entre
otras, las cuales son necesarias para su correcto
plegamiento, estabilidad y actividad bioldgica. En
hospederos procariotas no se expresan muchas de
estas modificaciones postraduccionales; los puentes
disulfuro no se forman debido a que el ambiente
intracelular es muy reductor, durante la sintesis no
enlazan oligosacaridos a las proteinas ni modifican
las tirosinas mediante sulfatacion (21, 22).

Por otro lado, en bacterias resulta dificil la secre-
cién al medio extracelular de grandes cantidades de
la proteina expresada por via recombinante, por tal
motivo en presencia de altos niveles de expresion
resulta frecuente la formacién de agregados inso-
lubles en el citoplasma denominados cuerpos de
inclusion (21, 23). Para la purificacion a partir de
estos cuerpos de inclusion es necesario el uso de
agente caotropicos que tienden a desnaturalizar la
proteina, siendo necesaria la posterior implemen-
tacion de técnicas de renaturalizacion, todo lo cual
muchas veces resulta en una considerable pérdida
de los rendimientos y un incremento sustancial de
los costos de produccion (23-25). Aunque muchas
proteinas eucarioticas bioldgicamente activas han
sido producidas con éxito en sistemas de expresion
procarioticos (18, 20, 26, 27), en ocasiones seran
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Figura 1. Elementos basicos en la arquitectura de un vector plasmidico empleado para la expresion recombinante en
E. coli. P: promotor, O: operador, S: sitio de union al ribosoma, F: secuencia de fusion, ORF: secuencia codificadora

del gen de interés, T: terminador.

necesarios sistemas de expresiéon eucarioticos con
vistas a obtener elevados rendimientos de este tipo
de proteinas, en especial aquellas que requieren
modificaciones postraduccionales para su actividad
bioldgica. Entre los sistemas de expresién eucario-
ticos mas frecuentemente usados en la industria
destacan las levaduras (Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris, Hansenula polymorpha y Kluyve-
romyces lactis (3, 5, 9, 28), pero también son em-
pleados baculovirus/células de insecto (8, 29, 30),
células de mamiferos (3, 10, 29), protozoos (31,
32), hongos filamentosos (12) y células de plantas
(6, 7, 33). Para la produccién recombinante de
proteinas integrales de membrana, cuya expresion
usualmente resulta altamente téxica para los hos-
pederos, se han desarrollado sistemas de expresion
libres de células (cell-free expression), los cuales
emplean la maquinaria metabdlica de organismos
procariotas o eucariotas (2, 11, 34).

2. Factores de interés en el diseiio o seleccion
de un sistema de expresion

Como ya hemos comentado, un sistema de ex-
presién lo conforma un organismo hospedero y un

vector de expresion. La eleccion de un sistema de
expresion recombinante determinado en funcién de
la naturaleza de la proteina de interés no asegurara
necesariamente la obtencién de proteinas heterdlo-
gas funcionales, correctamente plegadas y en can-
tidades significativas. Muchas veces el hospedero
es correcto, pero otros muchos factores atentan
contra los niveles de expresion, el plegamiento y la
estabilidad de la proteina recombinante.

A pesar del gran niumero de hospederos vy sis-
temas de expresion desarrollados y utilizados con
éxito en los Ultimos afios, E coli continlia siendo la
principal herramienta en los laboratorios de gené-
mica y biologia molecular, tanto a nivel educacional
en nuestras universidades como a nivel investigativo
en universidades e instituciones cientificas, constitu-
yendo el sistema de expresion mas utilizado para la
produccién de proteinas heterdlogas (1, 3, 13). Casi
el 80% de las proteinas de estructura tridimensional
resuelta, remitidas al PDB (Protein Data Bank), han
sido obtenidas por via recombinante utilizando a E.
coli como hospedero (1, 14). Por tal motivo, dada
su gran versatilidad, uso generalizado e importan-
cia como herramienta de trabajo en los estudios
de gendmica y protedmica a nivel de laboratorio,
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centraremos esta revision en discutir algunos de
los aspectos metodoldgicos mas relevantes a tener
en cuenta durante la expresion recombinante de
proteinas empleando este sistema de expresion.

2.1 Seleccion de la cepa hospedera

Una correcta seleccion de la cepa a utilizar para la
expresion recombinante repercutirda marcadamen-
te en los rendimientos de proteina obtenidos. Las
cepas de expresion deberan carecer de las princi-
pales proteasas naturales, mantener la estabilidad
del vector de expresion y conferir los elementos
genéticos necesarios para una expresion eficiente
y regulable. Algunas cepas de E. coli empleadas
como hospederos para la expresion de proteinas
recombinantes pueden contener mutaciones en
los genes de determinadas enzimas con actividad
disulfuro reductasa para favorecer la formacion de
puentes disulfuro necesarios para la conformacion
nativa de la proteina de interés. En otros casos, las
cepas hospederas pueden co-expresar chaperonas
para favorecer la expresion de proteinas recombi-
nantes solubles y disminuir la formacion de cuerpos
de inclusion. En la actualidad se dispone de una gran
variedad de cepas de E. coli comerciales que han
sido manipuladas genéticamente para aplicaciones
individuales (Tabla 1) (1, 13, 15, 24, 35).

2.2 Diseiio 6ptimo de los vectores de expresion

Los elementos que forman parte del vector de ex-
presion incidiran directamente en la eficiencia de
la expresion del gen clonado. Aunque existe una
gran variedad de vectores de expresion comerciales
(Tabla 2), en muchas ocasiones resulta de interés
la creacién de un nuevo vector o la modificacion
de vectores disponibles en el laboratorio, a fin de
alcanzar un determinado resultado; en tal caso, un
optimo disefio del vector resultara de vital impor-
tancia y se debera tener en cuenta la no omision de
elementos indispensables para su funcionamiento.

2.2.1 Promotores

La expresion génica esta fuertemente regulada
a nivel transcripcional por lo que la sintesis del
ARN mensajero (ARNm) pudiera considerarse el
determinante primario del rendimiento final de la
proteina de interés (36). Los niveles de ARNm sin-
tetizado estaran primariamente determinados por
las propiedades del promotor utilizado en el vector
de expresion. Usualmente se requerira el uso de
promotores fuertes, capaces de conseguir niveles de
sintesis proteica entre un 10 y un 30% del contenido
proteico total de la célula (1, 37).
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El promotor debera producir un nivel minimo de
transcripcion basal y su actividad estara regulada
seguln los intereses de sintesis proteica. La expre-
sidn a gran escala de una proteina preferiblemente
se buscara con una alta densidad de crecimiento
celular y minima actividad del promotor, seguido
por la induccién o desrepresion del promotor. Una
fina regulacion del promotor resultara esencial para
la sintesis de proteinas tdxicas para el hospedero
(35). Una inadecuada regulacion del promotor podra
causar ademas inestabilidad del plasmido, disminu-
cion de la velocidad de crecimiento del hospedero,
formacion de cuerpos de inclusion y pérdidas en los
rendimientos de la proteina recombinante. Algunos
promotores muy fuertes como aquellos de los ARN
de transferencia de E. coli no son extensivamente
utilizados dada su dificil regulacion (38).

La induccién del promotor debera producirse por
un mecanismo simple y econdémicamente practico.
Los promotores mas ampliamente utilizados para
la expresion recombinante a gran escala en E. coli
emplean induccion térmica o activadores quimicos
(4, 14, 37). Los promotores inducibles por isopropil-
B-D-tio-galactdsido (IPTG) son fuertes, eficientes
y ampliamente utilizados a escala de laboratorio,
pero su empleo a escala productiva en la sintesis
de proteinas terapéuticas para uso humano resulta
inadecuado dada su toxicidad (3, 38).

Aungue los promotores procarioticos presentan
una region esencial para su funcionamiento, con-
formada por las secuencias hexaméricas -10 y -35
separadas por 15-19 pb, ha sido demostrado que
otros elementos ubicados upstream a la secuencia
-35 actlan como activadores transcripcionales e
influyen decisivamente en la actividad del promo-
tor (39). La exclusién de estos elementos durante
el disefio y construccion de un vector de expresion
pudiera repercutir desfavorablemente en la trans-
cripcion y por ende en los niveles de ARNm y pro-
teina recombinante.

2.2.2 Terminadores de la transcripcion

Aunque a menudo son pasados por alto durante el
disefio y construccion de un vector de expresion,
los terminadores de la transcripcion son elemen-
tos indispensables dado que cumplen importantes
funciones. La transcripcion sobre la secuencia de un
promotor puede inhibir su funcion, en un fenémeno
conocido como oclusion del promotor (38). Esta
interferencia puede ser prevenida con la apropiada
ubicacion de un terminador de la transcripcion al
finalizar la secuencia codificadora. De forma similar,
la ubicaciéon de un terminador de la transcripcion
en posicion upstream al promotor sera de utilidad
para minimizar transcripciones no deseadas. Las
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Tabla 1. Algunas cepas de E. coli empleadas comUnmente para la expresion de proteinas recombinantes.

Cepa

Caracteristicas

Uso recomendado

BL21

°® Deficiente en las proteasas Ion y OmpT.
® Carece de T7 RNA polimerasa.

Expresidon recombinante de genes bajo
control de promotores reconocidos por la
RNA polimerasa de E. coli: lac, tac, trc, T5.

BL21(DE3)

Derivada de BL21.
Contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la
T7 RNA polimerasa bajo control del promotor /acUV5,
inducible por IPTG.

Expresion recombinante de genes bajo
control de promotores T7, T7-lac y promo-
tores reconocidos por la RNA polimerasa
de E. coli.

BL21(DE3)pLysS

°® Derivada de BL21.

°® Contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la
T7 RNA polimerasa bajo control del promotor /acUV5.
°® Contiene el plasmido pLysS que transporta el gen
de la T7 lisozima (LysS), un inhibidor de la T7 RNA
polimerasa que previene expresidn basal en cultivos
no inducidos con IPTG.

Expresion recombinante con vectores ba-
sados en promotores T/, donde se requiera
un mayor control de la expresion basal.

BL21(DE3)pLysE

°® Derivada de BL21.

°® Contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la
T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5.
°® Contiene el plasmido pLysE, que expresa mayores
niveles de T7 lisozima que pLysS.

Expresion recombinante con vectores ba-
sados en promotores T7, donde se requiera
un elevado control de la expresion basal.
Especialmente recomendada para la ex-
presion de proteinas tdxicas para E. coli.

BL21-SIy
BL21-AI

® BL21-SI deriva de la cepa “salt-inducible” GJ1158.
Contiene el gen de la T7 RNA polimerasa bajo control
del promotor proU, inducible por la concentracion
salina del medio.

® BL21-AI contiene el gen de la T7 RNA polimerasa bajo
control del promotor araBAD, inducible por arabinosa.

Ambas cepas logran un control estricto de
la expresidn basal de las proteinas recom-
binantes. Especialmente recomendadas
para la expresién de proteinas tdxicas
para E. coli.

CD41(DE3) y
CD43(DE3)

°® Derivadas de la cepa BL21(DE3).

°® Contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la
T7 RNA polimerasa bajo control del promotor /acUV5.
® Contienen mutaciones no caracterizadas que pre-
vienen la muerte celular asociada a la expresion de
muchas proteinas recombinantes tdxicas.

Expresion de proteinas toxicas y proteinas
de membrana de diversos organismos, tan-
to procariotas como eucariotas, incluyendo
insectos, plantas y mamiferos

Rosetta (DE3) y
Rosetta 2 (DE3)

°® Derivadas de BL21.

°® Contienen el profago ADE3 que transporta el gen
de la T7 RNA polimerasa bajo control del promotor
lacUV5.

°® Contienen el pldsmido pRARE o pRARE2, que trans-
portan los genes para los tRNA de los codones AGG,
AGA, AUA, CUA, CCC, GGA (pRARE) y AGA, AGG, AUA,
CUA, GGA, CCC, CGG (pRARE2).

Expresion recombinante de genes euca-
ridticos que contienen codones raros para
E. coli.

Se emplean ademas para la expresién
recombinante de genes de especies proca-
riotas alejadas filogenéticamente de E. coli,
que también presenten codones raros.

BL21 CodonPlus y
BL21 CodonPlus
(DE3)

°® Derivadas de BL21-Gold
°® Contienen los genes para los tRNA de los codones
AGG, AGA, AUA, CUA, CcCcC.

Expresiéon recombinante de genes que
contienen codones raros para E. coli, tanto
procariotas como eucariotas

Origami (DE3)

°® Derivada de K12.

°® Contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la
T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5.
°® Contiene mutaciones en los genes trxB (tiorredoxina
reductasa) y gor (glutation reductasa), incrementando
la formacién de puentes disulfuro en el citoplasma.

Expresion recombinante de proteinas que
requieran la formacién de puentes disulfuro
para alcanzar su conformacion nativa.

ArcticExpress
(DE3)

°® Derivada de BL21-Gold.

°® Contiene el profago ADE3 que transporta el gen de la
T7 RNA polimerasa bajo control del promotor lacUV5.
°® Contiene los genes de las chaperoninas Cpnl0 y
Cpn60 de Oleispira antarctica, las cuales comparten
gran homologia con GroEL y GroES de E. coli, pero son
altamente funcionales a bajas temperaturas de cultivo.

Expresion recombinante de proteinas que
tiendan a formar cuerpos de inclusién. La
co-expresion de las chaperoninas Cpn10y
Cpn60 unido al cultivo a bajas temperatu-
ras (15-259C) pueden incrementar signifi-
cativamente los rendimientos de proteina
soluble y bioldgicamente activa.
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Tabla 2. Ejemplos de vectores plasmidicos empleados para la expresidon recombinante en E. coli.

Vector IR Resistencia Fusion Cepa hospedera Aplicacion
represor
pET-28a(+) T7/Lacl Kanamicina N-His BL21(DE3) Sobreexpresion en cito-
C-His plasma inducible por IPTG,
purificaciéon por IMAC.
pET-20b(+) T7 Ampicilina C-His BL21(DE3) Sobreexpresidon en peri-
Péptido plasma inducible por IPTG,
sefal purificacion por IMAC.
pET-32a(+) T7/Lacl Ampicilina N-Trx Origami(DE3) Sobreexpresion de protei-
N-His nas con puentes disulfuro,
C-His purificaciéon por IMAC.
pGEX-4T-3 tac Ampicilina N-GST BL21 Purificaciéon por afinidad a
glutation.
pETDuet-1 2x(T7/Lacl) | Ampicilina N-His BL21(DE3) Co-expresion de dos protei-
C-S nas, purificacién indepen-
diente por IMAC y afinidad
a proteina S.

secuencias terminadoras de la transcripcion forma-
ran ademas una estructura secundaria por comple-
mentariedad de bases en el ARNm que lo protegera
de la accion de exonucleasas, extendiendo su vida
media e incrementando sustancialmente los niveles
de proteina producida (14, 38).

2.2.3 Secuencias reguladoras de la traduccion

Ubicada en posicidn downstream al promotor se ubi-
ca una region denominada sitio de union al riboso-
ma (RBS), dentro de la cual se haya una secuencia
altamente conservada denominada Shine-Dalgarno
(SD) que interactiia por complementariedad con el
extremo 3 del ARN ribosomal 16S durante el inicio
de la traduccion. La distancia entre la secuencia SD
y el coddn de inicio de la traduccién varia entre 5y
13 nucledtidos e influye en la eficiencia del inicio de
la traduccion (38). Varios estudios se han llevado a
cabo en E. coli para determinar la secuencia éptima
de nucledtidos de la region SD, asi como la distancia
mas efectiva entre esta regién y el conddn de inicio.
Los resultados demuestran que una regién SD con
secuencia UAAGGAGG produce de 3-6 veces mas
proteina que otras secuencias tipicas como AAGGA.
Por otro lado, cada secuencia SD tendra un rango
de espaciamiento éptimo en relacion al codén de
inicio, siendo de 4-8 nucledtidos para UAAGGAGG
y 5-7 nucledtidos para AAGGA (13). La estructura
secundaria del RBS juega un papel crucial en la efi-
ciencia del inicio de la traduccion, pudiendo dificultar
el acceso del ARNm a la subunidad ribosomal 30S
y llegar a inhibir la traduccién. El enriquecimiento
de esta region con residuos de A/T ha demostrado

incrementar considerablemente la expresion de
ciertos genes (38).

El disefio de un vector de expresion frecuente-
mente incluye la insercién consecutiva de los tres
codones de parada (UAA, UGA, UAG) al final de la
region de clonaje, a fin de asegurar la terminacion
de la traduccion en cualquiera de los marcos de
lectura posibles y prevenir posibles “saltos” del
ribosoma. La eficiencia en la terminacién varia sig-
nificativamente con la identidad del nucledtido que
precede inmediatamente al codén de parada. La
secuencia UAAU es la sefal de terminacién traduc-
cional mas eficiente en E. coli (14, 38).

2.2.4 Uso de codones

Aunque el cddigo genético es universal, tanto hospe-
deros procaridticos como eucaridticos haran un uso
preferencial de determinados codones sinénimos, lo
cual esta determinado por la abundancia relativa de
los ARN de transferencia (ARNt) complementarios a
cada coddn. Los codones raros para un determina-
do hospedero usualmente se encuentran en genes
homologos con un bajo nivel de expresion o genes
heterdlogos introducidos durante el clonaje. Para
E. coli pueden constituir fuentes de codones raros
algunos genes provenientes de eucariotas, arqueas
o incluso eubacterias alejadas filogenéticamente. La
expresion de genes con codones raros puede con-
llevar a errores traduccionales por sustituciones de
aminoacidos, disminucion de la velocidad de traduc-
cién, cambio del marco de lectura e interrupcion de
la traduccion, lo cual resulta frecuente en sistemas
de expresion recombinante con genes heterdlogos
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Figura 2. Cambio en el nivel de expresion de la proteina FurA de Anabaena sp. PCC 7120 tras 30 min (3), 1 hora
(4), 2 horas (5), 4 horas (6), 6 horas (7) y toda la noche (8) de induccién con 1 mM de IPTG. La proteina FurA
fue expresada por via recombinante en E. coli BL21(DE3), empleando el vector de expresién pET-28a(+). Los
resultados de expresion fueron evidenciados mediante SDS-PAGE (15% acrilamida) y tincion con azul de Coomassie
de un extracto soluble de células completas. Como controles se incorporaron en la electroforesis la cepa BL21(DE3)
transformada con el vector pET-28a(+) vacio (1) y la cepa BL21(DE3) con el vector pET-28a-furA sin inducir con
IPTG (2). Los pesos moleculares en kDa de un patréon de peso comercial (MW) se indican a la izquierda del gel. La
migracion electroforética de la proteina FurA recombinante (~17 kDa) se indica a la derecha.

presentando dobletes o tripletes de codones raros
(14, 20, 38, 40).

Existen dos estrategias alternativas para reme-
diar la presencia de codones raros en los genes
de interés. La primera consiste en mutagénesis
dirigida de la secuencia con cambio hacia codones
homdélogos preferenciales para el hospedero de
expresion. La segunda estrategia consiste en la
co-transformacion del hospedero con un plasmido
que porte los genes para los ARNt deficitarios. En la
actualidad existen cepas de expresidon comerciales
(Ej: cepas Rosetta de Novagen o CodonPlus de Stra-
tagene) que llevan incorporados estos plasmidos
con un origen de replicacion distinto a los usados
en la mayoria de los vectores de expresion, a fin de
garantizar la compatibilidad y estabilidad de ambos
vectores (Tabla 1).

3. Estrategias de optimizacion de la expresion
recombinante

Una vez elegido el sistema de expresion adecuado
resultara de vital importancia la optimizacién de las
condiciones de expresion. Para definir las condicio-
nes optimas de expresion se realizardn ensayos o
“screenings” de expresion, evaluando el grado de
expresion de la proteina recombinante, su solubi-
lidad y estabilidad intracelular mediante ensayos
rapidos y sencillos, como la electroforesis desna-

turalizante en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
(41). Previo a la produccién de cultivos de la cepa
recombinante a gran escala resultara necesario eva-
luar diferentes condiciones de expresion empleando
varias réplicas de cultivos a pequenos voliumenes,
tomando muestras del microorganismo crecido bajo
estas condiciones y definiendo el valor 6ptimo de
expresion de la proteina de interés para cada con-
dicién en estudio mediante SDS-PAGE (Fig. 2). La
optimizacién de la expresién recombinante incluira
la definicion de una estrategia de expresion que
garantice el maximo rendimiento y estabilidad de la
proteina y facilite en lo posible el posterior proceso
de purificacidon. Algunas de las estrategias a tener
en cuenta para optimizar la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli se detallan a continuacion.

3.1 Variacion de la condiciones de cultivo

El medio de cultivo, las condiciones de crecimiento
(temperatura, pH, aireacion) o el sistema de fer-
mentacién influirdn sensiblemente en la expresion
recombinante. Los cultivos discontinuos o batch
constituyen la forma mas simple y generalizada de
produccidon de proteinas recombinantes a escala
de laboratorio, en ellos los nutrientes son suminis-
trados solo al inicio del cultivo y existe un limitado
control de las condiciones de crecimiento durante el
proceso. A medida que se incrementa la densidad
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celular los nutrientes disminuyen, disminuye la
concentracion de oxigeno disuelto, se incrementa la
concentracién de residuos metabdlicos secretados al
medio y se pueden producir variaciones apreciables
de pH. Las densidades celulares y los niveles de
produccion recombinante bajo estas condiciones
de cultivo son moderadas, aunque suficientes para
la mayoria de los trabajos de investigacion (24).

Bajo estas condiciones de fermentacion se de-
bera prestar especial atencion a la composicion del
medio de cultivo, la temperatura o el pH, todo lo
cual influird apreciablemente no solo en los niveles
de biomasa sino también en los rendimientos de
proteina recombinante (38). Aunque el medio Luria-
Bertani (LB) pudiera considerarse el mas utilizado
para el cultivo de E. coli a escala de laboratorio y
con él se logran obtener altos niveles de expresion,
en ocasiones el empleo de un medio mas rico en
nutrientes como el Terrific broth permite obtener
los mismos niveles de proteina recombinante con
menor volumen de medio (21). La temperatura de
cultivo influira en la actividad de toda la maquinaria
metabdlica de la célula, incluyendo los mecanismos
de transcripcidn, traduccion, protedlisis, expresion y
actividad de chaperonas, etc. (24, 38). En muchas
ocasiones sera recomendable cultivar hasta fase
logaritmica a 37°C y luego realizar la induccion de
la expresion a 25-30°C, con lo cual se disminuira
la actividad de proteasas, disminuira la velocidad
de sintesis proteica y aumentara la expresion de
chaperonas, todo lo cual favorecera el correcto
plegamiento y estabilidad de la proteina recombi-
nante, evitando en muchos casos la formacion de
cuerpos de inclusion (1).

En la actualidad estan siendo introducidas no-
vedosas tecnologias para aumentar la eficiencia
de los cultivos e incrementar los rendimientos
celulares y los niveles de expresion recombinante
sin excesivo costo econdmico (15).

3.2 Definicion de las condiciones optimas de
induccién

Con el fin de garantizar un mayor control de la ex-
presion recombinante, numerosos vectores de ex-
presion incluyen promotores regulables que dirigen
la expresion del gen de interés, los cuales contienen
secuencias operadoras reconocidas por regulado-
res transcripcionales muchas veces codificado en
el mismo vector de expresion. De esta forma, los
reguladores transcripcionales, mayormente repre-
sores, bloquean la transcripcion del gen clonado
en ausencia de una sefial inductora. La sefal de
induccion puede ser un cambio de temperatura, pH
o fuerza idnica en el medio de cultivo, aunque en la
mayoria de los casos el inductor es un metabolito
que se agrega al medio cuando queremos inducir
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la expresion recombinante (42). Por ejemplo, en
vectores de expresion con promotores reprimidos
por el represor Lacl del operdn lactosa, la adicion
de un analogo no metabolizable de la lactosa, el
IPTG, libera al represor del sitio operador y pro-
mueve la transcripcion del gen clonado.

En muchos sistemas de expresion basados en
el promotor 77, tanto la expresion de la T7 RNA
polimerasa como la expresion del gen clonado seran
inducidas tras la adicion del inductor IPTG (13).
En tal sentido, tanto la concentracion del inductor
como el tiempo de induccion influirdn sensiblemente
en los niveles de expresion recombinante. Con el
uso de promotores fuertes (aquellos con una alta
afinidad y estabilidad de unién de la RNA polimera-
sa, siendo los mas empleados para alcanzar altos
niveles de expresiéon recombinante), la adicidon
del inductor supone un incremento sustancial del
gasto metabdlico de las células hacia la produc-
cion de la proteina heterdloga, lo cual ralentizara
apreciablemente el crecimiento del microorganismo
hospedero. Por tal motivo, la adicidén del inductor
se realizara preferiblemente una vez las células
hayan alcanzado la fase exponencial media-tardia
del crecimiento (43), momento en el cual los culti-
vos alin son jovenes y presentan una alta densidad
celular. La adicion del inductor en un estadio muy
temprano o demasiado tarde en la fase de creci-
miento del cultivo repercutird negativamente en
los rendimientos de proteina recombinante.

3.3 Prevencion de cuerpos de inclusion

El principal objetivo de la expresion recombinante
es usualmente la obtencion de grandes cantidades
de la proteina de interés en estado nativo y bio-
I6gicamente activa. Esta estrategia no siempre es
aceptada por la maquinaria metabdlica de la célula
hospedera y puede desencadenar una respuesta
de estrés celular caracterizada por la formacion de
agregados insolubles en el citosol conocidos como
cuerpos de inclusién, en los cuales la proteina sin-
tetizada se encuentra solo parcialmente plegada y
por tanto bioldgicamente inactiva (14, 24). Bajo
condiciones de biosintesis normales las proteinas
citoplasmaticas pueden adquirir espontaneamen-
te su estructura tridimensional; en otros casos
las cadenas polipeptidicas nacientes interactian
reversiblemente con proteinas chaperonas celu-
lares que previenen la agregacion y favorecen un
correcto plegamiento. La formacion de cuerpos
de inclusion durante la sobre-expresion de las
proteinas recombinantes pudiera ser resultado
de la acumulacién de altas concentraciones de
intermediarios de plegamiento o de un ineficiente
procesamiento por las chaperonas celulares (24).
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Maximizar la obtencion de la proteina recombinante
en forma soluble resulta en la mayoria de los casos
la solucién mas atractiva y recomendable. Diversas
estrategias han sido desarrolladas para este finy
en la mayoria de los casos buscan evitar, minimizar
o resolver la situacion de estrés metabodlico que
ocurre en la célula. El cultivo o induccion a bajas
temperaturas, el empleo de cepas mejoradas (Ej:
ArcticExpress (DE3), Tabla 1), la modificacion
de los medios y/o condiciones de cultivo, la co-
expresion de chaperonas, el uso de proteinas de
fusion (Ej: proteina de unién a maltosa (MBP), N-
utilizing substance A (NusA) o la disminucién del
tamafo e hidrofobicidad del fragmento a expresar
son algunas de las estrategias mas utilizadas para
incrementar la solubilidad en la expresion recom-
binante (24, 43, 44).

Sin embargo, dada la posibilidad de purificacion
y renaturalizacion exitosa de algunas proteinas a
partir de cuerpos de inclusidn, los mismos pueden
ofrecer ciertas ventajas en cuanto a facilidad de
aislamiento de la proteina, su alta concentracion
y el alto grado de pureza (1). En ocasiones la
formacion de cuerpos de inclusion resulta de elec-
cion cuando la proteina recombinante activa en
el citosol es letal para la célula huésped (38). A
pesar de obvias desventajas como la disminucion
de los rendimientos, la necesidad de optimizacion
de las condiciones de replegamiento, el riesgo de
afectacion irreversible de la conformaciéon nativa
o el encarecimiento del proceso de purificacion,
varios métodos de aislamiento y renaturalizacion
de proteinas recombinantes a partir de cuerpos
de inclusion han sido desarrollados con éxito (23,
25). Adicionalmente, algunos estudios han demos-
trado actividad catalitica significativa en cuerpos
de inclusién de enzimas recombinantes como la
B-galactosidasa de E. coli y la dihidrofolato reduc-
tasa humana (45). En tal sentido, la purificacion de
cuerpos de inclusidén como nanoparticulas naturales
de enzimas puras bioldgicamente activas, con una
arquitectura porosa y altamente hidratada que per-
miten una eficiente difusién del sustrato a través
de su estructura, tendria una gran aplicabilidad en
la industria alimentaria y farmacéutica (45-47).

3.4 Definicion de la localizacion celular

Las proteinas expresadas por via recombinante
en principio pueden ser dirigidas a tres diferentes
localizaciones celulares: citoplasma, periplasmay
medio extracelular (medio de cultivo). Cada una de
estas localizaciones tendra ventajas y desventajas
(4, 14). La expresion y mantenimiento en el cito-
sol es normalmente preferible dados los mayores
rendimientos de proteina usualmente obtenidos,
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la mayor simplicidad de los vectores de expresion
0 en algunos casos la ventaja que ofrecen los
cuerpos de inclusion formados; sin embargo, en
ocasiones resulta de mejor eleccion la exportacion
de la proteina hacia el espacio periplasmatico o el
medio extracelular.

Algunas proteinas no logran recuperar su plega-
miento nativo y actividad bioldgica tras un procedi-
miento de purificacion desnaturalizante a partir de
cuerpos de inclusion. En otros casos el ambiente
fuertemente reductor del citoplasma bacteriano
impide el correcto plegamiento de proteinas he-
terdlogas cuya estructura terciaria depende apre-
ciablemente de la formacién de puentes disulfuro.
Por otro lado, la obligada incorporacion del coddn
de inicio de la traduccidn bacteriana (AUG) y con
ello una metionina en el extremo N-terminal de
proteinas recombinantes eucarioticas, muchas ve-
ces afecta de manera apreciable su conformacion,
actividad bioldgica y antigenicidad, obstaculizando
en muchos casos la aprobacién del uso de estas
proteinas no nativas en humanos.

El espacio periplasmatico ofrece un ambiente
oxidante que favorece la formacion de puentes
disulfuro, disminuye la posibilidad de degradacion
proteolitica dado el menor nimero de proteasas
celulares presentes y simplifica la purificacion al
concentrar el producto deseado en un comparti-
miento mucho menos rico en proteinas celulares
que el citosol. El clivaje in vivo del péptido sefial
durante la translocacién al periplasma hace mas
probable la eliminacion de la metionina afadida
en proteinas eucarioticas rindiendo un extremo N-
terminal nativo (38). La exportacion de una proteina
heterdloga al periplasma requiere la incorporacion
de una secuencia sefal en el extremo N-terminal
del gen clonado. Una gran variedad de péptidos
sefiales procariotas han sido utilizados con éxito
(4, 38), sin embargo el proceso de translocacion
es complejo y la presencia del péptido sefnal no
siempre asegura un transporte eficiente al peri-
plasma, lo cual puede repercutir apreciablemente
en los rendimientos obtenidos. Varias estrategias
para mejorar la translocacion al periplasma han
sido descritas (14, 38, 48).

La secrecidn de la proteina de interés al medio
extracelular comparte muchas de las ventajas lo-
gradas con la translocacion al periplasma y favorece
sustancialmente el proceso de purificacion para
algunas proteinas (49). Por lo general la secrecion
de la proteina recombinante se logra empleando
los sistemas de secrecidén extracelular existentes
en el hospedero para otras proteinas celulares (38,
50, 51). E. coli normalmente secreta muy pocas
proteinas y sus sistemas de secrecién pueden ser
ineficientes, los rendimientos de proteina recombi-
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nante obtenidos usualmente son modestos, alin con
la construccidon de proteinas hibridas secretables
(13). Otros sistemas de expresion bacterianos
como S. carnosus o B. subtilis son capaces de
secretar grandes cantidades de proteina al medio
de cultivo favoreciendo su purificacion en estado
soluble y nativo (4, 51). Sistemas de expresion
eucariéticos como levaduras o cultivos de células de
mamiferos rinden niveles marcadamente superiores
de proteinas recombinantes secretadas al medio,
en comparacion con los hospederos bacterianos

(3).

3.5 Generacion de proteinas de fusion

Una proteina de fusion o proteina quimérica consiste
en la union de una corta secuencia de aminoacidos,
polipéptido o proteina a la proteina que se quiere
expresar por via recombinante a través de un si-
tio de reconocimiento a proteasas especificas que
posteriormente facilitan la separacion de nuestra
proteina. Usualmente esta fusion se construye a
nivel de ADN y la quimera se transcribe y expresa
como una sola entidad dentro de la célula. Esta
estrategia se utiliza con frecuencia para facilitar el
proceso de purificacion, favorecer el plegamiento,
incrementar la solubilidad y prevenir cuerpos de
inclusion, disminuir la degradacion proteolitica,
dirigir la translocacion a periplasma y en algunos
casos ha logrado incrementar los rendimientos de
proteina recombinante desde niveles no detectables
hasta casi el 20% del contenido proteico celular
(14, 19, 48, 52-54).

Han sido desarrollados una amplia variedad
de patrones de proteinas de fusidn. La fusion de
una cola de poli-histidinas o de la glutatién S-
transferasa permite la purificacion por afinidad
de la proteina recombinante mediante protoco-
los rapidos y altamente eficientes, para lo cual
existen vectores de clonaje especificos y resinas
cromatograficas comerciales (55). La fusion con
las proteinas MBP o NusA de E. coli incrementan
considerablemente la solubilidad y son especial-
mente recomendadas para evitar o disminuir la
formacion de cuerpos de inclusion (14). La fusidn
a SUMO (small ubiquitin-related modifier), una
pequefia proteina de unos 100 residuos altamente
conservada en eucariotas, ha logrado incrementar
considerablemente los niveles de expresion y la
solubilidad en hospederos procariotas (54). La
incorporacion del péptido sefial de numerosas
proteinas procarioticas permite dirigir la trans-
locacion hacia periplasma (19, 49, 51). Varios
estudios han demostrado que los altos niveles de
expresion de una proteina homologa dada pue-
den ser transferidos a una proteina heterdloga
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pobremente expresada con la fusion del extremo
N-terminal de aquella, quizéds como resultado de
una estabilizacion del ARNm (14).

3.6 Prevencion de la protedlisis

La protedlisis es un proceso selectivo y altamente
regulado que juega un importante papel en la fi-
siologia celular. E. coli contiene un gran nimero de
proteasas localizadas en el citoplasma, periplasma
y membranas interna y externa, que participan en
actividades metabdlicas y en la selectiva eliminacion
de proteinas anormales. La maquinaria proteolitica
actla como consecuencia de una gran variedad de
condiciones tales como sintesis incompleta, muta-
ciones por sustitucion de aminoacidos, sintesis ex-
cesiva de subunidades de complejos multiméricos,
dafio postraduccional por oxidacion o ataque de
radicales libres, etc. (38). En principio, una pro-
teina heterdloga podria facilmente ser reconocida
como anormal y ser degradada por la célula, de
hecho en muchos casos la degradacion proteolitica
disminuye apreciablemente los rendimientos de
proteina recombinante.

Varias estrategias han sido aplicadas a fin de
minimizar la degradacion proteolitica durante la
expresion recombinante tales como el empleo de
cepas deficientes de proteasas (E. coli BL21 es
deficiente de las proteasas Ion y OmpT) (Tabla 1),
construccidn de proteinas de fusion, translocacion
fuera del citosol, crecimiento o induccion a bajas
temperaturas (la mayoria de las proteasas tienen
su actividad 6ptima a 37°C), co-expresion con cha-
peronas, sustitucion de aminoacidos especificos en
el sitio de clivaje de la proteasa, optimizacion de
las condiciones de fermentacion, entre otras (14,
38, 56).

3.7 Co-expresion de proteinas

Ha sido comentado con anterioridad las ventajas
de la co-expresion de chaperonas para incremen-
tar la estabilidad conformacional y solubilidad de
la proteina de interés o prevenir su degradacion
proteolitica. En otros casos resulta igualmente
conveniente la expresion simultanea de dos o mas
proteinas clonadas en el mismo vector de expre-
sion o en vectores compatibles diferentes. Tal es
el caso de la sintesis recombinante de complejos
proteicos con varios componentes o subunidades.
La co-expresion de varios componentes a menudo
resulta en un incremento de la estabilidad con-
formacional de cada componente, protegiéndose
en ocasiones mutuamente de la degradacién pro-
teolitica del hospedero (21, 57, 58). El empleo de
vectores policistronicos ha permitido expresar con
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Figura 3. Flujograma de los aspectos metodoldgicos a tener en cuenta para la expresion de proteinas recombinantes

en E. coli.

éxito mas de dos genes clonados en un mismo
vector y complejos binarios y ternarios. El empleo
de vectores compatibles diferentes requerira no
solo origenes de replicacion diferentes sino tam-
bién marcadores de seleccién diferentes a fin de
garantizar la adecuada estabilidad de cada vector
(14, 59). Sistemas comerciales de co-expresion
consistentes en 4 vectores bicistronicos diferentes,
todos con origenes de replicacion y marcadores
de seleccidon diferentes, permiten la expresion
simultanea en un mismo hospedero de hasta 8
proteinas diferentes (58).

3.8 Tolerancia o disminucion de la toxicidad
al hospedero

La expresion recombinante de algunos genes he-
terdlogos puede resultar extremadamente toxica
para el hospedero, interfiriendo con su fisiologia y
originando una afectacion significativa del creci-
miento e incluso la muerte del cultivo. La toxicidad
de estos genes puede variar desde moderada hasta
muy elevada, dependiendo del nivel de expresion
y por consiguiente, la cantidad de proteina recom-
binante que es capaz de interferir con la fisiologia
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del hospedero y causar afectacidon del crecimiento
o la muerte. Varias estrategias son empleadas para
lograr expresar y producir estas proteinas toxicas,
entre ellas el empleo de promotores altamente
regulados, la seleccion de cepas hospederas mas
resistentes al producto potencialmente toxico, el
empleo de promotores antisentido, la generacion
de proteinas de fusion que neutralicen la toxicidad,
utilizacion de vectores de bajo nimero de copias,
empleo de sistemas de expresion libres de células,
entre otras (2, 35, 60).

4. Conclusiones

La produccion de proteinas por via recombinante
ofrece una via simple, rapida, econdmicamente ren-
table y altamente eficiente para suplir los actuales
requerimientos de proteinas puras y bioldgicamen-
te activas, tanto para fines de investigacion como
para usos terapéuticos o industriales. La seleccion
del sistema de expresion apropiado dependera del
origen y propiedades bioldgicas de la proteina, las
caracteristicas del hospedero, la futura aplicacion
de la proteina, entre otros factores (Fig. 3). En los
Ultimos afos ha sido desarrollada una gran variedad
de sistemas de expresion recombinante basados
en hospederos procarioticos, levaduras, hongos
filamentosos, protozoos, baculovirus/células de in-
sectos, células de plantas o células de mamiferos.
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Sin embargo, E. coli continla siendo el hospedero
de eleccidon para la produccion de proteinas re-
combinantes dadas sus reconocidas ventajas. Esta
bacteria es empleada con éxito en la actualidad
para la produccion de proteinas humanas con fines
terapéuticos (61).

A pesar del desarrollo de diversos sistemas de
expresion y del considerable avance en las tec-
nologias de expresidon y purificacion, en muchas
ocasiones resulta imprescindible la aplicacion de
estrategias de optimizacion de la expresion recom-
binante, a fin de garantizar un adecuado rendi-
miento y estabilidad de las propiedades bioldgicas
de la proteina. El empleo de las cepas hospederas
adecuadas, el disefio optimo de los vectores de
expresion, la variacion de las condiciones de cre-
cimiento o la generacion de proteinas de fusion
son algunas de las estrategias mas utilizadas para
lograr alcanzar los estandares de rendimiento y
calidad esperados. Una vez optimizada la expresion
recombinante empleando el sistema de expresion
apropiado, se procedera al escalado del cultivo
a grandes volumenes y la purificacion de la pro-
teina de interés. Estudios adicionales podran ser
necesarios con vistas a optimizar las condiciones
in vitro (pH, fuerza iénica, composicion del solven-
te, crioprotectores) que garanticen la estabilidad
fisico-quimica y actividad bioldgica de la proteina

una vez purificada.
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