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RESUMEN

Flor Esthela Diaz Rivera Fecha de Graduacién: Marze, 2001

Universidad Auténoma de Nueve Leén

Facultad de Medicina

Titule del Estudio: Estudio molecular g’oelular bajo la influencia de condiciones de cultivo

durante Ia ion de proteinas heterlogas en Pichia pastoris

Nimero de péginas: 84 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con upecgil;.lidad en Biologia
Molecular e Ingenieria Genética.

Area de Estudio: Biotecnologina

Propésito y Métode del Estudio: Las levaduras metilotréficas son capaces de utilizar el
metanol como unica fuente de carbono y energia, el crecimiento de estas levaduras en metanol
esta asociado con la sintesis de mﬂdaée considerables de las enzimas peroxisomales alcohol
oxidasa (AOX) y catalasa y con el desarrollo demferoxjsomas en las células. Hasta ahora se
conoce como afectan algunas condiciones ambientales en la proliferacion de los peroxisomas y
las enzimas involucradas en este proceso; sin embargo se sabe poco acerca de como se ven
afwmdm&msmocmspmhmmdadegi?apewgao&mmwgados.mdgmomdzm
levaduras y sus productos producidos durante la activacién de estos mecanismos, .
En este trabgjo se realizé un estudio con el fin de evaluar le influencia de las condiciones de
cultivo sobre los procesos bioquimicos y celulares relacionados con los mecanismos i)ue regulan
la produccién de proteinas recombinantes empleando a la levadura metilotrofica P. pastoris
GS11S actosidasa como hospedero.
La cepa GS115 B-galactosidasa de P. pastoris se cultivd a nivel matraz en cuatro medios de
cultivo diferentes MMAY, G y MS), utilizando un cultivo en lote alimentado con
metanol cada 24 h durante 72 h. El crecimiento celular, proliferacién peroxisomal, actividad y
concentracion de B-galactosidasa, actividad enzimética de alcohol oxidass, actividad enzimética
de catalasa y concentracion de gmtelnu intracelulares solubles fueron los procesos bioquimicos
y celulares evaluados a las 3, 27, 51 y 72 h de haber imiciado la induccién con metanol de cada
cultivo. A los tiempos de induccién estudiados se realizé una comparacion de la influencia de la
msicién del medio de cultivo sobre los pardmetros evaluados, empleando las pruebas
isticas de anilisis de varianza y la prucba de comparacién multiple de Newman, Por ultimo,
se determiné la correlacion entre los niveles de produccién de la proteina recombinante (B-
galactosidasa) y los valores determinados para cada proceso bioquimico y celular evaluada con la
prueba de correlacion lincal de Pearson.

Contribuciones y conclusiones: Los valores de los procesos bioquimicos evaluados de los
cultivos en medio minimo (MM) y los medios minimos suplementados (MMAYV, MMAG) no
mostraron diferencias cativas entre si. Solo se observaron diferencias en los valores de los
procesos evaluados en el medio con sales (MS). Estas diferencias fueron dependientes de 1a fase
de crecimiento y 1 ser debidas a una disminucion en la biosintesis de las proteinas celulares
causada un dafio inicial al cultivo por la sicion de este medio. La disminucién en la
biosintesis proteica en los cultivos en el medio MS puede ser Ia causa de niveles més bajos de
proteina recombinante en la fase exponencial de crecimiento a con los otros medios de
cultivo empleados. Los mayores niveles de produccién de dasa se obtuvieron en la
fase estacionaria en todos los medios de cultivo. Los resultados obtenidos con el modelo
experimental estudiado sugieren que manteniendo el cultive en la fase logaritmica del
crecimiento se obtiene mayor tasa de sintesis de la proteina recombinante en estudio. Este estudio
ha permitido determinar que con los parametros empleados para evaluar los diferentes procesos
bioquimicos se¢ pueden establecer estrategias fundamentadas en la seleccion de las condiciones de

cultivo para optumar la produccion de pmteimmmdo el sistema de P. pasioris.
- /7
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CAPITULO1

INTRODUCCION

Desde el descubrimiento de la estructura tridimensional del ADN se han
desarrollado numerosas técnicas con las que ha sido posible manipular e ADN y
entender los mecanismos de la regulacién genética. Gracias a estas técnicas
denominadas técnicas del ADN recombinante se han desarrollado sistemas de expresion
para la produccién de proteinas heterélogas de origen humano, animal, vegetal o viral
que en muchos casos son dificiles de obtener de su fuente natural porque no pueden ser
aisladas en cantidades suficientes 0 también porque son proteinas redisefiadas y no son
encontradas en la naturaleza (4, 8). Estos sistemas de expresion consisten basicamente
de un vector de expresion en el cual se introduce el gen de 18 proteina de interés y de un
hospedero y a la fecha se han utilizado como hospederos bacterias, levaduras, hongos,

células en cultivo de mamiferos o de insectos y animales transgénicos (8).

1.1 Levaduras

El sistema de expresion de levaduras ha sido usado exitosamente por casi dos
décadas en investigacion bésica y en la industria de la biotecnologia para la produccion
y secrecion de proteinas heterdlogas eucariéticas, debido a que ofrecen diversas ventajas
sobre otros sistemas como son: la existencia de técnicas de manipulacién molecular y

genética bien conocidas, técnicas de fermentacion sencillas y de costo bajo, capacidad



de hacer modificaciones postraduccionales complejas, altos rendimientos de proteina
intracelular y secrecién eficiente de un producto recombinante idéntico o muy similar a
la proteina nativa (3, 10, 28). Ademas existe un amplio rango de especies de levaduras
que son empleadas para la produccién de proteinas recombinantes, entre las que se
incluyen Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha,

Kluyveromyces lactis, Schizosaccharomyces pombe y Yarrowia lipolytica (4)

1.1.1 Saccharomyces cerevisiae

La primera especic de levadura utilizada para la produccién de proteinas
recombinantes fue S. cerevisiae (28), la cual tiene la ventaja de poder dirigir la proteina
recombinante en el camino secretorio mediante la fusién de esta proteina madura con la
secuencia del factor alfa, el cual es removido por una accién proteolitica. Sin embargo,
8. cerevisiae ticne varias limitaciones como sistema de expresién; generaimente las
productividades son bajas alcanzando un méaximo de 1-5% de la proteina total debido &
que los niveles de expresién y la calidad de la proteina heterdloga sintetizada sufre
muchas veces limitaciones especificas del organismo como son: carencia de promotores
fuertemente regulados, pobre eficiencia de secrecién (especialmente de proteinas > 30
kDa), inestabilidad de la cepa productora e incapacidad de lograr altas densidades
celulares en fermentadores. Debido a las desventajas de S. cerevisiae para la produccién
de proteinas heterélogas mencionadas anteriormente se empezaron a utilizar las

levaduras metilotréficas para este propésito (3, 10, 28).



1.1.2 Levaduras metilotroficas

Al inicio de los afios 70's, se¢ empezaron a aislar de la naturaleza las levaduras
metilotréficas debido al interés en la produccion de biomasa a partir de metanol (10, 26,
27) y a la fecha se han identificado cepas pertenecientes solo a cuatro géneros: Pichia,
Hansenula, Candida y Torulopsis (5, 10, 31).

Estas levaduras se denominan metilotréficas porque son capaces de utilizar el
metanol como Unica fuente de carbono y energia, debido a que contienen un mecanismo
de empleo de metanol finamente regulado (27). Poseen las mismas ventajas que S.
cerevisiae para la produccion de proteinas recombinantes y ademés proveen un medio
confiable para lograr productividades elevadas, ya que poseen elementos promotores
regulados en forma precisa y eficiente por lo que algunas cepas especificas han sido
estudiadas intensamente para su aplicacién comercial tanto en la produccién de proteinas
recombinantes como en la produccién de biomasa y también por su utilidad como
sistema modelo para esclarecer los mecanismos involucrados en la biogénesis y funcion
de los peroxisomas ya que ¢l crecimiento de estas levaduras en metanol estd asociado

con ¢l desarrollo de peroxisomas en las células (10, 27, 32),

1.2 Peroxisomas

Los peroxisomas son organelos que estin presentes ubicuamente en las células
eucaridticas, tienen una arquitectura simple, estdn rodeados por una sola membrana y
pueden existir como estructuras esféricas simples o como redes reticulares complejas (6,
10, 12, 35). Son tnicos entre los organelos eucaridticos ya que su forma, tamafio,

namero y contenido enzimético varia dependiendo del organismo, tipo celular,



necesidades metabélicas de cada organismo y condiciones ambientales que rodean a la
célula (35). Los peroxisomas son importantes para el crecimiento celular ya que pueden
contener una gran variedad de enzimas que llevan a cabo numerosos procesos
bioquimicos como son: degradacién de H,O,, degradacién de D-aminodcidos y purinas,
beta-oxidacion de cidos grasos de cadena larga, sintesis de colesterol, 4cidos biliares y
plasmalégenos y en las levaduras metilotréficas la oxidacion del metanol (12, 35).

Los peroxisomas son importantes en la fisiologia humana como es demostrado por
varios desérdenes asociados 2 mal funcionamiento de los peroxisomas (6, 35), por lo que
en los iiltimos afios se ha intensificado el estudio de los mecanismos involucrados en la
biogénesis y degradacién de estos organelos.

Una caracteristica especifica de los peroxisomas es que su biogénesis es inducible
en la naturaleza. Cuando son inducidos, se forman nuevos peroxisomas por crecimiento
y divisién de organelos preexistentes, aunque la sintesis de novo no ha sido excluida. Sin
embargo, los peroxisomas carecen de ADN y de una maquinaria de sintesis de proteinas
(12). Todas las protefnas peroxisomales identificadas son codificadas por genes
nucleares, sintetizadas en polisomas libres e importadas postraduccionalmente hacia el
organelo (6).

En las levaduras metilotréficas se induce la biogénesis de los peroxisomas
simplemente con cambiar la composicién del medio de cultivo, especificamente cuando
este medio contiene fuentes de carbono y nitrégeno especificas que para poder ser
metabolizadas requieren le actividad de una oxidasa productora de H,O, como son: el
metanol, dcido oleico (solo P. pastoris), D-aminodcidos, aminas primarias y purinas.

Los organelos son importantes para el crecimiento de estas levaduras bajo estas



condiciones porque ellos contienen las enzimas claves involucradas en el metabolismo
primario de los sustratos de crecimiento especificos usados (34).

Un ejemplo de como se ve afectada la biogénesis, tamaflo y forma de los
peroxisomas por la composicién del medio y las condiciones de cultivo en las levaduras
metilotréficas es ¢l siguiente: cuando las células son crecidas en glucosa, generalmente
uno o pocos peroxisomas muy pequefios estan presentes asociados a la pared celular,
mientras que en metanol se observan peroxisomas numerosos y grandes los cuales
pueden ocupar hasta un 80% del volumen celular total (34), estos organelos aparecen en
grupos en la célula o existen en asociacidn cercana con cadenas de reticulo
endopldsmico. En la fase de crecimiento exponencial, en cultivo en lote, generalmente
tienen una forma esférica con una matriz parcialmente cristalina, sin embargo en
cultivos en quimiostato limitado con metanol estos organelos son completamente

cristalinos y de forma cibica (32, 34).

1.2.1 Metabolismo del metanol

La proliferacién peroxisomal observada cuando las levaduras metilotréficas crecen
en metanol se debe a que la primera reaccion en el metabolismo del metanol, que es la
oxidacién del metanol & formaldehido, se realiza dentro de estos organelos. En esta
reaccion se produce peréxido de hidrégeno el cual es téxico para la célula, llevandose a
cabo las subsecuentes reacciones del metabolismo de este sustrato en el citoplasma (ver
Figura 1) (5, 32). En conjunto con la proliferacién peroxisomal, el crecimiento de las
levaduras metilotréficas en metanol estd ampliamente relacionado con la sintesis de

cantidades considerables de las enzimas peroxisomales alcohol oxidasa (AOX) y



catalasa y de la enzima dihidroxiacetona sintasa, llegando a constituir ¢l 60-80% de la
proteina celular total (10, 32).

1.2.1.1 Alcohol oxidasa

La AOX es una proteina de alto peso molecular (PM) (620 kDa) que consiste de 8
subunidades idénticas, unida cada unma de forma no covalente & una molécula de
dinucledtido de flavina y adenina (FAD), estas unidades monoméricas son sintetizadas
en el citosol y ensambladas en los peroxisomas, siendo activa esta enzima solo en la
matriz peroxisomal. La AOX cataliza la primera reaccién en el metabolismo del metanol
reaccionando con el O, como aceptor de electrones con la produccién de H,0, (ver
Figura 1), como la AOX tiene baja afinidad por el O, la célula compensa produciendo
grandes cantidades de AOX la cual llega a ocupar hasta un 30-35% de la proteina celular
total (3, 27, 31, 32).

1.2.1.2 Catalasa

La catalasa degrada el H,0, producido por la accién de la AOX en agua y oxigeno
(ver Figura 1), en su forma activa esta enzima es una hemoproteina tetramérica de ~240
kDa que consiste de cuatro subunidades idénticas de PM ~60 kDa arregladas

tetrahédricamente, las cuales se sintetizan en el citosol y se ensamblan en los

peroxisomas (1).
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Figura 1. Representacion esquemética del metabolismo del metanol en P. pasioris.

1.3 Pichia pastoris

Aprovechando la caracteristica de la sintesis aumentada de las proteinas que
participan en el metabolismo del metanol y con la clonacién y caracterizacién de los
elementos promotores que controlan la expresiéon a alto nivel de estas proteinas y la
habilidad para manipular genéticamente estas levaduras, ha sido posible que las
levaduras metilotréficas sean empleadas como hospederos potencialmente atractivos
para la produccién de proteinas heterblogas (10).

P. pastoris es una levadura metilotréfica que actualmente es una de las mas
empleadas como hospedero (8), en la produccién de proteinas recombinantes. Hay varias

razones para este hecho: Sus condiciones de crecimiento son similares a las de S.



cerevisiae, como levadura metilotréfica contiene el promotor AOX inducible de forma
fuerte y precisa y que es usado para la produccién de protefnas, es capaz de generar
modificaciones postraduccionales que son més similares a la proteina original que
aquéllas realizadas por S. cerevisiae, y es capaz de realizar altos niveles de expresion
reportindose niveles de hasta 12 g/, de producciéon de proteina recombinante, la
purificacién de la proteina heteréloga secretada es facilitada porque tiene baja secrecién
de proteina endégena (21).

En P. pastoris se han identificado dos genes (40X y AOX2) que codifican para
dos enzimas AOX (10), las regiones codificantes de estos genes tienen una similitud del
92 y 97% en la secuencia nucleotidica y aminoacidica respectivamente, los elementos
promotores de estos genes tienen poca similitud y estan bajo ¢l control de un mecanismo
general de represion/desrepresién y un mecanismo de induccién por una fuente de
carbono especifica (28). La gran mayoria de los transcritos provienen del gen A0X], el
cual tiene un tamafio de 2261 pb (GI = 2174799), la expresién de este gen estd regulada
de forma precisa por una regién promotora de 940 pb ya que cuando esta levadura crece

en glucosa o etanol 1a enzima AOX es indetectable.

1.3.1 Sistema de expresion de P. pastoris

El metanol induce fuerte y eficientemente al promotor del gen AOXI],
caracteristica por la cual este promotor es usado para la expresién de genes extrafios, por
lo que se han construido varios vectores de expresion que tienen las siguientes
caracteristicas en comun: tienen una secuencia regulatoria 5' A0X! que contiene el
promotor del gen A0XI, una secuencia de ADN que codifica para una secuencia sefial
de secrecién nativa o heteréloga, una secuencia de 256 pb que corresponde a la sefial de



terminacién de la transcripcion del gen AOX nativo, una regién 3' AOX] adelante de la
secuencia de terminacién, el gen de la histidinol deshidrogenasa de 2.8 kb empleado
como marcador de seleccién para las cepas P. pastoris (his4), genes que permiten la
propagacion en Escherichia coli como son ¢l gen de resistencia a ampicilina y el origen
de replicacion ColE1 y sitios imicos de restriccion que se utilizan para clonar el gen de
interés (3, 8, 13, 26).

Aprovechando la construccidn de estos vectores y la existencia de cepas
auxotréficas de P. pastoris ha sido posible realizar técnicas de integracién sitio dirigida
por recombinacién homéloga en esta levadura para producir cepas genéticamente
estables. Estas cepas pueden ser de dos tipos dependiendo de 1a técnica de integracién
del cassette de expresién; si es una insercién génica, es decir, si al integrarse no se
reemplaza o inactiva el gen A0X] se producird una cepa Mut, la cual tendrd la
capacidad de usar el metanol de igual forma que la cepa silvestre; y si es una sustitucién
génica, es decir, si al integrarse se reemplaza el gen AOX] la cepa serd Mut y tendrd
disminuida la capacidad de utilizar el metanol en comparacién con la cepa silvestre
(8,10,13).

1.3.2 Produccién de proteinas recombinantes

El sistema de expresion de P. pastoris es utilizado para la produccion de una gran
cantidad de proteinas con un grado de éxito variable (ver TABLA I) (3, 9). Es decir,
existen ejemplos de niveles altos de produccién como es el caso del factor de necrosis

tumoral (FNT) humano, el cual se ha producido a una concentracién de 10 g/L de forma
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extracelular, o el caso de la B-galactosidasa, la cual llega a ocupar hasta el 20% de la

proteina intracelular soluble.

Tabla I
Ejemplos de proteinas heterdlogas producidas en P. pastoris

Proteina Nimero de Localizacién Cantidad

copias (gn*
B-galactosidasa ? I 20% de proteina
(E. coli) soluble
HBsAg 1 I 0.300
Lisozima bovina 1 S 0.460
ASH 1 S 4.000
FNT humano 10 I 10.000
HIV gp 120 12 I 1.250
Aprotinina 2 S 0.320
Superdxido bismutasa 1 I 0.330
Receptor Ig E (sub. a) ? S 0.020
HGH 1 S 0.012 **

I = intracelular, S = secrecion.

* Sacado de Cregg J. M., Vedvick T.S., Raschke W.C. (1993) (27).

** Sacado de Escamiila, L.L., Viader, ].M., Barrera, H A., Guerrero, M. (2000) (7).

Sin embargo, a pesar de las ventajas de este sistema de expresién también existen

ejemplos de niveles bajos de produccidn o no expresion (21). Debido a esto se ha

considerado que los siguientes factores se deben tomar en cuenta para optimar la

expresién y produccion de una proteina recombinante en P. pastoris (24, 25):

® Replicacién auténoma o integracion cromosdmica del casete de expresion Este

factor es importante porque se afecta la estabilidad del casete de expresién, en

general se prefieren los vectores de integracion porque son estables, generan

cepas multicopia, se puede controlar el sitio de integracién y se puede dirigir el

modo de integracién (con o sin disrupcién del gen A0X7). En contraste, los
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vectores auténomos son inestables, generan bajo numero de copias y se integran
en uno o mas loci cromosémicos.

Dosis génica. El efecto de la dosis génica no se puede predecir, existen ejemplos
en los que una copia del casete de expresion es suficiente para una produccion
Optima, otros en los que al aumentar el nimero de copias se aumenta la
produccién y otros en los que el incremento en el mimero de copias tiene un
efecto negativo en la produccion, por lo tanto, es importante examinar el nivel de
produccién en funcién de la dosis génica.

Tipo de cepa ;Mut’ o Mut'?. Mut' crecimiento lento en metanol, Mut"
crecimiento normal en metanol. Para expresion intracelular se prefiere Mut” y
para secrecion se utilizan ambas, aunque lo ideal es probar la produccién de la
proteina recombinante en ambas cepas.

Secuencias 5" y 3' del ARNm no traducibles. Para una produccién Optima es
preferible que estas secuencias sean idénticas a las de!l ARNm de 40X1.
Formacién de estructuras secundanas alrededor del codén de iniciacién de la
traduccién. Para asegurar una traduccién eficiente del ARNm, el codén de
iniciacién debe estar relativamente libre de 1a estructura secundaria. La estructura
secundaria del ARNm puede ser ajustada redisefiando la porci6n inicial de las
secuencias codificantes con codones alternativos.

Composicién A+T. Los genes que tienen un alto contenido de nucledtidos A+T
no son tramscritos eficientemente debido & una terminacién prematura de la

transcripcion. Para evitar esto, es importante redisefiar los genes para que tengan
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un contenido de A+T en el rango de 30-50%, usando los codones preferenciales
de P. pastoris.

o Sefial de secrecion. Para las proteinas que son secretadas normalmente es
adecuado utilizar la secuencia sefial nativa, si esta secuencia no estd disponible se
puede utilizar el factor alfa de S. cerevisiae.

o Estabilidad del producto. Para mejorar la estabilidad proteolitica de las proteinas
secretadas se pueden utilizar cepas deficientes en proteasas, también se puede
cambiar el pH del medio (el rango de pH recomendado en el que se puede
experimentar estd entre 2.8 y 6.5) y las condiciones de crecimiento (agregando
casaminodcidos o peptona al medio).

e Condiciones de cultivo (ver seccién 1.3.3)

1.3.3 Influencia de las condiciones de cultivo en la produccion de proteinas heterélogas
en P. pastoris

Entre los factores que afectan la expresién y produccién de una proteina
recombinante se incluyen las condiciones de cultivo donde es importante considerar los
siguientes factores:

Tipo de cultivo. El tipo de cultivo se refiere a la forma en que se administran los
nutrientes, por ¢jemplo en un cultivo en lote, los nutrientes se proporcionan solo al inicio
de la fermentacion; en un cultivo lote alimentado los nutrientes se adicionan
periédicamente, en un cultivo continuo se agregan continuamente como lo indica su
nombre, el tipo de cultivo también puede consistir en una combinacién de los anteriores.

Pardmetros de fermentacién. Incluye la concentracién de oxigeno, temperatura,

agitacién y pHL
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Composicidn del medio de cultivo. En la composicién del medio de cultivo,
bésicamente es importante la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno y los
micronutrientes que se utilizan,

Es importante optimar las condiciones de cultivo ya que se ha visto que pueden
tener una influencia marcada en la produccién de proteinas heterélogas:

Solo con cambiar el pH del medio de cultivo se afecta la produccién, por ejemplo
en el caso de Albimina Sérica Humana (ASH) se incrementa tres veces la cantidad de
proteina secretada a pH 5.8 comparado al utilizado normalmente de 5.0 (25). También
en la produccién del factor de crecimiento epidémmico humano y del factor de
crecimiento semejante a insulina se incrementan los niveles de secrecién de 2-4 veces a
pH 3.0 o como el caso del dominio V; de CD; que solo se produce a pH écido (25).

Ademés del pH, también la composicién del medio de cultivo y la cantidad de
oxigeno disuelto mejoran Ia produccién de proteinas especificas, por ejemplo, en la
produccién de ASH la aireacién incrementé hasta 20 veces la cantidad de ASH
producida (25, 26) comparado a un cultivo sin aircacién, la adicién de extracto de
levadura y peptona al medio de cultivo increment6 al doble el nivel de secrecién de ASH
producida (20, 26) y en la produccién del activador de plasminégeno tisular la adicion de
estos nutrientes mejoré marcadamente la produccién (25); 1a adicién de casaminodcidos
a una concentracién del 1% provocé un aumento en la produccién del factor de
crecimiento epidérmico de raton y la adicién de trazas de algunos metales mejord la
productividad del antigeno de superficie de la hepatitis B (25). También la adicién de
dcidos grasos, tales como el 4cido miristico, palmitico, palmitoleico, oleico, etc., a un
medio de composicion constante incrementd la cantidad de proteina producida, llegando

a incrementarse hasta el doble con respecto a un control al que no se le agregaron 4cidos



14

grasos, no sélo el agregar el dcido graso afecté la produccidn sino también la
concentracion de éste, en este caso la mayor produccién de proteina recombinante se

obtuvo a una concentracion de 0.05% de dcido graso en el medio de cultivo (16).

1.3.4 Condiciones de cultivo empleadas para P. pastoris

Las condiciones de cultivo descritas en Ia literatura para P. pastoris que se utilizan
generalmente se indican en la TABLA II (16, 25). Las fermentaciones se realizan a nivel
matraz o a nivel fermentador. El medio de cultivo mds empleado a nivel matraz consiste
basicamente de una fuente de carbono y energia que normalmente es glicerol (fase de
crecimiento) o metanol (fase de induccion), una fuente de nitrdgeno que generalmente es
nitrégeno base de levadura (YNB) y de una solucién amortiguada, a este medio se le
denomina medio minimo. Este medio también se puede enriquecer con algunos
nutrientes y entonces se le designa como medio minimo suplementado, también se le
pueden agregar nutricntes complejos como son la peptona y el extracto de levadura al
cual se le llama medio complejo. Otro medio de cultivo que se utiliza en ambos casos es
el medio con sales, el cual consiste de la misma fuente de carbono pero difiere de los
otros en que la fuente de nitrégeno es una fuente inorginica tal como NH,OH, puede

emplearse o no un amortiguador y contiene sales de diferentes metales.



Tabla I

Condiciones de cultivo utilizadas en fermentaciones con P. pastoris.

Matraz Fermentador
Medio Medio minimo Medio con sales
Medio minimo Medio con sales
suplementado suplementado
Medio complejo
Medio con sales
Tipo de cultivo Lote + lote alimentado Lote + lote alimentado
Lote + continuo
Temperatura 30°C 30°C
0} aireacion >20%
Agitacién 250 rpm. 500-1500 rpm.
pH 2-7 2.7
Tiempo de 43-100h 24-200h
induccion

Sacado del capitulo Non conventional Yeasts in Biotechnology de! libro Pichia pastoris (25).

1.4 Justificacién

15

Hasta ahora se conoce como afectan algunas condiciones ambientales en la

proliferacién de los peroxisomas en este tipo de levaduras y las enzimas involucradas en

este proceso; sin embargo, se sabe poco acerca de como se ven afectados estos procesos

por la presencia de genes heterélogos integrados en su genoma y sus productos

sintetizados durante Iz activacion de estos mecanismos. Considerando estos aspectos y

tomando la ventaja de lo que se conoce sobre la regulacién del gen AOX, el efecto de

algunas condiciones ambientales y el proceso fermentativo, un estudio sobre c6mo se

afectan los procesos bioquimicos y celulares que se desencadenan en P. pastoris bajo

condiciones de expresién de genes heterblogos al cambiar las condiciones de cultivo,

podrd aportar una mejor comprension de los mismos y asi contribuir al desarrollo de
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procesos fermentativos mas controlados y dirigidos a la produccién mds eficiente de
proteinas heterélogas en este hospedero.

1.5 Objetivo general

Evaluar la influencia de Ias condiciones de cultivo sobre los procesos bioquimicos
y celulares relacionados con los mecanismos que regulan la produccién de proteinas

recombinantes en P. pastoris.
1.5.1 Objetivos especificos

1. Seleccionar de la literatura existente las condiciones y composicién de los medios de
cultivo que se someterdn a estudio.

2. Estandarizar los métodos a emplear para la evaluacién de procesos bioquimicos y
celulares.

3. Evaluar y comparar, bajo las condiciones de cultivo a estudiar, los siguientes
procesos bioquimicos y celulares: Crecimiento celular, actividad enzimdtica y
concentracion de la proteina recombinante, actividad enzimética de las enzimas
peroxisomales alcohol oxidasa y catalasa, y la proliferacién peroxisomal.

4, Correlacionar los cambios bioquimicos y celulares con la produccién de proteinas

recombinantes.
1.6 Modelo experimental

Para cumplir con los objetivos de este trabajo se escogié como modelo

experimental la cepa GS115 p-galactosidasa Mw® de P. pastoris (Invitrogen
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Corporation) la cual posee el gen AOX] intacto y funcional, tiene integrado el gen de B-
galactosidasa en su genoma y la expresién de este gen esta controlada por el promotor
del gen AOX1 (13, 29).

La B-galactosidasa es una enzima de importancia industrial que ha sido utilizada
frecuentemente como un modelo excelente desde ¢l punto de vista de Biologia
Molecular y tecnologia de fermentaciones (22, 29) por el hecho de que su actividad es
facil de medir, el conocimiento sobre ¢l operén de la lactosa y los estudios sobre su
actividad catalitica. Esta enzima es un homotetramero de 465 kDa de peso molecular,
cada subunidad tiene un PM de 116 kDa y cataliza la hidrélisis de enlaces 8-glicosidicos

entre glucosa y galactosa.



CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Area de trabajo, reactivos y material biolégico

El desarrollo experimental de este trabajo de investigacién se realizd en
laboratorios de los Departamentos de Bioquimica, Microbiologia e Histologia de la
Facultad de Medicina, y en los laboratorios del Programa de Maricultura de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn.

Las enzimas y reactivos para la preparacion de las diferentes soluciones provienen
de Sigma Chemical Co. (St Louis Mo, EUA), otros reactivos provienen también de
Productos Quimicos Monterrey (Monterrey, N.L., Méx.), Pelco International (Redding
CA, EUA), Difco (Detroit, Mi, EUA), Invitrogen Corporation (San Diego Ca, EUA).

La cepa GS115 B-galactosidasa de P. pastoris proviene de Invitrogen Corporation

(San Diego Ca, EUA).

2.2 Equipo

Los equipos que se utilizaron para el desarrollo de este trabajo son los siguientes:
Estufa FELISA modelo 131, cuarto caliente a 30°C, campana de acrilico, S/P Vortex
Mixer, microcentrifugas Eppendorf modelos 5413 y 5415, centrifuga Beckman modelo

J-6B espectrofotometros Beckman DU-70, Beckman Epson Action Printer 4000,
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Spectronic Genesys 2 y Turner modelo 340, balanza analitica Mettler modelo AE163,
balanza digital marca Sartorius modelo 1206MP (Camibh Gottingen Germany),
potenciémetro ORION modelo 601 A, placa de calentamiento Thermolyne cimarec 2
modelo SP46925, agitador Lab-Line Orbit no. 3590 (Melrose Park, ILL.),
ultracongelador Cryo-fridge American Scientific Products, bloque de calentamiento
Thermolyne tipo 17600 mod DB17615, ultramicrotomo LKB Ultratome, microscopio
electrénico Zeiss modelo EM109, congelador a -20°C Torrey.

El procesamiento de datos se realizé en una computadora COMPAQ PRESARIO
2253. Se utihizd el procesador de texto Microsoft Word for office 97 (© 1983-97
Microsoft Corporation), procesador de graficos Microsoft Power Point for office 97, y
hoja de célculo Microsoft Excel for office 97. La captura de imigenes se realizé con un
equipo HP Scan Jet 3200 C.

La busqueda de informaci6n bibliografica se realiz6 a través de Medline y bancos

de patentes, ambos via internet.

2.3 Estrategia general experimental

Se seleccionaron de la literatura las condiciones y composicién del medio de
cultivo a través de Medline y banco de patentes, via intemet (Figura 2).

Los métodos utilizados para la evaluacién de los procesos bioquimicos y celulares
estudiados, se estandarizaron determinando la repetibilidad (variacién en un mismo dia)
y reproducibilidad (variacion en diferentes dias) de cada método, expresados como
coeficientes de variacion de tres repeticiones. Ademds se aseguré que en la
determinacién de las actividades enzimiticas se trabajara siempre en la zona de

respuesta lineal de la reaccion (Figura 2),
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Selecccitn de las Estandarizacién de 108 métodos
condiciones y composicién empleados para la evaluacion de los
del medio de cultivo cambios bioquimicos y celulares
Fermentacion del hospedero en las *Crecimiento celular
condiciones seleccionadas D.0.50
PH.
\ 4
. . *Actividad y concentracién
Evaluacién y comparacién de los
cambios bioquimicos y celulares el
*Actividad enzimética:
Alcohol oxidasa
Catalasa
Correlacién de los cambios
bioquimicos y celulares con lIa *Proliferacitn peroxisomal
produccion de proteina heterdloga

Figura 2. Estrategia general experimental. Se muestran los pasos seguidos para cumplir
con los objetivos planteados en este trabajo.

La cepa GS115 B-galactosidasa de P. pastoris se cultivd, por triplicado, en cuatro
medios de cultivo diferentes, utilizando un cultivo en lote alimentado con metanol cada
24 h durante 72 h. A las 3, 27, 51 y 72 h de induccién con metanol, de cada cultivo se
evaluaron los siguientes procesos bioquimicos y celulares: Crecimiento celular medido
por DO.go y peso himedo (P.H), proliferacién peroxisomal por microscopia
electronica, actividad y concentracién de B-galactosidasa por el método descrito por
Miller (13, 17), actividad enzimética de alcohol oxidasa por el método descrito por
Jansen et al (14, 15), actividad enzimética de catalasa por el método de Aebi (1) y
concentraciéon de proteinas intracelulares solubles por ¢l método de Bradford (2).
Adicionalmente a los tiempos de induccién mencionados se hizo una comparacion de la
influencia de la composicién del medio de cultivo sobre los parimetros evaluados,
empleando las pruebas estadisticas de anAlisis de varianza y la prueba de comparacién
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miltiple de Newman (36). Por Gltimo, se determiné la correlacién entre la proteina
recombinante y los procesos bioquimicos celulares evaluados con la prueba de
correlacion lineal de Pearson (36) (Figura 2).

2.4 Métodos
2.4.1 Seleccién de las condiciones y composicién de los medios de cultivo

Para la seleccion de las condiciones y composicién del medio de cultivo se realizé
una busqueda bibliografica relacionada con P. pastoris a través de Medline y en los
bancos de patentes, via internet. De estos articulos se seleccionaron las condiciones de
cultivo mas empleadas para el cultivo de esta levadura, asi como aquellas en las que
utilizaron algunos nutrientes especificos para aumentar la produccién de la proteina

recombinante producida.
2.4.2 Estandarizacién de los métodos empleados

Para la estandarizacién de las técnicas utilizadas para 1a evaluacidn de los procesos
bioquimicos y celulares se determiné la repetibilidad (variacién de la técnica en un
mismo dia) y reproducibilidad (variacién de la técnica en diferentes dias) de cada técnica
determinando el coeficiente de variacion (C.V.) en un mismo dia y en diferentes dias.
Los célculos se realizaron con el programa Microsoft Excel for office 97, con la férmula
siguiente (17):

cv.=3x100
T

Donde s es la desviacion estdndar de los datos y ¥ es el promedio de los datos.



2.4.2.1 Actividad enzimética de 8-galactosidasa

La actividad de B-galactosidasa se determiné empleando el método
espectrofotométrico descrito por Miller (13, 17) el cual se basa en determinar el
producto de la reaccién de hidrélisis del compuesto o-nitrofenil-8-D-galactosido
(ONPG) por la accién de esta enzima a una longitud de onda (A) de 420 nm. Se prepard
una solucion de B-galactosidasa comercial (Sigma, St Louis Mo, EUA) a una
concentracién de 1 U/mL. Se determind la concentracién de proteinas de esta solucion
por el método de Bradford (ver seccién 2.4.2.4). El ensayo enzimitico consistié en
equilibrar el buffer Z (Na,HPO4.7H;0 60 mM, NaH,PO,H;O 40 mM, KCl 10 mM,
MgSO.7H,0 1 mM, B-mercaptoetanol 50 mM, pH 7.0), la solucién de ONPG (4
mg/mL) y el Na,COs 1 M a 28°C. Posteriormente, se agregaron 30 puL de la solucién de
la enzima a 1 mL de buffer Z y se equilibrd a 28°C (bloque de calentamiento
Thermolyne). Como un control de hidrélisis espontdnea del ONPG, se agregaron 30 pL
del buffer de lisis a 1 mL de buffer Z. Para iniciar la reaccién, se agregaron 0.2 mL de
ONPG a cada uno de los tubos anteriores. Se incubaron los tubos a 28°C durante 12 min
(tiempo en el cual aparecié un color ligeramente amarillo y que debe ser mayor de 10
mir). La reaccién se detuvo agregando 0.5 mL de Na;CO; 1 M a cada tubo. Se leyé la
D.0.420 contra el control en el espectrofotémetro DU-70 Beckman. Las U/mg de la
solucién se calcularon con la siguiente férmula:

U _ D.O.a20x 380
mg (m:‘n 28°C Xmg proteina en reacct'én)

Donde 380 es una constante usada para convertir la lectura de D.O.420 a Unidades.
Para evaluar la repetibilidad y reproducibilidad se determiné siete veces la

actividad de B-galactosidasa en un mismo dia y veinte veces en diferentes dias.



2.4.2.2 Actividad enzimdtica de AOX

La actividad enzimética de la AOX se determiné empleando el método descrito por
Janssen (14) que se basa en la medicién de la formacién del radical catibnico del
compuesto 2,2’-Azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) de amonio (ABTS). Este
radical catidnico se forma debido a la accién del H,O, sobre el ABTS, reaccién que es
catalizada por una peroxidasa; el H,O, es producido por la oxidacién del metanol,
reaccifn que es catalizada por la AOX (14, 15).

Para llevar a cabo la reaccién enzimética, en una celda de pléstico se agregaron 1.4
mL de ABTS 2 mM y 5 uL de Peroxidasa 250 U/mL, se mezclé por inversién y se
equilibré a 25°C. Se calibr6 a cero de absorbancia a 405 nm (espectrofotémetro
Beckman DU-70). Se agregaron 50 pl. de AOX 0.1 U/mL y 5 uL de H,0; 0.003%, se
mezcld por inversidn y se monitored la absorbancia a 405 nm hasta que permaneci6
constante. Después se agregaron 50 pL de metanol 1%, se mezcldé por inversién
inmediatamente y se registré el incremento de absorbancia a 405 nm durante 5 min.

También se corrié un blanco de la reaccién enzimética, la reaccién del blanco se
realiz6 como se mencioné anteriormente, pero en lugar de agregar 50 pL de AOX 0.1
U/mL se agregaron 50 pL de buffer de fosfatos 100 mM.

Se obtuvo el incremento de absorbancia (AA) por min a 405 nm del blanco y de la
AOX y se calcularon las U/mL de la AOX con la siguiente férmula:

U__ (AAws/min AOX - AAwy/min blanco)(1.51)(FD)
mL (36.8)0.05)

Donde: FD es el factor de dilucién, 1.51 es el volumen total del ensayo en mL,
36.8 es el coeficiente de absorcién milimolar del ABTS a 405 nm y 0.05 es el volumen

de muestra usado en mL.
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La actividad de AOX se determiné por triplicado para evaluar la repetibilidad y
reproducibilidad de la técnica, y se corroboré que se trabajé en la zona lineal de Ia
reaccién determinando el coeficiente de correlacion (1) de la recta obtenida al graficar la
absorbancia del ABTS oxidado versus el tiempo en min.

2.4.2.3 Actividad enzimética de catalasa

Para la medicién de la actividad enzimética de la catalasa se emple6 el método de
Aebi (1) el cual se basa en la medicion de la disminucién de la absorbancia a 240 nm del
H,0, por la disminucién de la concentracién del H,0, debido a la accidn de la catalasa
sobre este compuesto. Se preparé una solucién de catalasa de ribano comercial (Sigma,
St Louis Mo, EUA) a una concentrecion de 14500 U/mL. Se mezclaron 950 pL de buffer
de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.0 con 40 uL de la solucién de catalasa, con esta
mezcla se calibré a cero de absorbancia en el espectrofotdmetro DU-70 Beckman a una

A de 240 nm, por ultimo se agregaron 10 pL de H,O, al 6%, se mezcld por inversién y

se registré [a absorbancia cada min durante seis min a una temperatura de 25°C.

Las U/mL de la solucién enzimética se calcularon con la siguiente férmula:
U .
— = AAza/min x 692.5
ml,

Donde 692.5 es el factor obtenido en base al coeficiente de absorcién molar del
H,0, y al factor de dilucién de la muestra en la reaccién.

Esta medicién se realizé cinco veces en un mismo dia para determinar la
repetibilidad y quince veces en diferentes dias para determinar a reproducibilidad de la
técnica. Para corroborar que se trabajé en la zona lineal de la reaccién se graficd la
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absorbancia del H,0; a 240 nm versus tiempo en min y se determiné el coeficiente de
correlacién lineal de la recta.

2.4.2.4 Determinacién de proteinas totales

Para la estandarizacién de las protcinas totales por el método de Bradford (2) se
utilizé albuimina sérica bovina (ASB) como estdndar, se prepard un estindar primario a
una concentracion de 50 ug/mL y a partir de esta solucién se realizd la curva de

calibracién indicada en la tabla IIl, cada estdndar se prepard por triplicado.

Tabla Il
Curva de calibracién de ASB

Estindar | uL de ASB | uL deagua | pL de reactivo
(g/ml) | 50pug/mL | destilada | de Coomassie

0.0 0 200 800

1.0 20 180 800

1.5 30 170 800

3.0 60 140 800

4.5 90 110 800

6.0 120 80 800

9.0 180 20 800

Los reactivos s¢ mezclaron por agitacién en vortex, se incubd a temperatura
ambiente por dos min, se calibré a cero de absorbancia con el blanco a 595 nm en ¢l
espectrofotémetro DU-70 Beckman y se midieron las absorbancias de los estindares. Se
graficaron las lecturas de absorbancia contra la concentraciéon de los estindares y se
determin el  y la pendiente de Ia recta de calibrado. Esta curva se realiz tres veces en

un mismo dia para determinar la repetibilidad y siete veces en diferentes dias para
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evaluar la reproducibilidad, las cuales fueron evaluadas comparando las pendientes de la
recta de calibrado.

2.4.2.5 Lisis celular

La técnica de lisis celular se basa en una lisis mecéanica por agitacién con perlas de
vidrio lavadas con 4cido nitrico diluido. Para que la lisis celular sea eficiente se debe
trabajar con una suspensién celular que tenga una D.O.go de 50-100 (13). La
estandarizacion de la lisis celular consistié en determinar el numero de lavados en los
que se recupera la mayor parte de proteina intracelular soluble, siendo la concentracién
de catalasa el parametro evaluado para determinar €] niimero de lavados.

A partir de un cultivo de la levadura P. pastoris GS115 B-galactosidasa se
prepararon 100 pL de una suspensién celular con una D.O g ~100 en buffer de lisis
(Buffer de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.4 con DTE 0.5 mM y PMSF 1 mM), el
cultivo se centrifugd a 7000 rpm a 4°C durante 10 min (Centrifuga Beckman mod. J-
6B9), se eliminé el sobrenadante y el paquete celular se resuspendi6 en 100 pL de buffer
de lisis. Se agregaron 0.2 g de perlas de vidrio lavadas con &cido nitrico diluido
(correspondiente a un volumen igual de la suspencién celular). El paquete celular
resuspendido, se someti6é a diez ciclos de agitaciéon en vortex por 30 s (S/P Vortex
Mixer) y enfriamiento en hielo por 30 s. Se centrifugd a 4°C durante 5 min a 10,000 rpm
y el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo. Se realizaron una serie de lavados a las
perlas de vidrio agregando 100 pL de buffer de lisis, agitando en vortex y centrifugando
entre cada lavado. Se determiné la actividad de catalasa y cantidad de proteina
recombinante a cada lavado.
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2.4.2.6 Proliferacién peroxisomal

Para la estandarizacién del método para evaluar la proliferacién peroxisomal, se
realizd el procesamiento de levaduras para Microscopia Electrénica haciendo cambios
en el tiempo de fijacién y de inclusién con respecto al protocolo utilizado normalmente
para procesar levaduras en el laboratorio de Histologia de la Facultad de Medicina. Se
tomaron micrografias electronicas de las preparaciones donde se evalué que la
morfologia de la célula se apreciara bien, es decir, que los organelos estuvieran bien
definidos y que las células estuvieran bien fijadas y contrastadas.

El paquete celular de 100 uL de un cultivo de P. pastoris GS115 B-galactosidasa
se obtuve por centrifugacién a 14,000 rpm durante 10 min (microcentrifuga Eppendorf
modelo 5413), se lavo el paquete celular con 400 puL de H;O Milli Q, se agitd en el
vortex (S/P Vortex Mixer), se centrifugd y se decanté el sobrenadante, este paso de
lavado se repitié una vez mas. Las células se fijaron agregando 200 puL de KMnO, al
1.5%, se agitdé en el vortex y se dejé a temperatura ambiente durante 45 min, se
centrifugd y el paquete celular se lavd con H;O Milli Q hasta que el sobrenadante tuvo
un color transparente. Se agregaron 200 uL de acetato de uranilo al 1%, se agité en el
vortex, se centrifugé durante 15 min a 14 000 rpm y las muestras se dejaron en acetato
de uranilo minimo 1 h, o en el refrigerador hasta que se procesaron para igualar todas las
muestras. Posterior 2 la tincién con acetato de uranilo se realizé la deshidratacién de las
células agregando 400 pL de etanol a las siguientes concentraciones y tiempos:1) etanol
50% 15 min, 2) etanol 70% 15 min, 3) etanol al 96% por 15 min (en este paso se guardd
un vial de la muestra en el refrigerador, por si acaso la inclusién en epén tuviera algim
inconveniente ya habfa una muestra extra), 4) etanol al 100% por 15 min, 5) etanol al

100% por 60 min, en cada paso de deshidratacion, al agregar el etanol se agité en el
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vortex, se dejé a temperatura ambiente el tiempo indicado y después de este tiempo se
centrifugé a 14 000 rpm durante | min y el sobrenadante se desechd. Después de la
deshidratacién se agregaron 500 pL de 6xido de propileno al 100%, se agitd en el
vortex, se dejé a temperatura ambiente por 15 min y se centrifugd a 14 000 rpm durante
1 min y el sobrenadante se elimind, este paso se repitié una vez mas. La preinclusién se
realiz6 agregando 500 pL de epdn-6xido de propileno 1:1, se agitd en el vortex, se dejé
una hora y media a temperatura ambiente, se centrifugé y se eliminé el sobrenadante, Se
agregaron 500 pL de epén-6xido de propileno 3:1, se agitd en el vortex y se dejé durante
48 h a temperatura ambiente. Se agregaron 500 uL de ep6én puro durante 1 h tres veces a
temperatura ambiente (al agregar el epdn, el paquete celular se agité con un aplicador de
madera, y se dejé a temperatura ambiente ¢l tiempo indicado, se centrifugé y se desechd
el sobrenadante cada vez). Los desechos de cada paso se colocaron en un recipiente para
desechos téxicos. Se realizo la inclusién en la estufa incubando toda [a noche a 60°C. Se
sacaron los tubos de la estufa y se sacaron los bloques de los tubos para realizar cortes
finos en un ultramicrotomo LKB Ultratome los cuales se contrastaron con acetato de
uranilo. Por dltimo se observd al Microscopio Electrénico (Zeiss, EM106) y se
obtuvieron micrografias electronicas para observar la estructura de la célula. Los cortes
finos y la toma, revelado ¢ impresién de las micrografias electronicas se realizaron en el
Depto. de Histologia de la Facultad de Medicina de la U A N.L.

2.4.3 Fermentacién

Para cumplir con los objetivos de este estudio se realizaron tres fementaciones de
P. pastoris B-galactosidasa desfasadas en tiempo a las condiciones de cultivo

seleccionadas, en todos los medios de cultivo escogidos a la vez en cada fermentacién.
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La fermentaci6n consistié de dos fases: fase de crecimiento y fase de induccién,
ambas fases se llevaron a cabo por igual en cada fermentacién (7, 9).

2.4.3.1 Fase del crecimiento celular

Las levaduras de P. pastoris B-galactosidasa, conservadas a -70°C en 50% de
glicerol fueron reactivadas inoculando 25 mL de caldo de extracto de levadura-peptona-
dextrosa (YPD) con 10 uL de 1a cepa conservada a -70°C en un matraz erlenmeyer de
250 mL, se incubd a 30°C a 250 rpm (cuarto caliente a 30°C en un agitador Lab-Line)
durante 48 h, tiempo en el cual se alcanzé una D.O.¢0 ~20 (Espectrofotémetro
Spectronic). Se realizd un cultivo inicial en cada medio de cultivo seleccionado,
empleando como fuente de carbono glicerol, tomando ~0.375 mL del cultivo reactivado
para inocular 50 mL de medio con glicerol ¢ iniciar con una D.O.s0 de 0.15. Este
cultivo se incub6 a 30°C a 250 rpm hasta alcanzar una D.O.s0 de 4.0. De este cultivo en
glicerol se tomé 6.25 mL y se llev6 a 50 mL con ¢l mismo medio para tener una D.O.¢00

de 0.5 y se incubé & 30°C a 250 rpm hasta alcanzar una D.O.ep de 1.4 (Figura 3) (7, 9).

2.4.3.2 Fase de induccién

Se obtuvo el paquete celular del cultivo en glicerol centrifugando a la velocidad
méxima durante 10 min en la centrifuga Beckman modelo J-6B, este paquete celular se
resuspendié en S0 mL del mismo medio pero ahora con metanol como fuente de carbono
y se incub6 durante 72 h a 30°C a 250 rpm, se afiadi6 metanol cada 24 h a una

concentracién de 0.75% (7, 9) (Figura 3).



30

FASE DE CRECIMIENTO
REACTIVACION
10 L 30°C/250rpm 0375mL msorpm
V— A\ =
48h
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Figura 3. Representacién esquemética del ensayo de fermentacion llevado a cabo en este
estudio.

2.4.4 Evaluacién y comparacién de procesos bioquimicos y celulares

Para la eveluacién de los procesos bioquimicos y celulares que se analizaron en
este estudio (crecimiento celular, actividad enzimética de la proteina recombinante y de
las enzimas AOX y catalasa, concentracién de proteina intracelular soluble y
proliferacion peroxisomal) se tomaron muestras durante la fase de induccion de cada
fermentacion para evaluar cada parimetro estudiado a las 3, 27, 51 y 72 h de induccién
(Figura 4), los tres primeros tiempos correspondieron a 3 h después de un pulso de
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metanol. Para cada parimetro evaluado se determind la media, desviacion estindar y el
error estindar de las tres fermentaciones para determinar el coeficiente de variacién del
error estdndar de la media (CVgmy) (17).

TOMA DE MUESTRAS

3, 27, 51'Y 72 h de induccién

A

Cultivo en fa fase de induccién

10-100 pL 2mL XmL 300-500 L
DOy TaoMimedo Lisscelier  Droierecod
Duplicado) xisomal
‘ {Dupiicado)

Lisado Alcohol oxidasa

celutar B-galactosidasa

Proteinas totales

Figura 4. Estrategia seguida para la toma de muestras para evaluar los procesos
bioquimicos y celulares.

La comparacién de los procesos bioquimicos y celulares evaluados en diferentes

medios de cultivo se realizé con las pruebas estadisticas de anélisis de varianza y la

prucba de comparacién multiple de Newman (36) con ayuda del programa

computacional Microsoft Excel for office 97, se compararon los datos obtenidos para
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cada pardmetro evaluado a cada tiempo de induccién establecido en los diferentes
medios de cultivo entre sf, siendo el nivel de significancia de 0.05.

2.4.4.1 Evaluacién y comparacién del crecimiento celular
El crecimiento celular se evalué determinando la cinética de crecimiento de la

levadura en cada medio de cultivo en estudio midiendo la absorbancia a 600 nm

(D.O.500) y €l peso hiimedo (P.H.) (19).

2.4.4.1.1 Cinética de crecimiento evaluada por D.O ¢9. Se prepararon diluciones
adecuadas (D.O 0 < 0.5) de los cultivos en agua destilada y se midié la absorbancia de
estas diluciones a los diferentes tiempos en un espectrofotémetro Turner y/o Spectronic
calibrado a cero de absorbancia con agua destilada a 600 nm. La D.O.¢x del cultivo se
obtuvo multiplicando la absorbancia a 600 nm por el factor de dilucién, se grafico esta
densidad Optica versus tiempo de induccién en grifico semilogaritmico y se calculé la
velocidad de crecimiento especifica y el tiempo de generacién de la levadura. La
velocidad de crecimiento especifica se determina calculando la pendiente de la recta
correspondiente a la fase exponencial de crecimiento utilizando el logaritmo natural de
las D.O.¢o0 ¥ el tiempo de generacién se determina dividiendo el logaritmo natural de 2
entre la velocidad de crecimiento especifica (Figura 5).

2.4.4.1.2 Cinética de crecimiento evaluada por peso himedo. Se tomaron 2 mL de
cultivo de cada medio estudiado, se centrifugaron en un tubo eppendorf de 2 mL
previamente etiquetado y pesado a 14,000 rpm por 10 min (centrifuga eppendorf modelo
5415), el sobrenadante se desechd y se pesd el tubo con el paquete celular. Esta
determinacién se realizd a cada tiempo de induccién especificado, por duplicado, para

cada cultivo (Figura 5).
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FEl peso himedo de 1a levadura se calculé con la siguiente formula;

Peso del tubo con el paquete celular(g) - Peso del tubo (g)
Volumen de cultivo (L)

PH )=

La comparacién de la influencia del medio de cultivo en el crecimiento celular se
realiz6 con las pruebas estadisticas mencionadas en la seccién 2.4.4.

D.0.gg9 =D.0.¢y, x factor de dil.

100
§
U = — 3 10
Dil, 1:10-1:100
10 uL - 100 uL.
0 24 48 T2
Tiempo (h)
Cinética de crecimiento
Velocidad de crecimiento especifica
Tiempo de generacién
Medio inducido ﬂ
ﬂ 2mL Comparacién estadistica dela
influencia de la composicién del medio

de cultivo en el crecimiemto celular

| o ]

ﬂ 10 min PH(g/L)=(B-A)/ Vol. (L)

=
=
J
i
!

o Pesar o tubo =B ¥ 8 =
Pesar un tubo Tiempo (h)
deZmL=A

Figura 5. Pasos efectuados para la comparacién del crecimiento celular de la levadura
entre todos los medios de cultivo seleccionados & los tiempos de induccién
establecidos.
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2.4.4.2 Lisis celular

Para la lisis celular se tomaron alicuotas del cultivo dependientes de la D.O.¢00 del
mismo en ¢l momento en que se tomd la muestra para tener 100 pL de una suspension
celular con una D.Q.¢00 ~100. Se tomé una alicuota de cada cultivo en estudio a los
tiempos especificados y el procedimiento de lisis celular se realizd como se describié en
Ia seccién 2.4.2.5. El nimero de lavados que se hicieron fue en base a los resultados
obtenidos en esta seccifn, se juntaron los lavados con el lisado celular y se llevé a un
volumen fijo con buffer de lisis para tener el mismo volumen de lisado para cada
muestra (Figura 11). A cada lisado celular se le realizaron las siguientes
determinaciones: Actividad enzimitica y concentracion de proteina recombinante,
actividad enziméatica de las enzimas peroxisomales AOX y catalasa y determinacién de

proteinas totales (Figura 6).

2.4.4.3 Evaluacién y comparacion de la actividad enzimética de B-galactosidasa

La actividad enzimatica de la B-galactosidasa se determind por triplicado a cada
muestra como estd descrito en la seccién 2.4.2.1. (Figura 6), preparando diluciones
pertinentes (dilucién en Ia cual ¢l color amarillo de la reaccién apareciera en 10 min
minimo) para cada lisado celular. Ademads de las U/mg también se calculé las U/mL y la
velocidad aparente de sintesis (Vas) en U/mgh (esta velocidad es la suma de las

velocidades de sintesis y degradacion de la enzima), con las siguientes formulas:
U U Ymg
= de proteina total
mL (mgImL P )

Vas=[—U—12-£tl)/(t2—tl)

mg mg
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Figura 6. Representacion esquemitica de la estrategia experimental para evaluar las
actividades enzimaticas de las enzimas peroxisomales y de la proteina
recombinante.
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Para la comparacién de la actividad enzimdtica y la Vs entre los medios de

cultivo seleccionados se emplearon las pruebas estadisticas mencionadas en la seccién
2.4 4 (Figura 7).

U/mL

0 24 48 T2
Tiempo (h)

Célculo de las actividades enzimiticas

en U/mL, Umg y de la velocidad
Q D aparente de sintosis U/mgh
E E
jiod s |
| |

= - y : « :

[= ]

§| / de cultivo en las actividades

enziméticas

Figura 7. Estrategia seguida para evaluar y comparar las actividades enzimaticas de las
enzimas peroxisomales y de la proteina recombinante.

2.44.4 Evaluacién y comparacién de la actividad enzimética de las enzimas
peroxisomales AOX y catalasa

Las actividades enziméticas de la AOX y catalasa se determinaron por triplicado
para cada muestra de lisado celular como estd descrito en las secciones 2.422y 24.2.3
respectivamente (Figura 6). Se prepararon diluciones pertinentes para cada lisado celular
(asegurdndose que la dilucién con la que se trabajé estaba en la zona lineal de la

reaccion). Ademés de las U/mL también se calculd las U/mg y la Vas.(ver seccion
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2.4.4.3). Para la comparacién de la actividad enzimética y la Vas entre los medios de

cultivo seleccionados se emplearon las pruebas estadisticas mencionadas en la seccién

2.4.4 (Figura 7).

2.4.4.5 Comparacién de la concentracién de proteina intracelular soluble

Para la determinacién de la concentracién de proteina intracelular soluble se
realizd una curva de calibracién como estd descrito en la seccién 2.4.2.4. Se prepararon
diluciones adecuadas de cada lisado celular (asegurdndose de que los valores de
absorbancia al hacer la reaccién estuvieran dentro de la curva de calibracién). Se tomé
un volumen determinado de cada dilucién, se llevé a 200 ul. con agua destilada y se
agregaron 800 uL del reactivo azul de Coomassie, las muestras se agitaron en el vortex,
se dejaron dos min a temperatura ambiente y se registrd la absorbancia a 595 nm. La
concentracion de proteinas se determiné con la ecuacion de la recta de calibrado y la
comparacion de la influencia de la composicién del medio de cultivo en la concentracién
de proteinas intracelulares se realizd con las prucbas estadisticas mencionadas en la

seccion 2.4 4.

2.4.4.6 Comparaci6n de la proliferacién peroxisomal

Para evaluar la proliferacién peroxisomal de P. pastoris B-galactosidasa cultivada
en los diferentes medios de cultivo se procedid como esta descrito en la seccién 2.4.2.6,
el volumen de muestra que se tomé varié con respecto al tiempo de induccién, a las 3 y
27 h se tomaron 400 pL de cada cultivo y a las 51 y 72 h se tomaron 100 L para tener
una cantidad suficiente de paquete celular. La comparacién de la influencia de las

condiciones de cultivo sobre 1a proliferacién peroxisomal se realizd haciendo una
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comparaciéon morfoldgica del nimero, volumen y drea citoplasmica ocupada por los
peroxisomas en la célula para cada muestra.
2.4.5 Correlacién de los cambios bioquimicos y celulares con la produccién de B-
galactosidasa
La correlacién de la proteina recombinante con los procesos bioquimicos y
celulares se determin6 con la prueba estadistica de correlacion lineal de Pearson, siendo

el valor critico del coeficiente de correlacién (r) igual a 0.57 a un nivel de significancia
(o) de 0.05 y 10 grados de libertad (36).



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Seleccién de las condiciones y composicién de los medios de cultivo

Las condiciones de cultivo seleccionadas para llevar a cabo este estudio se
muestran en la tabla IV (7, 9, 13, 25), y consisten de una fermentacién a nivel matraz,
siendo la cantidad de oxigeno disuelto en el cuitivo la proporcionada por la agitacién del
matraz a 250 rpm, se decidi6 trabajar a un pH de 6.0, con un tiempo de induccién total

de 72 h y a una concentracién inicial de metanol en el medio de cultivo de 0.75 %.

Tabla IV

Condiciones de cultivo seleccionadas para fermentaciones
a nivel matraz con P. pastoris.

Temperatura 30°C

0, disuelto Aireacién
Agitacion 250 rpm
pH 6.0
Tiempo de induccién 72h
Densidad 6ptica al inicio de la 1.4
induccién

Concentracion inicial de metanol 0.75%

De los medios de cultivo descritos en la literatura y que se han utilizado en

fermentaciones a nivel matraz de P. pastoris se seleccionaron los siguientes cuatro
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medios de cultivo: medio minimo (MM), medio minimo suplementado con aminoécidos
y vitaminas (MMAYV), medio minimo suplementado con 4cido palmitico (MMAG) y
medio con sales (MS). Los cuatro medios de cultivo utilizan glicerol 6 metanol como
fuente de carbono y energia, y nitrégeno base de levadura (YNB) como fuente de
nitrégeno, excepto ¢l medio con sales el cual utiliza amoniaco como fuente de nitrégeno,
los cuatro medios de cultivo en su composicién contienen diferentes micronutrientes los
cuales se listan en la tabla V (13, 16, 20, 25).

El cultivo se inicié a partir de un inéculo en fase exponencial de un cultivo en lote
empleando glicerol como fuente de carbono. La D.O.¢y inicial fue de 1.4 y se realizé un
cultivo en lote alimentado con metanol como fuente de carbono suministrado a una
concentracion de 0.75% cada 24 h (7, 9, 13).

3.2 Estandarizacién de los métodos empleados para la evaluacién de
procesos bioquimicos y celulares

3.2.1 Actividad enzimética de B-galactosidasa

El coeficiente de variacién (C.V.) obtenido para la actividad especifica de f-
galactosidasa en un mismo dia fue de 6.7% y el obtenido con las evaluaciones de
diferentes dias fue de 16.9%. En la tabla VI se muestran los resultados de Ia
estandarizacién de esta técnica donde ademds del C.V. se incluye el nimero de
determinaciones (n), el valor promedio de n determinaciones (%) y la desviacién estandar
(s).
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3.2.2 Actividad enzimédtica de AOX

La repetibilidad y la reproducibilidad obtenidas fueron de 2.63% y de 14.67%,
respectivamente, como se muestra en la tabla VI. En la Figura 8 se muestra el grifico de
la absorbancia a 405 nm del radical catiénico del ABTS con respecto al tiempo, Ia cual
aumentd debido a la accion de la AOX. En el intervalo de tiempo evaluado se
obtuvieron coeficientes de correlacién lineal mayores de 0.998 lo cual indica que se
trabajé en la zona lincal de la reaccién. La absorbancia del blanco permanecié constante

durante el tiempo de reaccién.

3.2.3 Actividad enzimgtica de catalasa

La repetibilidad y la reproducibilidad obtenidas fueron de 8.1% y de 12.3%,
respectivamente, como 3e muestra en la tabla VI. En la Figura 8 se muestra el gréafico de
la absorbancia a 240 nm del H,O, con respecto al tiempo, la cual disminuye debido a la
accién de la catalasa. En el intervalo de tiempo evaluado se obtuvieron coeficientes de
correlacién lineal mayores de 0.965 lo cual indica que se trabajé en la zona lineal de la
reaccion.

3.2.4 Determinacién de proteinas totales

Para la técnica de la determinacién de proteinas totales (P.T.) la repetibilidad y la

reproducibilidad obtenidas fueron de 3.1% y 3.8%, respectivamente (tabla VI). En Ia

recta de calibracion se obtuvieron coeficientes de correlacién mayores de 0.992 (Figura
9).



Tabla VI
Repetibilidad y reproducibilidad obtenidas en la estandarizacién de los diferentes
métodos empleados en este estudio.

Método Pardmetro | Repetibilidad | Reproducibilidad
Actividad n 7 20
especifica de X (U/mg) 24285 21115
B-galactosidasa | s 1623 3563

C.V. (%) 6.7 16.9
Actividad n 3 3
enzimética de X (U/mL) 0.148 0.083
AOX 8 0.0039 0.0122

C.V. (%) 2.63 14.67
Actividad n 5 15
enzimitica de X (U/mL) 5823 6838
Catalasa ) 468 839

C.V. (%) 8.1 12.3
Concentraciéon | n 3 7
deP.T. X 0.062 0.060

S 0.0019 0.0023

C.V. (%) 3.1 3.8

n = No. de determinaciones, X = promedio, s = desviacion estandar y
C.V. = coeficiente de variacion.
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Figura 8, Cambio de la absorbancia a lo largo del tiempo obtenida durante la
estandarizacién de la determinacién de la actividad enzimética de AOX y
catalasa. -A- = lecturas de absorbancia a 240 nm del H,O,, ¥ > 0.965; -0- =
lecturas de absorbancia a 405 nm del ABTS", r* > 0.998; -0- = lecturas de
absorbancia del blanco de AOX.

0 5 10
pg/mlL

Figura 9. Recta de calibracion para la determinacién de proteinas totales, se utilizd como
estandar ASB y se obtuvo un * > 0.992.
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3.2.5 Lisis celular

Para la estandarizacién del método de lisis celular se determind la actividad
enzimética de catalasa en los sobrenadantes de los lavados de las perlas de vidrio 1a cual
mostrd una disminucién con respecto al niimero de lavados. En la figura 10 se muestra
la actividad de catalasa en los diferentes lavados, se observé que a partir del quinto
lavado la actividad de catalasa fue minima comparada a la del primer lavado y
permanecié practicamente constante. En base a estos resultados se decidié hacer
lavados a las perlas de vidrio en el protocolo de lisis celular, juntar estos lavados y
llevarlos a un volumen fijo de 1 mL para que las proteinas estuvieran diluidas por igual.
En la Figura 11 se muestra el procedimiento de lisis celular que se llevd a cabo en el
desarrollo de este trabajo.

Catalasa (U/mL)
- 8 8 8 8

1 5 9 13 17 21
No. de lavados

Figura 10. Actividad de catalasa en los lavados de las perlas de vidrio durante Ia
estandarizacion del método de lisis celular.
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0. ¢n=A M
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colocario en um tubo —»  buffer de lisis, agitar, centrifugar y juntar
el lavado con el lisado celular, repetir
este lavado 4 veces més y llevara 1 mL
con buffer de lisis.

Figura 11. Método de lisis celular que se realiz6 en este trabajo de investigacién.

3.2.6 Proliferacion peroxisomal

En la Figura 12 se muestran micrografias electrénicas donde se observa la
morfologia de la levadura P. pastoris 3-galactosidasa cultivada en glicerol (Figura 12 A)
y metanol como fuente de carbono (Figura 12 B). En el cultivo en glicerol la célula
mostré un citoplasma homogéneo, ¢l nicleo, mitocondrias y vacuola estuvieron bien
definidos y en el cultivo en metanol las células inducidas mostraron una morfologia
similar a la del cultivo en glicerol observindose ademés los peroxisomas electrodensos y

bien definidos.
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Figura 12. Micrografias electrénicas de P. pastoris GS115 B-galactosidasa cultivada en
glicerol A) y metanol B) como fuente de carbono y energia durante 48 h. P =
peroxisomas, V = vacuola, N = nicleo, M = mitocondria. Aumento 12,000
X

3.3 Fermentacién de la cepa GS115 B-galactosidasa de P. pastoris

En la tabla VII se indican los ensayos de fermentacion de la levadura P. pastoris
GS115 B-galactosidasa realizados para evaluar y comparar los procesos bioquimicos y
celulares a las condiciones de cultivo escogidas y a los tiempos de induccién
establecidos.
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Tabla VII

Ensayos de fermentacion realizados en este estudio

Ensayo Medio de cultivo Tiempo de muestreo
A MM, MMAYV, MMAG, MS 3,27,51y72h
B MM, MMAV, MMAG, MS 3,27,51y72h
C MM, MMAV, MMAG, MS 3,27,51y72h

3.4 Evaluacién y comparacion de procesos bioquimicos y celulares

3.4.1 Evaluacion y comparacion del crecimiento celular

3.4.1.1 Cinética de crecimiento evaluada por D.O.¢00

Las cinéticas de crecimiento celular de la cepa P. pastoris GS115 B-galactosidasa
evaluadas midiendo la D.O.¢p durante la fase de induccién, en los cuatro medios de
cultivo estudiados, mostraron comportamientos similares. En todos los medios de
cultivo durante las primeras horas de induccién, el crecimiento celular mostré un
incremento con respecto al tiempo y a partir de las 51 h tendié a permanecer constante
(Figura 13). En el grifico semilogaritmico de la D.O.gy0 versus tiempo de induccion se
logra apreciar la zona de separacién entre las fases exponencial y estacionaria de
crecimiento entre las 27 y 51 h de induccién, sin embargo no se logra observar la fase
lag de crecimiento debido a que se parti6 de un cultivo en fase exponencial (Figura 13).

Los resultados del analisis estadistico para comparar el crecimiento celular entre
los cuatro medios de cultivo evaluados a cada tiempo de induccion, con las pruebas

estadisticas mencionadas en la seccidn 2.4.4, no mostraron diferencias significativas.
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Figura 13. Representacién en grifico semilogaritmico del crecimiento celular
determinado por D.O.ex de P. pastoris GS115 B- galactosidasa, en los
cuatro medios de cultivo estudiados bajo condiciones de induccién. Cada
curva representa la cinética de crecimiento obtenida en cada medio de
cultivo empleado y cada punto de la curva el valor promedio de tres
determinaciones, La linea punteada indica 1a separacion de las fases
exponencial y estacionaria de crecimiento. C.V.gny<18.8%

La influencia de los medios de cultivo en ¢l crecimiento celular también se evalio
comparando la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de generacién de Ia
célula, obtenidos en cada medio de cultivo y no se obtuvieron diferencias significativas
entre los cuatro medios evaluados. El valor promedio de la velocidad especifica de
crecimiento de todos los medios de cultivo obtenido fue de 0.06 h” (Figura 14A) y del
tiempo de generacion 11 h (Figura 14B),
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Figura 14. Velocidad especifica de crecimiento A) y tiempo de generacién B) de P.
pastoris GS115 B-galactosidasa a las condiciones de cultivo utilizadas en este
trabajo. n=3, C.V gmu.<10.3%.

3.4.1.2 Cinética de crecimiento evaluada por peso himedo

El crecimiento celular de 1a levadura P. pastoris GS115 B-galactosidasa evaluado
midiendo el peso hiimedo (P.H.) durante la fase de induccion en los cuatro medios de
cultivo estudiados mostré un comportamiento similar al evaluado por D.O.¢0. El P.H.
del paquete celular de 2 mL de cultivo fue aumentando con respecto al tiempo de
induccién en los cuatro medios de cultivo, tal como se muestra en la Figura 15. La
comparacién del crecimiento celular evaluado 8 través de este pardmetro mostré los
mismos resultados que con la D.O.s0 y2 que al realizar el andlisis estadistico a cada
tiempo de induccidn no se observaron diferencias significativas entre estos medios de
cultivo,
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Figura 15. Peso hiimedo de P. pastoris GS115 B-galactosidasa en los medios de cultivo
evaluados bajo condiciones de induccién. Cada barra representa a un medio
de cultivo y la altura representa el valor promedio + una desviacion
estandar. La curva representa ¢l promedio de los P.H. vs tiempo de los
cuatro medios de cultivo evaluados. La linca punteada indica la separacién
de las fases exponencial y estacionaria de crecimiento; n = 6, C.V.ggy
<25%.

3.4.2 Evaluacién y comparacién de la actividad enzimética de B-galactosidasa

La concentracién de B-galactosidasa biolégicamente activa fue aumentando con
respecto al tiempo en los cuatro medios de cultivo durante la fase exponencial de
crecimiento y tendid a permanecer constante en la fase estacionaria (Figura 16), aunque
este comportamiento se observé en menor grado en el medio con sales, en el cual se
encontraron diferencias significativas (p<0.05) en la fase exponencial de crecimiento
con valores menores de concentracién de B-galactosidasa que en los otros medios que no

mostraron diferencias significativas eatre si. Sin embargo, durante la fase estacionaria de
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crecimiento la concentracién de B-galactosidasa en el medio con sales se igualé a los
otros medios. La concentracién de esta enzima por litro de cultivo es un reflejo directo
de la cantidad de producto acumulado, el cual también fue aumentando con respecto al
tiempo durante la fase de induccién.

45,000
40,000
35,000
30,000

E 25,000

S 20,000
15,000
10,000

5,000

- O o D B D S NN e e A

Ao N

27h 51h T2h
Tiempo de induccién

s MM EmMMAY BB MMAG EZIMS — Prom. tres —— MS

Figura 16, Concentracién de B-galactosidasa por litro de cultivo durante la fase de
induccion en los cuatro medios de cultivo estudiados. Cada barra representa
a un medio de cultivo y la altura representa ¢l valor promedio + una
desviacién estindar. Las curvas representan la curva promedio de la
concentracién de B-galactosidasa vs tiempo de los medios minimos (—) y
la equivaiente para el medio con sales (—). La linea punteada vertical
indica la separacién de las fases exponencial y estacionaria de crecimiento.
Se encontraron diferencias significativas en el mediocon salesalas3y27 h
(*) con una p<0.05; n =9, C.V gmy <20%.

La actividad especifica 0 concentracién intracelular de la B-galactosidasa no
mostré diferencias significativas entre los medios de cultivo. En 1a Figura 17 se observa

que la actividad especifica de esta proteina recombinante aumenté a lo largo del tiempo
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en el cultivo en metanol durante las primeras 27 h de induccién y después de este tiempo

la actividad especifica de esta enzima permanecié constante.

3h 27h 5th 72h
Tiempo de induccién

EMM BMMAY BMMAG E3MS — Prom. cuatro

Figura 17. Actividad especifica de B-galactosidasa en P. pastoris GS115 B-galactosidasa
en los medios de cultivo evaluados bajo condiciones de induccién. Cada barra
representa a un medio de cultivo y la altura representa el valor promedio +
una desviacion estindar. La curva representa el promedio de actividad
especifica vs tiempo de los medios minimos y del medio con sales. La linea
puntcada indica la separacién de las fases exponencial y estacionaria de
crecimiento; n =9, C.V gpm<17%.

Al igual que en la actividad especifica, en ¢l andlisis estadistico de las velocidades
aparentes de sintesis de Ia B-galactosidasa, que es la sumatoria de las velocidades de
sintesis y de degradaci6én de esta proteina recombinante, no se encontraron diferencias
significativas. La velocidad aparente de sintesis fuc mayor a las 3 h de induccibn y
mostrdé una disminucién durante las primeras 51 h del cultivo en metanol y tendié a

permanecer constante después de este tiempo de induccién (Figura 18).
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Figura 18. Velocidad aparente de sintesis de B-galactosidasa bajo condiciones de
induccién. Cada barra representa a un medio de cultivo y la altura
representa ¢l valor promedio 1 una desviacion estindar. La curva representa
el promedio de la velocidad aparente de sintesis de B-galactosidasa vs
tiempo de los medios minimos de cultivo y del medio con sales. La linea
punteada indica la separacién de las fases exponencial y estacionaria de

343 Fvaluacion y comparacion de la actividad enzimitica de las enzimas
peroxisomales AOX y catalasa

3.4.3.1 Alcohol oxidasa

La concentracién total de AOX biol6gicamente activa en el medio de cultivo
aumento a través del tiempo de induccién en los cuatro medios de cultivo durante la fase
exponencial. En los medios minimos, se alcanzé el valor maximo de actividad de AOX a
las 27 h de induccién y permaneci6 constante hasta las 51 h, mostrando una disminucién
después de estc tiempo de induccién. En el medio con sales el valor méximo de

actividad se observé a las 51 h y también mostré una disminucién en la actividad de



53

AOX a partir de este tiempo de induccién (Figura 19). Las concentraciones de AOX en
los medios minimo y minimo suplementados no mostraron diferencias significativas en
los tiempos de induccidn evaluados, sin embargo en el medio con sales se obtuvieron
diferencias significativas (p<0.05) con respecto a los otros medios, mostrando niveles
menores de esta enzima durante la fase exponencial e igualdndose con ellos en la fase
estacionaria de crecimiento. La actividad de la enzima es un reflejo direcio de la
cantidad de producto acumulado, la cual también fue aumentando con respecto al tiempo

durante la fase exponencial, pero mostré una disminucién en la fase estacionaria.
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Figura 19. Actividad enzimdtica de AOX en el medio de cultivo durante el proceso de
induccién en los cuatro medios de cultivo estudiados. Cada barra representa a
un medio de cultivo y la altura representa el valor promedio + una desviacién
estandar. Las curvas representan el promedio de la actividad enzimatica de
AOX vs tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente para el medio
con sales (—). La linea punteada vertical indica la separacién de las fases
exponencial y estacionaria de crecimientp. Se encontraron diferencias
significativas en el medio con sales a las 3 y 27 h (*) con una p<0.05; n =9,
C. V. ipm<16%.
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La actividad especifica de la AOX a las 3 h de induccién mostré diferencias
significativas (p<0.01) con valores menores en el medio con sales respecto a los otros
medios que no mostraron diferencias significativas entre si. A este tiempo de induccién
la actividad especifica de AOX en este medio fue minima (Figura 20), sin embargo a
partir de las 51 h de induccién, los niveles de AOX en el medio con sales se igualaron a
los niveles observados en los medios minimos, no encontrdndose diferencias
significativas entre los cuatro medios estudiados. La actividad especifica de AOX
mosird un incremento durante la fase exponencial y un decremento durante la fase

estacionaria de crecimiento en los cuatro medios de cultivo.

- — - -y - W G o G oy - e

2h

27h 51
Tiempo de induul:’ién
MM EBMMAV B MMAG E3MS —Prom, tres -~ MS

3h

Figura 20. Actividad especifica de AOX en P. pastoris GS115 B-galactosidasa en los
medios de cultivo evaluados bajo condiciones de induccién. Cada bamra
representa a un medio de cultivo y la altura representa el valor promedio +
una desviacion cstindar. Las curvas representan el promedio de la actividad
especifica de AOX vs tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente
para el medio con sales (—-). La linea punteada vertical indica la separacién
de las fases exponencial y estacionaria de crecimiento. Se encontraron
diferencias significativas en ¢l medio con sales a las 3 h (*) con una p<0.01,
n=9, C.V.gau <17%.
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De igual forma que la actividad especifica de AOX, en la velocidad aparente de
sintesis de esta enzima se encontraron diferencias significativas (p<0.01) a las 3 h de
induccién en el medio con sales respecto a los otros medios estudiados que no mostraron
diferencias significativas entre si, registrdndose valores menores de velocidad en el
medio con sales en este tiempo de induccién. En los medios minimos la velocidad
aparente de sintesis de esta enzima (Figura 21) disminuyé considerablemente durante el
cultivo en metanol llegando incluso a alcanzar valores negativos. Este comportamiento
fue similar en el medio con sales, excepto durante la fase exponencial de crecimiento en
la cual se observ6 un aumento en la velocidad aparente de sintesis, sin embargo durante

la fase estacionaria disminuy6 de igual manera que en los medios minimos.

T
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Figura 21. Velocidad aparente de sintesis de AOX en los cuatro medios de cultivo bajo
condiciones de induccion. Cada barra representa a un medio de cultivo y la
altura representa el valor promedio + una desviacién estAndar. Las curvas
representan el promedio de la velocidad aparente de sintesis de AOX vs
tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente para ¢l medio con sales
(—). La linea punteada vertical indica la separacién de las fases exponencial
y estacionaria de crecimiento. Se encontraron diferencias significativas en el
medio con sales a las 3 h (*) con una p<0.01
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3.43.2 Catalasa

La actividad enzimética de catalasa en el medio de cultivo aumenté con respecto al
tiempo del cultivo en metanol durante la fase exponencial de crecimiento y tendié &
permanecer constante en la fase estacionaria de crecimiento (Figura 22). Este
comportamiento se observd igual en los cuatro medios de cultivo estudiados. Al
comparar los medios, se encontraron diferencias significativas (p<0.05) a las 3 y 27 h de
induccién, observandose valores de concentracién mayores en el medio minimoalas3 h
y valores menores en el medio con sales a las 27 h de induccién igualdndose la actividad

de catalasa de estos medios a los otros durante 1a fase estacionana,
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Figura 22. Actividad enzimética de catalasa en el medio de cultivo durante el proceso de
induccidn en los cuatro medios de cultivo estudiados. Cada barra representa a
un medio de cultivo y la altura representa el valor promedio + una desviacién
estandar. Las curvas representan el promedio de la actividad enzimatica de
catalasa vs tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente para el medio
con sales (—-). La linea punteada vertical indica la separacion de las fases
exponencial y estacionania de crecimiento. Se encontraron diferencias
significativas en el medio minimo a las 3 h y en ¢l medio con salesalas 27 h
(*) con una p<0.05;n=9, C.V ggy <13%.
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La actividad especifica de catalasa mostré un incremento con respecto al tiempo
de induccién durante la fase exponencial de crecimiento y una disminucién durante la
fase estacionaria de crecimiento, encontrindose diferencias significativas (p<0.01) en el
medio con sales a las 3 h de induccidn, tiempo en el cual la actividad especifica de esta

enzima en este medio fue mayor (Figura 23).
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Figura 23. Actividad especifica de catalasa en P. pastoris B-galactosidasa en los medios
de cultivo evaluados bajo condiciones de induccién. Cada barra representa a
un medio de cultivo y la altura representa el valor promedio + una desviacion
estandar. Las curvas representan el promedio de la actividad especifica de
catalasa vs tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente para el medio
con sales (—--). La linea punteada vertical indica la separacion de las fases
exponencial y estacionaria de crecimiento. Se encontraron diferencias
significativas en el medio con sales a las 3 h (*) con una p<0.01;n=9,C.V
M <15%.

La velocidad aparente de sintesis de esta enzima mostrd una marcada disminucién
en la fase exponencial de crecimiento y tendié a permanecer constante en la fase

estacionaria, este comportamiento se observé en los cuatro medios de cultivo (Figura

24). Al comparar la velocidad aparente de sintesis en los cuatro medios de cultivo se
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encontraron diferencias significativas (p<0.01) a las 3 h de induccién, siendo
nuevamente el medio con sales el que resulté ser diferente, mostrando un valor mayor a

las 3 h de induccién con respecto a los otros tres medios evaluados que no mostraron

diferencias significativas entre sf.

1,800
1,600
1,400
1,200
1,000

Umg™h!

82888

27h 51h 72h

3b

i Tiempo de induccién

MM B MMAV S8 MMAG EZIMS — Prom. fres = ‘MS

Figura 24. Velocidad aparente de sintesis de catalasa en los cuatro medios de cultivo
bajo condiciones de induccion. Cada barra representa a un medio de cultivo
y la altura representa el valor promedio & una desviacién estindar. Las

curvas representan el promedio de la velocidad aparente de sintesis de
catalasa vs tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente para el
medio con sales (—-). La linea punteada vertical indica la separacién de las
fases exponencial y estacionaria de crecimiento. Se encontraron diferencias
significativas en el medio con sales a las 3 y 27 h (*) con una p<0.01.

3.4.4 Comparacion de las proteinas intracelulares solubles

La concentracién de proteinas intracelulares en ¢l medio de cultivo mostré un
incremento con respecto al tiempo de induccién en los cuatro medios de cultivo durante
la fase exponencial de crecimiento (Figura 25), sin embargo en la fase estacionaria Ia

concentracién de proteina intracelular soluble tendi6 & permanecer constante en los
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medios minimos mientras que en el medio con sales siguié -aumentando. Fl
comportamiento observado en la fase exponencial de crecimiento ocurrié en menor
grado en el medio con sales el cual mostré diferencias significativas (p<0.05) a las 3, 27
y 51 h de induccién con respecto a los ofros medios. La concentracién de proteina
intracelular en el medio con sales a estos tres tiempos mostrd valores menores de
concentraciéon de proteinas que los otros tres medios que no mostraron diferencias
significativas entre si, alcanzando a las 72 h de induccién los niveles proteicos
observados en los medios minimos.
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Figura 25. Concentracién de proteina intracelular en el medio de cultivo en los medios
de cultivo estudiados bajo condiciones de induccién. Cada barra representa a
un medio de cultivo y la altura representa el valor promedio + una desviacion
estandar, Las curvas representan el promedio de la concentracion de proteina
vs tiempo de los medios minimos (—) y la equivalente para ¢l medio con
sales (—-). La linea punteada vertical indica la separacion de las fases
exponencial y estacionaria de crecimiento. Se encontraron diferencias
significativas en el medio con sales a las 3, 27 y 51 h (*) con una p<0.05; n =
6, C.V.pem <15%.

3.4.5 Evaluacién y comparaci6n de la proliferacién peroxisomal
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La morfologia de la levadura P. pastoris p-galactosidasa en el medio MM, el cual
es representativo de los medios MMAYV y MMAG, se muestra en la Figura 26. En esta
figura se puede observar que a las 3 h de induccién las células mostraron un citoplasma
homogéneo, vacuola, nicleo, mitocondrias y peroxisomas bien definidos, siendo estos
ultimos pequefios en tamafio y en namero, ocupando menor drea citoplasmica
comparada a aquella ocupada por peroxisomas de tiempos de induccion mayores. A las
27 h de induccién también se observd un citoplasma homogéneo y organelos bien
delimitados, sin embargo los peroxisomas mostraron un incremento visible en nimero y
tamafio llegando a ocupar una érea citoplésmica mayor que a las 3 h de induccién. A las
51 y 72 h de induccién la morfologia de la célula fue similar a la observada a las 27 h,
sin observarse un cambio notorio en los peroxisomas en cuanto a tamafio, volumen y
area citoplasmica ocupada con respecto al tiempo de induccién.

En el medio con sales, la morfologia de la célula (Figura 27) a las 3 h de induccién
fue muy diferente a la observada en los otros medios de cultivo estudiados, la célula
presentd un citoplasma electrodenso en el cual fue dificil distinguir los organelos. Sin
embargo, a las 27 h de induccién 1a morfologia de la célula ya fue mas parecida a la
observada en los otros medios, fue posible distinguir la ultraestructura celular
observandose vn citoplasma homogéneo y organelos definidos, los peroxisomas se
observaron bien definidos, sin embargo se observaron mas pequefios ocupando un 4rea
citoplasmica menor comparados con los de los medios minimos al mismo tiempo de
evaluacion. A las 51 y 72 h de induccién la morfologia celular fue similar a la observada
en los otros medios de cultivo observandose un ligero incremento en el volumen de los

peroxisomas con respecto a los de las 27 h de induccién.
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3.5 Correlacién de los cambios bioqufmicos y celulares
con la produccién de B-galactosidasa
En la Figura 28 sc presentan los coeficientes de corrclacion lincal entre la
actividad especifica de B-galactosidasa y la actividad especifica de las enzimas
peroxisomales, existiendo correlacion de esta proteina con la actividad especifica de
catalasa en los medios MM (r= 0.72, p<0.05) y MMAYV (=0.83, p<0.05). No se observd
correlacion de la actividad especifica de la B-galactosidasa con la actividad especifica de
catalasa en los otros medios de cultivo ni con la actividad especifica de AOX en ninguno

de los cuatro medios de cultivo.

BAOX (Umg) @Cat (Wmg)

Figura 28. Coeficientes de correlacién lineal de la actividad especifica de B-
galactosidasa con la actividad especifica de las enzimas peroxisomales, La
linea horizontal representa el valor critico de r (0.57) para 10 grados de
libertad y a = 0.05 de dos colas (37).
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Al determinar la correlacién lineal de la concentracién de B-galactosidasa en el
cultivo con el crecimiento celular, con la concentracién de proteinas en el cultivo y la
actividad de las enzimas peroxisomales se encontré correlacion de la B-galactosidasa
con todos los parémetros con los que se comperd en todos los medios de cultivo (r>0.75,
p<0.05) excepto con la actividad de AOX con ia cual no mostrd correlacién en los
medios MM, MMAYV y MMAG, pero si hubo correlacién con esta enzima peroxisomal
en el medio con sales (r=0.69, p<0.05) (Figura 29).

BD.O. P H BPT, (myivl) BACK (Uil) B Cat (UAr)

Figura 29. Coeficientes de correlacién lineal de la actividad enzimitica de B-
galactosidasa en el cultivo con las actividades enzimaiticas de AOX y
catalasa, con el crecimiento celular y con la concentracion de protefnas
intracelulares solubles. La linea horizontal representa ¢l valor critico de
(0.5) para 10 grados de libertad y a = 0.05 de dos colas (17).



CAPITULO 4

DISCUSION

Las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio son las mis empleadas en
fermentaciones de P. pastoris para la produccién de proteinas recombinantes (25) y
también son las que previamente se habian optimado en los laboratorios en los que se
realizé este estudio (7, 9). Respecto a la composicién de los medios de cultivo, se
seleccioné también la mas utilizada (25) y la que se ha observado que tiene una
influencia positiva en la produccién de proteinas recombinantes, come es el caso de la
adicion de dcidos grasos, vitaminas, aminodcidos y minerales al medio de cultivo (16,
20, 25).

En la estandarizacién de los métodos empleados, se obtuvieron coeficientes de
variacién dentro de los limites aceptables para cada método.

Respecto a la determinacion de la actividad especifica de B-galactosidasa y de las
actividades enziméticas de AOX y catalasa, el valor promedio obtenido de actividad de
la solucién estdndar utilizada en cada método fue menor al esperado. La actividad
especifica disminuida de las enzimas se debié probablemente a una pérdida de actividad
durante el transporte de estas enzimas desde la casa comercial al laboratorio. Los
coeficientes de correlacion lineal obtenidos en la determinacion de la actividad de AOX
y catalasa indican que se trabaj6 en la zona de respuesta lineal de la reaccion.
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En la estandarizacién del método de lisis celular y evaluaciéon del nimero de
lavados realizados a las perlas de vidrio, se logré extraer Ia mayor cantidad de proteina
intracelular soluble al efectuar cinco lavados a las perlas de vidrio, lo que se corrobor6d
con la medicién de la actividad enzimética de catalasa.

Con el método de procesamiento de levaduras para microscopia electronica
empleado se conservé la ultraestructura de la célula de la levadura P. pastoris
logrindose observar los organelos bien definidos.

En cuanto al crecimiento celular, se lograron apreciar las fases exponencial y
estacionaria de crecimiento, sin embargo la fase lag no fue observada debido a que el
indculo de los medios de cultivo provenia de un cultivo en la fase exponencial, asi
mismo, también se observd que el crecimiento celular no fue afectado de forma
diferente por la composicién de los medios de cultivo. El tiempo de generacién
promedio de la levadura en metanol obtenido en este estudio (11 h) fue mayor al
reportado en 1a literatura (4-6 h) (13) debido a la ausencia de mediciones a intervalos
cortos durante el tiempo de fermentacién evaluado (0-27 h de induccion).

Respecto a 1a actividad especifica, equivalente a la concentracién celular, de 8-
galactosidasa y de las dos enzimas peroxisomales en todos los medios, se observd un
comportamiento dependiente de la fase de crecimiento observando que en todos los
casos se incrementa la actividad durante la fase exponencial,

Los resultados muestran que ya a las 3 h de induccién con metanol, la maquinana
transcripcional y traduccional de AOX est4 operando sin diferencia significativa entre
los medios minimos a diferencia del medio con sales, el cual se iguala a las 27 h con los
otros medios de cultivo. Estos resultados estén en concordancia con las observaciones

sobre la proliferacién peroxisomal, ya que a las 3 h en los medios minimos se observa
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un incremento en volumen y nimero en los peroxisomas y no asi en el medio con sales
en el cual a este tiempo de induccién estos organelos fueron dificiles de observar y los
que pudieron observarse eran pocos y pequefios. La deficiente proliferacién peroxisomal
en el medio con sales podria ser la causa de la actividad disminuida de AOX a este
tiempo ya que esta enzima es activa s6lo en la matriz peroxisomal (31-33), o tal vez
estos resultados se deben a un metabolismo proteico disminuido en el medio con sales
durante el inicio de la fase exponencial. Este metabolismo proteico disminuido fue
corroborado con los niveles bajos de proteinas intracelulares y con la morfologia
observada en estas células en la fase de crecimiento exponencial.

Respecto a la actividad especifica de catalasa, se observé diferencia significativa
en ¢l medio con sales durante la fase exponencial, observdndose mayor actividad de
catalasa en este medio con respecto a los otros medios. Esto puede ser debido a una
induccién de otras peroxidasas que puedan ser citoslicas 0 mitocondriales en respuesta
a la composicion del medio con sales, ya que se ha reportado en la literatura que en
levaduras puede haber otros mecanismos involucrados en la degradacién del H,0, (12).

El descenso evidente de la actividad especifica de la enzima peroxisomal AOX a
partir de las 27 h de induccién en todos los medios de cultivo, mas no asi de la B-
galactosidasa, conduce a pensar en una desactivacion de esta enzima, lo cual estd en
concordancia con lo reportado por otros autores que justifican esta disminucién con
varias causas, entre ellas la formacién de peroxisomas completamente cristalinos
durante la fase estacionaria. Esta estructura es debida a la AOX la cual en forma
cristalina es menos activa que en su forma soluble (33). Otra raz6n puede ser que exista
un efecto toxico del metanol. A pesar de la disminucién de la actividad especifica de

AOX, la actividad especifica de la B-galactosidasa permanece constante durante la fase
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estacionaria, debido probablemente a que su sintesis no disminuye 0 8 que es una
enzima més estable.

En la cantidad acumulada de las enzimas peroxisomales medida a través de la
actividad enzimética o concentracion en el cultivo, se vio un aumento evidente de éstas
en la fase exponencial. En el caso de AOX, se observd una disminucién pronunciada
después de las 27 h debido probablemente & una desactivacién o degradacién de esta
enzima.

Es evidente la diferencia del perfil de las concentraciones de AOX a lo largo del
cuitivo con el de la B-galactosidasa en los medios minimos, sin embargo, el medio con
sales mostrd diferencia significativa en este pardmetro durante la fase exponencial con
respecto a los otros medios y se cree que esta diferencia se debe fundamentalmente a
una disminucién de la sintesis proteica total en el medio con sales, la cual afecta a la
sintesis de AOX. Esto estd en concordancia con la concentracién de proteinas totales en
la cual se observaron diferencias significativas durante la fase exponencial en el medio
con sales con respecto a los otros medios de cultivo.

La disminucion a lo largo del cultivo de las velocidades aparentes de biosintesis de
las enzimas peroxisomales estd en concordancia con datos de la literatura donde se
describe que la sintesis de AOX disminuye considerablemente en la fase estacionaria
(30), sin embargo para p-galactosidasa, la velocidad aparente de biosintesis se mantiene
constante a lo largo del cultivo, lo que indica un equilibrio entre la sintesis y la
degradacion de esta proteina recombinante.

Ya que la P-galactosidasa y AOX estdn regidas por el mismo promotor, se

esperarian comportamientos similares respecto a la sintesis de ambas proteinas, sin
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embargo esto no es asi tal como lo indican las evaluaciones estadisticas de correlacion
que muestran una ausencia de correlacion entre las actividades especificas de estas dos
enzimas a lo largo del cultivo. Esta ausencia de correlacién también se observé en la
cantidad acumulada de B-galactosidasa por litro de cultivo, excepto para el medio con
sales en el cual la concentracion de AOX y B-galactosidasa en el cultivo siguid
aumentando de forma similar hasta las 51 h de induccién, sin embargo en los medios
minimos la actividad de AOX solo aumentd hasta las 27 h

Con los resultados obtenidos indican que la composicién de los medios de cultivo
minimos afecté¢ de la misma manera ¢l metabolismo de la célula, ya que no se
encontraron diferencias significativas entre los parimetros evaluados. Sin embargo, la
composicion del medio con sales afecté de manera diferente el metabolismo celular, el
cual se observ6 desfasado durante la fase exponencial con respecto a los medios
minimos. Las diferencias observadas en el metabolismo de la célula en este medio
pueden ser debidas a una disminucién de la sintesis proteica causada probablemente por
un dafio inicial a la célula producido por la composicién de este medio. Este dafio fue
corroborado con las observaciones de la ultraestructura celular.

El metabolismo de AOX (enzima importante para el crecimiento de P. pastoris en
metanol como Unica fuente de carbono y energia) y de B-galactosidasa (proteina
recombinante cuya expresion es regulada por el promotor de A0X/) fue diferente y
dependiente de la fase de crecimiento. Las diferencias en el comportamiento metabédlico
de AOX y B-galactosidasa podrian justificarse por diferencias en los procesos de:
transcripcién (estabilidad de los ARNm), traduccién, degradacién o estabilidad del
producto proteico. Estas diferencias son importantes y se deben tomar en cuenta en los

procedimientos de fermentacion para obtener procesos fermentativos mas eficientes.
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Los resultados obtenidos sugieren que con el modelo estudiado, todos los medios
conducirdn a mayores productividades volumétricas manteniendo el cultivo en la fase
exponencial, debido a que en esta fase se obtuvieron las velocidades aparentes de
sintesis maximas de AOX y B-galactosidasa.

En el modelo estudiado los mayores niveles de produccién se obtuvieron durante
la fase estacionaria en todos los medios de cultivo, esto es debido a que el producto
recombinante es estable y se acumula en el cultivo. Sin embargo, el cultivo no debe
prolongarse por tiempos largos durante la fase estacionaria debido a la desactivacion o

degradacion de AOX durante esta fase de crecimiento lo que conduciria a la lisis y

muerte celular.



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La composicién del medio minimo y los medios minimos suplementados con
aminodcidos, vitaminas y dcido palmitico no mostraron diferencias entre sf en los
pardmetros empleados para evaluar los procesos bioquimicos y celulares en estudio,
indicando que el medio minimo contiene los requerimientos autritivos equivalentes que
conducen a los mismos resultados con el modelo estudiado,

Las diferencias observadas en los procesos bioquimicos y celulares en el cultivo
del medio con sales respecto a los otros medios estudiados y las cuales fueron
dependientes de la fase de crecimiento, pueden ser debidas a una disminucién en la
biosintesis de las proteinas celulares causada por un dafio inicial al cultivo por la
composicién de este medio.

Una biosintesis de proteinas disminuida puede ser Ia causa de niveles més bajos de
produccién de la proteina recombinante en estudio durante la fase exponencial en los
cultivos con el medio con sales.

El comportamiento metabélico de las enzimas peroxisomales en las diferentes
fases de crecimiento de todos los medios de cultivo evaluados fue diferente al
comportamiento metabélico de la proteina recombinante estudiada y estas diferencias

fueron dependientes de la fase de crecimiento del cultivo.
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La proliferacion de peroxisomas fue paralela al aumento de la actividad de AOX
en todos los medios estudiados.

El comportamiento metabdlico de AOX fue diferente al de B-galactosidasa, a
pesar de que la expresién de ambos genes estd regulada por el mismo promotor.

Las diferencias en el comportamiento metabdlico de AOX y B-galactosidasa
podrian justificarse por diferencias en los procesos de: transcripcion (estabilidad de los
ARNm), traduccién, degradacién o estabilidad del producto proteico.

Los resultados obtenidos sugieren que con el modelo estudiado, todos los medios
conducirdn a mayores productividades volumétricas manteniendo el cultivo en la fase
exponencial.

En ¢l modelo estudiado los mayores niveles de produccién se obtienen durante la
fase estacionaria én todos los medios de cultivo, esto es debido a que el producto
recombinante es estable y se acumula en el cultivo.

El cultivo no debe prolongarse por tiempos largos durante la fase estacionaria
debido a la desactivacién o degradacién de AOX durante esta fase de crecimiento lo que
conduciria a la lisis y muerte celular.

Los parametros empleados para evaluar los diferentes procesos bioquimicos
permitieron establecer estrategias fundamentadas en la seleccién de las condiciones de
cultivo apropiadas para optimar la produccién de las proteinas heterélogas empleando el

sistema de Pichia pastoris.
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CAPITULO 7
REACTIVOS
Fermentacion.

10XD

Glucosa 20%

Disolver 20 g de glucosa en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtracion,
Almacenar a 4°C, vida media aproximada de un afio. (13)

YPD

Peptona 2%, extracto de levadura 1%, dextrosa 2%

Disolver 20g de peptona, 10 g de extracto de levadura en 900 mL de agua destilada,
esterilizar en autoclave, dejar enfriar y agregar 100 mL de 10 XD. Almacenara 4 °C, la
wvida media puede ser de vanos meses (13).

10X YNB

Nitrégeno base de levadura sin aminodcidos 13.4%

Disolver 13.4 g de YNB en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtracién. Esta
solucién es estable 1 afio guardada a 4°C (13).

Buffer de fosfatos 1 M, pH=6.0

Disolver 2.3 g de K;HPO, y 11.8 g de KH,PO, en 80 mL de agua destilada, ajustar el
pH con H;PO; o con KOH, esterilizar en autoclave. Almacenar a temperatura ambiente,
vida media aproximada de un afio (13).

500X B
Disolver 20 mg de biotina en 100 mL de agua destilada, esterilizar por filtracién y
almacenar a 4°C, vida media aproximada de un afio (13).

10X G

Glicerol 10%

Mezclar 10 mL de glicerol con 90 mL de agua destilada. Esterilizar por filtracién o
autoclave. Almacenar a 4°C (13).

10X M
Metanol 7.5%
Medir 7.5 mL de metanol y llevar a 100 mL con agua destilada. Esterilizar por filtracién

(13).
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Vitaminas 5000X
Disolver 1 mg de tiamina, 1 mg de riboflavina y 2 mg de 4c. nicotinico en 100 mL de
agua destilada. Almacenara 4 °C

Acido félico 100 pg/dL.
Disolver 1 mg de éc. folico en 100 mL de agua destilada, tomar 1 mL de esta solucién y
llevar a 10 mL con agua destilada. Almacenara 4 °C

Aminodcidos y vitaminas 1000X (AAVIT 1000X)
Mezclar 300 pL de 4cido félico 100 pg/dL, 2 mL de vitaminas 5000X y 7.7 mL de agua
destilada. Almacenar a 4°C

Sales basales (BSM).
Disolver 7.66 g de sales BSM, 0.88 g de KOH y 5.72 mL de H;PO, 85% en agua
destilada y llevar a 220 mL de volumen final con agua (13).

MMG/MMM

Mezclar 10 mL de buffer de fosfatos pH 6.0, 70 mL de agua destilada, esterilizar en
autoclave, enfriar, agregar 10 mL de YNB 10 X, 200 pL de 500 XB y 10 mL de 10 XG
para et MMG o 10 mL de 10 XM para el MMM. Almacenar a 4 °C, vida media de un
afio (13).

MMAVG/MMAVM
Preparar igual que para el MMG/MMM y agregar 100 uL de AAVIT 1000X.

MMAGG/MMAGM
Preparar igual que para el MMG/MMM, pero antes de esterilizar en autoclave agregar
0.05 g de 4cido palmitico.

MSG/MSM

Medir 82.5 mL de BSM, ajustar a pH 5.0 con NH,OH, llevar a 100 mL con agua
destilada. Hacer alicuotas de 25 mL, esterilizar en autoclave, a cada alicuota agregar:
167 pL de 500K B. 167 pL de sales PTM1 y 250 puL de glicerol para el caso del MSG o
187.5 uL de metanol absoluto para el MSM (13, 25).

Actividad enzimdtica de alcohol oxidasa.

Buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5 a 25°C
Disolver 1.36 g de KH;PO, en 90 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.5 con KOH 1
M. Llevar a 100 mL con agua destilada.

A0X0.1 U/mL

Mezclar 1 pL de AOX 1U/uL (Sigma) con 999 pL de buffer de fosfato de potasio 100
mM frio, tomar 10 uL de esta solucion y llevar a 100 uL con el mismo buffer. Preparar
antes de usar.



ABTS 2 mM
Disolver 10.96 mg de ABTS en 10 mL de buffer de fosfato de potasio 100 mM, pH 7.5.
Prepérese inmediatamente antes de usar.

Solucién de peréxido de hidrégeno 0.003% (p/p).

H,0; 0.3%. Mezclar 10 puL de H,0; 30% con 990 pL de agua destilada.
H>0, 0.003%. Mezclar 10 uL de H,0, 0.3% con 990 pL de agua destilada.
Preparar estas soluciones inmediatamente antes de usar.

Metanol 1.0%
Mezclar 10 pL de metanol con 990 pL de agua destilada
Prepérese inmediatamente antes de usar.

Peroxidasa 2 mg/mL
Disolver 1 mg de peroxidasa en 500 pL de buffer de fosfato de potasio 100 mM frio.
Almacenar a — 20°C protegida de la luz.

Peroxidasa 250 U/mL (POD)
Mezclar 62.5 uL de peroxidasa 2 mg/mL con 37.5 uL de buffer de fosfato de potasio
100 mM frio. Preparar antes de usar.

Actividad enzimdtica de catalasa.

Buffer de fosfato de potasio 50 mM, PH=7.0
Pesar 680.5 mg de KH,PO, y disolverio en 75 mL de agua destilada, regular el pH con
KOH 1M y aforar & 100 mL con agua destilada.

H;0, 6% (p/v)
Mezclar 90 pL de H;02 30% con 410 uL con el buffer de fosfato.

Actividad enzimdtica de f-galactosidasa.

Buffer Z, pH 7.0.

Na,HPO,.7H20 60 mM, NaH,PO, H,0 40 mM, KCl 10 mM, MgSO,.7H,0 1 mM, B-
mercaptoetanol 50 mM.

Disolver 16.1 g de Na,HPO,.7H20, 5.5 g de NaH,PO;.H20, 0.75 g de KCl, 0.246 g de
MgS0,.TH;0, 2.7 mL de B-mercaptoetanol en 950 mL de agua desionizada. Ajustar el
pH a 7.0 con NaOH o HC1 y llevar hasta 1L con agua desionizada. No autoclavear.
Almacenar a 4°C (13).

ONPG. 4 mg/mL en buffer de fosfatos 100 mM, pH 7.0

Disolver 1.61 g de Na;HPO,7H20, 0.55 g de NaH;PO.H20 en 90 mL de agua
destilada, ajustar el pH a 7.0 con NaOH o HCI, agregar 400 mg de ONPG, agitar y
disolver y llevar a 100 mL con agua destilada. Almacenar a 4 °C en la oscuridad (13).



Carbonato de sodio 1M
Disolver 12.4 de Na;CO; en 100 mL de agua destilada. Aimacenar a temperatura
ambiente (13).

Lisis celular.

Perlas de vidrio lavadas con 4cido.
Lavar las perlas con HNO;, enjuagar con agua destilada hasta que el pH de los lavados
sea ~5.3. Secar las perlas,

DTE 100X (50 mM)
Disolver 77.1 mg de DTE (PM = 154.2g) en 10 mL de agua mil§i-Q (13).

PMSF 10X (10 mM)
Disolver 43.5 mg de PMSF en 25 mL de isopropanol (13).

Buffer de fosfato de potasio 11,2 mM, pH 7.4

Disolver 382.28 mg de KH,PO, (PM = 136.09g) en 220 mL de agua destilada, ajustar el
pH de esta solucion con KOH, aforar a 250 mL con agua destilada Esterilizar en
autoclave.

Buffer de lisis. Buffer de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.4 con DTE 0.5 mM y PMSF 1
mM (Preparar justo antes de usarse).

Mezclar 44.5 mL de buffer de fosfato de potasio 11.2 mM, 5 mL de PMSF 10X y 0.5
mL de DTE 100X

Determinacion de protefnas totales.

Albumina sérica humana 50 pg/mL

Pesar 1 mg de ASB y llevar a 1 mL en un matraz de aforacién con agua destilada (ASB
I pg/uL). Tomar 500 pL de esta solucién y lievar a 10 mL en un matraz de aforacion
con agua destilada.

Reactivo de Coomassie. (23)

Disolver 100 mg del colorante azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mL de etanol al
95 %, agitar vigorosamente. Agregar 100 mL de 4cido fosférico al 85 %. Mezclar
vigorosamente por 20-30 min. Lievar a 1 L con agua destilada, agitar por 20-30 min y
filtrar con papel filtro Whatman no. 1 para eliminar el colorante no disuelto. Esta
solucion es estable por 1-2 semanas mantenida en frio.,



Proliferacion peroxisomal.

KMnO, 1.5%
Disolver 1.5 g de KMnO4 en 100 mL de agua milli-Q.

Acetato de uranilo 1%.
Disolver 1 g de acetato de uranilo en 100 mL de agua milli-Q,

Etanol 50%
Mezclar 50 mL de etanol absoluto con 50 mL de agua destilada

Etanol 70%
Mezclar 70 mL de etanol absoluto con 30 mL de agua destilada

Etanol 96%
Mezclar 96 mL de etano! absoluto con 4 mL de agua destilada

Epén:6xide de propileno 1:1
Mezclar 50 mL de epdn con 50 mL de éxido de propileno.









