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Resumen

La levadura Pichia pastoris constituye un excelente modelo para la expresion de proteinas heterdlogas, lo
que se refleja en el gran numero de proteinas que han sido obtenidas en este modelo bioldgico, bajo el control
del promotor AOX1. Esto implica que el nimero de peroxisomas y la enzima alcohol oxidasa es regulada
como respuesta a la induccion por metabolitos como el metanol, el glicerol, el etanol, el acetato y vias metabolicas
como la B-oxidacion. En esta revision, se discuten aspectos relacionados con el metabolismo de estos com-
puestos y su posible influencia en la produccion de proteinas recombinantes, especificamente la Iduronato 2-
sulfato sulfatasa humana (IDSh).
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Abstract

Influence of carbon source over the expression of AOX1-regulated proteins in Pichia pastoris: The Pichia
pastoris yeast is an excellent model for the expression of heterologous protein, thus could be deduce from
the greate number of proteins that has been obtain in this biological model under the control of AOX1 promoter.
This means that peroxisomes number and the enzyme alcohol oxidase are regulate as response to the induction
of different metabolites such as methanol, glycerol, ethanol, acetate and metabolic pathways like the [-
oxidation. In this review, aspects related with the metabolism of this compounds and its possible influence in
the production of recombinant proteins are discuss, specifically the human Iduronate 2-sulfate sulfatase (hIDS).

Key words: Pichia pastoris, AOX, catabolic repression, autophagy, carbon source, peroxisome.

Introduccion Saccharomyces cerevisiae, con el objetivo de producir

Las levaduras han sido una de las células hospedero  proteinas recombinantes. Sin embargo, en afos recientes
mas comunmente empleadas para la produccion de levaduras diferentes a S. cereviciae se han hecho mas
proteinas heterologas. Al comienzo, la aplicacion se centro  accesibles gracias a las estrategias modernas de genética

en el uso de las especies mejor caracterizadas como  molecular y por lo tanto, se han derivado aplicaciones
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considerables en el campo de la biotecnologia. En este
sentido, los modelos de expresion de genes heterélogos
en Hansenula polymorpha y Pichia pastoris (levaduras
no convencionales) han sido utilizados para producir altos
niveles de proteinas recombinantes, tanto intra como
extracelulares, con ventajas significativas sobre las
levaduras convencionales y las lineas celulares de
mamiferos e insectos (1-3). Wolf (4) sefiala que, el término
no convencional hace alusion a todos los géneros de
levaduras excepto Saccharomyces y Schizosaccharo-
myces. Sin embargo, es importante considerar que con el
paso del tiempo y la profundizacion en el conocimiento y
manipulacion de las levaduras, que hoy se consideran no
convencionales, estas podrian llegar a ser reconocidas
como las primeras (4).

Una de las categorias incluidas dentro de las leva-
duras no convencionales son las levaduras
metilotroficas, entre la que encontramos a Pichia
pastoris, Pichia angusta (Hansenula polymorpha),
Pichia methanolica (Pichia pinus) y Candida
boidini entre otras. El término metilotréfica hace re-
ferencia a las cepas capaces de emplear el metanol
como unica fuente de carbono y de energia; adapta-
cion relacionada con la presencia de genes que codi-
fican para enzimas involucradas en la degradacion
del mismo (5).

Varios estudios han demostrado que el metabolismo
del metanol en levaduras metilotroficas, requiere de la
expresion de un grupo de enzimas, entre las cuales la
alcohol oxidasa (AOX I) (E.C.1.1.3.13) se hace
indetectable en células cultivadas sobre fuentes de car-
bono tales como glucosa; sin embargo, esta enzima pue-
de llegar a ser mas del 30% del total de las proteinas
solubles en células crecidas en metanol. Estos estudios
permitieron anticipar que la sintesis de AOX I podria ser
regulada a nivel transcripcional y que el promotor para el
gen podria ser util para controlar la expresion de genes
foraneos. Asi, bajo el control del promotor 40X, los genes
foraneos pueden ser mantenidos en un modo apagado-
encendido, apagado en fuentes de carbono diferentes al

metanol y encendido en un medio con metanol (6, 7).

Algunas de las especies de Pichia son considera-
das de importancia biotecnologica, por ejemplo P.
stipitis (anamorfa Candida shehatae) se ha desta-
cado en la fermentacion de xilosa (componente abun-
dante en la biomasa vegetal); ademas, P. pastoris y
P angusta han sido empleadas en la expresion de
proteinas recombinantes (4, 8); de otro lado P.
nakazawae es productora de amilasa, mientras que
P. guilliermondi produce riboflavina y algunas
mutantes de P. methanolica deficientes de la enzima
acetil-CoA sintetasa (E.C. 6.2.1.1) han sido emplea-
das como biosensores (5, 9-12).

Aspectos generales del género  Pichia

Las levaduras metilotroficas fueron aisladas por
primera vez en 1969 y su atractivo principal fue la
produccion de proteina celular simple (SCP) (13-15).
El género Pichia pertenece a la familia
Saccharomycetaceae, 6rden Saccharomycetales,
clase Saccharomycetes, filo Ascomycota, reino
Fungi. Esta levadura presenta reproduccion sexual
con produccion de ascosporas, en células producto-
ras de esporas (4 esporas por asca con baja viabili-
dad) que originan dos formas, un zigoto o una forma
patogénica de una célula somatica simple. En medio
solido forma colonias no filamentosas de color blanco
o color crema. Al microscopio se pueden observar
multiples yemas. El género Pichia posee muchas es-
pecies, asociadas con insectos, que han sido aisladas
de lodos fundidos y galerias de coledpteros. Algunas
especies cactofilicas, son habitantes especificos de
cactus. De otro lado se han encontrado formado aso-
ciaciones con drosofila; estas asociaciones con in-
sectos presentan ascosporas en forma de sombrero o
hemiesférica (saturno-esporas), morfologia comun
para un amplio nimero de hongos no relacionados
entre si. Especies de este género pueden ser encon-
tradas en diversos ambientes, incluyendo salmuera y
fluidos de curtiembres. Las especies que presentan
Saturno-esporas han sido reasignadas a los géneros

Williopsis y Saturnispora, y aquellas especies con
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esporas esféricas planas pasaron al género
Debaryomyces. Muy cercano al género Yamadazyma
el género Hyphopichia es considerado un sinénimo
del género Pichia (5). Dentro del género Pichia se
encuentran especies tanto fermentativas como no
fermentativas y se han encontrado varios tipos de
coenzimas Q (CoQ7, CoQ8 y CoQ9) como interme-
diarias en la cadena de trasporte electronico, lo que
muestra que el género es muy heterogéneo; sin em-
bargo, algunas de sus especies han sido transferidas
de forma prematura al género Yamadazyma. Hasta
1996 este género habia sido enriquecido con la trans-

ferencia de algunas especies del género Hansenula.

Ventajas de Pichia pastoris como modelo
biol6gico para la expresion de proteinas
recombinantes

Los medios y los protocolos para el crecimiento
de P. pastoris fueron desarrollados en la década de
los 70°s por la Philips Petroleum Company (4, 16),
como herramienta bioldgica para utilizar el metanol,
(fuente de carbono de bajo costo), en la obtencion de
proteinas de alta calidad para la alimentacion del ga-
nado (17). Varios sistemas de cultivo fueron formula-
dos para esta levadura, los cuales generaron concen-
traciones de biomasa seca alrededor de 130g/1 y pro-
ductividades de 10g 1! h'! (18). Desafortunadamente
la libra de SCP result6 ser mucho mas costosa que la
libra de soya. Por tal motivo, la compaiiia dirigid sus
esfuerzos al desarrollo de sistemas de expresion de
proteinas recombinantes (19, 20); sistemas que en la
actualidad han servido para la expresion de una gran
cantidad de proteinas foraneas (1, 8, 20-24).

El sistema de producciéon de proteinas
recombinantes, desarrollado por la Philips Petroleum
Company resulté ser mas eficiente y econdmico,
comparado con los sistemas bacterianos y el cultivo
de células de mamiferos e insectos. Este sistema posee
varias caracteristicas que se suman a las altas
densidades de crecimiento y a la productividad

referida con anterioridad; estas caracteristicas son:

(i) el costo de los medios, equipo e infraestructura de
los cultivos de levaduras son mucho mas econémicos
que los de las células de mamiferos e insectos, (ii) el
sistema de expresion de proteinas disefiado, es
inducido por adicion de metanol y generalmente es
integrado al cromosoma de la levadura para ganar
estabilidad en la construccion genética, (iii) este
microorganismo realiza modificaciones
postraduccionales como la glicosilacion, adicionando
un patron de azucares de tamafo pequefio y muy
similar al humano, (iv) la posibilidad de secretar de
forma directa la proteina clonada, lo que significa en
términos practicos un paso de pre-purificacion y (v)
esta levadura no produce endotoxinas por lo que podria
considerarse un microorganismo seguro (GRAS) (2,

8,24-26).

Los peroxisomas en el metabolismo del
metanol

Los peroxisomas son organelos que se encuentran
presentes en todas las células eucariotas y se carac-
terizan por la presencia de enzimas como la catalasa
(E.C. 1.11.1.7) y al menos una oxidasa generadora
de peroxido de hidrégeno (H,O,). Estos organelos
estan constituidos por una membrana simple y pue-
den variar considerablemente de tamafio, cantidad y
contenido enzimatico, dependiendo del organismo, el
tipo de célula y las condiciones ambientales. Tenien-
do en cuenta que los peroxisomas no poseen acidos
nucleicos ni ribosomas, todas las proteinas del
peroxisoma estan codificadas en el ADN nuclear y
deben

postraduccionalmente a los peroxisomas, gracias a las

ser sintetizadas e importadas
secuencias sefiales para la importacion “peroxisomal
targeting signals” (PTS). Hasta 1999 dos clases de
PTSs se habian caracterizado. La primera y mas co-
mun la PTS1, es una sefial compuesta por los tres
primeros aminoacidos de la region C-t de muchas de
las proteinas peroxisomales de animales, plantas y
levaduras (SKL); la segunda sefial (PTS2) confor-

mada por la secuencia (RLX,H/QL), secuencia que
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se localiza cerca de la region N-t de las proteinas
peroxisomales en mamiferos y levaduras. En levadu-
ras la biogénesis de los peroxisomas (proliferacion)
es inducida marcadamente por la utilizacion de cier-
tas fuentes de carbono tales como el metanol y el
acido oléico (27-31).

Metabolismo del metanol en P, pastoris

El metabolismo del metanol se inicia en el interior de
los peroxisomas. El metabolismo comienza cuando el
metanol es oxidado, en presencia de oxigeno, por la enzima
alcohol oxidasa, produciendo formaldehido y H,O,. El
peroxido de hidrogeno es toxico para la célula, por tanto
es retenido en el peroxisoma hasta que la catalasa lo
convierte en H,O y O, Una parte del formaldehido es
convertido en dihidroxiacetona (DHA) y gliceraldehido
fosfato (GAP) a través de la accion de la transcetolasa
dihidroxiacetona sintasa (E.C.2.2.1.3). La DHA es
liberada al citosol y fosforilada por la dihidroxiacetona
quinasa (E.C. 2.7.1.29) para formar DHAP; esta molécula
puede experimentar dos reacciones, la reaccion de
interconversion de triosas fosfatos para formar GAP
gracias a la accion de la enzima triosa fosfato isomerasa
(E.C. 5.3.1.1) y alimentar asi la segunda fase de la via
glucolitica; la otra reaccion y al parecer la mas descrita
por los autores es la condensacion con una molécula de
GAP para formar fructosa 1,6-bifosfato (1,6FBP) y luego
fructosa 6-fosfato (F6P), en estas transformaciones
intervienen las enzimas fructosa 1,6-bifosfato aldolasa
(E.C.4.1.2.13) y fructosa 1,6-bifosfatasa (E.C.3.1.3.11)
respectivamente; esta ultima hace parte del proceso
conocido como gluconeogénesis (13, 24, 32).

De forma alternativa, la fructosa 6-fosfato (F6P)
puede formar biomasa o incorporarse a la via de las
pentosas fosfatos (via de las pentosas) para formar
xilulosa 5-fosfato (Xu5P) y realimentar el ciclo en
DHAP; de igual manera la DHAP es regenerada
varias veces lo que favorece la formacion de biomasa.
El formaldehido restante de la oxidacion del metanol
difunde al citosol donde reacciona con glutation a tra-

vés de las enzimas formaldehido deshidrogenasa

(E.C.1.2.1.1) y formato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.2),
para formar CO, con desprendimiento de NADH+H
(fuente de energia) (13, 24, 33) Figura 1.

Metabolismo del glicerol en  P. pastoris

Una vez que el glicerol entra a la célula es
fosforilado por la glicerol quinasa (E.C.2.7.1.30) para
formar glicerol 3-fosfato (G3P), posteriormente ocu-
rre la oxidacion del G3P a DHAP debido a la accion
de la enzima FAD-dependiente glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (E.C.1.1.99.5). Finalmente la DHAP
contintia la segunda fase de la via glicolitica y se ob-
tiene el acido piravico. Posteriormente el piruvato es
oxidado a acetil-CoA y alimenta el ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos (TCA) de donde se obtienen GTP,
NADH + H y FADH, estos dos ultimos seran utiliza-
dos posteriormente para generar ATP a través de la
cadena de transporte electronico y fosforilacion
oxidativa (Figura 1) (33-36).

Metabolismo del etanol en P. pastoris

A partir del piruvato puede dispararse la fermen-
tacion alcohdlica, lo que depende de la capacidad res-
piratoria y el ritmo metabdlico de la glucdlisis. En este
proceso el piruvato es transformado a acetaldehido
por la piruvato descarboxilasa (E.C.4.1.1.1) y éste es
reducido para formar etanol, reaccidn catalizada por
la enzima alcohol deshidrogenasa (E.C.1.1.1.1) (33,
37). Adicionalmente, el etanol puede ser empleado
como fuente de carbono y energia, si se restablece la
capacidad respiratoria de la levadura. En este caso el
etanol seria transformado hasta acetaldehido por la
alcohol deshidrogenasa y luego a acetato por la
acetaldehido deshidrogenasa (E.C. 1.2.1.10) para que
finalmente la acetil-CoA sintasa lo convierta en acetil-
CoA (33).

Efecto del glicerol, el etanol y el acetato
sobre el crecimiento de P. pastoris
Para la produccion de proteinas heterdlogas en P.

pastoris, normalmente se emplea el esquema de tres
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Figura 1. Mapa metabdlico parcial de Pichia pastoris disefiado por

los autores para este articulo. nimeros en color rojo:  enzimas que

participan en cada via. (color azul) : glucdlisis y gluconeogénesis en el citoplasma, 1: hexoquinasa (E.C.2.7.1.1), 2: glucosa fosfato
isomerasa (E.C.5.3.1.9), 3: 6-fosfofructo quinasa (E.C.2.7.1.11), 4: fructosa 1,6-bifosfato aldosa (E.C.4.1.2.13), 5: triosa fosfato isomerasa

(E.C.5.3.1.1), 6: gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.

12), 7: fosfoglicerato quinasa (E.C.2.7.2.3), 8: fosfoglicero mutasa

(E.C.2.7.5.3), 9: enolasa (E.C.4.2.1.11), 10: piruvato quinasa (E.C.2.7.1.40), 11: glucose 6-phosphatase (E.C.3.1.3.9), 12: fructosa 1,6-
bifosfatasa (E.C.3.1.3.11). (color negro): degradacion de metanol en el peroxisoma, 13: alcohol oxidasa (E.C.1.1.3.13), 14: catalasa
(E.C. 1.11.1.7), 15: formaldehido deshidrogenasa (E.C.1.2.1.1), 16: formato deshidrogenasa (E.C.1.2.1.2), 17: dihidroxiacetona sintasa

(E.C.2.2.1.3), 18: dihidroxiacetona quinasa (E.C. 2.7.1.29). (color marron):

via de las pentosas fosfato, 19: glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa (E.C.1.1.1.49), 20: lactona hidrolasa (E.C.3.1.1.45), 21: 6-fosfogluconato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.43), 22: ribosa
fosfato isomerasa (E.C.5.3.1.6), 23: ribulosa fosfato 3-epimerasa (E.C.5.1.3.1 ), 24: transcetolasa (E.C.2.2.1.1), 25: transaldolasa (E.C.
2.2.1.2). (verde): reacciones no relacionmadas directamente con ninguna via metabdlica, 26: lactato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.27), 27:

complejo de la piruvato deshidrogenasa (piruvato deshidrogenasa,

dihidrolipoil-transcetilasa y dihidrolipoil-deshidrogenasa), 28: piruvato

descarboxilasa (E.C.4.1.1.1), 29: alcohol deshidrogenasa (E.C.1.1.1.1). (morado): ciclo de krebs, 30: citrato sintasa (E.C. 4.1.3.7), 31:
aconitasa (E.C.4.2.1.3), 32: isocitrato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.41), 33: a-cetoglutarato deshidrogenasa (E.C.1.2.4.2), 34: succinil-CoA

sintetasa (E.C.6.2.1.4), 35: succinato deshidrogenasa (E.C.1.3.99.
cadena de transporte elctronico. (color negro discontinua de punto

1.1.1.37). (color negro al interior de la mitocondria):

grueso): Metabolismo del glicerol, 38: glicerol quinasa (E.C.2.7.1.

fases en cultivos de alta densidad. En la primera fase
la levadura recombinante es cultivada en medios
salinos suplementados con un azicar no fermentable
como el glicerol (cultivo discontinuo). Una vez que el
glicerol es consumido se inicia la fase de transicion;
en esta fase se alimenta glicerol en cantidades que
mantengan el crecimiento exponencial limitado por

sustrato. El consumo de productos secundarios como

1), 36: fumarasa (E.C. 4.2.1.2), 37: malato deshidrogenasa (E.C.

30), 39: glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (E.C.1.1.99.5).

el acetato y el etanol generados durante el cultivo
discontinuo son de gran importancia para preparar las
células para la tercera fase o fase de induccion (37).

En la tercera fase generalmente se adiciona
metanol en concentraciones limitadas, lo que debe
resultar en la expresion de la proteina recombinante.
Como en la mayoria de los trabajos realizados, la uti-

lizacion de glicerol en la fase de crecimiento resulta
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en la produccion de etanol y acetato (Figura 1). Inan
y Meagher (37, 38), estudiaron el comportamiento en
el crecimiento de P. pastoris al adicionar etanol y
acetato durante la fase de induccion. En este estudio
se demostrdo que P. pastoris es capaz de crecer en
glicerol, metanol y etanol como Unicas fuentes de
carbono y energia; ademas, se demostré el crecimiento
diduxico cuando dos o tres de estas fuentes de car-
bonos se encontraban presentes en forma simultanea,
especialmente en las mezclas etanol-metanol y etanol-
glicerol. De esta manera se pudo establecer la priori-
dad de utilizacidn de las diferentes fuentes de carbo-
no, glicerol > etanol > metanol (37).

Durante el crecimiento en la mezcla glicerol-etanol
el consumo del glicerol precede la utilizacion del etanol,
lo que genera la acumulacion transiente de acetato una
vez que se ha agotado el glicerol. La diauxia se genera
durante la adaptacion de la P. pastoris para crecer a
expensas del acetato como Unica fuente de carbono (37)
(Figura 1). Otro patrén de crecimiento diduxico ha sido
observado al crecer la levadura en la mezcla etanol-
metanol, en este caso el metanol no es consumido hasta
que se agota el etanol; sin embargo, la produccion de
acetato es 10 veces menor (37). En el caso de la mezcla
glicerol-metanol no fue posible observar un
comportamiento diduxico evidente, a pesar de que el
glicerol es consumido mas rapidamente. En esta mezcla
el consumo de metanol comienza antes que el consumo
de glicerol termine, lo que indica que “ciertos niveles”
de glicerol no reprimen (37) la expresion de la alcohol
oxidasa. Cuando se emplea la mezcla de las tres fuentes
de carbono la prioridad de utilizacion es la siguiente,
glicerol > etanol > acetato (acumulado por la utilizacion
del etanol) > metanol.

El glicerol es una fuente de carbono no fermentable
y P. pastoris no es considerada una levadura
fermentativa; sin embargo, el etanol se acumula durante
el cultivo cuando se emplea una tasa alta de alimentacion
de glicerol. Este fendmeno ha sido reportado en varias
ocasiones pero el mecanismo atn no ha sido explicado

(39-41). Algunos autores han considerado que el etanol

es metabolizado a acetaldehido y luego a acetato, el cual
es asimilado como acetil-CoA; proceso que ha sido
descrito para H. polymorpha y para P. methanolica
(37,42, 43).

La regulacion del metabolismo del metanol en los
organismos metilotréficos es un proceso complejo que
incluye la sintesis, la activacion y la degradacion de las
enzima involucradas. Estas enzimas son inducidas por
metanol, formaldehido y formato (efectores positivos).
Sin embargo, la actividad alcohol oxidasa es disminuida
por la glucosa y el etanol (efectores negativos) a través
de dos mecanismos de regulacion, la represion y la
inactivacion por catabolito. El primero de estos
mecanismos involucra el control sobre la sintesis de RNA
y el segundo la inactivacion o degracion de enzimas. La
formacion de acetato como consecuencia de la utilizacion
del etanol reprime la expresion de la alcohol oxidasa

mientras que se agota (37).

Represién por catabolito

En sentido general la represion por catabolito esta
mediada por la concentracion intracelular de
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), concen-
tracion que es inversamente proporcional a la con-
centracion de glucosa en el medio de cultivo. Cuando
la célula crece en presencia de glucosa el nivel
intracelular de AMPc es bajo, a causa de que la glu-
cosa inhibe la actividad adenilciclasa (E.C.4.6.1.1).
Cuando la glucosa se consume totalmente aumenta
la concentracion de AMPc rapidamente y forma un
complejo con la “proteina receptora de AMPc”, com-
plejo que actua sobre el promotor AOX1, induciendo

la utilizacion de otras fuentes de carbono (44).

Inactivacion por catabolito

El crecimiento de las levaduras metilotréficas en
presencia de metanol como Unica fuente de carbono y
energia trae como consecuencia la biogénesis de los
peroxisomas. Cuando células crecidas en metanol son
transferidas a medios de cultivos que contienen fuen-

tes de carbonos diferentes como glucosa o etanol, los
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peroxisomas desaparecen rapidamente como conse-
cuencia de una degradacion activa, que involucra la
degradacion proteolitica de los peroxisomas (45-48).

Estudios realizados por Murray et al., (45), de-
mostraron que la desaparicidn de los peroxisomas en
P. pastoris después de 24h de bioconversion de etanol
a acetaldehido confirma la inactivacion por catabolito
de la alcohol oxidasa; de la misma manera confirma-
ron, que la pérdida de los peroxisomas en células in-
cubadas durante 48h en tampon fosfato en presencia
de acetaldehido y O,, es causada por el acetaldehido.
Se cree que la presencia del acetaldehido genera la
necesidad de un metabolismo aerdbico. El papel del
O, hasta 1990, no era muy claro; sin embargo, las
conclusiones de Murray (45) estaban basadas en ob-
servaciones realizadas en H. polymorpha, microor-
ganismo en que se demostro la posibilidad prevenir la
degradacion de los peroxisomas cuando se inhibe el
metabolismo energético a través de la incubacion
anaerdbica, por la adicion de iones que inhiben la ca-
dena respiratoria o cuando se transfieren las células
a medios de cultivos con fuentes de carbono no
metabolizables, como la deoxiglucosa (49). También
se sugiere que la utilizacion de células de P. pastoris
para la bioconversion de etanol a acetaldehido
mimetiza la situacion en la que células crecidas en
metanol son transferidas a un medio con etanol; bajo
estas condiciones los peroxisomas no son requeridos,
lo que dispara el inicio de una serie de eventos
regulatorios relacionados con la degradacion de los
peroxisomas y con la proteolisis (autofagia) para ge-
nerar nuevamente una mezcla de aminoacidos. Un
aumento en la concentracion de AMPc ocurre cuan-
do aparecen las primeras moléculas de acetaldehido
en presencia de O,, lo que activa las proteinas
quinasas dependientes de AMPc. Estas proteinas
fosforilan las enzimas del peroxisoma, lo que funcio-
na como una marca o seflal para la degradacion
proteolitica posterior (45).

En P. pastoris la inactivacion por catabolito se

completa alrededor de 21h después de que aparece

la primera molécula libre de acetaldehido como

resultado de la bioconversion de etanol (45).

Induccién del proceso de autofagiaen P.
pastoris

Las células de mamiferos y las levaduras son ca-
paces de responder a los cambios ambientales y al
estrés nutricional con la activacion de la degradacion
de proteinas a través de dos procesos conocidos como
microautofagia y macroautofagia (49-51).

La microautofagia es el proceso donde los compo-
nentes celulares son rodeados por invaginacion de la
membrana lisosomal o por una protuberancia del
lisosoma similar a un dedo o por una vacuola. El re-
sultado es la formacion de vesiculas intralisosomales
que contienen secuestrados los componentes celula-
res fosforilados y que seran degradados por las
enzimas hidroliticas (52).

La macroautofagia es el proceso donde los com-
ponentes celulares son secuestrados primeramente
dentro de un autofagosoma originado por la
invaginacion del reticulo endoplasmatico rugoso. En-
tonces el autofagosoma se fusiona con un lisosoma o
una vacuola liberando su contenido para que las
hidrolasas acidas actien sobre los componentes mar-
cados (fosforilados). Las enzimas citosodlicas y
peroxisomales involucradas en el metabolismo del
metanol son sintetizadas cuando P. pastoris crece en
presencia de metanol. Cuando se transfieren células
adaptadas a crecer en metanol a un medio con gluco-
sa o etanol, estas enzimas son secuestradas selectiva
y rapidamente y degradadas dentro de las vacuolas
de la levadura (52).

Caracteristicas y regulacion de la
expresion génica de la alcohol oxidasa
(AOX 1) de P. pastoris

La alcohol oxidasa funcional, es un homo-
octamero, en el cual cada subunidad (~74kDa)
contiene un enlace no covalente con nucledtidos de

flavina (FAD") como grupo prostético (7, 53, 54). Esta
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enzima codificada por el gen 40XI, presenta baja
afinidad por el O,; afinidad que P. pastoris compensa
con la produccion de grandes cantidades de la misma
(55). Estudios recientes mostraron la existencia de
un segundo gen funcional de alcohol oxidasa en P,
pastoris, (AOXII), el cual tiene 90% de homologia
en la region codificante con AOX1. Sin embargo esta
enzima AOX II es s6lo una pequefia parte de la AOX
producida por esta levadura (55-57).

La regulacion de la expresion génica de 40X al
parecer es mediada por represor, de forma tal que,
cuando la levadura crece en presencia de glucosa o
etanol no se sintetiza la enzima (represidon por
catabolito). La expresion de la enzima se induce cuan-
do se crece en metanol, llegando a significar hasta el
30% de la proteina total producida por la célula (21,
55, 56). Esta regulacion implica dos pasos, un meca-
nismo represion/derepresion o apagado/encendido
(“on-off”), sumado a un mecanismo de induccion. La
derepresion del AOX1 (ausencia de una fuente de
carbono como glucosa, etanol o acetato) no es sufi-
ciente para que se exprese la enzima, aiin en niveles
basales. Entonces se requiere del agente inductor
(metanol) para obtener niveles detectables de AOX
(58). La pérdida del AOX1 significa por lo tanto la
pérdida de la mayor parte de la actividad alcohol
oxidasa (~80%), y resulta en el fenotipo conocido
como Mut® (utilizacion lenta del metanol y crecimien-
to pobre) (16). El fenotipo Mut’, es el fenotipo nativo
y le permite a las células crecer en medio con metanol
(1-3, 16, 58).

Estudios realizados en H. polymorpha han demos-
trado la presencia de monomeros inactivos de AOX
en el citosol y que estos son exportados al peroxisoma
(dependiendo de las PTS) donde la proteina es acti-
vada (formacion del octdmero y union de FAD") (59).
Experimentos realizados “in vivo” e “in vitro” de-
muestran que el ensamblaje del octdmero activo no
€s un proceso espontaneo y que se requiere de cier-
tos factores de ensamblaje (proteinas auxiliadoras
especificas) entre las que se encuentran factores de

union, factores de ensamblaje y factores de
traslocacion (60, 61); adicionalmente estos experi-
mentos sugieren, que no es necesario un ambiente
acido como el de la matriz peroxisomal para el en-
samblado de la AOX (59, 62).

Ozimek et al., (59), identificaron la proteina
piruvato carboxilasa (E.C. 6.4.1.1) como la primera
proteina que tiene una funcidn esencial en el ensam-
blaje de la AOX en levaduras metilotroficas. La
piruvato carboxilasa es una enzima anaplerdtica que
alimenta el ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA)
con oxalacetato obtenido a partir de piruvato. Las le-
vaduras deficientes de esta enzima no pueden crecer
en médios minimos con glucosa, a menos que sean
suplementados con aspartato o glutamato y en forma
inesperada se demostré que las cepas de H.
polymorpha y P. pastoris deficientes de esta enzi-
ma, son incapaces de crecer en metanol, independien-
temente de la presencia de aspartato o glutamato y
que esta deficiencia en el crecimiento se debe a un
bloqueo severo en el proceso de ensamblaje de la
AOX. Los resultados de Ozimek et al. (59), fueron
convincentes en que la proteina piruvato carboxilasa
(no, la actividad enzimatica) es necesaria para el en-
samblaje de la alcohol oxidasa. Otros estudios (53,
59) “in vitro”, han revelado la afinidad de la proteina
piruvato carboxilasa y su interaccion fisica con AOX
(53, 59), sugiriendo que en levaduras metilotroficas
la primera de estas proteinas juega un doble papel; de
un lado la conocida y bien caracterizada funcién como
enzima anaplerotica y del otro, un papel especifico en
el proceso de organizacidon y ensamblaje de la alcohol
oxidasa, posiblemente mediando la unién de FAD* a
los mondémeros de AOX (53, 59).

Efecto del etanol y el acetato sobre la
expresion de proteinas heter6logas en P,
pastoris.

Algunos trabajos han permitido proponer un siste-
ma de expresion para la produccion de proteinas

recombinantes en P. pastoris (2, 8, 18, 58, 63), lo que



INFLUENCIA DE LA FUENTE DE CARBONO SOBRE LA EXPRESION DE PROTEINAS AOX1-REGULADAS EN PICHIA PASTORIS: 75 - 87 83

ha generado el desarrollo de nuevos vectores de ex-
presion, basado en que P. pastoris no presenta
plasmidos nativos. Estos vectores se integran por
recombinacion homoéloga al genoma de la levadura
portando genes de complementacion autotroéfica como
HIS4 que codifica para la enzima histidinol
deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.23), y son utilizados como
marcadores de seleccion; se producen mutantes de
crecimiento lento o rapido (Mut® y Mut") dependien-
do del sitio de integracion (AOX I o HIS respectiva-
mente) (23, 64, 65).

Sibirny (66), estudid la inactivacion de la alcohol
oxidasa y la catalasa como consecuencia de la pre-
sencia de etanol y acetato en mutantes de P.
methanolica, donde encontré que la represion del
AOX en cepas isogénicas con mutaciones en los genes
para acetil-CoA sintetasa (acs1, acs2, acs3), isocitrato
liasa (ic/1) (E.C. 4.1.3.1), malato sintasa (mls1) (E.C.
2.3.3.9), fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (pckl)
(E.C. 4.1.1.38) y para la enzima malica (mddl) (E.C.
1.1.1.37), no perjudicaba la represion a causa de la
presencia del etanol (66). En contraste, con las muta-
ciones realizadas en los genes que codifican para las
enzimas alcohol deshidrogenasa (adhl, adh2) y
acetaldehido deshidrogenasa (a/dX), las cuales per-
judican la represion inducida por etanol sobre los genes
para AOX vy catalasa; indicando que el acetato repri-
me estas dos enzimas. Sibirny sugirié que la molécula
de acetato podria ser el co-represor que evoca o pro-
mueve la represion de las enzimas encargadas del
metabolismo de los compuestos de un carbono (C))
en un medio de cultivo con etanol (37, 66).

Las levaduras P. methanolica y P. pastoris estan
taxondmicamente muy relacionadas y las vias de uti-
lizacion de metanol son similares. Esto significa que
los genes AOX I y AUGI en P. pastoris y P.
methanolica respectivamente, son regulados de ma-
nera muy similar. Resultados obtenidos por Inan y
Meagher (37), en la expresion de B-galactosidasa (B-
gal) en P. pastoris, demostraron que mientras el

acetato no fuera consumido no era posible detectar

actividad B-gal. Estos autores identificaron dos pro-
teinas que se unen al promotor 40X en extractos
celulares de P. pastoris crecidas en las mezclas
metanol/etanol y metanol/glicerol y sugieren que al-
guna de estas proteinas (atn en estudio) podria ser la
molécula represora (37).

Algunas de las conclusiones del trabajo de Inan y
Meagher (37) sefialaron que concentraciones de
acetato y etanol entre 10 y 50mg 1!, inhibian la ex-
presion de B-gal en experimentos realizados en
“erlenmeyers” agitados, mientras que la adicion de
10mg I'! de acetato y etanol no causaba inhibicion en
la expresion de B-gal en cultivo alimentado. Lo que
demostraba que los niveles de acetato y etanol en
bioreactores deben ser monitoreados con detenimiento
si se pretende lograr altos rendimientos de la proteina
de interés (37).

Poutou et al., (67) estudiando el comportamiento
de un clon productor de iduronato-2-sulfato sulfatasa
humana recombinante (IDShr) bajo diferentes condi-
ciones de experimentacion (67), observaron que prac-
ticamente agotado el glicerol, la adicion de 0.5% (v/
v) de metanol generé un aumento en la concentra-
cion de O, disuelto, que en las 40h siguientes se acu-
mulaba el metanol y que la diauxia se extendia hasta
las 80h. Fue en este punto donde comenzo el consu-
mo marcado de metanol. En el trabajo de Cérdoba
(68) se comenta que no se midid la produccion de
metabolitos como etanol y acetato, sin embargo, te-
niendo en cuenta el comportamiento en el crecimien-
to, los resultados son bastante similares a los propues-
tos por Inan y Meagher (37, 38). En otro de los pro-
cesos, para la produccién de IDShr, la acumulacion
de metanol hace que se alcancen niveles de ~5% (v/
v) en el medio de cultivo, lo que ofrece la oportunidad
para que la acumulacion de H,O, haya resultado toxica
para la célula, motivo por el cual no se logra recupe-
rar el crecimiento.

En términos metabolicos los resultados obtenidos
por Poutou et al., (67) podrian significar que la velo-

cidad de muerte celular (x4, ) causada por el efecto
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del H,0O, y no por carencia de sustrato sea igual a la

velocidad de crecimiento (u,):

| dx
Ho™ v ar 1]
_la
Mo =Y ar (2]

T 3)

Sin embargo, en este trabajo se manejan los datos
de crecimiento como peso seco, lo que no permite
discriminar entre las células vivas y las muertas.

Poutou et al., (67) emplearon concentraciones ini-
ciales de glicerol diferentes y en todos los casos la
tendencia en la acumulacion de metanol fue la misma
(40 -100h), lo que hace pensar que alrededor de la
hora 80 hay limitacion de O, disuelto o que otros
metabolitos como acetato o etanol estaban siendo uti-
lizados hasta entonces para el crecimiento. La dura-
cion promedio de los procesos fue de 98.66h y la
Actividad especifica IDShr presentd un valor prome-
dio de 17.16 nmol/h mg de proteina al final de cada
proceso (67, 68), lo que genera incertidumbres como:

(Hasta que punto, la actividad IDShr detectada al
final de los procesos es el resultado de que la veloci-
dad de degradacion de la proteinas es igual a la velo-
cidad de sintesis de las nuevas moléculas?

(Hasta que punto, durante los procesos se ha pro-
ducido una cantidad considerable de la proteina
recombinante, pero una buena parte de ella se produ-
ce de manera inactiva y por eso no es detectable por
la técnica de actividad enzimatica?

La formula 3 permite plantear la posibilidad de que
las células al morir liberan el contenido intracelular al
medio, donde existen proteasas que pueden actuar en
su contra. Sin embargo, la concentracion de protei-
nas extracelulares después de las 80h de cultivo es
estable (68); y la manera en que justifican este com-
portamiento es a través de la actividad proteolitica
extracelular. En todos los casos, aunque bajas, las

mayores actividades proteoliticas aparecieron a las

horas finales de los procesos, mostrando cierta rela-
cion inversamente proporcional con la actividad de la
IDShr.

La segunda incertidumbre se puede resolver si-
guiendo la produccion de la enzima recombinante in-
dependientemente de si es o no activa, utilizando
anticuerpos policlonales de tipo IgGaIDSh (69) o pre-
feriblemente empleando un ELISA indirecto con
anticuerpos IgYaIDSh obtenidos a partir de huevo
de gallina, producidos contra péptidos sintéticos que
estan presentes en epitopes especificos de la IDSh y
que no estan presentes en ninguna enzima de la mis-
ma familia, con lo cual se evita reactividad cruzada
entre las enzimas miembro de la misma familia. En
este sentido ya existen datos al respecto que seran
publicados préoximamente (Comunicacion personal

Catalina Sosa).

Efecto del acido oléico sobre la expresion
de proteinas peroxisomales en levaduras

El 4cido oléico es un acido graso de cadena larga
mono-insaturado (18:1), e induce la biogénesis de los
peroxisomas (70, 71) en varios organismos. Segun se
mencion6 con anterioridad P. pastoris es una de las
pocas levaduras capaces de metabolizar metanol y
oleato con la consecuente proliferacion de los
peroxisomas.

Algunos grupos de trabajo han empleado el acido
olé¢ico (CH, (CH,), CH=CH (CH,), COOH) como
antiespumante gracias a su naturaleza quimica (67,
68). Sin embargo, son pocos los trabajos donde se
haya utilizado este compuesto como Unica fuente de
carbono para el cultivo de P. pastoris, pero se sabe
que las levaduras metabolizan el compuesto a través
de la B-oxidacion, proceso que ocurre Gnicamente en
los peroxisomas (71). La necesidad de procesar el
acido oléico a través de B-oxidacion, induce la
biogénesis de peroxisomas en las levaduras, lo que
genera un aumento en la produccion de las enzimas
peroxisomales, entre las que se encuentra la AOX.

Al crecer P. pastoris en un medio oleoso, la concen-
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tracion de AOX es significativa, sin embargo no re-
basa el 1 6 2% de lo que se produce cuando se indu-
ce el sistema con metanol (CoMunicacion Personal
James M. Cregg).

De esta manera, podria deducirse que las enzimas
expresadas bajo el control del promotor AOXI no
aumentaran significativamente su concentracion por
el hecho de utilizar 4cido oléico como fuente de
carbono. Mientras que la combinacion de acido oléico
y glicerol tiene un efecto importante en el aumento
de la cantidad de lipidos producidos en las levaduras
como S. cerevisiae (72). No obstante, atin no es claro
si el mecanismo desencadenado por la presencia de
oléico ocurre directamente sobre los promotores de
las proteinas peroxisomales (induccion), afecta el
contenido de AMPc o desbloquea de alguna manera
la represion catabdlica que puede ejercer alguna de

las otras fuentes de carbono que se estén empleando.

Conclusiones

Son varias las estrategias empleadas para el cultivo
de P. pastoris con el proposito de expresar proteinas
recombinantes. En este articulo se ha discutido el uso
de diferentes fuentes de carbono para los cultivos de
P. pastoris con el propodsito de expresar proteinas
recombinantes. Para tal efecto hemos usado como
ejemplo nuestra experiencia en la expresion de la
enzima IDShr, para la cual hemos logrado niveles
importantes de expresion usando induccion con 0.5%
(v/v) de metanol cada 24 horas y la conveniencia de
seguir la sintesis de la proteina en los cultivos
independientemente de la actividad biologica. Hemos
discutido la influencia del acido oleico sobre el sistema
de expresion y la necesidad de profundizar en el
estudio de los metabolitos secundarios y su acciéon
sobre los niveles de expresidon, con miras a optimizar
las condiciones de produccion de las enzimas
recombinantes en sistemas de expresion A0X1-

regulados en P. pastoris.
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