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1. RESUMEN

La enfermedad de Morquio A o mucopolisacaridosis IV A (MPS IV A) es una enfermedad
autosomica recesiva de depdsito lisosomal, causada por un defecto en el gen ubicado en
16924.3, afectando la expresion de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa
(GALNS) y favoreciendo la progresiva acumulacién de los glucosaminoglicanos (GAGS),
queratan sulfato QS y condroitin-6-sulfato C6S; lo que genera multiples dafios que
incluyen el sistema musculo-esquelético, cardio-respiratorio, entre otros. Debido a que
presenta diferentes patologias no cuenta con un tratamiento especifico, por eso el avance
de la terapia de reemplazo enzimatico para esta enfermedad es de gran importancia. En
este trabajo se evalud la produccion de la enzima GALNS recombinante en Pichia pastoris
de la cepa GS115 a escala de 10, 100 y 1700 mL. Ademas, se evaluaron concentraciones
de 0,5; 1,5 y 2,5% de sustrato inductor a escala de 100 mL. La maxima actividad
enzimatica en las diferentes escalas fue observada alrededor de las 95 h de fermentacion,
con una produccion a 1,7 L de cultivo de 0,106 U mg™ GALNS, un rendimiento de 0,09 U
mg™® GALNS gy una actividad especifica de 0,23 Umg™ proteina total. Mediante SDS-
PAGE se observaron 2 bandas alrededor de 50 y 31 kDa. EI Western Blot identificd la
presencia del monémero de 50 kDa aproximadamente y otra de mas de 100 KDa que
sugiere la presencia del dimero, evaluado a las horas de la méxima expresion GALNS (86
y 96 h) en los cultivos de biorreactor. Estos resultados muestran el potencial de
produccion de la enzima recombinante GALNS en P. pastoris transformada con pPIC9-

GALNS para su aplicacion de la terapia de reemplazo enzimatico para la MPS IV A.
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2. INTRODUCCION

La Mucopolisacaridosis (MPS) Tipo IV A o sindrome de Morquio A es una enfermedad de
depésito lisosomal autosémica recesiva, descrita por primera vez por el pediatra uruguayo
Luis Morquio en 1929 (1). Esta determinada por la deficiencia de la enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS) la cual se encarga de catalizar la
degradacion de los glucosaminoglicanos (GAGSs) queratan sulfato (QS) y condroitin-6
sulfato (C6S) (1,2).La acumulacién de estos GAGs genera varias manifestaciones en los
pacientes como, retraso en el crecimiento, bajo peso, cuerpo desproporcionado (tronco y
cuello corto, cabeza grande), anormalidades articulares, opacidad corneal, sordera y
compromiso cardiaco, entre otras. Dado que es una enfermedad multisistémica, se
requiere de un enfoque multidisciplinar para su tratamiento y manejo adecuado. La
severidad de estas manifestaciones varia segun la mutacién (1). El gen que codifica para

esta enzima se encuentra ubicado en el cromosoma 16g24.3 (3).

El sindrome de Morquio A es un trastorno genético poco frecuente, su incidencia global es
de 1 en 40.000 (1), siendo esta muy variable y encontrandose en todos los grupos
étnicos. En Australia se presenta en 1 de cada 201.000 nacidos vivos; en Portugal y
Paises Bajos 1:450.000 nacidos vivos; en Irlanda del Norte 1:76.000 nacidos vivos. En el
programa de Morquio A fueron registrados 326 pacientes hasta el afio 2007, con 172
hombres y 154 mujeres provenientes de 42 paises, con una edad media de 14.9 y 19.1
afios para hombres y mujeres respectivamente; el 64% de los pacientes menores de 18

afos, documentados como casos clinicos desde el primer afio de vida hasta los 73 afos

(4).

El tratamiento paliativo para un paciente con MPS difiere con las complicaciones vy

severidad de los sintomas que presenta el paciente, el cual considera principalmente los
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sistemas afectados para proporcionarle cierta estabilidad. Por esta razén se realizan
examenes paraclinicos periédicamente para evaluar el desarrollo de la enfermedad. El
tratamiento pasa por la evaluacién de especialistas en diferentes campos de la medicina,
que en el caso de un paciente Morquio A se refiere a ejercicios regulares y ferulizacion
para controlar la progresiva pérdida del movimiento (1). Ademas de las terapias de
sostén, se han explorado otras posibilidades como el trasplante de medula ésea que
busca la reconstitucion del sistema hematopoyético con células madre de un donante
inmunocompatible, mejorando en algunos casos la movilidad articular y observando un
retraso del deterioro en el organismo a pesar de la falta de actividad enzimatica (5). Sin
embargo, estos resultados no se garantizan. En el caso de la MPS IVA, el beneficio es
limitado para el sistema musculoesquelético asi se trasplante en edades tempranas
(6).Otra alternativa de tratamiento es la terapia génica en donde se busca remplazar el
gen defectuoso mediante el uso de vectores (virales y no virales).Aunque se han realizado
importantes estudios de transferencia génica con el uso de virus adenoasociados como

posible tratamiento para la MPS IVA (7), aun se requiere de trabajos adicionales.

La MPS tipo IV A actualmente no cuenta con un tratamiento especifico que muestre
beneficios significativos para los pacientes. Sin embargo, estudios como el de Dvorak et al
(8), presentan la capacidad de internalizacion de una enzima GALNS recombinante en los
lisosomas de un modelo animal, disminuyendo la acumulacion de QS en las células. En
otro hallazgo realizado por Tomatsu, et al (9),sobre expresaron la enzima GALNS en
células CHO y evaluaron la farmacocinética y su distribucion en los tejidos afectados al
aplicar una dosis de la enzima via intravenosa a ratones GALNS de tres meses de edad,
detectando la enzima en varios tejidos como hueso, medula 6sea, higado, bazo , rifién y
corazon. Estos estudios mostraron la posibilidad de producir una enzima recombinante

que pueda ser empleada en el desarrollo de una Terapia de Reemplazo Enzimético. El
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Instituto de Errores Innatos del Metabolismo (IEIM) ha trabajado durante los ultimos afios
en la produccién de enzimas lisosomales recombinantes, como la lduronato-2-sulfato
(IDS) en Pichia pastoris (10), y N-acetilgalactosamina-6-sulfato (GALNS) en Escherichia

coli (11), relacionadas con las mucopolisacaridosis tipo Il y tipo IV A respectivamente.

Teniendo en cuenta las ventajas que tiene P. pastoris, como la posibilidad de realizar
modificaciones postraduccionales, en el presente trabajo se realiz6 por primera vez, la
clonacién, transformacién, y producciéon a escalas de 10, 100 y 1700 mL de la enzima
recombinante humana GALNS con el fin de evaluar y caracterizar su produccién en este

sistema eucarionte.
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3. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS) es la encargada de
degradar los GAGs queratan sulfato (QS) y condroitin-6-sulfato (C6S). Cuando esta
enzima se encuentra ausente o deficiente en el organismo, estos GAGs se acumulan en
los lisosomas, generando la enfermedad de Morquio A 6 mucopolisacaridosis IV A (MPS
IV A). El sindrome de Morquio A presenta principalmente manifestaciones clinicas como
displasia esquelética y afectacibn en cornea y cartilago debido a la acumulacion
especialmente del QS (2). Los pacientes con una forma severa de la enfermedad no
sobreviven mas alla de la segunda o tercera década de vida, debido al gran compromiso
pulmonar y cervical; mientras que los pacientes con una forma leve de MPS IV A pueden

sobrevivir hasta la séptima década de la vida (2).

Actualmente los tratamientos para una enfermedad genética, como el sindrome de
Morquio A, no son especificos y son tratados desde la amplitud de la medicina. Una
opcion terapéutica es el trasplante de medula 6ésea, siempre y cuando el paciente
presente deterioro minimo cognitivo y no presente una disfuncion significativa de 6rganos
vitales. Aunque los pacientes con MPS IV A no presentan retraso mental, este tipo de
terapia no tiene beneficio para el sistema musculoesquelético. Otras opciones son el
trasplante de células madre hematopoyéticas, terapia génica, terapia con farmacos con
moléculas pequefias y reduccion de sustrato (12, 13), pero en la actualidad no hay
estudios que muestren resultados contundentes para ser empleadas como tratamiento de
la enfermedad. La terapia de reemplazo enzimatico (TRE), ha tenido un impacto
importante en pacientes con enfermedades de depdsito lisosomal. La TRE consiste en
proporcionar al paciente una enzima exdgena, cataliticamente activa, a través de
infusiones intravenosas regulares para lograr una disminucién importante del sustrato

acumulado.

15



A pesar que los ensayos preclinicos con la enzima recombinante producida en células de
mamifero han mostrado resultados prometedores para el tratamiento de la enfermedad,
los costos elevados de produccion, el riesgo de contaminacidén con patdgenos que afecten
la salud humana y los altos costos del tratamiento para los pacientes, son razones
importantes para evaluar sistemas de produccion diferentes para estas proteinas. En el
IEIM durante los Ultimos afios se ha trabajado en la produccion de enzimas
recombinantes en Escherichia coli y Pichia pastoris. Para el caso especifico de GALNS, a
pesar de fue posible producir una enzima activa en E. coli, la enzima no fue internalizada
por células en cultivo, posiblemente debido a la ausencia de glicosilaciones. Con el
objetivo de obtener una enzima recombinante GALNS glicosilada, el presente proyecto
busca evaluar por primera vez la produccion de este enzima en la levadura P. pastoris, lo

gue constituird un avance importante en la busqueda de una TRE para esta enfermedad.
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4. MARCO TEORICO- REFERENTES CONCEPTUALES

4.1. LOS ERRORES INNATOS DEL METABOLISMO

Los errores innatos del metabolismo son enfermedades raras que se definen como
trastornos bioquimicos en la estructura o funcién de proteinas, lo que contribuye a la
alteracion en el metabolismo de lipidos, carbohidratos, aminodcidos y bases nitrogenadas,

conduciendo a los fenotipos propios de cada patologia (14,15).

Dentro de los errores innatos del metabolismo se encuentran las enfermedades de
depdsito lisosomal, causadas por la mutacion en un gen que codifica para una enzima
intralisosomal. Estas enzimas son encargadas de hidrolizar proteinas, hidratos de carbono
complejos, &cidos nucleidos, lipidos, sulfatos y fosfatos. Los productos finales de la
hidrélisis son eliminados del cuerpo o son reutilizados por la célula. La acumulacién
progresiva de estos productos conduce a una alteracion y destruccién celular

generalizada causando disfuncién en érganos y tejidos (16).

4.2. MUCOPOLISACARIDOSIS (MPS)

Las Mucopolisacaridosis (MPS), son un grupo de errores innatos del metabolismo,
caracterizados bioquimicamente por la acumulacién de los glucosaminoglicanos (GAGS),
en tejidos y su consecuente aumento en la secrecion urinaria. Una deficiencia enzimatica
lisosomal, proveniente de la mutacion de un gen y genera incapacidad de los lisosomas
para degradar macromoléculas sulfatadas para liberarlas al citosol como producto de su
degradacion, acumulandose progresivamente. Las MPS se clasifican de acuerdo con el
sustrato acumulado y la enzima deficiente. Este grupo de desordenes presentan gran
heterogeneidad clinica; existiendo formas leves y severas de la enfermedad, que se
corresponden con la actividad enzimatica ausente, lo cual explica la dificultad en su
diagnéstico (17).

17



Los glucosaminoglicanos son cadenas de polisacaridos que estan unidos por enlaces
covalentes a una proteina central, denominandolos proteoglicanos, como los N-
sulfonilglucosamina, N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina. Estos GAGs estan
ligados al amino libre por el grupo sulfato, al hidroxilo de la hexosamina o en menor
proporcion estan unidos a otro azlcar, y varian de tamafio segun las repeticiones de
disacaridos que posean. Presentan carga anionica gracias al &cido urbnico y
especialmente a sus grupos sulfato (18). Hasta la fecha se han identificado once
deficiencias enzimaticas que conducen a una acumulacion de varias especies de GAGs,

incluyendo dermatansulfato (DS), heparansulfato (HS), condroitin-4- 6 -6- sulfato (C4S o

C6S), queratansulfato (QS) y acido hialurénico (19).

En la tabla 1, se presenta un resumen de los ensayos de diagndstico disponible,
caracteristicas clinicas, enzima defectuosa y los GAGs correspondientes para cada una

de las MPS.

Tabla 1. Clasificacion de las Mucopolisacaridosis.

Tipo Otros Ensayo Actividad Caracteristicas clinicas Salvedades en las
MPS* nombres cualitativo enzimatica: afectada relativas de la MPS* pruebas de
para el tipo laboratorio
de GAG
secretado
MPS | Hurler, DS, HS a-L-lduronidasa Nifios con discapacidad Los GAG en orina
Hurler- cognitiva, rara vez tienen suelen ser
Schele, evidentes problemas de elevados. Es
Scheie comportamiento. importante
identificar las
Progresiva opacidad interferencias de la
corneal. prueba.
MPS Il Hunter DS, HS Iduronato -2-sulfatasa Ligado a X, la historia Los GAG en orina
clinica puede ser suelen ser
importante y méas en elevados. Es
pacientes hombres. importante
No presenta opacidad identificar las
corneal. interferencias de la
Cambios comunes de prueba.
comportamiento/cognitivo
en pacientes severamente
afectados.
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Tabla 1. Clasificacion de las Mucopolisacaridosis.

MPS San Filipo, HS A: heparan N- Cambios de
Il tipo A-D sulfatatasa comportamiento/ cognitivo.
B: a-N- Manifestacion e
acetilglucosaminidasa implicacién en huesos,
C: N-acetil-CoA: a- articulaciones.
glucosaminidasa Opacidad corneal no es
aciltransferasa comun o usualmente leve.
D: N-acetilglusamina-
6-salfatasa
MPS Morquio, A:QS, CS A: N- Generalmente la cognicién | El nivel de GAG es
v TipoAyB B: QS acetilgalactosamina es preservada incluso en frecuentemente
6-sulfatasa pacientes gravemente normal, la actividad
también conocido afectados. de GALNS puede
como GALNS Caracteristica displasia ser labil cuando se
esquelética. ensaya por DBS;
B: B -galactosidasa Opacidad corneal adicionalmente los
desarrollada en algunos controles pueden
pacientes ser necesarios para
asegurar la
precision para
diagnosticar MPS
IVA
MPS Maroteaux- DS Avrilsulfatasa B (ASB) | Generalmente la cognicion La medicion
VI Lamy o N- es preservada incluso en cualitativa y
acetilgalactosamina pacientes gravemente cuantitativa en orina
4-sulfatasasa afectados. de DS, multiples
La opacidad leve o severa sulfatasas y
generalmente se multiples enzimas;
desarrolla, no puede es un los GAG en orina
signo primario. pueden estar en
rangos normales en
pacientes poco
afectados.
MPS Sly DS, HS, CS 3 -glucoronidasa Hidropesia fetal es comudn
VIl al nacer.
Opacidad corneal comdn
MPS Deficiencia Desconocido: Hialuronidasa No hay caracteristicas Elevacion de a.
IX de cuatro oculares. hialuronico en
hialuronidasa pacientes Masas periarticulares plasma.
descritos en observadas en algunos
literatura. pacientes.
Sintomas prominentes
comunes.

*Nota: las caracteristicas clinicas por si solas no se deben utilizar para descartar o excluir en un particular tipo de MPS. DS:
dermatén sulfato; HS: heparan sulfato, CS: condroitin-4-6- sulfato; QS: Queratan sulfato.

Adaptado de Thomas JA (19)
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Las MPS son enfermedades degenerativas y multisistémicas, debido a la acumulacion
progresiva de los GAGs. Generan sintomas diferentes en 6rganos y sistemas, entre ellos:
retraso mental, hiperactividad, hidrocefalia comunicante, compresion de médula espinal,
pérdida de audicién, opacidad corneal, rigidez articular, problemas respiratorios,
problemas cardiovasculares, sindrome del tdnel carpiano, diséstosis mudltiple, hernia
umbilical o inguinal, rasgos faciales toscos, entre otros; por ende, son enfermedades que

requieren un enfoque multidisciplinar para su tratamiento y manejo adecuado (20).

4.3. MUCOPILISACARIDOSIS IV A (ENFERMEDAD DE MORQUIO A)

La MPS Tipo IV A, o enfermedad de Morquio A, es una enfermedad de depdésito
lisosomal de herencia autosémica recesiva, resultante de la deficiencia de la enzima N-
acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS), la cual se encarga de la degradacion de
los GAGs QS y C6S (1, 2). Los pacientes con esta enfermedad presentan un amplio
espectro de fenotipos clinicos. En la forma clasica, el paciente presenta displasia 6sea
severa, perdida de la audicion, compromiso cardiaco, enanismo, opacidad corneal. En el
fenotipo clinico mas atenuado, los pacientes presentan un retraso en las manifestaciones

clinicas de la forma clasica (21).

El sindrome de Morquio A es un trastorno genético poco frecuente. Su incidencia global
es de 1 en 200.000 (23), siendo esta proporcion muy variable, y se encuentra en todos los
grupos étnicos. Para la poblacion colombiana se identificaron las mutaciones p.G301C,
p.S162F y p.F69V en pacientes del viejo Caldas, de las cuales la ultima no ha sido
reportada en otras poblaciones (23,24). Posteriormente, las mutaciones p.A75G vy
pR386C fueron identificadas en pacientes del departamento de Boyaca (Saboya y
Chiquinquird), de las cuales la primera no se ha identificado alun en otros pacientes

latinoamericanos (25).
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4.4. PERFIL CLINICO MPS IV A

Los diferentes fenotipos presentados en la MPS IV A se enfocan principalmente en el
compromiso esquelético, como se muestra en la Figura 1. Los pacientes afectados al
nacer presentan un fenotipo normal, sin embargo, al finalizar el primer afio de vida se
desarrolla giba toracolumbar, claramente visible al sentarse. Dentro de los dos y tres afios
de vida, mas del 70% de los pacientes afectados presentan retraso en el crecimiento,
tronco corto, alteraciones dentarias (dientes muy espaciados; formacién de caries
frecuentemente y esmalte dental delgado), pectus carinatum, cifosis, escoliosis, displacia
de cadera, rigidez articular, opacidad corneal, rasgos faciales toscos, y genu valgum. El
desarrollo psicomotor es normal y se puede ver alterado por la existencia de sordera
neuro sensorial o de conduccion. También se presenta desaliento y signos como las
extremidades inferiores piramidales. De los cinco a seis afios de vida, importantes
deformidades toracicas producen dificultades en la funcién pulmonar y cardiaca, los
cuales reducen la esperanza de vida. Los pacientes con MPS IVA generalmente son
distinguidos de los otros fenotipos de MPS ya que no se manifiesta con retraso mental y

no se observan otras deformidades 6seas. (1, 26, 20)

Figura 1.Pacientes de Tunez con MPS IV A severo. Tomado de Laradi S. (27)
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4.5. TRATAMIENTO

La MPS IV A no cuenta con un tratamiento especifico. Los pacientes necesitan de
ejercicios regulares y ferulizacion en la noche para limitar la progresiva pérdida del
movimiento. Se realizan repetidas evaluaciones fisicas y de resonancia magnética para
evaluar la inestabilidad atlantoaxial (28). Las pertinentes revisiones y cuidados dan lugar

para prevenir el desarrollo de la cifosis lumbar y corregir la deformidad genu valgum (29).

Entre los procedimientos quirdrgicos encontramos la tonsilectomia, adenoidectomia, la
cirugia de columna cervical y el tratamiento para corregir el genu valgum y la displacia de

cadera (30).

El trasplante de médula 6sea ha probado tener importantes beneficios en pacientes con
MPS 1, II, Il 'y VI, aunque con resultados variables (31). Adicional a la dificultad de
conseguir un donante compatible y al elevado riesgo de complicaciones, el trasplante de
medula 6sea en pacientes MPS IVA tiene un efecto limitado sobre las anormalidades

cardiacas, visuales y esqueléticas (13).

A pesar que se han realizado ensayos preclinicos de terapia génica, obteniendo
resultados prometedores, esta terapia alin se encuentra en etapas preliminares y estudios

adicionales se deben realizar antes de que se pueda evaluar en pacientes (7,32).

Finalmente, se encuentra la TRE, la cual ha mostrado resultados importantes en el
tratamiento de varias enfermedades de depdsito lisosomal como Gaucher (34), Fabry

(34), Pompe (35), MPS | (36), MPS 11 (37) y MPS VI (38, 39).

El principio de la TRE es proporcionarle regularmente al paciente la enzima deficiente la
cual debe presentar las mismas caracteristicas a la enzima humana. Esta enzima debe

cumplir con varios requisitos como ser activa, estable, no ser inmunogénica, se debe
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producir en cantidades suficientes, tener un alto grado de purificacion, presentacion

adecuada y direccionamiento de la enzima sobre la célula blanco (40).

Para el caso de la enfermedad de Morquio A, los ensayos preclinicos han mostrado la
posibilidad de utilizar esta alternativa terapéutica para el tratamiento de los pacientes con
esta enfermedad (8), y la evaluacién clinica de la TRE se encuentra en fase Ill (41).En
comparacion con la terapia de trasplante de células madre hematopoyéticas, la TRE
puede entregar mas cantidad de enzima, presenta un riesgo significativamente menor
dealterar la salud del paciente y es aplicable a un mayor nimero de individuos afectados

(12).

Por eso el objetivo de producir la enzima GALNS en un sistema de expresion eucarionte
como lo es P. pastoris, anteriormente realizado en E. coli (11, 42), en el Instituto de
Errores Innatos del Metabolismo se convierte en un objetivo para alcanzar en un futuro

cercano la TRE para la enfermedad de Morquio A.

Recientemente, el IEIM mostr6 la posibilidad de producir en E. coli una enzima GALNS
recombinante activa (42). A pesar que E. coli no realiza N-glicosilaciones, si tiene la
capacidad de realizar la modificacion de cisteina a formilglicina para la activacion de la
enzima (40). De esta forma, estos resultados sugirieron que: (i) las N-glicosilaciones
parecen no ser necesarias para la produccion de una proteina recombinante activa, y (ii)
la enzima FGE procariota es capaz de reconocer y activar una sulfatasa humana
mostrando el alto grado de conservacion de este mecanismo celular (11). La purificacién y
caracterizacion in-vitro de esta proteina permiti6 demostrar que las N-glicosilaciones no
son necesarias para la produccién de una proteina activa o para su estabilidad, pero si
para mediar la captura celular de la proteina (42). Aunque aun es necesario ampliar estos
estudios, estos resultados muestran el potencial de esta enzima recombinante en el

desarrollo de una nueva estrategia de TRE para MPS IV A.
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4.6. GEN GALNS

El gen GALNS humano se encuentra localizado en el brazo largo (q) del cromosoma 16
en la posicion24.3 y presenta 14 exones y 13 intrones, el cual codifica para una proteina
de 522 aminoacidos incluyendo un péptido sefial de 25 aminoacidos (44). Se han descrito
mas de 100 mutaciones diferentes, siendo estas coherentes con las variadas
manifestaciones clinicas que se observan en estos pacientes. Las mutaciones
encontradas son de tipo no sindnimas, siendo frecuentes p.R386C (Inglaterra, Japon,
Italia, México, Alemania, China); p.G301C (la mayoria encontradas en Colombia pero
también en Portugal, Marruecos y la poblacion britanica, francesa y brasilefia) y la p.1113F
(Inglaterra e Irlanda), asi como pequefias deleciones e inserciones, duplicaciones y

reordenamientos (21,44).

La enzima GALNS es un homodimero de 120 kDa con monémeros de 60 kDa que se
procesan a polipéptidos con un peso molecular de 40 y 15 kDa. Este Gltimo polipéptido es
una glicoproteina con dos sitios potenciales de glicosilacién. Los oligosacaridos de
GALNS contienen manosa-6-fosfato (M6P) que dirige a los residuos de la proteina al
lisosoma y el resto de M6P se une a un receptor en el aparato de golgi dirigiéndose a los
compartimentos pre-lisosomales. Las enzimas que escapan del sistema se secretan por la
célula a través de la ruta secretora constitutiva y son recapturadas por los receptores
celulares de superficie devolviéndolas al lisosoma por endocitosis. Este aspecto hace
posible suministrar la TRE a pacientes con MPS IV A (9). Dentro del lisosoma, GALNS
es un complejo funcional que comprende varias enzimas como la (3-galactosidasa (EC
3.2.1.23), oa-neuraminidasa (EC 3.2.1.18) y serincarboxipeptidasa catpesina A (EC

3.4.16.1) (21).
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4.7. ENZIMA N-ACETILGALACTOSAMINA-6-SULFATO SULFATASA (GALNS)

La enzima lisosomal humana N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (EC 3.1.6.4)
elimina los grupos sulfato a partir del N-terminal de la enzima de los GAGs QS y C6S. Los
defectos en GALNS conducen a la acumulacion de estos sustratos, desarrollando la

enfermedad MPS IV A o Morquio A (22).

La enzima GALNS se ha purificado a partir de células de higado humano como un
oligbmero de 39 y 19 kDA; de placenta humana, obteniendo un oligémero de 40 y 15 kDa,;
asi como de fibroblastos (21, 22). Se ha producido la enzima recombinante en células de

ovario de hamster chino (CHO), la cual esta siendo evaluada en ensayos clinicos (9)

En el trabajo realizado por Rivera-Colén, et al (22),reportaron la estructura tridimensional
de la proteina y ubicaron el sitio activo de GALNS en una profunda grieta cénica rodeada
de grupos positivos, siendo estos, aminoacidos como Asp39, Asp40, Arg83, Tyrl08,
Lys140, His142, His236, Asp288, Asn289, Lys310, y dihidroxialanina 79 que interactian
con el sustrato (Figura 2). Este sitio activo necesita de Ca** hexavalente el cual interactda
con el sustrato y por medio de reacciones electrostaticas lo dirige al sitio activo para que
finalmente se una a la enzima (Figura 3) (22).Cabe anotar que los GAGs, QS y C6S son

anionicos, lo cual permite las interacciones electrostaticas con el sitio activo (18).
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Active site _) 20

KS fragment

Figura 2. Modelo del sitio activo de GALNS. El potencial
electrostatico GALNS superficie (rojo) el color azul muestra las
grandes superficies de carga positiva adecuado para interactuar
con sustratos polianionicos. Los sitios activos se indican con
flechas. Un fragmento del GAG Queratan Sulfato (KS fragment) se
muestra en la figura indicando el sitio activo al que es afin.
Tomado de Rivera-Coldn, et al (22).

Figura 3. Estructura del monomero GALNS. Coloreado de azul y
rojo desde el N-terminal hasta el C-terminal. Ca+2 de color magenta.
La superficie molecular en verde (calculado en POVScriptl). Se indica
el sitio activo. Tomado de Rivera-Coldn, et al (22)
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4.8. EXPRESION DE PROTEINAS HETEROLOGAS EN P. pastoris

La efectividad de un sistema recombinante depende de factores genéticos como el uso de
codones de expresion, una transcripcion eficiente mediante el uso de promotores fuertes,
sefales de traduccion, péptido sefial de secrecion, entre otros. Asi mismo, depende de

factores fisiolégicos como la produccion de proteasas y la estrategia de fermentacion (45).

La levadura metilotrofica P. pastoris ha sido ampliamente usada para la produccién de
diversas proteinas heterélogas recombinantes, ya que no es patdégena, es facil de
manipular genéticamente ofreciendo altas densidades celulares bajo condiciones 6ptimas
de crecimiento, altos niveles de productividad, viabilidad genética, capacidad de realizar
complejas modificaciones postraduccionales como N-glicosilaciones, no siendo necesario

la remodelacion quimica de la enzima para su uso (45).

La levadura cuenta con dos promotores de la alcohol oxidasa, siendo esta la primera
enzima de la via de la asimilacion del metanol. El gen AOX1 es el responsable de mas del
85% de produccién de la enzima y el gen AOX2 con menos del 15%. Existen tres
fenotipos clasificados en la capacidad de metabolizar el metanol denominados como Mut”,
Mut® y Mut’. El primero es una cepa transformada que utiliza el promotor AOX1, el cual le
da la habilidad de degradar mas rapidamente el metanol; la segunda, Mut®, cepa
transformada que tiene suprimido el gen AOX1l trabajando con el gen AOX2
permitiéndole un consumo lento del sustrato y en el caso de que ambos genes AOX se
encuentren afectados se clasifica como Mut’, por lo tanto, la cepa con este fenotipo no

crece en este sustrato (45).

La asimilacion del metanol sucede por los componentes citosélicos que transportan al
peroxisoma y al lisosoma de la célula la degradacion realizada previamente por la enzima

alcohol oxidasa. Un ejemplo es la pexofagia del transporte selectivo a los peroxisomas,
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cuando la fuente de carbono se cambia por metanol y la via selectiva del citoplasma a la
vacuola por la aminopeptidasa | que es activada en estado vegetativo, en ambas vias se
requiere del gen PpAtgll. Estas vias metabdlicas se observan en diferentes estadios

celulares. (46)

En el caso del metabolismo dentro del peroxisoma, dada la activacion del gen AOX, el
metanol es convertido a formaldehido y peroxido de hidrogeno H,O,, siendo este ultimo
toxico y retenido para ser degradado por la catalasa, para producir moléculas de agua y
oxigeno. Un porcentaje del formaldehido es transformado para la produccion de biomasa

y el otro para la produccion de CO, y NADH+H generando energia (47).

Existen diferentes fuentes de carbono utilizados para el crecimiento de P. pastoris como el
metanol, glicerol, sorbitol, glucosa, manitol y trehalosa. Si se usa metanol como fuente de
carbono y sustrato inductor, este inhibe el crecimiento celular en concentraciones por
encima de 3.65 gdm™; siendo un compuesto téxico y volatil (48). Por lo tanto, es necesario
controlar la concentracibn de metanol en valores inferiores a 0.5% de metanol para

mutantes con fenotipo Mut".
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccion de la enzima humana recombinante N-acetilgalatosamina-6-sulfato

sulfatasa (GALNS) en Pichia pastoris.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los clones de P. pastorisGS115 transformados con los plasmidos pPIC9 o
pPIC9-GALNS.

2. Evaluar la produccion de la enzima GALNS con los clones obtenidos a escala de
10mL y 100mL de volumen efectivo de trabajo en medio definido por Invitrogen®.

3. Evaluar el efecto de la concentracion de metanol sobre los valores de actividad
enzimaticaa escala de 100 mL.

4. Estudiar la cinética del clon de mayor expresion de la enzima humana

recombinante GALNS a escala de biorreactor.
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6. METODOLOGIA

6.1. Pichia pastoris.

Para la expresion de la enzima humana N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa

(GALNS) se utilizé la cepa GS115 de la levadura Pichia pastoris (50).

6.2. Banco de células de P. pastoris.

Para la conservacion de las células obtenidas durante la realizacion del proyecto se
realizaron bancos de trabajo tomando una colonia aislada de cada cepa para inocular en
10 mL de medio YPD (Extracto de levadura 1% (p/v), Peptona 2% (p/v), Dextrosa (D-
Glucosa) 2% (p/v)).Se incub6 durante un periodo de 20 h a 28°C, en agitacién a 280 rpm.
Posteriormente se adicion6 este preinéculo a 490 mL de medio YPD incubandose a las
mismas condiciones ambientales por 48 h. Finalmente, estas células se centrifugaron a
3500 rpm por 15 minutos en una centrifuga refrigerada Eppendorf®, descartando el
sobrenadante. Las células obtenidas fueron resuspendidas en medio YPD con Glicerol
20% (v/v), realizando alicuotas de 1 mL y se almacend a - 80°C. Para cada uno de los
bancos de trabajo realizados se evalu6 su pureza por medio de la técnica de coloracién
de Gram, la viabilidad y estabilidad genética por medio de una siembra en medio solido

(50).

6.3. Vector de expresion pPIC9-GALNS.

El vector de expresién pPIC9-GALNS, previamente construido en el IEIM, se utilizé el
vector pPIC9 (Figura 4). Este vector posee las siguientes caracteristicas: 1) fragmento del
promotor AOX1que permite altos niveles de expresion tras induccion con metanol, 2)una
secuencia de ADN codificando para la sefial de secrecion de la proteina (a-Factor), 3) el

gen HIS4que le confiere la habilidad de sintetizar histidina por lo cual se utiliza como
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marcador de seleccidn, de esta forma las células transformadas con este pladsmido podran
crecer en un medio minimo sin histidina, 4) un sitio multiple de clonacién y 5) gen de
resistencia a ampicilina (50). El plasmido pPIC9-GALNS se obtuvo mediante insercién del
ADNc de GALNS humano en el sitio multiple de clonacion de plasmido pPIC9, previa

digestidn con la enzima de restriccion de EcoRI.

Figura 4. Vector pPIC9. Tomado de Invitrogen (50)

6.4. Transformacién de P. pastoris con los plasmidos pPIC9 6 pPIC9-GALNS.

6.4.1. Preparacion de los plasmidos para electroporacion.

Los plasmidos se obtuvieron mediante protocolo de Maxi-prep (Anexo A) reportado por
Poutou, 2005 (47). El plasmido obtenido fue digerido con la enzima de restriccion Pmel en
Buffer O (2 pL), ADN (20ug), agua desinonizada (para volumen final 20 yL) por 16 h a
37°C. Luego se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v), se extrajo la
banda de interés, se purifico con el estuche de Silica Bead DNA Gel Extration Kit de
Fermentas®. El ADN purificado se cuantificé por espectrofotometria utilizando NanoDrop

(ThermoScientific).
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6.4.2. Preparacion células competentes de P. pastoris.

A partir del banco de trabajo de P. pastoris GS115 se tom6 un vial el cual fue inoculado en
10 mL de medio YPD e incubado a 280 rpm a 28°C. Al cabo de 24 h de incubacion se
inoculé en 90 mL de medio YPD para obtener un volumen final de 100 mL, el cual se
incub6 a las mismas condiciones; se monitored la DOgo del medio de cultivo hasta
alcanzar un valor entre de 1,3-1,5. Luego de lograr la DOgq deseada, el cultivo se
centrifugd a 3500 rpm a 4°C por 15 minutos, se rescat6 el pellet y se resuspendio en
agua fria, volviendo a centrifugar. Posteriormente se homogenizé el pellet en 10 mL de
sorbitol 1M y se centrifugd. Finalmente, el pellet fue resuspendido en 1 mL de sorbitol 1M

obteniendo asi las células competentes. (50)
6.4.3. Transformacién de células de P. pastoris.

La transformacion de P. pastoris competentes se realizd por electroporacion (Anexo B)
Realizada con 20 pL de células competentes, en un electroporador BioRad®; a 1200
Voltios, 200 Q y 5-20 pg de ADN (pPIC9 6 pPIC9-GALNS). El producto final fue
sembrado en medio minimo con dextrosa (MD: 1,34% YNB, 4x10°° Biotina, 2% D-Glucosa)
para seleccionar las células transformadas o clones y medio minimo con histidina (MDH:
1,34% YNB, 4x10°° Biotina, 2% D-Glucosa, 0,004% L-histidina) como control de viabilidad

celular. Estas siembras fueron incubadas a 30°C hasta que se observaron colonias.

6.4.4. Determinacion de fenotipos de células obtenidas.

Las células transformadas fueron aisladas en medio minimo con metanol al 0,5% como
fuente de carbono, la morfologia y el tipo de crecimiento celular fue comparado con los
controles ofrecidos por Invitrogen™ para clasificar los clones obtenidos como His™ Mut” 6

His* Mut® (50).
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6.3.5. Extraccién de DNA gendmico de P. pastoris.

Para la extraccion de DNA gendmico de cada clon obtenido, el primer paso fue obtener
biomasa en200 mL de medio YPD que fue incubado a 28°C por 48 h a 280 rpm.
Transcurrido el crecimiento, el medio fue centrifugado a 4000 rpm, 4°C por 15 minutos. Se
tomé 300 mg de peso humedo de las células para luego ser criopreservadas con
nitrogeno liquido. La biomasa criopreservada se ubico en un mortero frio para ser
macerada hasta obtener un polvo al que se le adicioné 500uL de buffer de lisis (100nM
Tris-HCI, 100 nMNaCl, 10 nM EDTA), recuperando el macerado en un vial.
Posteriormente se le adicion6 a éste un volumen de fenol-cloroformo-isoamilalcohol
mezclado a temperatura ambiente por 10 minutos. La mezcla se centrifug6é a 4000 rpm a
4°C por 10-15 minutos; recuperando el sobrenadante. Posteriormente, se adicion6 un
volumen de isopropanol y 1/10 volimenes de Acetato de Sodio 3M a pH 4,8-5,0
mezclando y dejando en reposo 5 minutos. Pasado el tiempo, se continué con una
centrifugacion a las mismas condiciones nombradas anteriormente y se rescat6 el pellet;
que fue lavado en etanol al 70% para volver a ser centrifugado; descartando el
sobrenadante y dejando secar el pellet. Finalmente, el ADN fue resuspendido en buffer
Tris-EDTA y se adicionaron 5 pL de RNAsa. Al ADN gendmico extraido se cuantificé por

espectrofotometria utilizando NanoDrop (ThermoScientific).

6.3.6. Amplificacion del gen GALNS en ADN gendmico de clones obtenidos.

La reaccion de PCR se realiz6 de la siguiente manera: dNTPs 10mM (1pL), TOMF23 (5'-
ACAGGGCCATTGATGGCCTCAACCTCCT-3) (1pL), TOMF34R (5-
GCTTCGTGTGGTCTTCCAGATTGTGAGTTG-3) GALNS reverse primer (luL), Mg®
(1pL), Buffer de reaccion PCR 10X (5uL), Tagpolimerasa (0,5pL), DNA (1pL) y agua
desionizada para un volumen final de 50uL. La reaccion de PCR consté de 30 ciclos con
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los siguientes parametros: denaturacion a 94°C/1min., hibridacion a 60°C/ 30s y
elongacion a 72°C/ 30s. La amplificacion fue verificada mediante electroforesis en gel de

agarosa al 1% (p/v) para observar una banda con un peso aproximado de 250 pb.

6.5. Evaluacion de expresion de clones GALNS a diferentes escalas.

6.5.1. Cultivo de clones a un volumen de 10mL.

Para cada una de los clones obtenidos se realiz6 un banco de trabajo como se describi6
previamente en 6.2. Se descongelé un vial de cada clon el cual fue inoculado en 10 mL de
medio YPD (Extracto levadura 1%, Peptona 1% y Dextrosa 2%) para reactivar la cepa.
Pasadas 18 h de incubacion a 28°C y 280 rpm, se centrifug6 el medio a 4°C, 3500 rpm
por 15 minutos para inocular la biomasa obtenida en 10 mL de medio BMG (Glicerol 1%,
Biotina 4X10™ %, YNB 1,34%, Fosfato de potasio 100mM pH 6), incubando a 280 rpm y
28°C. Al cabo de 24 h el medio fue centrifugado con las mismas condiciones descritas, y
posteriormente fue resuspendido el pellet en 10 mL de caldo BMM (Metanol 0,5%, Biotina
4X10° %, YNB 1,34%, Fosfato de potasio 100mM pH 6), incubado bajo las condiciones
anteriormente mencionadas durante 96 h. Cada 24 h de la etapa de induccion se tomo
una muestra de 200 pL para los andlisis respectivos mencionados y se adicion6 metanol
a una concentracion final de 0.5% (v/v). Este experimento se realiz6 por triplicado para

cada uno de los clones evaluados.

6.5.2. Cultivo de clones a un volumen de 100mL.

Los mismos clones fueron cultivados en un volumen de 100 mL junto con un control
negativo correspondiente a una cepa transformada con el plasmido pPIC9. Para esto, se
descongel6 un vial de cada clon y se inoculé en 9 mL medio YPD con el objetivo de
reactivar la cepa en las mismas condiciones descritas anteriormente y sirviendo de pre-
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inoculo para un volumen final de 100 mL de medio BMG. Posteriormente se incubd a 28°C
a 280 rpm por 24 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, fue centrifugado el medio a
4°C, 3500 rpm por 15 minutos, resuspendiendo el pellet obtenido en medio BMM con un
volumen final de 100 mL comenzando la fase de induccion. Cada 24 h se tomaron
muestras de 200 pL para los respectivos analisis, y se adicion6 metanol a una
concentracion final de 0.5% (v/v) por un periodo de 120 h de cultivo. Esta metodologia se

hizo por triplicado.

6.5.3. Determinacion de Biomasa.

Para determinar la concentracion de biomasa en cada una de las muestras recogidas se
tomo una alicuota y se realiz6 una dilucién pertinente determinando la densidad Optica
(DO) a 610 nm en un espectrofotbmetro Shimadzu®. A partir de las absorbancias se
calculd la concentracion en gL (peso seco) mediante la curva de calibracion
(Ecuacion(l)). Los resultados se transformaron logaritmicamente para su representacion
grafica.A partir de estos datos se calcularon los parametros de velocidad especifica de
crecimiento p(x)(h™) y el tiempo de duplicacion td(h)

_ (0.619 * DO 610nm)
N 0.528

x Factordiluciéon ; R?:0.99

Ecuacioén 1. Concentracién de biomasa en peso seco. (Tomado de Cérdoba H. 2003)(51)

6.5.4. Determinacion de proteinas totales.

La determinacion de proteinas totales de cada muestra se realizdé por medio del método
de Micro-Lowry. De cada extracto crudo se analizaron10 pL de muestra los cuales fueron

mezclados con 100 puL de SDS al 1% y 100 yL de solucion de cobre en un tubo de
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borosilicato de 13x100mm. Luego de homogenizar la mezcla, esta se incub6 durante 10
minutos a temperatura ambiente. Pasada la incubacion, se le adicioné 400 pL de reactivo
de Follin (Sigma-Aldrich) con una dilucién1/17, se homogenizé e incubd a 55°C durante 5
minutos. La reaccion se detuvo a 4°C durante 5 minutos. La absorbancia de las muestras
se leyé a 610 nm en un espectrofotometro Shimadzu®. La concentracion de proteinas
totales en cada una de las muestras se determiné con ayuda de la curva patrén de

albumina realizada simultaneamente.

6.5.5. Determinacion de actividad especifica GALNS.

La cuantificacién de la actividad enzimatica GALNS se bas6 en el método descrito por
Van Diggelen et al (52), con modificaciones. Para la reaccion se mezclaron 10 pL del
extracto crudo con 20 pL de sustrato 4-metil-umberiferil-R-D-galactopiranosido-6-sulfato
22 mM en soluciébn amortiguadora NaCl 0,1M, acetato de sodio 0,1M pH 4,3. Como
blanco de reaccién se emplearon 10 uL de agua desionizada. La mezcla se homogeniz6 e
incubo durante 17 618 horas a 37°C. Trascurrida la incubacion se adicionaron 2 uL de una
solucién 10 mgmL™ de R-galactosidasa de Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich), se
homogenizé y se llevé nuevamente a incubar por 2 h a 37°C. Finalmente, se adicionaron

1300mL de solucion de parada (Glicina 24gL™, Na,CO, 21,2gL™, NaOH 7,5 gL™, pH 10).

La fluorescencia de la muestra se determin6 en un fluorémetro modelo Modulus™ (Turner
Biosystem) a Aex360 / Aem415. Las unidades de actividad enzimatica (U), se definen
como los nmol de 4MU liberados por cada hora de reaccion enzimatica.La actividad
especifica(Umg™ proteina total) se calculdé empleando la Ecuacion(2), y la actividad

volumétrica (UmL ™) mediante la Ecuacion (3).
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Actividad especifica = nm 4MU / mgproteina total/ (h)

Ecuacion 2. Actividad enzimatica especifica.

Actividad volumentrica = nmol 4MU/h/ 0.01ml

Ecuacion 3. Actividad enzimatica volumétrica.

6.6. Evaluacién de proteina intracelular.

Para evaluar la secrecién de la proteina recombinante, se escogieron dos clones, el clon
que sobresalia en expresar la enzima GALNS vy el clon deficiente en dicha expresion,

segun los resultados obtenidos al evaluar el extracto crudo.

Para esta determinacién se realiz6é un cultivo a escala de 100 mL de los dos clones
escogidos. Tomando una muestra de 1 mL cada 24 h. Finalizada el cultivo, se evalu6 el
crecimiento celular segin el numeral 6.5.3. Posteriormente se realiz6 el protocolo del
Anexo C. Se evalud por el método de Micro-Lowry las proteinas totales y la actividad

GALNS empleando el método descrito anteriormente.

6.7. Evaluacién de concentraciones de sustrato inductor.

De los resultados obtenidos a escala de 100 mL, se seleccioné el mejor clon de expresion
de la enzima humana recombinante GALNS en el cultivo de 100 mL, para ser evaluado a
diferentes concentraciones de metanol. Dado que los cultivos iniciales se mantuvieron a
una concentracion de 0,5% (v/v) de metanol, se evaluaron adicionalmente las
concentraciones de 1,5% y 2,5%(v/v). Estos cultivos fueron realizados segun lo descrito
anteriormente y la determinacion de proteina y actividad GALNS se realiz6 empleando la
metodologia descrita. Cada cultivo fue realizado por duplicado.
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6.8. Evaluacion de expresion de GALNS a escala de biorreactor.

El clon de mayor produccién de la enzima activa GALNS fue escalado en biorreactor
Bioengineering® KFL2000 de 3,7 L, a un volumen efectivo de trabajo de 1,7 L. Para esto
se descongeld un vial que fue inoculado en 50 mL de medio YPD, como prein6culo de la
fermentacion. Pasada la incubacién a 28°C a 280 rpm por 48 horas, este preinoculo fue
agregado a 150mL de medio MGIi (Glicerol 1%, YNB sin aminoacidos 1,34%).
Transcurridas24 horas de incubacion, se agregaron 200 mL del inoculo a 1450 mL de
medio salino (KH,PO, 25,74 gL™; (NH,), SO, 3 gL™; K,SO, 8,58 gL™*; CaSO, 2H,0
0,60gL™"; Glicerol 4%; MgSO,7H,0 7,02 gL™), para obtener un volumen final de trabajo
de 1650 mL. Adicionalmente se agregdé 1 mL de solucibn de trazas minerales
(CuS0,5H,0 2,0 g; Nal 0,08 g, MnSO,H,0 3,0 g; Na,M0oO,2H,0 0,2 g, HsBO; 0,02 g;
CaS042H,0 0,5 g; CoCl, 0,5 g, ZnCl, 7,0 g; FeSO,7H,O 22,0 g; Biotina 0,2 g; 1,0 mL
H,SO, concentrado), 1 mL de antiespumante de silicona 1,5 mL de Biotina 2X. Las
condiciones ambientales del cultivo fueron modificadas de acuerdo a las necesidades del
proceso para mantener las variables Optimas de crecimiento y expresion génica. Se
mantuvo un pH de 5,0 ajustandolo con hidroxido de amonio al 7% (v/v) y el Oxigeno
Disuelto cercano al10% en etapa de induccién. Se realizé un cultivo en lote hasta alcanzar
una concentracion de biomasa alrededor de 40 gL' y posteriormente se hizo un lote
alimentado con glicerol al 50% monitoredndolo hasta obtener una concentracion de 60
gL®. Transcurrido este tiempo, se dio inicio a la fase de induccién con metanol puro
mediante una bomba peristaltica de flujo variable, manteniendo la concentracion del
sustrato inductor a 0,5% (v/v) por un periodo de 120 h. La concentracion de metanol en el
biorreactor se monitore6 empleando una sonda de metanol alcosens de Frings. La
formacion de espuma fue controlada mediante la adicién de silicona antiespumante.
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Durante el proceso se tomaron alicuotas cada 12 h de 5 mL aproximadamente. Las
muestras recogidas durante induccién, fueron centrifugadas segun condiciones descritas
previamente y separado el sobrenadante el cual fue almacenado a 4°C hasta su uso. Esta

metodologia se realizé por duplicado.

Para observar la cinética del clon evaluado, a los dos cultivos realizados se les cuantifico
la biomasa en gL, se calculd la velocidad especifica de crecimiento p(x)(h™), el tiempo de
duplicacion td(h),rendimiento de proteina total vs biomasa (Ypy) y de GALNS vs biomasa
(Y sansix) Y productividad P(x). Ademés se cuantificd la proteina total y se determiné la

actividad especifica GALNS como se describié previamente.

6.9. Cuantificacion de GALNS recombinante por medio de ELISA Indirecta.

La proteina recombinante fue cuantificada empleando la técnica de ELISA indirecta
previamente desarrollada en el IEIM (17). Esta técnica utiliza un anticuerpo tipo IgG
epitope especifico previamente producidos y purificados en el IEIM a partir de huevos de
gallinas inmunizadas con una porcién de la secuencia de la proteina. Para la curva de
calibracion se empled una proteina recombinante GALNS, producida en células CHO,
obsequiada por la Dra. Adriana Montafio de la Universidad de Saint Louis (USA) (Anexo

D).

6.10. SDS-PAGE y Western Blot

Se realizo el seguimiento de la produccion de GALNS recombinante mediante el método
de electroforesis en gel SDS-PAGE. Se colocaron 20uL de muestra con buffer Laemlien
un gel al 10% que fue corrido a 120V y 60 mA en condiciones reductoras. Las proteinas
fueron tefiidas con una solucién colorante de Azul de Coomassie Brillante R-250 (Anexo
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E) y tincion de plata (Anexo F). Para realizar el Western Blot (Anexo G), se hizo
inicialmente una electroforesis SDS-PAGE y posteriormente se transfirid la proteina a una
membrana de nitrocelulosa sobre la cual se identifico la proteina recombinante mediante
un anticuerpo monoclonal anti-GALNS donado por la Dra. Adriana Montaiio de la

Universidad de Saint Louis (USA)
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7. RESULTADOS

7.1. Plasmido pPIC9-GALNS.

Para lograr la respectiva linealizacion del plasmido pPIC9-GALNS e integrar este en el
genoma de P. pastoris por medio del mecanismo de recombinacién homologa se utilizé la
enzima de restriccidbn Pme | cortando justo en el promotor 5’A0X1 (Figura 5A). Luego de
haber transformado y sembrado las células, fueron seleccionadas cinco transformantes
evaluando posteriormente la insercion del gen GALNS. En la Figura 5B se muestra una

electroforesis del ADN gendmico extraido de los cinco clones, observando cinco bandas

de 10000 pb aproximadamente.
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Figura 5. Pld&smido. A Representacion del pladsmido indicando el corte
de la enzima de restriccion Pme | para su linealizacion. B. Electroforesis
en gel de Agarosa del ADN gendémico extraido. Clon: 1,2,3,4,5. MP:
marcador de peso molecular.
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7.2. Amplificacién del gen GALNS.

Se realiz6 una amplificacion de un fragmento del gen GALNS, logrando observar una
banda de aproximadamente de 250 pb en todos los clones, siendo el indicativo que el gen

fue correctamente insertado en el genoma de la levadura (Figura 6).
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Figura 6. Gen GALNS. Electroforesis en gel de agarosa: Clon 1,
2, 3, 4y 5. Fragmento amplificado del gen GALNS, 6: Control
positivo, 7: Control negativo, 8: Marcador de peso molecular.

7.3. Cuantificacion de ADN

En la Tabla 2 se presentan los valores obtenidos al cuantificar el ADN genémico extraido,

determinando la relacién 260/280 nm y la relacién 260/230 nm y la concentracion obtenida

para cada clon.

Tabla 2: Concentracion y pureza del ADN extraido.

CLON1 CLON2 CLON3 CLON4 CLONS

260/280 1,99 2 1,97 1,86 1,97
260/230 2,11 2,11 1,89 1,44 1,77
[] ng/ul 1722,1  2742,1  3050,1 39714 1557
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7.4. Evaluacion de expresion de GALNS en P. pastoris a escala de 10 mL.
7.4.1. Crecimiento celular.

Los cinco clones obtenidos fueron evaluados a 10 mL de volumen efectivo de trabajo,
durante 96 h de fermentacion. Después de la reactivacion la cepa en medio YPD la
biomasa generada fue inoculada en medio BMG por 24 h para continuar con el
crecimiento y poder inducir con metanol a 0,5% (v/v). Los datos representados en la
Figura 7 son tomados desde el crecimiento en medio BMG. La cinética de crecimiento de
los cinco clones es similar, finalizando con una concentracion promedio de 9.3 gL™ de

biomasa.
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A Clon 4
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Figura 7. Crecimiento celular a 10 mL.
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7.4.2. Evaluacion de proteina total extracelular.

La evaluacion de proteinas extracelulares se realiz6 al extracto crudo tomado cada 24 h.
En la Figura 8 se observa que la produccion de proteinas aumenta con el paso del tiempo
y que todos los clones mostraron un perfil similar. A las 96 h, la concentracibn maxima

obtenida fue de 1,278 mgmL™ para el clon 2.

Proteina total mg/ mL

o 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

—@— Clon 1
—@— cClon 2
v Clon 3
A Clon 4
—#— cClon 5

Figura 8. Cuantificacién de proteinas totales extracelulares a escala 10 mL.
7.4.3. Actividad especifica GALNS 10 mL

En la Figura 9 se representan las actividades especificas evaluadas a los cinco clones,
evidenciando que el clon 1 no presenta actividad, mientras que los clones 2,3, y 4 la
actividad GALNS se detecta partir de las 24 h de induccién finalizando el cultivo con
0,0235; 0,0475 y 0,0337 Umg’1 de proteina total, respectivamente. Respecto al clon 5;

obtuvo su maximo de produccién a las 72 h con 0,0707 Umg™ proteina total. Debido a que
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se observo un valor creciente de actividad enzimatica en algunos de los clones, se decidié
realizar los cultivos a escala de 100 mL por un periodo 24 h més extenso que el realizado

a escala de 10 mL.

noml/ mg proteina total / h

(0] 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)
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—8— Clon

a > w NP

Figura 9. Actividad enziméatica GALNS a escala de 10 mL.
7.5. Evaluacién de expresion de GALNS en P. pastoris a escala de 100 mL.

7.5.1. Crecimiento celular

Se evaluaron los mismos cinco clones y una cepa correspondiente al control negativo,
siendo esta transformada con el plasmido pPIC9. En la FiguralO se observa un patron
crecimiento similar para todos los clones evaluados, destacandose el clon 3 que finalizé
con 16,6 gL™* de biomasa en comparacion con el control negativo siendo de 9,12 gL™.

Mientras que los clones 2,4 y 5 finalizaron con 12 gL™ aproximadamente. En la Tabla 3,
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se muestran los pardmetros cinéticos calculados en la etapa de induccién. El clon 3
presenta una p(x) de 0,004 (h™), un td(x) de 173,28 h, un rendimiento Ypyde 0.0108mgg™
y la productividad de la biomasa fue de P(x) 0,0173 gh™ en comparacion con los otros

clones con menor productividad de biomasa.
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Figura 10. Crecimiento celular a 100 mL.

Tabla 3. Pardmetros cinéticos en etapa de induccién a 100 mL.

YPt/x
Clon pex) (i) td(x) (h) (mg g™) P(x) gh™
1 0,003 231,04 0 0,0092
2 0,008 86,64 0 0,0125
3 0,004 173,28 0,0108 0,0173
4 0,005 138,62 0 0,0126
5 0,002 346,50 0,0025 0,0125
Control Neg. 0,003 231,04 0 0,0018

*Parametros en etapa de induccion. p(x)(h™): Velocidad especifica de crecimiento, td(h): tiempo
duplicacién, Ypy,: rendimiento proteina total/ biomasa, P(x): Productividad de biomasa (96 h).
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7.5.2. Evaluacion de proteina total extracelular.

Las proteinas totales extracelulares cuantificadas a los cinco clones y el control negativo
se observan en la Figura 11. El mayor valor lo present6 el clon 3 a las 96 h con 1,2mgmL™
de proteina total. Con un promedio final para el resto de clones de 0,18 mgmL™ de

proteina.

Proteina mg / mL
K
A
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——

Control negativo

Figura 11. Proteina total extracelular a 100 mL
7.5.3. Actividad especifica GALNS 100 mL

En la Figura 12 se observa que los clones 1y 2 no presentan actividad GALNS, mientras
que los clones 4y 5 a las 48 h de induccién muestran un valor alrededor de 0,02 Umg™
proteina total y finalmente el clon 3 se destaca alcanzando los 0,037 Umg™ de proteina

total. Siendo este clon el candidato para escalar a 1,7 L y poder evaluar su expresion a
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condiciones controladas de oxigeno disuelto, pH, temperatura y concentracion de

metanol. El control negativo efectivamente no present6 actividad GALNS.

,02

noml/ mg proteina total/ h
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T
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Figura 12. Actividad especifica GALNS a 100 mL
7.6. Evaluacion de proteinas totales intracelulares.

Para comprobar la secrecién de la enzima recombinante humana GALNS, se lisaron
células de los clones 2 y 3, siendo estos: un clon no productor de la enzima GALNS
(segun los resultados obtenidos) y un clon sobresaliente en su expresion. Las muestras

evaluadas provenian de un cultivo de 100 mL de volumen efectivo de trabajo.

Al observar las Figura 13 y 14 las cinéticas de crecimiento son semejantes entre si para el
crecimiento en glicerol, y en la etapa de induccién con metanol finalizaron los cultivos con
10,9 gL y 16,2 gL™ de biomasa para el clon 2 y clon 3 respectivamente siendo

comparable con la Figura 10. Al cuantificar las proteinas totales de los lisados celulares se
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obtuvo una concentracion final de 0,504 y 0,328 mgmL™ la cual no pertenece a la proteina

recombinante en expresion ya que no se detectd actividad enzimética durante las 120 h

de cultivo.
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7.7. Evaluacion de concentraciones de sustrato inductor.

Adicionalmente, se evalué el clon 3 en dos cultivos a escala de 100 mL a dos
concentraciones de metanol correspondientes a 1,5% y 2,5% y se compar6 con los datos
obtenidos a concentracion de 0,5% de metanol. En los resultados de estos experimentos
se observa el crecimiento particular la cepa, duplicando el crecimiento obtenido a la
concentracion normal 0,5% recomendada por invitrogen™. Sin embargo, no fue posible
realizar la determinacién de actividad enzimatica debido a baja concentracién de
proteinas observadas durante todo el cultivo. Por este motivo se seleccion6 la

concentracion de 0,5% de metanol para la realizacion de los cultivos a escala biorreactor.

7.8. Evaluacién a escala de biorreactor

Con el fin de investigar més la produccion de la enzima GALNS se realizaron dos cultivos
del clon 3 a escala de 1,7 L utilizando una estrategia de lote alimentado. Se inicia con una
etapa de cultivo tipo loteen un medio salino, con glicerol como Unica fuente de carbono,
hasta alcanzar una densidad celular de 40 gL™. Posteriormente se realiza una etapa de
lote alimentado con glicerol al 50% hasta obtener una concentracion celular de 60 gL™
aproximadamente, posteriormente se realiza la fase de induccién con una estrategia de
lote alimentado con metanol como fuente de carbono. Durante toda la fermentacion se
mantuvo constante el pH 5,0, una temperatura de 28°C, y en etapa de induccion niveles

cercanos a 10% OD y 0,5% (v/v) de metanol.

Para el primer cultivo se alcanzé una concentracion de biomasa de 175 gL y el segundo

de 121 gL™, donde se calcularon parametros cinéticos en etapa de crecimiento y etapa de

50



induccién (Tabla 4 y 5). En la Figura 15 se observa que para el primer cultivo, la maxima
produccion de la enzima GALNS ocurri6 a las 95 h con 0,061 Umg™ de proteina total y
0,076 Umg™* GALNS, esta Gltima calculada de acuerdo a los valores de GALNS
observados mediante ELISA, sugiriendo que la mayoria de la proteina extracelular
corresponde a la proteina GALNS recombinante. Una concentracion final de 2,65 mgmL™
de proteina total, manteniendo el OD a valores cercanos del 10% desde las 17 h de
fermentacion. En comparacion el segundo cultivo presentd la maxima produccién de la
enzima GALNS a las 86 h siendo de 0,165 Umg™ de proteina total y 0,106 Umg“GALNS,
con una concentracion final de proteinas totales de 2,2 mgmL™ y el % OD se mantuvo a

valores cercanos del 10% después de las 25 h de fermentacion. Figura 16.

Tabla 4. Parametros cinéticos en etapa de crecimiento a escalade 1,7L

Ypux YGaLNs/x
H(x) (h-1)  td(x) (h) (mg g™ (Umg™ GALNS g™)  P(x) gh™
Primer cultivo 0,253 2,740 - - 5,35
Segundo cultivo 0,441 1,572 - - 5,26

* 1(x): Velocidad especifica de crecimiento, td: tiempo duplicacién, Yeyy: rendimiento proteina total/

biomasa, Ycains/x: rendimiento proteina GALNS/ biomasa, P(x): Productividad de biomasa

51



Tabla 5. Pardmetros cinéticos en etapa de induccién a escalade 1,7L

YPt/x YGALNS/x
H(x) (h-1)  td(x) (h) (mgg™) (Umg™ GALNS g™)  P(x) gh™
Cultivo UNO 0,004  173,2868 0,06 0,0047  Hora 95 2,75
Cultvo DOS 0,008 86,6434 0,05 0,090  Hora 86 1,90

* u(x): Velocidad especifica de crecimiento, td: tiempo duplicacién, Yeyy: rendimiento proteina total/

biomasa, Yeainsix: rendimiento proteina GALNS/ biomasa, P(x): Productividad de biomasa
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Figura 15. Expresion de GALNS a escalade 1,7 L (Primer cultivo)
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Figura 16. Expresion de GALNS a escalade 1,7 L (Segundo cultivo)

La Figura 17 representa la correccién logaritmica de la concentracion de biomasa
obtenida en los dos cultivos a escala de biorreactor. Evidenciando una similitud en el
crecimiento y comprobando que el cultivo uno generé méas biomasa. Se observan las dos
etapas respectivas al crecimiento celular con el glicerol y la etapa de inducciéon con

metanol a partir de las 21y 19 h.
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Figura 17. Linealizaciéon de la biomasa generada.

En la Figura 18, se presentan las actividades volumétricas en los diferentes cultivos
realizados a escala de 10, 100 y 1700 mL evidenciando que la maxima produccién de

GALNS se encuentra alrededor de las 96 horas de cultivo.

La actividad volumétrica expresada en nmol h*mL™" (U mL™) obtenida para este clona las
diferentes escalas fue de 0,051 (10 mL), 0,039 (100 mL) y 0,113 UmL™(1,5 L). Para el

cultivo dos a 1,7 L la maxima actividad volumétrica fue de 0.226 UmLa las 86 h.
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Figura 18. Actividades volumétricas de cultivos a 10, 100y 1700 mL del clon 3.

7.9. SDS-PAGE Y Western blot

La expresion de GALNS fue seguida por SDS-PAGE en los dos cultivos a escala de
biorreactor. Se observan varias bandas (Figura 19), con pesos moleculares aproximados
de 50 y 31 KDa comprobandose la presencia de la proteina y el aumento en la
concentracion de esta a través del tiempo. Respecto al andlisis del Western blot Figura
20, las muestras analizadas fueron a las 95 h del primer cultivoy 69 y 86 h del segundo
cultivo, se observan dos bandas, una de 50 kDa y la otra de 100 kDa que sugiere la

presencia del dimero.
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Figura 19. Analisis SDS-PAGE de la enzima recombinante GALNS expresada con metanol al
0.5%, de sobrenadantes del primer cultivo a 1,7 L. (A.1): MP: Marcador de peso molecular; B1:
Blanco; 7: muestra antes de induccién, 8. Muestra Induccién a las 21 h; 9: 35 h; 10: 47 h; 11: 59 h;
12: 71 h; 13: 83 h; 14: 95 h de cultivo. (A.2): MP: Marcador de peso molecular; muestra 15: 107 h;
16: 119 h; 17: 131 h; 18: 143 h. Segundo cultivo. B2: Blanco; 5: Muestra antes de induccion; 6:
Induccion a las 19 h; 7:33 h; 8: 45 h de cultivo. (A.3): Siguientes muestras segundo cultivo. MP:
Marcador de peso molecular; 9: 57 h; 10: 65 h; 11: 69 h; 12: 81 h; 13: 86 h; 14: 93 h; 15: 105 h; 16:

117 h; 17: 129 h de cultivo. (B.1), (B.2), (B.3): Tincion de plata correspondiente a los geles SDS-
PAGE A.1,A2yA3.
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Figura 20.Analisis Western blot. Mostrando 1: Blanco, 2: 95 h del
primer cultivo a 1.7L, 3: 69 h y 4: 86 h del segundo cultivo a 1.7L

7.10. Confirmacion de fenotipos mediante amplificacién de genes AOX

La Figura 21 se observa un banda a la altura de 2,0 kb en el plasmido pPIC9-GALNS,
respecto a los cinco clones evaluados se presenta una banda que puede corresponder a
los fragmentos correspondientes la secuencia del promotor AOX1 mas el gen GALNS (2.0
kb), mas otra banda de 2.2 kb correspondiente al gen AOX1 encontrado en el genoma de
P. pastoris. Estos resultados sugieren que los cinco clones evaluados presentan un

fenotipo Mut', lo que difiere con los resultados obtenidos al comparar las velocidades de

crecimiento.
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Figura 21. Anédlisis de fenotipo. Mostrando: N: control negativo, P: contro
positivo (pPIC9-GALNS), 0: Marcador de peso molecular, Clon 1, 2, 3, 4, 5.
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8. ANALISIS DE RESULTADOS

La mucopolisacaridosis IV A o enfermedad de Morquio A, es una enfermedad que en la
actualidad no se ha entendido su naturalidad completamente, causada por la deficiencia
de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS) la cual por medio de
manipulacion genética se ha querido expresar en diferentes organismos para evaluarla y
llegar al tratamiento, ya que los pacientes que padecen esta enfermedad tienen una edad
media de 14,9 afos para los hombres y 19,1 afios para mujeres segun la severidad del
fenotipo (4). Con el fin de buscar una alternativa para la expresion de esta enzima

recombinante se realizo este trabajo en el sistema de expresion Pichia pastoris.

La enzima recombinante GALNS fue producida por medio de un plasmido construido
previamente en el IEIM denominado pPIC9-GALNS. En la Figura 6 se observa la insercion
del gen GALNS en el genoma de la levadura para los cinco clones obtenidos. Por su
capacidad de secretar la proteina recombinante, sus altos rendimientos y la posibilidad de
realizar modificaciones postraduccionales, Pichia pastoris se convierte en un organismo
interesante para la produccién de proteinas heterélogas. Sin embargo, algunos estudios
han demostrado que una de las desventajas es la degradacion del producto recombinante
(47). En 2006, Poutou observdé una alta actividad proteolitica hacia el final de la
produccion de IDS recombinante en este sistema (48). Sin embargo, este fenébmeno
depende del cultivo realizado y del producto. Los resultados a 10 mL (Figura 8) y 1,7L
(Figura 16 y 17) muestran que la actividad proteolitica pudo no afectar la produccion de
proteinas, estando esta ligada al crecimiento celular observado por el incremento de la
concentracion de GALNS a través del tiempo, corroborando la afectacion minima a la

proteina recombinante.

En la Figura 7 perteneciente a los cultivos realizados a escala de 10 mL, se observa un

crecimiento similar para los cinco clones, obteniéndose concentraciones de biomasa
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alrededor de 9,3 gL™, mostrando que a las cepas se les facilito crecer con el primer
sustrato ya que contienen la maquinaria enzimatica suficiente para su facil degradacion y
generar energia (48). Al adicionar el metanol para comenzar la fase de induccion, a las 24
h, se observa un incremento de biomasa para los clones 1, 2, y 5 que puede deberse a
que en el medio de cultivo existia alun fuente de carbono de facil asimilacion aun no
degradada; por lo que el metanol no tuvo un papel muy importante para generar biomasa,
pero si para la produccion de proteinas totales que aument6 desde este momento (Figura
8). Después de las 48 h se observa un rapido descenso en la velocidad del crecimiento
celular recuperandose al finalizar el cultivo, creciendo a expensas del metanol. Para este
instante se empezé la produccion de GALNS, destacandose el clon 3 con 0,047 y el clon

4 con 0,033 Umg™ proteina total.

Teniendo esos resultados a 10 mL se escalaron los mismo cinco clones a 100 mL junto a
un control negativo. En la Figura 10, correspondiente al crecimiento celular a 100 mL, se
evidencia que todos los clones, a excepcién del clon 1, sobrepasan el crecimiento basal
presentado por el control negativo. Destacandose el clon 3 con una P(x) de 0,0173 gh™y
un Yey, de 0.0.108 mg g™ en comparacion con el control positivo que presenté un P(x)
igual a 0,0018 g h' y Ypy de 0 mg g-1 en etapa de induccién (ver Tabla 3). En
comparacion con los resultados de Diaz S. (54), las cepas Mut® y Mut® presentan
velocidades de crecimiento de 0,0143 y 0,0074 respectivamente. En términos de
actividad especifica GALNS (Figura 12), los clones 3, 4 y 5 presentaron produccion de la
proteina recombinante después de las 72 h de cultivo, evidenciando la mayor produccion
de GALNS en el clon 3, obteniendo un valor de 0,037 Umg™ proteina. Siendo este clon el
elegido para escalar a 1,5 L en condiciones ambientales controladas. A esta escala el
valor reportado por Rodriguez et al (11) para la enzima GALNS producida en Escherichia

coli fue de 0,067 y 0,078 Umg™ de proteina total a las 2 y 4 h de induccién,
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respectivamente en la fraccion intracelular soluble. Por otro lado, lo reportado por
Mosquera, et al. (42) en E. coli alcanza una actividad GALNS de 0,05 y 0,01 Umg™ de
proteina intracelular mientras que la actividad extracelular estuvo en un rango de 2,95

+0,488 a 6,18 +1,16 Umg™, observandose la mayor actividad a las 4 horas de induccion.

Para confirmar que la proteina fue secretada y que no haya sido producida
intracelularmente, se realizé lisis celular a los clones 2 y 3 en un cultivo de 100 mL. Ya
que el clon 2 no presento niveles de expresion y el clon 3 se destac6 en ello. En las
Figuras 13 y 14, se puede observar que la proteina intracelular cuantificada
correspondiente a 0,504 y 0,0328 mgmL™ para el clon 2 y 3 respectivamente a las 120 h
no corresponde a la proteina recombinante GALNS por los resultados arrojados en la
prueba de actividad especifica siendo de 0 Umg-1. Estos resultados sugieren que la

proteina estaba siendo secretada.

Por otro lado, se evalué el clon 3 a dos concentraciones adicionales de metanol 1,5% y
2,5%. Los resultados sugieren que la levadura utiliz6 todo el sustrato inductor para la
generacién de energia y biomasa, lo que se vio reflejado por la baja produccion de
proteinas totales, manteniéndose durante la mayor parte del tiempo (96 h), en valores de
0,078 y 0,086 mgmL™ a 1,5% y 2,5% de metanol, respectivamente. Lo que indica que
estas concentraciones de metanol no son toxicas para la levadura pero la expresion de la
enzima recombinante GALNS no se produjo. En comparacién con lo reportado por Chen,
et al (55) donde evaluaron la produccion de S-adenosilmetionina (SAM), que es un
compuesto fisiolégico importante para una Optima funcion hepatica, en una cepa
recombinante de P. pastoris que portaba el gen Mat obtenido de Streptomyces spectabilis
y el gen vgb, gen de la hemoglobina obtenido de Vitreoscila, ambos expresados por
medio de los promotores AOX. En este estudio, se evidencio que a una concentracion de

0.8% de metanol la produccion del compuesto fue menor comparada con la obtenida a
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2,4% de metanol, observandose que la expresion del gen vgb aumentd, generando mas
biomasa, activando la produccién de la enzima Mat y por ende se obtuvo mayor

concentracion de SAM.

La limitacion de oxigeno afecta metabolicamente a la levadura, causando privacion de la
energia, por eso las células se adaptan reorganizando su metabolismo para poder crecer
en limitaciones de ATP y generar otros metabolitos en la respiraciébn fermentativa
presentando un impacto en la sintesis y/o secrecion de proteinas (56). Ademas de afectar
el crecimiento y la produccion de proteinas, el oxigeno interviene en las reacciones de
oxido-reduccion afectando los plegamientos de proteinas dentro de la célula que en el
caso del estrés oxidativo de P. pastoris en un cultivo con metanol con la adicion de
antioxidantes, como lo es el 4cido ascoérbico, se puede solucionar el problema, pero no
solo se da por las condiciones del cultivo, el solo hecho de la beta-oxidacion de los lipidos
y la acumulacion de proteina mal plegada en el reticulo endoplasmatico genera dicho

estrés(57).

Se ha demostrado que en cultivos de lote alimentado las condiciones de hipoxia han
aumentado la productividad de proteinas recombinantes en P. pastoris presentando una
beneficio para la produccion de estas, pero esto no sucede en todos los sistemas
eucariontes. Tal es el caso de Saccharomyces cerevisiae ya que se puede comportar de
manera diferente respecto al procesamiento, la secrecion y modificaciones

postraduccionales (56).

Durante la induccidn, el crecimiento en metanol es un proceso aerobio (55), y la limitacion
del oxigeno se vio influenciado por la capacidad de la levadura de crecer rapidamente (en
la etapa de crecimiento) con el glicerol 50% generando una alta concentracion de

biomasa y provocando condiciones “anaerobias”, lo que conllevé a la produccién y no al
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crecimiento celular, segun lo observado en los dos cultivos a 1,7 L. Esto indica que la ruta

metabdlica escogida por la levadura se da por la influencia del sustrato.

Para la etapa de crecimiento realizada en los cultivos a escala de biorreactor se observo
una rapida tasa de crecimiento celular a expensas del glicerol, para el primer y segundo
cultivo: velocidades especificas de crecimiento de 0,253 y 0.441 h™, y un tiempo de
duplicacién de 2,740 y 1,572 h, y una productividad de biomasa de 5.35 y 5.26 gh™,
respectivamente (Tabla 4). EI microorganismo creci6 mas rapidamente en el segundo
cultivo en esta fase, aclarando que las condiciones ambientales fueron las mismas para
ambos. Al llegar a una biomasa aproximadamente de 60 gL™ se prosigui6é a inducir cada
cultivo con metanol al 0,5%, cambiando el ritmo metabdlico de la levadura. En esta etapa
para el cultivo uno, se calculé una p(x) de 0,004 h™.En la Figura 15 se evidencia que la
maxima concentracion de biomasa fue a las 119 h con 189 gL™ aproximadamente, por
otro lado la produccion de proteinas totales estuvo ligada al crecimiento celular ya que la
concentracion aumenté a través del tiempo; obteniendo a las 131 h la maxima produccion
3,22 mgmL™. Al evaluar la actividad especifica GALNS y obtener los resultados de ELISA
indirecta se correlaciona que la maxima produccién de enzima recombinante se dio a las
95 h de fermentacién con valores de 0,061 Umg™ proteina total y 0,076 Umg™ GALNS.
Cabe resaltar que las condiciones de oxigeno disuelto eran las deseadas manteniéndose
en valores cercanos al 10% favoreciendo la expresion génica de GALNS. En la Tabla 5,
se establecen algunos parametros cinéticos en etapa de induccién, donde el rendimiento
proteina total vs biomasa fue de 0,06 mgg™ y el rendimiento de la produccion de GALNS
respecto a 1 g de biomasa fue de 0,0047 mg™ GALNS g™ para las 95 h. La productividad

de biomasa en esta etapa fue 2,75 gh™.

Para el segundo cultivo (Figura 16) en etapa de induccion se observé un comportamiento

similar de la biomasa y las proteinas totales generadas, alcanzando a las 117 h una
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concentracion de 147 g L™ de biomasa y 129 h 2,3 mgmL™ de proteina total. En este
cultivo se observa que la maxima produccion de GALNS se dio a las 86 h de cultivo,
obteniendo 0,165 Umg™ de proteina total y 0,106 Umg™ GALNS. Aclarando que los dos
cultivos se mantuvieron a las mismas condiciones ambientales, en este segundo cultivo
se gener6 mas proteina recombinante. El rendimiento de GALNS respecto a 1 g de
biomasa generada fue de 0,09 Umg™ GALNS g siendo a las 86 h. y la productividad de
la biomasa fue de 1,9 gh™ corroborando que este cultivo generé 0,8 veces menos

biomasa.

Un hallazgo realizado por Yamashita et al (46), en P. pastoris fue que en el momento de
induccién o al realizar un cambio de sustrato por metanol, esta se somete a una fase de
retardo mientras se adapta metabolicamente. Observaron que los aminoacidos no eran
suficientes en el medio de cultivo ni en la reserva celular ya que debido a la fosforilacion
oxidativa y la activacidbn de estos genes implica esta poca reserva de aminoacidos,
encontrando que son necesarios para la sintesis éptima de los genes AOX y la rapida
superacion de la fase de latencia. Esto se observé en los dos cultivos realizados en
biorreactor para el clon 3 (ver Tablas 4 y 5) donde en tapa de induccién disminuyo 63
veces la velocidad de crecimiento celular. Las cepas de P. pastoris se puede identificar
por sus tasas de crecimiento especificas en metanol, dado que las cepas Mut®, Mut® y
Mut tienen una p(x) general de 0,14 h™, 0,04 h "y 0 h "* respectivamente (48), lo cual

no se cumple para el clon 3.

Habiendo encontrado que la maxima produccion de la enzima GALNS del clon evaluado
se da en un rango de 80 y 100 h de cultivo, se observd una drastica disminucion de la
proteina recombinante (0,0025 y 0,0031 Umg™ de GALNS), al finalizar el cultivo (140 h

apox.).
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Se obtuvo un aumento de dos veces en la actividad de la enzima GALNS activa a escala
de biorreactor en comparacion con los cultivos realizados en Erlenmeyer debido a que se
obtuvo una alta densidad celular y las condiciones de pH, %0OD, temperatura y agitacion
estuvieron controladas, a diferencia de los cultivos en menor escala. Cabe resaltar que la

actividad de GALNS total en biorreactor fue de 0.106 Umg™ GALNS.

En el trabajo realizado por Mosquera, et al. (42) se realizd una caracterizacion de la
enzima GALNS estableciendo que el pH 6ptimo para la proteina es de 5,5, por lo cual se
mantuvo los cultivos en biorreactor cerca a este pH, y respecto a la temperatura, la
enzima GALNS fue estable a 37°C por 12 h evaluadas sin una pérdida significativa de la
actividad, tampoco el ensayo realizado a 4°C durante 192 h. A 45°C la actividad fue
constante las primeras 6 h pero al transcurso de la incubacién hasta las 120 h se vio una
disminucion relevante de la actividad enzimatica. Finalmente evaluaron la estabilidad de la
actividad GALNS en suero humano siendo estable por 6 h de incubacién lo cual es
importante estableciendo un tiempo de vida medio considerando una evaluacion

farmacocinética.

El andlisis realizado mediante SDS- PAGE (Figura 19 —Al, A2) permite observar que la
expresion de la proteina GALNS fue aumentando a través del tiempo debido a la mayor
intensidad del bandeo a partir de las 35 h de cultivo y hasta su finalizacion,
corroborandose con la permanente produccion de proteinas totales cuantificadas y la
actividad especifica presentada. Para el segundo cultivo en la misma Figura A2, A3 se
observa también el bandeo a partir de las 57 h de cultivo siendo coherente con la
produccion de proteina y la cuantificacion de enzima especifica. En la Figura 20 del
Western blot se observa un bandeo de 50 kDa aproximadamente y otra de 100 kDa que

sugiere la presencia del dimero GALNS.
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Segun estos resultados se puede inferir que la proteina fue expresada en los dos cultivos
a escala de 1700 mL sugiriendo que posiblemente la conformacién de esta en su mayoria
se encuentre en forma inactiva, debido a los valores obtenidos en las actividades

especificas y los altos valores calculados de U mg™* de GALNS.

Finalmente se confirmaron los fenotipos de los cinco clones (Figura 21), mediante una
amplificacién de los genes AOX1 presentes tanto en el genoma de P. pastoris, como en
el vector. A pesar que inicialmente los clones fueron clasificados como Mut® al comparar
su velocidad de crecimiento contra la reportada previamente para una cepa control con
este fenotipo (54), el andlisis molecular revelé un resultado diferente. En todos los clones
se observé una banda con un tamafio mayor al observado en el control con pPIC9-
GALNS, la cual puede ser el resultado de la sumatoria de la banda de 2,0 kb, que
corresponde a la secuencia presente en el vector pPIC9-GALNS entre promotor AOX1 y
el final de del gen GALNS (492 + 1500 pb), y a la de 2,2 Kb correspondiente al gen de
AOX1 presente en el genoma de la levadura. Estos resultados sugieren que los clones
corresponden a un fenotipo Mut®, lo cual puede explicar el alto consumo de metanol en
los cultivos a escala de biorreactor. Sin embargo, es necesario realizar analisis

adicionales con el objetivo de comprobar estos resultados.

En conclusion, este estudio es el primero donde se presentan resultados de expresion y
produccion de la enzima N-acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa en P. pastoris con
valores de 0,106 Umg™ de GALNS y 0,165 Umg™ de proteina total. Trabajos posteriores,
deben estar orientados a la optimizacion del medio de cultivo y condiciones ambientales,
asi como, a la purificacion y caracterizacion de la enzima. Ademas, se deben realizar
ensayos in vitro ya sea en células o modelos animales que presenten la deficiencia y

permitan evaluar su actividad.
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Con el presente estudio poco a poco se va aclarando el camino para emplear un
tratamiento de reemplazo enzimatico para esta enfermedad, y tener asi diferentes

enfoques terapéuticos dirigidos a aumentar la calidad de vida de pacientes Morquio A.
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7. CONCLUSIONES

Se obtuvieron 5 clones transformados de Pichia pastoris de la cepa GS115 con el
plasmido pPIC9-GALNS para la expresibn de la enzima recombinante N-
acetilgalactosamina-6-sulfato sulfatasa (GALNS), permitiendo evaluar la cinética
del microorganismo y la produccién de la enzima, obteniendo 0,106 U mg™ GALNS
y un rendimiento de 0,09 U mg™ GALNS ga escala de 1,7L.

La produccion de la enzima recombinante GALNS a una concentracion de 1,5% y
2,5 % de sustrato inductor no se evidencio, permitiendo obtener un aumento de
biomasa 2,2 veces mas que en condiciones de 0,5%, lo cual demuestra que la
concentracion utilizada en estos ensayos es favorable para la expresion GALNS.
Esta es la primera investigacion donde se produce la enzima recombinante
GALNS en P. pastoris teniendo buenos niveles de expresién comparado con otros
sistemas. Teniendo la posibilidad de obtener una cantidad de enzima necesaria y
poder crear estrategias para evaluar terapia de reemplazo enziméatico para la MPS

IV A.
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RECOMENDACIONES

Evaluar la coexpresion con SUMF1, con el objetivo de incrementar los valores de
actividad enzimatica.

Evaluar otros promotores para regular la expresion de GALNS, tales como
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAP), formaldehido
deshidrogenasa (PFLD1).

Realizar un muestreo de intervalos de tiempo mas corto para observar mejor la
cinética del microorganismo en la etapa de induccion.

Crear una estrategia de cultivo para la caracterizacion de los fenotipos Mut® y Mut’
Optimizar fuentes de carbono, fuentes de nitrdgeno y condiciones ambientales que
permitan obtener una mayores produccion de la enzima recombinante GALNS.
Evaluar el efecto del antiespumante a base de silicona en la proteina
recombinante GALNS

Realizar la purificacién de la enzima y caracterizar su captura celular empleando

cultivos celulares.
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ANEXOS

Los siguientes anexos describen los protocolos de las diferentes técnicas empleadas para

la realizacién de este trabajo de grado.

10.

11.

A: MAXI-PREP

Centrifugar las células cultivadas Overnight en 100 mL de medio a 3500rpm
durante 15-20 minutos a 4°C

Resuspender el pellet con 20 mL de solucién STE ( 0,1M NaCl; 10 mM Tris HCI pH
8,0; ImM EDTA pH 8,0)

Centrifugar como en 1

Resuspender el pellet en 3,6mL de solucién | (50mM glucosa, 25mM Tris HCIpH
8,0; 10mM EDTA pH 8,0) Puede adicionarse 10mg/mL de lisozima en buffer tris
HCI 10mM) 400 pL e incubar a 37°C por 30 minutos.

Adicionar 8 mL de solucién Il (fresca) (0,2N NaOH; 1% SDS) mezclar por inversién
a temperatura ambiente durante 5-10 minutos

Adicionar 4 mL de solucién 1l (acetato potasico 5M, Acido acético glacial 11,5 mL
para 100 mL y agua destilada)

Mezclar por inversion e incubar en hielo por 10 minutos

Centrifugar como en 1

Filtrar sobrenadante a través de gasa estéril o papel filtro

Precipitar el ADN con 0,6 volumenes de Isopropanol y mezclar por inversion e
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos

Centrifugar a 4000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente, descartar el
sobrenadante y lavar con etanol a 70% con un volumen de 20 mL. Centrifugar a

4°C. dejar secar el pellet.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Resuspender el pellet en 600uL de buffer TE 1X (10mM Tris HCIpH 8,0; 1Mm
EDTA pH 8,0)

Agregar un volumen de 600pL de HCI 5M a 4°C

Centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C. Rescatar el sobrenadante y
agregar un volumen de Isopropanol. Centrifugar a las mismas condiciones.
Agregar un volumen de Etanol 70%. Y centrifugar como en 14. Descartar el
sobrenadante y dejar secar el pellet por 10 minutos.

Resuspender con 500 uLde buffer TE 1X.

Purificar el ADN obtenido agregando 5 pL de RNAsa (5mgmL™), mezclar por
inversion e incubar a 37°C por 30 minutos.

Adicionar un volumen de Fenol:Cloroformo:lsoamilalcohol (25:1:1) (fenol
equilibrado) y mezclar por inversion durante 1 minuto.

Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente

Separar la fase acuosa en otro tuvo vial.

Adicionar 1,5 volimenes de Isopropanol e incubar a -20°C entre 15y 20 minutos
Centrifugar a 13000 rpm por 30 minutos a 4°C

Descartar el sobrenadante y lavar con etanol 70% centrifugandolo a 13000 rpm
por 15 minutos a 4°C.

Secar y resuspender el pellet en buffer TE 1X.
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B: TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION

Mezclar 20 pL de células competentes de P. pastoris GS115 con 5 — 20 ug de
DNA linealizado.

Transferir esta mezcla a una cubeta de 0,2cm el cual debe estar enfriado
previamente en la nevera.

En el electroporador poner la opcién “FUNGI” y luego “Saccharomycescerevisiae”
a condiciones 1200 voltios V' y 200 Q.

Al tener la cubeta y el programa listo se coloca la cubeta en el electroporador y se
oprime “PULSE”, inmediatamente colocar 1 mL de Sorbitol, resuspender y pasarlo
a tubo conico de 15 mL.

Incubar 3 horas a 37°C sin agitacion.

Sembrar 200 pL en superficie en medio MD (YNB 1,43%, Biotina 4x10°%,

Dextrosa 2%) y MDH (YNB 1,43%, Biotina 4x10°%, Dextrosa 2%, Histidina 10X).

Incubar a 30°C hasta cuando crezcan colonias.
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C: EXTRACCION DE PROTEINA INTRACELULAR PARA P. pastoris

Realizar buffer de lisis (Tris HCI 50 mM, PMSF 1mM, EDTA 1mM a pH 7,2)
Centrifugar a 4000 rpm, 4°C por 15 minutos y resuspender el pellet con una
solucion de NaCl 0,85% (p/v) dos veces.

Resuspender el pellet en buffer de lisis y centrifugar a 13000 rpm, 4°C por 15

minutos

. Agregar perlas de vidrio y realizar 15 ciclos de: 1 minuto de vértex y 1 minuto en

hielo

Sonicar las células en 30% amplitud, 15 ciclos de: 15 segundos ON vy 45
segundos OFF a 4°C

Centrifugar a 4000 rpm a 4°C por 20 minutos

Medir proteina y actividad especifica segun corresponda
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

D: ELISA INDIRECTA

Sensibilizar con 50 pL de antigeno cada pozo en una solucion con PBS 1X en una
concentracion de 1pg/mL incluyendo la curva patron.

Incubar en camara hiumeda a 37°C por 18 horas.

Descargar fuertemente una vez y retirar el exceso.

Agregar 200 pL de solucién de blogqueo.

Incubar a 37°C por dos horas en camara humeda.

Realizar 3 lavados con frasco lavador con la solucién de lavado.

Realizar la solucion de anticuerpo antiGALNS en una concentracién de 1/1000, en
una solucién de PBS 1X, Tween 20 al 0,005% y leche descremada al 2,5%.
Adicionar 100puL de la solucién anterior a cada poso.

Incubar por una hora a 37°C en cdmara humeda.

Realizar 4 lavados con la solucion de lavado.

Realizar una dilucion 1/2000 del anticuerpo antirabbit en una solucién de PBS 1X,
Tween 20 al 0,005% y leche descremada al 2,5%.

Incubar como en el numeral 9.

Realizar 3 lavados con la solucion del numeral 10.

Adicionar 100 pL del sustrato Sure Blue Reserve™ tmb Microwell Peroxidase a
cada pozo.

Incubar por 5-10 minutos en oscuridad.

Adicionar 100 pL a cada pozo de HCI

Leer a 450 nm y ajustando el blanco con PBS 1X
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REACTIVOS:
PBS 10X para 500 mL

Na,HPO,: 5,97¢g

NaH,PO4* H,0:1,28 g

Disolver los dos fosfatos en 400 mL de agua desionizada
NaCl: 43,83 g

Aforar a 500 mL

Solucién de lavado: PBS 1X, Tween 20 al 0,005%
Solucién bloqueo: PBS 1X, Tween 20 al 0,005%, leche descremada 2,5%
Solucién anticuerpo: PBS 1X, Tween 20 al 0,005%, leche descremada 2,5%

Solucion parada: HCI 1N 6 Acido sulfarico 0,6 N
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

E: SDS-PAGE

Preparar material y reactivos.

Ensamblar los vidrios en los soportes correspondientes.

Preparar el gel de separador. (Recordar agregar al mismo tiempo el persulfato de
amonio y el TEMED) y mezclar suavemente.

Agregar el gel separador inmediatamente con ayuda de una pipeta Pasteur entre
los vidrios, dejando 1 cm de espacio por debajo del borde superior.

Agregar agua desionizada suavemente hasta rebozar y dejar solidificar.

Descartar el exceso de agua y secar con una servilleta

Preparar el gel de almacenamiento. (Recordar agregar al mismo tiempo el
persulfato de amonio y el TEMED) y mezclar suavemente.

Adicionar entre los vidrios, hasta rebozar y poner el peine de muestras. Dejar
solidificar.

Quitar el peine suavemente

Preparar las muestras: En condiciones reductoras: Buffer de muestra 20 pL y
muestra 20 pL. ( La cantidad de muestra depende de la concentracién de proteina)
Llevar las muestras a ebullicién por 5 minutos.

Asegurar los soportes con los vidrios a la cAmara y llenarla de buffer de corrido de
adentro hacia afuera.

Colocar el separador de pozos y cargar el gel con las muestras( 20 L)

Correr las muestras a 200 Voltios hasta que el azul de bromofenol llegue al borde
inferior del gel.

Desmontar la cAmara y sacar los geles.

Dejar los geles sumergidos en solucién colorante por 10 horas.

Descartar la solucién colorante y decolorar con solucion decolorante.
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REACTIVOS:

Solucion poliacrilamida

Acrilamida: 29,2 g
Bisacrilamida: 0,8 g
Agua desionizada: 100 mL

Almacenar en frasco ambar a 4°C

Buffer TrisHCI pH 6.8 1.5M

Tris base: 9,075 g
Agua desionizada: 40 mL
Ajustar el pH con HCL hasta 6,8

Almacenar en frasco ambar a 4°C

SDS 10%

SDS:10g
Agua desionizada: 80 mL
Ajustar el pH a 7,2 con NaCl 10 N

Aforar a 100 mL

Buffer de corrido 1X

Tris base: 3¢
Glicina: 14,4 g

SDS: 0,29
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Agua desionizada: 1 litro

Buffer de Muestra:

Azul laemli: 950 L

[3-Mercaptoetanol: 50 pL

Solucién colorante

Azul de Coomasie R-250: 0,25 g
Acido acético: 20 mL
Metanol: 80 mL

Agua desionizada: 100 mL

Soluciéon decolorante

Acido acético: 20 mL
Metanol: 80 mL

Agua desionizada: 100 mL

GELES DE POLIACRILAMIDA

Gel separador 10%

Agua desionizada: 3,9 mL
Buffer Tris pH 8.8: 2,5 mL
SDS 10%: 0,1 mL

Acrilamida/bisacrilamida: 3,3 mL



Persulfato de amonio: 60 L

TEMED: 20 pL

Gel de almacenamiento

Agua desionizada: 3 mL

Buffer ph 6,8: 1,25 mL

SDS 10%: 0,1 mL
Acrilamida/bisacrilamida: 0,7mL
Persulfato de amonio: 50 pL

TEMED: 10 pL
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F: TINCION DE PLATA

1. Realizar SDS-PAGE de las muestras a evaluar.

2. Colocar el gel con 20 mL de solucién de fijado y agitar lentamente por 10 minutos.

3. Descartar la solucién de fijado y lavar dos veces con agua desionizada por 5
minutos.

4. Descartar el agua desionizada y agregar 20 mL de solucién tiosulfato de sodio
durante 1 minuto.

5. Descartar la solucion anterior y lavar dos veces con agua desionizada por 20
segundos.

6. Descartar el agua desionizada y poner el gel en solucion nitrato de plata por 10
minutos.

7. Lavar como en 5.

8. Agregar 20 mL de solucién de revelado, agitando lentamente hasta observar la
intensidad de las bandas.

9. Lavar con agua desionizada y detener la reaccién con acido citrico 2,3 M

REACTIVOS:

Solucién de lavado

Etanol 10 % (v/v)

Glicerol 4% (v/v)

Solucién de fijado

Metanol al 40% (v/v)
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0,5 mL de formaldehido al 37% por L de soluciéon

Solucioén tiosulfato de sodio

0,2 g por L de solucién

Solucién nitrato de plata

0,1 % de nitrato de plata

Solucion de revelado

3% (p/v) carbonato de sodio
0,0004% (p/V) tiosulfato de sodio

0,5 mL de formaldehido al 37% por L de solucién
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8.

9.

G: WESTERN BLOT

Realizar SDS-PAGE de las muestras a evaluar bajo condiciones reductoras.
Cortar la membrana de nitrocelulosa y dejar 5-10 minutos en buffer de
transferencia junto con las esponjas y el papel filtro.

Montar la camara de transferencia.

Colocar la cAmara con agitador sobre una plancha agitadora y con hielo en su
interior. Dejar dos horas a 350 mA'y 100 V.

Desmontar y dejar la membrana una hora en buffer de blogueo.

Realizar un lavado con solucion de lavado para quitar el exceso de leche.
Preparar la solucién de anticuerpo (segun recomendacién de fabricante) y dejar
esta solucién por una hora a temperatura ambiente.

Preparar la solucion de bloqueo.

Realizar lavados con la solucidon de lavados hasta quitar el exceso de leche.

10. Agregar la solucion de conjugado (Anticuerpo GALNS monoclonal de ratén) en

dilucién 1/5000

11. Lavar con la solucién de lavado

12. Adicionar el sustrato peroxidasa con Diaminobenzidina

REACTIVOS

Buffer de transferencia

Tris base: 303 g

Glicina: 14,04

SDS: 1g

Metanol: 200 mL
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Agua desionizada: 1 L

Ajustar a pH: 8,3 con HCI

TBS 5X

Tris base: 20 nM
NacCl: 500 nM
Agua desionizada: 200 mL

Ajustar a pH: 7,5 con HCI

TTBS (Solucién de lavado)

TBS 1X

Tween 20 a 0,2%

Solucién de bloqueo y anticuerpo

TTBS 1X

Leche 5%

Sustrato peroxidasa (Diaminobenzidina)

Inidazol 0,1%
Diaminobenzidina 0,001%
Triton X100 al 0,1%

PBS 1X

Peroxido de hidrogeno 30%
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